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Résumé 

Les reins son t les organes cibles de nombreuses molécules tox iques. Les cel lules ép i thé l ia les du 

t ubu le p rox ima l rénal sont par t i cu l iè rement vu lnérables vis-à-vis de xénob io t iques ut i l isés c o m m e 

méd icaments ou non. Ces agressions peuvent ê t re corrélées à une a u g m e n t a t i o n du stress oxydat i f 

et indui re la m o r t cel lu la i re. Elles peuvent éga lement mener à la per te des caractér is t iques 

phéno typ iques des cel lules épi thél ia les, in i t iant leur déd i f fé renc ia t ion en cel lules mésenchymateuses 

et éven tue l l emen t en f ibroblastes, pr inc ipaux responsables de la f ib rose rénale. 

Les stratégies de p ro tec t i on - n o t a m m e n t imp lémentées en c l in ique lors de l ' admin is t ra t i on de 

méd icaments néphro tox iques - reposant sur une approche pharmaco log ique res tent rares. 

A par t i r de données de médec ines t rad i t ionnel les , nous avons sé lect ionné une série de p lantes 

considérées ut i les pour le t r a i t e m e n t ou la p révent ion de t roub les associés aux malad ies rénales : 

Angel icae sinensis radix, Eleutherococci radix, Ginseng radix, Schisandrae chinensis f ruc tus e t Silybi 

mar ian i f ruc tus . 

A l 'aide d 'un modè le in vitro reposant sur l 'emplo i de la l ignée cel lu la i re HK-2, nous avons examiné si 

ces produ i ts pouva ien t appo r te r une pro tec t ion eff icace vis-à-vis de 3 xénob io t i ques 

néphro tox iques : les acides ar is to lochiques, le cisplat ine et la c ic lospor ine. Cinq p h é n o m è n e s 

impl iqués dans la néphro tox ic i té e t c o u r a m m e n t ret rouvés lors du d é v e l o p p e m e n t de la f ib rose 

rénale on t é té invest igués : (i) la mor ta l i té cel lulaire et l 'apoptose ; (ii) la géné ra t i on de stress 

o x y d a t i f ; (iii) la m o d u l a t i o n des capacités de régénérat ion ; (iv) la p roduc t i on de mat r i ce 

ext racel lu la i re ; et (v) l 'act ivat ion de la voie de signal isat ion de la P-caténine. 

Parmi les 5 p lantes é tud iées sur ce modè le , celle présentant l 'act iv i té la plus in téressante vis-à-vis de 

l 'un des 3 tox iques a é té invest iguée plus en détai ls af in d ' ident i f ie r le(s) composé(s) responsable(s) 

de sa b ioact iv i té . Les résul tats on t ind iqué que l 'extra i t mé thano l ique d'Angelica sinensis é ta i t le plus 

ef f icace pour rédu i re la néphro tox ic i té indu i te par le cisplat ine. Ces pr incipes act i fs - l 'acide 

fé ru l ique, le Z- l igust i l ide et le E-l igusti l ide - on t été testés selon la m ê m e mé thodo log ie . 

L'acide fé ru l ique a é té le plus ef f icace pour amél io rer la survie cel lu la i re et d i m i n u e r l 'apoptose 

indu i te par le c isplat ine. Il a éga lement permis de rédui re la p roduc t ion de mat r i ce ext racel lu la i re , de 

s t imu le r les capaci tés de régénéra t ion de cellules saines et d ' inh iber pa r t i e l l emen t la vo ie de 

signal isat ion de la P-caténine. Il n'a tou te fo i s pas été capable de l im i ter la géné ra t i on de stress 

oxydat i f i ndu i te par le t r a i t e m e n t au cisplat ine. 

L'acide fé ru l ique semble ê t re un candidat p r o m e t t e u r pour pro téger les tubu les rénaux vis-à-vis du 

cisplat ine et pour ra i t con t r i bue r à l im i ter l ' in i t ia t ion et le déve loppemen t de la f ib rose rénale. 
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Abstract 

The kidneys are targets o f numerous tox ic compounds . Proximal t ubu la r ep i the l ia cells are 

part icular ly vu lnérab le t o xenobio t ics used as drugs or not . Thèse injur ies can be associated w i t h an 

increased ox idat ive stress and can t r igger cell death . They can aiso lead t o t h e loss o f phenotyp ic 

character ist ics o f ep i the l ia l cells and in i t ia te the i r ded i f f e ren t i a t i on in mesenchymal cells, eventual ly 

evolv ing in f ibroblasts, ma jor actors responsib le fo r rénal f ibrosis. 

Protect ive stratégies - inc lud ing those i m p l e m e n t e d in cl inical pract ice dur ing the admin is t ra t i on o f 

nephro tox ic drugs - re ly ing on a pharmacolog ica l approach remain se ldom. 

By means o f data issuing f r o m t rad i t i ona l medic ines, w e selected a séries o f herbs po ten t ia l l y usefui 

fo r the t r e a t m e n t or p réven t ion o f t roub les associated w\tU k idney diseases: Angel icae sinensis radix, 

Eleutherococci radix, Ginseng radix, Schisandrae chinensis f ruc tus and Silybi mar ian i f ruc tus . 

Using an in vitro mode l based on HK-2 cell l ine, w e examined if thèse herbal p roduc ts cou ld br ing an 

ef fect ive p ro tec t ion towards 3 nephro tox ic drugs: ar is to lochic acids, c isplat in and c ic lospor in . Five 

phenomena involved in nephro tox ic i t y and regular ly occur r ing du r ing the progression o f rénal 

f ibrosis w e r e invest igated: (i) cell dea th and apoptos is ; (ii) ox idat ive stress généra t ion ; (iii) 

modu la t i on o f régénéra t ion capacit ies; (iv) ext racei lu lar mat r i x p roduc t ion ; and (v) p-catenin 

pa thway act ivat ion. 

Among t h e 5 herbs tha t were s tud ied, t he one present ing the most in teres t ing ef fects t o w a r d s one o f 

the 3 tox icants has been invest igated in détai ls in o rde r t o ident i fy t h e compound(s ) responsib le fo r 

its bioact iv i ty. Results ind icated tha t t h e c rude methano l i c ext ract o f Angelica sinensis was t h e mos t 

po ten t f o r reducing c isp lat in- induced nephro tox ic i t y . Its act ive pr inciples - ferul ic acid, Z-l igust i l ide 

and E-ligusti l ide - were tes ted accord ing t o t h e same methods . 

Ferulic acid was the most po ten t c o m p o u n d fo r imp rov ing cell survival and fo r a l lev ia t ing c isplat ine-

induced apoptosis. It aIso a l lowed t o restrain t he extracei lu lar mat r i x p roduc t ion , enhanced t h e 

régénérat ion capacit ies o f heal thy cells and part ia l ly inh ib i ted the ac t iva t ion o f t he 3 -caten in 

pathway. It was however inef fect ive in p reven t ing t h e généra t ion of ox idat ive stress induced dur ing 

cisplatin t r e a t m e n t . 

Ferulic acid appears as a p romis ing cand idate f o r p ro tec t ing rénal tubu les against cisplat in 's 

nephro tox ic i ty and could con t r i bu te t o l im i t t h e onse t and progression o f rénal f ibrosis. 
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Abréviations 

A : absorbance 

AA : acides ar is to loch iques 

AAN : aristolochic acid nephropathy = nép l i ropa th ies aux acides a r i s to loch iques 

ADH : antidiuretic hormone = h o r m o n e an t i -d iu ré t ique ou vasopressine 

ADN : acide désoxy r ibonuc lé ique 

AINS : an t i - i n f l ammato i r e non-s té ro ïd ien 

ARA : a t te in te rénale aiguë (N.B.: ce t e r m e remplace celui d'IRA ( insuf f isance rénale aiguë), so i t AKI 

(acute kidney injury) o u ARF (acute rénal failure) en anglais). 

ARN : acide r ibonuc lé ique 

AS : ex t ra i t d'Angelica sinensis 

a-SMA : a-smooth muscle a et in 

BCA : acide b ic inchon in ique 

CAT : catalase 

CHN : chinese herb nephropathy = néph ropa th ie aux p lantes chinoises 

CisPt : c isplat ine 

CsA : c ic lospor ine A 

cTGF : connective tissue growth factor 

C t r l : copper transporter 1 = t r a n s p o r t e u r de cuivre 1 

DAPI : 4 ' , 6 ' -d iam id ino -2 -phény l i ndo le 

DFG : déb i t de f i l t r a t i on g loméru la i re 

D M E M : Dulbecco's mod i f i ed Eagle m é d i u m 

DMSO : d imé thy lsu l foxyde 

DPA : dialyse pér i tonéa le au toma t i sée 

DPCA : dialyse pér i tonéa le c o n t i n u e ambu la to i re 

EGF : epidermal growth factor = f ac teu r de croissance ép ide rm ique 

eGFR : estimated glomerular filtration rate = déb i t de f i l t ra t ion g l oméru la i r e es t imé 

E-lig - E-l igusti l ide 

EMT : epithelial-to-mesenchymal transition = t rans i t ion ép i t hé l i o -mésenchyma teuse 

E n d o M t : endothelial-to-mesenchymal transition = t rans i t ion e n d o t h é l i o - m é s e n c h y m a t e u s e 

EPO : é r y th ropo ïé t i ne 

ES : ex t ra i t d'Eleutherococcus senticosus 

ET : écar t t y p e 

FA -.ferulic acid = acide fé ru l i que 

FBS : fetal bovine sérum = s é r u m bov in fœta l 

FITC : i so th iocyanate de f luorescé ine 

GSH-Px : g l u ta th ion peroxydase 

H2DCF-DA : d iacéta te de 2 ' ,7 ' -d ich lo rod ihydro f luorescé ine 

HPLC : high-performance liquid chromatography = ch roma tog raph ie l iqu ide hau te p e r f o r m a n c e 

IC : inhibitory concentration - concen t ra t i on inh ib i t r ice 

IRT : insuf f isance rénale t e r m i n a l e 

V 



MEC : matr ice extracel lulaire 

M M P : matrix metalloproteinase = méta l lopro té inase matr ic iel le 

MRC : maladie rénale chron ique (N.B.: ce t e r m e remplace celui d'IRC (insuff isance rénale chronique), 

soit CKD (chronic kidney disease) ou CRF (chronic rénal failure) en anglais). 

MS : mass spectrometry = spec t romét r ie de masse 

MTC : médecine t rad i t ionne l le chinoise 

MTT : b romure de 3-(4,5-d iméthyl th iazol -2-y l ) -2,5-d iphényl té t razo l ium 

NAD(P)H : n icot inamide adénine d inuc léo t ide (phosphate) rédui t 

NO : nitric oxide = oxyde n i t r ique 

NOS : nitric oxide synthase - oxyde n i t r ique synthase 

NTA : nécrose tubu la i re aiguë 

OAT : organic anion transporter = t r anspor teu r d 'anions organiques 

OCT : organic cation transporter = t r anspor teu r de cat ions organiques 

PAAS : principes actifs d'Angelica sinensis 

PBS : phosptiate buffered saline = t a m p o n phosphate salin 

PCR : polymerase chain reaction = réact ion en chaîne par polymérase 

PG : extrai t de Panax ginseng 

P-gp : P-glycoprotéine 

PI : iodure de p rop id ium 

PNF : pression net te de f i l t ra t ion 

PSR : picrosirius red = rouge picrosir ius 

QFIA : quantitative fluorescence image analysis = analyse quant i ta t i ve d ' image en f luorescence 

RNS : reactive nitrogen species = espèces réactives de l 'azote 

ROS : reactive oxygen species = espèces réactives de l 'oxygène 

RPTECs : rénal proxima' tubular epithelial cells = cellules épi thél ia les du tubu le prox imal 

RT-qPCR : real-time quantitative polymerase chain reaction 

SF : serum-free = mi l ieu de cu l ture dépou rvu de sérum 

SM : extrai t de Silybum marianum 

Smad 2 /3 : small mothers against decapentaplegic 2/3 

SOD : superoxyde dismutase 

SRAA : système rén ine-angiotens ine-a ldostérone 

TCD : tubu le con tourné distal 

Tcf /Lef : T cell factor/lymphoid enhancer factor 

TCP : tubu le con tourné prox imal 

TEAC : Trolox® équivalent antioxidant capacity = capacité an t ioxydante en équiva lent Trolox'® 

TGF-P : transforming growth factor-6 

TNF-a : tumor necrosis factor-a - fac teur de nécrose t u m o r a l e - a 

TRR : thérap ie de remplacement rénal 

UUO : unilatéral ureteral obstruction - obs t ruc t ion uni la téra le urétéra le 

VG : violet de gent iane 

Z-lig = Z-l igusti l ide 

Remarque : compte tenu de leur ut i l isat ion consensuel le dans la l i t té ra tu re sc ient i f ique, c'est la 

f o rme anglaise de certaines abrév ia t ions qui sera adoptée dans le présent documen t . 
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1.1. Le rein et ses pathologies 

Le rein assure un rôle cen t ra l dans l 'o rgan isme. Il f i l t re près de 200 l i t res de plasma par j ou r e t 

excrète dans l 'ur ine les déchets du m é t a b o l i s m e ainsi que les xénob io t i ques détox i f iés par le fo ie. 

Para l lè lement ; il i n te rv ien t dans la régu la t i on de la pression o s m o t i q u e et des vo lumes l iquid iens en 

con t rô lan t l 'excrét ion d 'eau et de sod ium, régule la concen t ra t i on p lasmat ique de n o m b r e u x ions, 

par t ic ipe au ma in t ien de l 'équ i l ib re ac ido-bas ique, régule la pression ar tér ie l le e t i n te rv ien t dans la 

synthèse d ' ho rmones te l les que l ' é r y th ropo ïé t i ne et dans l ' hyd roxy la t ion de la 25 -hyd roxyv i tam ine D. 

1.1.1. Description générale du rein 

1.1.1.1. Rappels anatomiques 

1.1.1.1.1. Anatomie générale du rein 

En f o r m e de gros har icots, les reins pèsent env i ron 150 g e t m e s u r e n t env i ron 12 cm de longueur sur 

6 de largeur e t 3 d 'épaisseur . Ils occupen t une pos i t ion ré t r opé r i t onéa le s 'é tendan t en t re les 

ver tèbres tho rac ique Thi2 e t l omba i re L3. Les ar tères et ve ines rénales, assurant leur c i rcu la t ion 

sanguine, ainsi que les u re tè res qui les débar rassent de l 'u r ine f o r m é e , s ' insèrent au n iveau du hi le 

rénal [1, 2] . 

Chaque rein est en tou ré par 3 couches de t issus, de la plus in te rne à la plus ex te rne : (i) une capsule 

f ibreuse qui p rév ien t des in fect ions p r o v e n a n t des régions vois ines ; (ii) une capsule ad ipeuse qui f ixe 

le rein à la paroi pos té r ieure du t r o n c et le p ro tège con t re les coups ; et (iii) un fascia de t issu 

con jonc t i f qu i lie le rein à la g lande sur réna le et aux s t ruc tu res vois ines [1]. 

En coupe f ron ta le , le rein laisse appara î t re 2 zones d is t inc tes (Figure 1) : le cor tex, de cou leur pâle et 

s i tué en superf ic ie ; et la médu l l a i re , de cou leur plus rouge et s i tuée en p r o f o n d e u r [1]. Cet te 

dern ière est const i tuée par 4 à 18 (en m o y e n n e 8) py ramides rénales (ou pyramides de Ma lp igh i ) , 

don t le s o m m e t , o r i en té vers le cen t re du rein, est appe lé papi l le rénale. Les p r o l o n g e m e n t s du 

cor tex, s i tués en t re les py ramides , son t appelés co lonnes rénales. Le cor tex rénal e t les py ramides 

rénales son t les deux pr inc ipales régions du pa renchyme rénal , qu i cons t i t uen t la par t ie f onc t i onne l l e 

d u rein. L 'ur ine p rodu i t e par les néph rons s 'écoule vers le t u b e co l lec teur qui a b o u t i t à un cal ice réna l 

mineur , puis à un calice ma jeu r . L 'ur ine se j e t t e dans une cavi té n o m m é e pelvis (ou bassinet) , e t 

parcour t l ' u re tè re jusqu 'à la vessie o ù el le sera m o m e n t a n é m e n t s tockée [2, 3] . 
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Figure 1 : anatomie Interne du rein. 

1.1.1.1.2. Le néphron 

Le néph ron est l 'un i té f o n c t i o n n e l l e du re in (Figure 2). On en c o m p t e env i r on un mi l l i on dans chaque 

rein, quo ique des é tudes récentes a ient d é m o n t r é que leur n o m b r e puisse var ier en t re 200 .000 e t 

1.800.000. Leur n o m b r e est i nve rsement corré lé au poids de naissance [2]. M is bou t à bou t , ils 

s 'é tendra ien t sur près de 70 km [1]. Ils se local isent dans le pa renchyme rénal e t assurent l ' épu ra t i on 

du sang selon 3 mécan ismes : la f i l t r a t i on g loméru la i re , la sécré t ion e t la réabsorp t i on tubu la i res . 

Glomérule 

Capsule de Bowman 

Tubule contourné proximal 

Anse de Henle 

Tubule contourné distal 

Tube collecteur 

Figure 2 : schéma d'un néphron. 

Le corpuscule rénal 

Il s 'agit d 'une sphère de 150 à 250 \im cons t i tuée d 'un lacis de capi l la i res s i tués e n t r e une a r té r i o l e 

a f f é ren te et une ar té r io le e f f é r e n t e appelés g loméru le (Figure 3). Cet amas est e n t o u r é par la capsu le 

de B o w m a n , un bu lbe creux en con t i nu i té avec le t ubu le p rox ima l qu i reço i t le plasma f i l t ré par la 

paro i i n te rne du g loméru le . En e f fe t , l ' endo thé l i um des capi l la i res est cr ib lé de pores de 75 n m de 
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d iamè t re , ce qu i les rend t rès po reux à l 'eau et à de nombreux solutés sanguins [1]. Les capi l laires 

son t gainés par la m e m b r a n e basale g loméru la i re , composée m a j o r i t a i r e m e n t de pro téog lycanes et 

de col lagène IV, e t sur laquel le s ' a r r imen t les podocy tes à l ' in té r ieur de la capsule de Bowman . Les 

podocy tes c o m p r e n n e n t des pédicel les d o n t l 'écart en t re chacun d é t e r m i n e des fen tes de f i l t ra t ion . 

En raison de sa compos i t i on po l yan ion ique , la m e m b r a n e basale g loméru la i re j o u e éga lemen t un rô le 

de f i l t re qui b loque le passage des p ro té ines [2, 4 ] . 

chambre glomérulaire 

Tubule contourné 
proximal 

Podocyte 

Capillaire glomérulaire 

Artériole afférente 

Cellules juxta-glomérulaires 

Lumière du tubule 
contourné distal 

Macula densa 

Mésangiocytes 

Artériole efférente 

Figure 3 : schéma d'un corpuscule rénal [1]. 

Le tubule 

Il mesure env i ron 3 cm de long et est i m p l i q u é dans la réabsorp t ion e t la sécré t ion de molécules. Il se 

compose successivement du t u b e c o n t o u r n é p rox ima l (TCP), de l 'anse de Henle (par t ie descendante 

puis ascendante) e t du t u b e c o n t o u r n é dista l (TCD). 

Si TCP e t TCD se local isent essen t i e l l emen t dans le cor tex rénal, l 'anse de Henle descend quan t à el le 

vers la médu l la i re . La ma jo r i t é des néph rons (85 %) se localise au n iveau cor t ica l (néphrons 

cor t icaux) , de sor te qu 'une pe t i t e par t ie de leur anse a t t e i n t la médu l l a i re (Figure 4). Les aut res 

(néphrons jux ta-médul la i res) on t une anse qui p longe plus p r o f o n d é m e n t dans la médu l la i re , un 

c r i tè re d ' impo r tance dans la capac i té d u re in à p rodu i re de l 'u r ine concen t rée [3]. 

Sur t o u t e sa longueur , le t u b u l e es t tapissé d 'une m o n o c o u c h e de cel lu les ép i thé l ia les pola i res 

reposan t sur une lame basale. Leur pô le apical est dir igé vers la l um iè re du t ubu le , tand is que leur 

pôle basai s 'o r ien te vers l ' i n te rs t i t i um rénal [1]. 

Les cellules épi thél ia les du TCP (RPTECs), m e s u r a n t 15 à 20 \xm, son t de f o r m e cuboïde et pourvues 

de nombreuses m i tochondr ies et microv i l los i tés . Ces dern ières f o r m e n t au n iveau du pôle apical la 

bo rdu re en brosse, une carac té r is t ique qui p e r m e t d 'accroî t re t rès f o r t e m e n t la surface d 'échange 

avec la lumière tubu la i re , de favor iser la réabsorp t i on d 'eau et de n o m b r e u x so lutés présents dans le 

f i l t ra t , o u d'y sécréter des mo lécu les à é l im ine r de l 'o rganisme. La m e m b r a n e basola téra le de ces 
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cel lules est éga lemen t pou rvue d ' i n te rd ig i ta t ions qui favor isent les échanges. Les faces la téra les 

p résen ten t des expansions cy top lasmiques qui s ' en t remê len t avec les cel lules vo is ines [2] . 

Néphron cortical Néphron juxta-méduilaire 

Figure 4 : schéma de néphrons cortical et juxta-médullaire [1]. 

Le TCP, segmen t le plus long du néph ron , est subdiv isé en segments S I , S2 et S3 d o n t la s t r uc tu re 

présente de légères var ia t ions. Le segment S I cor respond à la p rem iè re par t ie d u t u b u l e dès la 

j o n c t i o n avec le g loméru le ; après quelques m i l l imè t res il se t r a n s f o r m e en s e g m e n t S2. Si les 

segments S I e t S2 son t d é n o m m é s pars convoluta, le segment S3 est appe lé pars recta e t c o r r e s p o n d 

à la de rn iè re p o r t i o n du TCP p longeant vers la médu l la i re juste avant l 'anse de Henle [2]. 

L'anse de Henle c o m p r e n d une par t ie descendante et une part ie ascendante . La p r e m i è r e p o r t i o n de 

la par t ie descendan te possède des cel lules s imi la i res à celles du TCP [1]. 

Le tube collecteur 

Il est le de rn ie r segmen t du néph ron qu i co l lecte l 'ur ine f o r m é e le l ong de p lus ieurs tubu les . Il 

t raverse les py ramides rénales pou r déboucher sur les papil les. A l ' approche du bassinet , p lus ieurs 

tubes f us i onnen t e t f o r m e n t un condu i t plus large [1]. Les cellules ép i thé l ia les j o u e n t un rô le dans le 

ma in t i en de l 'équ i l ib re ac ido-bas ique du sang et comp lè ten t les e f fe ts des TCP e t de l 'anse en 

régu lan t la concen t ra t i on de Na"̂  e t d 'eau [3]. 
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1.1.1.1.3. L'interstitium 

Il est composé par la m e m b r a n e basale, les capsules de B o w m a n , l ' ép i thé l i um des cavités pyélo-

caliciel les, l 'advent ice des vaisseaux sanguins et la m e m b r a n e basale des capi l la ires pér i - tubu la i res . 

Son v o l u m e est es t imé à 5 à 10 % du cor tex , alors qu ' i l a t t e i n t 40 % de la médu l la i re p r o f o n d e [2]. Cet 

espace assure le contac t e t p e r m e t donc les échanges en t re tubu les et capi l la ires. 

En plus d 'une mat r i ce ex t race l lu la i re (MEC), l ' i n te rs t i t i um abr i te de nombreuses cel lules, n o t a m m e n t 

des f ib rob las tes capables de syn thé t i se r l ' é r y th ropo ïé t i ne (EPO) en réponse à l 'ac t iva t ion du fac teu r 

indu i t par l 'hypox ie (HIF = hypoxia inducible factor) su ivant une hypox ie [5]. D 'aut res ac teurs 

impo r tan t s dans la sécrét ion d'EPO inc luen t les cel lu les endothé l ia les des capi l la i res pér i tubu la i res , 

les cellules de l ' ép i thé l i um tubu la i r e ainsi que cer ta ins hépatocy tes , don t la p r o d u c t i o n f o u r n i 10 % 

de l'EPO c i rcu lante [6]. 

D'autres f ib rob las tes de l ' i n te rs t i t i um rénal, appelés f ib rob las tes résidents, sont chargés de m a i n t e n i r 

la s t ruc tu re du pa renchyme. 

Des cel lules dendr i t i ques assurent la défense con t re des agents pa thogènes en déc lenchant 

éven tue l l emen t une réponse i m m u n i t a i r e qui imp l i que la p ro l i fé ra t ion et la d i f f é renc ia t i on des 

l ymphocy tes T. Des macrophages son t é g a l e m e n t présents, ou peuven t ê t re recru tés par vo ie 

sanguine, e t son t capables d ' in i t ie r une réponse i n f l a m m a t o i r e . 

D'autres composan ts de l ' i n te rs t i t i um sont des te rm ina isons nerveuses et des vaisseaux 

l ymphat iques [2]. 

1.1.1.1.4. Les capillaires péritubulaires 

Il s'agit d ' un réseau de capi l la ires enchâssés a u t o u r du t u b u l e qu i o n t pou r f o n c t i o n la sécré t ion de 

déchets ainsi que la recap tu re de l 'eau et des so lu tés réabsorbés par les cel lules tubu la i res . Les 

capi l laires des néphrons jux ta -médu l la i res , au con t ra i re de ceux des néphrons cor t i caux , s 'en foncen t 

p r o f o n d é m e n t dans la médu l la en accompagnan t les anses (= vasa recta). Ils j o u e n t ainsi un rô le 

i m p o r t a n t dans la f o r m a t i o n d 'une u r ine concen t rée [3]. 

1.1.1.1.5. L'appareil juxtaglomérulaire 

Il s'agit de s t ruc tures si tuées en t re le TCD et les a r té r io les a f fé ren tes et e f f é ren tes d u g l oméru l e . Il est 

f o r m é par les cel lules jux tag loméru la i res c o m p r e n a n t les cel lules de la t e r m i n a i s o n de l 'a r tér io le 

a f fé ren te , de la par t ie in i t ia le de l 'a r té r io le e f f é ren te , de cel lu les mésangia les ex t rag loméru la i res e t 

de la macula densa [2, 7]. Les cel lules muscula i res lisses (myocytes) a r té r io la i res c o n t i e n n e n t des 
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vésicules de rén ine ; lo rsque la pression ar tér ie l le chute, ces m é c a n o r é c e p t e u r s l i bè ren t ce t te 

enzyme du sys tème rén ine-ang io tens ine-a ldos té rone (SRAA). 

Les cel lules de la macula densa, accolées à la paro i du TCD, agissent c o m m e ch im io récep teu rs 

sensibles à la compos i t i on é lec t ro l y t i que du f i l t r a t (et n o t a m m e n t à la c o n c e n t r a t i o n de sod ium) . 

Elles régu len t la pression g loméru la i re en d i la tan t ou cont rac tan t les a r té r io les e t p e r m e t t e n t ainsi de 

ma in ten i r un déb i t de f i l t r a t i on g loméru la i re (DFG) cons tan t [3]. 

1.1.1.2. Physiologie rénale 

Le n é p h r o n p e r m e t de ma in ten i r la compos i t i on sanguine à un é ta t d 'équ i l i b re selon les 3 

mécan ismes que son t la f i l t r a t i on g loméru la i re , la sécrét ion t u b u l a i r e depu is les capi l la i res 

pér i tubu la i res vers la l um iè re tubu la i re e t la réabsorp t i on tubu la i re depu is la l u m i è r e t ubu la i r e vers 

les capi l la i res pér i tubu la i res . Ces phénomènes p e r m e t t e n t d 'épure r le p lasma sanguin des déchets 

mé tabo l i ques de l 'o rgan isme, t o u t en garant issant la recapture des é l é m e n t s ut i les te ls que les 

nu t r imen ts , l 'eau et cer ta ins ions [3]. 

Cet te f o n c t i o n est t rès g o u r m a n d e en énerg ie : les reins, don t la masse a t t e i n t mo ins de 1 % de la 

masse corpore l le , c o n s o m m e n t 20 à 25 % de l 'oxygène de l 'organisme p o u r p r o d u i r e l'ATP nécessaire 

à leur mé tabo l i sme [1]. 

1.1.1.2.1. La filtration glomérulaire 

Chaque m i n u t e , les 25 % du déb i t card iaque parvenan t aux reins a p p o r t e n t env i ron 1,2 I de sang. De 

ce v o l u m e , une p r o p o r t i o n équ iva len te à 16-20 % s 'échappe des a r té r io les p o u r cons t i t ue r le f i l t r a t 

g l oméru la i r e ; il s 'agi t de la f rac t i on f i l t rée qu i a t t e i n t chaque j o u r e n v i r o n 150 I chez la f e m m e et 

180 I chez l ' h o m m e [8]. Ainsi, les reins assurent la f i l t ra t ion d u v o l u m e p lasmat ique en t ie r d ' un 

ind iv idu quas imen t 60 fo is par j o u r [ I j . 

Le f i l t r a t g loméru la i re est m a j o r i t a i r e m e n t composé d'eau, cons t i t uan t le plus a b o n d a n t du corps 

huma in , que l 'on re t rouve dans les c o m p a r t i m e n t s intracel lu la i res (55 à 75 %) e t ex t race l lu la i res (25 à 

45 %). Les é lec t ro ly tes les plus abondan ts du c o m p a r t i m e n t ex t race l lu la i re , e t donc du f i l t r a t 

g loméru la i re , son t le sod ium, le ch lore et le b icarbonate . Le s o d i u m est p o m p é hors des cel lules par 

des Na^-K^-ATPases, de sor te que 85 à 90 % de ces ions sont présents dans le m i l i eu ex t race l lu la i re ; 

sa concen t ra t i on p lasmat ique a t te in t 140 m M . Le potassium est, q u a n t à lui, p r i nc i pa l emen t 

in t race l lu la i re , e t sa concen t ra t i on p lasmat ique est de 4 m M [1]. 

La bar r iè re g loméru lo -cap i l l a i re (composée des cel lules endothél ia les, de la m e m b r a n e basale et des 
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podocytes) cons t i tue une m e m b r a n e de f i l t r a t i on cr ib lée de pores qui ne laissent pas passer les 

grosses mo lécu les te l les que les p ro té ines d 'une ta i l le supér ieure à 7-8 n m de d i amè t re (c'est la 

sélect iv i té de ta i l le) . Ainsi, les p ro té ines de masse in fé r ieu re à 15.000 Da sont f i l t rées l i b remen t e t 

celles supér ieures à 70.000 Da ne son t pas f i l t rées d u t o u t [2]. 

De plus, la m e m b r a n e basale est composée de pro téog lycanes, d o n t les charges négat ives (au pH 

physio logique) agissent c o m m e une bar r iè re é lec t ros ta t ique . Ainsi, l ' a lbumine, don t le d iamè t re de 

6 nm (66.000 Da) pour ra i t p e r m e t t r e la f i l t ra t ion , ne passe pas la bar r iè re g loméru la i re en raison 

d 'une charge é lec t r ique négat ive p r o v o q u a n t sa répu ls ion vers les capi l laires sanguins ; on parle de 

sélect ivi té de charge. Le ma in t i en de l ' a lbumine dans les capi l la i res con fère une pression onco t i que 

suf f isante pour e m p ê c h e r la f i l t r a t i on de t o u t le plasma vers la chambre g loméru la i re . 

La f i l t ra t ion du plasma, du g l oméru le vers la chambre g loméru la i re , est cond i t i onnée par la pression 

net te de f i l t r a t i on (PNF) et est calculée selon la loi de Star l ing : 

PNF = PHg - PHc - PO 

Où : PHg est la pression hyd ros ta t i que g loméru la i re ( favor isant la f i l t ra t i on ) ; PHc, la pression 

hydros ta t ique capsulai re (s 'opposant à la f i l t r a t i on ) ; e t PO, la pression onco t i que (due à la présence 

de proté ines dans le sang des capi l la i res g loméru la i res , s ' opposan t à la f i l t ra t i on ) [1]. 

La PNF est es t imée en d o n n a n t aux pressions les va leurs su ivantes : 

PNF = 55 - 15 - 30 = 1 0 mm Hg 

La valeur posi t ive de la PNF est n o t a m m e n t issue du fa i t que le d i a m è t r e de l 'a r té r io le g loméru la i re 

e f fé ren te est plus fa ib le que celui de l 'a r tér io le a f f é ren te (ce qui con t r i bue à ma in ten i r une pression 

hydros ta t ique élevée). Tou te fo is , la PNF - e t donc le v o l u m e de f i l t ra t g loméru la i re - peu t ê t re 

inf luencée par les nerfs du plexus rénal , par des pros tag land ines , par l 'angiotens ine II ou par le NO 

qui con t rô len t le déb i t rénal au n iveau des ar té r io les a f fé ren tes [7, 9] . 

F inalement, la quan t i t é t o ta le de f i l t r a t g loméru la i re p r o d u i t chaque m i n u t e par les 2 reins est 

appelée déb i t de f i l t ra t ion g loméru la i r e (DFG). Chez un h o m m e sain, les que lques 2 mi l l ions de 

g loméru les des 2 reins assurent un DFG re l a t i vemen t cons tan t de 120 m l / m i n ; ce de rn ie r var ie 

re la t i vement peu malgré les cond i t i ons pouvan t i n f luencer la PNF. En fa i t , un DFG accru ne pe rme t 

pas une réabsorp t ion app rop r i ée des substances ut i les à l ' o rgan isme, alors qu ' un DFG af fa ib l i p e r m e t 

la réabsorpt ion de quas imen t t o u t le f i l t ra t , avec les déche ts du mé tabo l i sme . Ces deux cas de f igures 

conduisent à des s i tuat ions pa tho log iques [1] . 

1 .1 .1 .2 .2 . La réabsorption tabulaire 

La major i té du v o l u m e de f i l t r a t g l oméru la i r e est a c t i v e m e n t réabsorbée par les cel lu les ép i thé l ia les 
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t ubu la i res des néphrons et , dans une m o i n d r e mesure , par les t ubes co l lec teurs . En e f f e t , 99 % des 

1 5 0 / 1 8 0 I du f i l t r a t g loméru la i re (ur ine d i te p r im i t i ve) sont réabsorbés q u o t i d i e n n e m e n t , de sor te 

que 1 à 2 I seu lemen t son t excrétés sous f o r m e d 'u r i ne d i te déf in i t i ve [1, 8 ] . 

Le mécan isme de réabso rp t i on imp l i que une cap ta t i on des solutés dans la l um iè re (pô le apical des 

cel lules tubu la i res) e t un r e t o u r dans les capi l la ires pér i tubula i res (pô le basai des cel lu les tubu la i res ) . 

La réabsorp t i on de solutés c o m m e le glucose, les acides aminés, les v i tam ines , l ' u rée et les ions te ls 

que Na^ K*, Ca^*' CI', HCO3" (b icarbonate) e t HP04^" (monohydrogénophosphate) se fa i t se lon des 

mécan ismes act i fs o u passifs. Certaines substances ne sont au con t ra i re pas o u peu réabsorbées. 

C'est le cas des molécu les azotées p rodu i tes par le métabo l i sme de l ' o rgan isme te l les que l 'urée, 

l 'acide u r ique o u la c réa t in ine (Figure 5). L 'urée est su f f i samment pe t i t e p o u r ê t re réabsorbée par les 

pores membrana i res (50 à 60 % repassent vers la c i rcu lat ion sanguine ; e l le est éga lemen t sécré tée 

au n iveau de l 'anse, de sor te que seu lemen t 10 % de la f rac t ion f i l t rée r e t o u r n e n t vers la c i rcu la t ion) , 

alors que la c réa t in ine , un peu plus grosse et chargée pos i t i vement , est p r i nc i pa l emen t f i l t r ée (la 

quan i t i t é sécrétée reste m ino r i t a i r e ) e t s 'avère u t i le pour évaluer le DFG [3] . 

Acide urique Urée 

Figure 5 : structures de la créatinine, de l'acide urique et de l'urée, 3 déchets du métabolisme. 

Au niveau du TCP 

Sitôt après la f i l t r a t i on g loméru la i re , le l iqu ide i n t ra lum ina l est i so ton ique e t de c o m p o s i t i o n s imi la i re 

au p lasma sanguin (à l 'exclusion des grandes pro té ines) . Les cel lu les ép i thé l ia les du t u b u l e p r o x i m a l 

(RPTECs) son t les plus act ives dans les p h é n o m è n e s de réabsorp t ion [3]. 

Quas imen t t o u t le glucose f i l t r é est réabsorbé. Une t r o p grande c o n c e n t r a t i o n de glucose dans le 

f i l t r a t g loméru la i re , c o m m e dans les cas de d iabè te , est suscept ib le de sa tu re r les récep teurs e t les 

mécan ismes de réabsorp t ion , d o n n a n t l ieu à une per te de glucose ur ina i re (= g lycosur ie) . 

Le Na"^ est éga lemen t r a p i d e m e n t réabsorbé à ce niveau (65 %). L 'eau sui t le m o u v e m e n t de Na* par 

osmose (mécan isme passif) par d i f fus ion t ranscel lu la i re et paracel lu la i re , ainsi que par d i f f us ion 
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faci l i tée via les aquapor ines [8]. La quan t i t é d 'aquapor ines ne var ie pas dans le TCP, alors que leur 

synthèse peu t ê t re act ivée par rhornnone an t i d iu ré t i que (ADH) dans les TCD et les tubes col lecteurs. 

Deux grands types de t ranspor teu rs son t imp l iqués dans la réabsorp t ion du Na* : les sympor teurs Na'' 

e t les an t ipo r teu rs Na*-H"^. Les sympor teu rs Na* p e r m e t t e n t une réabsorp t ion par couplage à divers 

solutés (par exemple le glucose, les acides aminés, l 'acide lact ique et les v i tamines hydrosolubles) . 

Les ant ipor teurs Na*-H*, quan t à eux, assurent la réabsorp t ion de Na* couplée à la sécrét ion de H*. 

Etant donné que l ' ion Na* est le plus abondan t du f i l t ra t , sa recapture nécessite jusqu'à 80 % de 

l 'énergie (sous f o r m e d'ATP) c o n s o m m é e dans l 'ensemble des processus de réabsorp t ion [1]. 

La plupart des pet i tes proté ines et des pept ides ayant réussi à t raverser la barr ière g loméru la i re sont 

en général réabsorbés par endocy tose . Ce p h é n o m è n e est permis par la présence de mégal ine 

(= g lycoproté ine 330) et de cubi l ine (= g lycopro té ine 280) sur la m e m b r a n e apicale des RPTECs [10, 

11]. Ces pro té ines sont des récepteurs mul t i l igands situés en t re les microvi l los i tés de la bo rdure en 

brosse. La mégal ine f ixe des pro té ines de t r anspo r t (a lbumine, hémoglob ine , lac tofer r ine, 

t rans thyré t ine , t ranscoba lamine, p ro té ine de l iaison du ré t ino l ou de la v i tam ine D), des 

apop l ipopro té ines , des ho rmones ( p a r a t h o r m o n e (PTH), insul ine, EGF, pro lact ine, thy rog lobu l ine) , le 

p lasminogène, la a l - m i c r o g l o b u l i n e , la P-amylase, les chaînes légères des immunog lobu l ines , le 

cy tochrome C,... La cubi l ine quan t à el le f ixe la v i tam ine B12 et quelques proté ines ciblées par la 

mégal ine. Les l igands liés aux complexes mégal ine-cub i l ine sont internal isés par invaginat ion de la 

membrane grâce à des puits de c la thr ine. Les RPTECs d igèren t ensui te cet endosome af in d 'en 

récupérer les composants ut i les à l 'o rganisme [11]. 

Au niveau de l'anse de Henle 

Si la part ie descendante réabsorbe env i ron 15 % de l 'eau f i l t rée , la par t ie ascendante, dans sa po r t i on 

large, possède des sympor teurs Na* -K* -2Crqu i p e r m e t t e n t la réabsorp t ion concomi tan te d 'un Na*, 

d 'un K* et de 2 CI' de la lumière du tubu le . La par t ie ascendante n ' in te rv ien t que t rès peu dans la 

réabsorpt ion d 'eau, les cellules y é tan t p r a t i q u e m e n t impe rméab les ; ce qui pe rme t de réguler la 

concent ra t ion de l 'ur ine [8]. Ceci est assuré par un mécan isme à con t re -couran t qui imp l ique des 

interact ions en t re l 'ur ine p r im i t i ve dans la lumière de l 'anse de Henle et le sang dans la vasa recta. 

Chacun des l iquides s 'écoule dans un sens opposé à l 'au t re , ce qui pe rmet de créer un grad ient 

osmot ique s 'é tendant du cor tex jusqu 'aux p ro fondeu rs de la médu l la i re [1]. 

Au niveau du TCD 

Seulement 10 % du NaCI f i l t ré e t 25 % de l 'eau pa rv iennen t au TCD. Situé sur la m e m b r a n e apicale 

des cellules, le sympor teu r Na*-Cr assure la réabsorp t ion des ions sodiques et ch lorures. Les cel lules 

du TCD é tan t no rma lemen t impe rméab les à l 'eau, l 'ADH peut s t imu le r la t ranscr ip t ion des gènes 
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codan t pou r les sous-uni tés des aquapor ines , p e r m e t t a n t ainsi une r é a b s o r p t i o n c o m p l é m e n t a i r e 

d 'eau [8] . La réabsorp t ion de ca lc ium est sous le con t rô le de la p a r a t h o r m o n e . 

Au niveau du tube collecteur 

De la m ê m e man iè re que dans le TCD, l 'ADH con t rô le la quant i té d 'eau à réabsorbe r . L 'a ldos térone, 

une h o r m o n e m inéra loco r t i co ïde sécrétée par la g lande cor t icosur réna le , c o n t r ô l e q u a n t à el le la 

réabso rp t i on de sod ium e t la sécré t ion de potass ium. L 'hyperka l iémie , résu l tan t par exemp le 

d 'appor t s a l imenta i res excédenta i res , s t imu le d i r ec temen t la l i bé ra t i on d ' a l dos té rone , alors que 

l ' hypo tens ion et l ' h y p o n a t r é m i e ac t i ven t le SRAA qu i p rovoquera à son t o u r la l i bé ra t i on 

d 'a ldos té rone par les surrénales. Cet te h o r m o n e indu i t la synthèse de canaux sod iques au n iveau des 

cel lu les pr inc ipales, p e r m e t t a n t la recapture des ions Na"^; l 'eau sui t par osmose , e t le K* est re je té 

vers la l um iè re tubu la i re . En e f fe t , au pôle basolatéra l des cel lu les pr inc ipa les, la p o m p e Na^'-K'' 

échange un ion sod ique d u cy top lasme con t re un ion potassique de la c i r cu la t i on sanguine. La non-

réabsorp t i on de a pour e f f e t d 'abaisser la ka l iémie [3]. 

Le fac teu r na t r i u ré t i que aur icu la i re (ANF) est lui aussi capable de régu ler la n a t r é m i e ; en réponse à 

une tens ion a n o r m a l e m e n t é levée, les barorécepteurs des ore i l le t tes l i bè ren t le f ac teu r na t r i u ré t i que 

aur icu la i re qu i agit en i nh iban t la réabsorp t ion de Na'^au niveau des t ubes co l lec teurs , en s 'opposant 

à la l i bé ra t ion d 'a ldos té rone par les surrénales via le SRAA, ou en a u g m e n t a n t le DFG (par m o d u l a t i o n 

de la pression ar tér io la i re ) [1 ] . 

1.1.1.2.3. La sécrétion tubulaire 

En plus de la f i l t r a t i on g loméru la i r e e t de la non- réabsorp t ion de cer ta ines mo lécu les , le re in est d o t é 

d ' un mécan isme act i f p e r m e t t a n t d 'ex t ra i re des molécules des capi l la i res pé r i tubu la i res et de les 

exc ré te r dans la lumiè re t ubu la i r e [1]. 

A f in de ma in ten i r un équ i l i b re ac ido-basique, les p ro tons (H'') sont sécrétés par les cel lu les du TCP 

par l ' i n te rméd ia i re de l ' an t i po r teu r Na'^-H*, ainsi que par les cel lu les in terca la i res d u t u b u l e 

co l lec teur . La sécré t ion des ions N H / se fa i t au niveau du TCP e t du t u b e co l lec teur . 

Une pe t i t e quan t i t é de c réa t in ine (5 à 10 % du plasma) est éga lement sécré tée. 

A u n iveau des cel lules du TCP, les RPTECs sont pourvues de t r anspo r teu rs capables de réabsorber ou 

de sécréter diverses molécu les ; les t ranspor teu rs de cat ions o rgan iques (OCTs = organic cation 

transporters), les t r anspo r teu rs d 'an ions organiques (OATs = organic anion transporters) o u la P-

g l ycop ro té ine (P-gp) son t imp l iqués dans l 'é l im ina t ion de nombreux m é d i c a m e n t s (e.g. la d igox ine , la 

qu in id ine , la c imé t id ine , les anthracyc l ines, la procaïnamide,. . .) [12] . 
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Les OATs sont localisés au n iveau des m e m b r a n e s basolatéra le (OAT-1) ou apicale (OAT-4). On 

dist ingue éga lement les po lypept ides t ranspor teu rs d 'an ions organiques (OATPs), minor i ta i res au 

niveau rénal. Les substrats de ces t ranspor teu rs sont soi t des composés endogènes, tels que l 'AMP, 

le GMP ou les fo lates, soit des xénob io t iques . L 'OAT-1 peu t j o u e r un rôle impor tan t dans la sécrét ion 

rénale des an t ib io t iques P- lactames et des d iu ré t iques . Une inh ib i t ion compét i t i ve pour ce 

t ranspor teur peu t apparaî t re lors de l ' admin is t ra t ion de plusieurs méd icaments . Cette p ropr ié té a 

longtemps été mise à pro f i t dans les t r a i t emen ts par P- lactamines ; l ' admin is t ra t ion concomi tan te de 

probénécide p e r m e t t a n t de l im i te r l 'excrét ion de l 'an t ib io t ique , des doses moindres on t pu ê t re 

adminis t rées sans pour au tan t rédu i re l 'e f f icaci té du t r a i t e m e n t [12]. 

Les OCTs sont localisés au niveau basolatéral des RPTECs. Ils assurent l 'ext ract ion de cat ions 

organiques du sang, n o t a m m e n t des composés endogènes tels que la chol ine, la dopamine , 

l 'adrénal ine, la séro ton ine , et la noradréna l ine ; mais aussi des xénob io t iques [12]. 

Les P-gp e t les multidrug resistance-associated proteins (MRPs) assurent le t ranspor t des déchets et 

des xénobio t iques de la m e m b r a n e apicale des RPTECs vers la lumière tubu la i re [12]. 

1.1.2. Les pathologies rénales 

Lorsque les reins ne parv iennent plus à assumer leur f onc t i on d 'épu ra t i on de l 'organisme, 

n o t a m m e n t liée à la per te de néphrons et de g loméru les fonc t ionne ls , il en résul te un état 

patho log ique n o m m é " insuf f isance réna le" , laquel le se t r adu i t par une augmen ta t i on des taux 

sanguins d 'urée et de créat in ine ainsi que par une baisse du pH (acidose métabo l ique) . 

L'échelle t empore l l e caractér isant ce t te patho log ie p e r m e t de déf in i r l ' insuff isance rénale aiguë (IRA), 

d ' insta l la t ion bruta le et de révers ib i l i té to ta le ou part ie l le , de l ' insuf f isance rénale ch ron ique (IRC), à 

évo lu t ion plus si lencieuse et insidieuse m e t t a n t plusieurs années à se mani fes ter c l i n i quemen t . 

Terminologie 

Le te rme " insuff isance rénale a igùe" (ARF en anglais pour acute rénal failure) t end à ê t re remplacé 

par "a t te in te rénale a iguë" (ARA ; o u AKI en anglais pour acute kidney injury) qui ne fa i t plus 

seu lement référence à un déf ic i t f onc t i onne l , mais eng lobe éga lement une possible a l té ra t ion 

s t ructure l le du rein. 

De la m ê m e manière, on par lera plus vo lon t ie rs de "ma lad ie rénale ch ron ique" (MRC ; ou CKD en 

anglais pour ctironic kidney disease) p l u tô t que "d ' insuf f isance rénale ch ron ique" (CRF en anglais 

pour chronic rénal failure) ; ceci est mo t i vé par le fa i t qu 'une dé té r i o ra t i on progressive de la fonc t ion 

rénale peu t rester si lencieuse pendan t longtemps. 
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1.1.2.1. L'atteinte rénale aiguë 

L'ARA est dé f in ie c o m m e une chu te b ru ta le ou progresive (en que lques jours ) de la f i l t r a t i o n 

g loméru la i re , condu isan t à l ' accumu la t i on dans le sang de tox ines u rémiques . Ma lg ré son carac tè re 

géné ra lemen t révers ib le, il s 'agi t d 'une urgence c l in ique. En e f f e t , ce t te s i tua t ion peu t nécess i ter la 

mise en place d 'une é p u r a t i o n ex t ra réna le par dialyse [13] . 

Etiologie 

Les causes d'ARA sont nombreuses . Elle peu t avoir une or ig ine : 

Pré-rénal \ (cause fonc t i onne l l e ) si el le est caractér isée par une hypope r fus ion des reins, d o n t les 

causes c o m p r e n n e n t (i) une hypovo lém ie et une hypo tens ion fa isan t su i te à une hémor rag ie sévère, 

à une déshyd ra ta t i on liée à des d iar rhées ou des vomissements pro longés o u à une c i r rhose ; (ii) une 

s ténose de l ' a r tè re rénale, un choc sep t ique ou anaphy lac t ique, o u une insuf f isance ca rd iaque ; e t 

(iii) la prise de méd icamen ts , à savoir les inh ib i teurs de l 'enzyme de convers ion de l ' ang io tens ine e t 

les an t i - i n f l ammato i res non-s téro ïd iens (AINS) [13] . 

L 'or ig ine pré- réna le exp l ique 55 % des cas d'ARA ; e t si ce t te de rn iè re n ' i ndu i t pas d 'a l t é ra t i ons 

s t ruc ture l les au t issu rénal , el le est géné ra lemen t con t rô lée par de s imples mesures t h é r a p e u t i q u e s 

s 'a t taquan t à la cause. 

(cause o rgan ique aussi appelée parenchymateuse ou in t r insèque) si el le est causée par des 

a l té ra t ions ana tom iques d u pa renchyme rénal résu l tant (i) d ' une nécrose t ubu la i r e a iguë, cause la 

plus f r é q u e n t e , qu 'e l le soi t d 'o r ig ine ischémique (hypoper fus ion réna le p ro longée) o u t o x i q u e ; (ii) 

d 'une g l o m é r u l o n é p h r i t e ; o u (iii) d 'une néphropa th ie vasculaire. L'ARA d 'o r ig ine o rgan ique peu t ê t re 

due à une in tox ica t ion (méd i camen teuse ou par con tam inan t e n v i r o n n e m e n t a l ) , à une réac t ion 

a l lerg ique, à un processus in fec t ieux ou immuno log ique, . . . [13] 

Elle est à l 'or ig ine de 40 % des cas d'ARA. 

^ ^ ^ ^ ^ (cause obs t ruc t i ve ) si el le est consécut ive à un obstac le en t ravan t l ' é c o u l e m e n t des 

ur ines, n o t a m m e n t dû à la présence de l i thiases rénales ou de t u m e u r s sur les voies excré t r ices 

in fér ieures. Le r isque d 'ARA d 'o r ig ine post - rénale augmen te éga lemen t chez les h o m m e s s o u f f r a n t 

d ' h y p e r t r o p h i e bén igne o u de cancer de la p ros ta te [13] . 

Plus rares, les causes post - réna les ne son t responsables que de S % des ARA. 

Signes et symptômes 

Bien que la ma lad ie sous- jacente d ic te le tab leau c l in ique, le s igne le plus révé la teu r reste l 'o l igur ie 

(déb i t u r ina i re < 4 0 0 m l / j ) , mais cel le-ci n 'est pas sys témat ique. Elle peu t évo lue r en anur ie si le déb i t 

u r ina i re descend en dessous de 100 m l / j . Cependant , dans cer ta ins cas la d iurèse reste n o r m a l e 
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(= ARA à d iurèse conservée). Le dé f ic i t f onc t i onne l peu t éga lemen t engendre r une hyperka l iémie 

(associée à des t roub les du r y t h m e card iaque) , un oedème pu lmona i re o u une acidose [14] . 

Diagnostic 

Il repose sur la mise en év idence d ' une chu te du DFG et d 'une a u g m e n t a t i o n de la c réa t in inémie . Les 

or ig ines obst ruc t ives peuven t ê t re ob jec t ivées par u rograph ie in t rave ineuse e t par échograph ie [13] . 

Traitement 

Il dépend de l 'or ig ine de TARA. La cause pré- réna le nécessite le t r a i t e m e n t de la pa tho log ie d 'o r ig ine 

( réhydra ta t ion , t rans fus ion sanguine,.. .) ; la f onc t i on ur ina i re se normal ise g é n é r a l e m e n t avec la 

d ispar i t ion de la cause. Cependant , si la malad ie n 'est pas t ra i t ée s u f f i s a m m e n t t ô t , TARA 

fonc t i onne l l e peu t se t r a n s f o r m e r en ARA organ ique, plus sévère et pouvan t occas ionner des 

a l té ra t ions s t ruc ture l les [13]. 

L'ARA o rgan ique d e m a n d e l ' i den t i f i ca t ion et le t r a i t e m e n t de l ' a f fec t ion en cause. Des séances 

d 'hémod ia lyse peuven t ê t re nécessaires pendan t que lques jours . 

Le t r a i t e m e n t de TARA obs t ruc t i ve vise à lever l 'obstac le (chi rurg ie, ultrasons,.. .) . 

Evolution 

L'ARA est géné ra lemen t révers ib le : la régénéra t ion tubu la i re p e r m e t une res tau ra t ion plus ou mo ins 

rapide des fonc t ions et s t ruc tures rénales. Tou te fo is , le r e c o u v r e m e n t peu t ne pas ê t re comp le t , e t 

des épisodes récur rents d'ARA p e u v e n t condu i re à une pa tho log ie ch ron ique [15] . 

1.1.2.2. La maladie rénale chronique 

La MRC, caractér isée par l ' accumu la t i on de t issu f i b ro t i que , est l ' abou t i ssemen t de t o u t e pa tho log ie 

non normal isée t o u c h a n t le re in, que l le qu 'en soit la cause. Ce t e r m e , non spéc i f ique à une é t io log ie 

bien dé te rm inée , pe rme t t ou te fo i s de dé f in i r une a l té ra t ion gradue l le , len te et progressive de la 

f onc t i on rénale se man i fes tan t soi t par la présence de lésions rénales ( fonc t ionne l les e t / o u 

st ructure l les) , soi t par un DFG in fé r ieur à 60 m l / m i n / 1 , 7 3 m^ pendan t au mo ins 3 mois [16] . 

Elle se caractér ise par une pe r te de 60 à 70 % des néphrons . 

Etiologie 

Les causes sont mu l t ip les : p r a t i q u e m e n t t ou tes les maladies imp l i quan t d i r e c t e m e n t o u 

i nd i rec temen t le rein peuven t évo lue r vers une MRC. On re t r ouve en o u t r e les é t io log ies 

responsables des ARA, et plus pa r t i cu l i è remen t les malad ies t o u c h a n t d i r e c t e m e n t le t issu réna l 
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( c o m m e le d iabète) ou des voies excrétr ices (calices, bassinets, u re tè re , vessie) ; e l les p e u v e n t 

éga lemen t avoir une or ig ine congén i ta le ou acquise, n o t a m m e n t via des in fec t ions ch ron iques ou 

une tox ic i té ce l lu la i re exercée par cer ta ins méd icamen ts o u cer ta ins c o n t a m i n a n t s 

e n v i r o n n e m e n t a u x [ 1 5 , 1 6 ] . 

Symptômes et signes 

Dans les stades débu tan ts , la MRC n 'ent ra îne que peu de t r oub les p e r m e t t a n t de la m e t t r e en 

év idence. Elle est souven t d iagnos t iquée de man iè re f o r t u i t e (par exemp le dans le cadre d 'un b i lan 

pou r hyper tens ion ar té r ie l le à laquel le el le est f r é q u e m m e n t l iée), par ob j ec t i va t i on d ' une 

p ro té inu r i e o u d 'une héma tu r i e [16] . 

Dans les stades plus avancés, la MRC se t radu i t souven t par une hype r tens ion et par des t r oub les 

ur ina i res te ls q u ' u n e po lyur ie o u au cont ra i re une o l igur ie . Elle est souven t associée à une a n é m i e 

a t t r i buab le à la d i m i n u t i o n de la sécrét ion d 'é ry th ropo ïé t ine . Un oedème p u l m o n a i r e peu t ê t r e la 

conséquence d 'une insuf f isance card iaque gauche l iée à une hype rna t rém ie . L 'hyperka l iémie 

engendre quan t à el le des t roub les du r y t h m e card iaque. Les t r oub les associés à une mo ins b o n n e 

régu la t ion des taux p lasmat iques de ca lc ium et de phosphore c o m p r e n n e n t des déminé ra l i sa t i ons 

osseuses - connues sous le n o m d 'os téodys t roph ies rénales - ainsi que des t r oub les ne rveux [16] . 

Lorsque la f o n c t i o n rénale résiduel le est t rès a l té rée, une é léva t ion de l 'urée p lasma t ique 

( c o u r a m m e n t appe lée u rémie ) peu t engendre r de nombreux t r o u b l e s c l in iques et b io log iques a l lan t 

jusqu 'à la m o r t du pa t ien t . 

Mécanismes de compensation 

L'absence de man i fes ta t i ons c l in iques dans les stades débu tan ts de la MRC peu t ê t re exp l i quée par la 

réserve fonc t i onne l l e du re in. En e f fe t , lorsque les a t te in tes res ten t modérées , une a d a p t a t i o n 

fonc t i onne l l e obl ige les néphrons résiduels à ma in ten i r l 'homéostas ie . Par exemp le , la pe r te de 5 0 % 

des néphrons , c o m m e lors de l 'ab la t ion d 'un rein, n ' indu i t pas de man i fes ta t i ons c l in iques 

impo r tan tes . Lorsque la masse néph ron ique résiduel le n 'a t te in t plus que 25 % de la va leu r no rma le , 

des t roub les c l in iques appara issent ; à 10 %, la survie est encore possible é tan t d o n n é la capac i té à 

m e t t r e en place des mécan ismes de compensa t ion p e r m e t t a n t d 'exc ré te r l 'eau et le sel. Ces 

caractér is t iques exp l i quen t le d iagnost ic souvent ta rd i f de la MRC. 

Diagnostic 

A l 'échograph ie , la ta i l le des reins est souvent d im inuée . Toutefo is , le c r i tè re d iagnos t ique de cho ix 

repose sur la mise en év idence d 'un DFG d im inué ainsi qu 'une é léva t ion de la c o n c e n t r a t i o n sér ique 
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de créat in ine, b ien que ce t te de rn iè re ne soi t pas une va leur préd ic t ive t rès sat isfa isante car 

i nsu f f i sammen t cor ré lée à la baisse de la f o n c t i o n rénale et du DFG. En e f fe t , sa sécré t ion, b ien que 

modé rée en cond i t ions phys io log iques, peu t s 'é lever lorsque sa concen t ra t i on sanguine augmen te , 

c o n t r i b u a n t à fausser la mesure de sa c la i rance et à suréva luer le DFG [2]. 

En tou t , il a é té es t imé qu 'aux Etats-Unis, la p réva lence de la MRC dans la p o p u l a t i o n généra le adu l te 

s'élevait à 11 %, d o n t seu lemen t 3 % p résen ta ien t une f o r m e a s y m p t o m a t i q u e de la malad ie [17] . 

Classifications 

En 2002, le National Kidney Foundation - Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (NKF-KDOQI) a 

déf in i 5 stades de MRC dépendan t de la f o n c t i o n rénale résiduel le e t p e r m e t t a n t de déc ider du t ype 

de prise en charge à instaurer (Tableau 1) [16, 18]. 

Dans celui-ci , les stades 1 et 2 ne sont mis en év idence que par le biais d 'une a l bum inu r i e , d ' une 

héma tu r i e ou d 'anomal ies visibles à l ' échograph ie . L 'éva luat ion du DFG est requise u n i q u e m e n t p o u r 

d is t inguer le s tade 1 du 2. Si ces é tapes son t géné ra l emen t a s y m p t o m a t i q u e s , le r isque d 'évo lue r 

vers des f o rmes plus sévères de MRC est réel . Les étapes 3, 4 e t 5 sont u n i q u e m e n t ob jec t ivées par 

mesure du DFG. Au stade 5, la f o n c t i o n rénale n 'a t t e in t plus que 10 à 15 % de la no rma le . On par le 

a lors d ' insuf f isance rénale t e r m i n a l e (IRT ; o u ESRD en anglais = end-stage rénal disease) e t la surv ie à 

long t e r m e ne peu t ê t re assurée que par une t hé rap ie de r e m p l a c e m e n t rénal (TRR) inc luant la 

dialyse o u la g re f fe . Il est es t imé que la préva lence des MRC de s tade 5 croî t de 5 à 8 % 

annue l l emen t , ce qui p rov ien t essen t ie l l ement du v ie i l l i ssement de la popu la t i on , de l ' émergence de 

mei l leurs out i ls diagnost ics, e t d ' une recrudescence de comorb id i t és associées à la MRC ( c o m m e le 

d iabète o u l 'hyper tens ion) [17] . 

Stade Description 
DFG 

(ml/min/l ,73m^) Actions à ent reprendre 
(norm. 120) 

1 
A t te in tes rénales ; DFG 

no rma l ou re la t i vemen t é levé 
> 9 0 

D iagnost iquer ; t r a i t e r les comorb id i t és 

e t l im i te r le r isque card iovascula i re 

2 
A t te in tes rénales ; fa ib le 
d i m i n u t i o n du DFG 

6 0 - 8 9 Survei l ler la progress ion 

3 D im inu t i on m o d é r é e du DFG 3 0 - 5 9 Evaluer e t t r a i t e r les comp l i ca t i ons | | | 

4 D im inu t i on sévère du DFG 1 5 - 2 9 Prépara t ion pour une TRR 

5 IRT ̂ mHHHp < 15 
Mise en place de la TRR (en cas 
d ' u r é m i e avérée) 

Tableau 1 : les 5 stades de MRC et les actions à entreprendre pour chacune [16]. 

16 



Conséquences 

La MRC est par dé f i n i t i on i r révers ib le . La per te de la fonc t i on rénale en t ra îne des conséquences sur 

l ' ensemble de l 'o rganisme. 

Parmi les plus év identes, celles-ci a t t e ignen t : 

^^^^^^^^^^^^^Q^|g2sH c o m p r e n a n t une ré ten t ion hyd ro -sodée (généra t r i ce d 'œdèmes , 

d ' hype r tens ion artér iel le, . . . ) , une acidose mé tabo l i que (par excrét ion insu f f i san te d e H* e t par dé fau t 

de géné ra t i on de t a m p o n s ) , une hyperka l iémie (pouvan t induire des a r y thm ies card iaques) e t une 

hypoca lcémie coup lée à une hype rphospha tém ie (l iée à la d im inu t i on de son é l i m i n a t i o n ) [2]. 

^^^^^QqQ^^^^^^Q est a f fec té par la r é ten t i on hydro-sodée (oedèmes sys témiques o u 

pu lmona i res , hyper tens ion ar tér ie l le , insuf f isance cardiaque) ainsi que par une accé léra t ion de 

l 'a thérosc lérose. 

Q|[^^^^^^^^Q avec des man i fes ta t ions te l les que des neuropath ies pé r i phé r iques , de la fa t igue 

o u des insomnies. Une u rém ie t rès é levée peu t éga lement d o n n e r l ieu à des convu ls ions, des 

myoc lon ies ainsi qu 'à des crises d 'ép i leps ie [16]. 

en se man i fes tan t par de l 'anorex ie , des nausées e t des inc idences accrues 

d 'u lcère pep t i que e t d ' hépa t i t e ch ron ique . 

^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ g j ^ ^ ^ p e r t u r b é n o t a m m e n t par une hype rpa ra thy ro ïd i e en réponse à 

l ' hypoca lcémie et à l ' hype rphospha tém ie . Des dysl ip idémies e t une a l t é ra t i on du m é t a b o l i s m e 

g luc id ique son t éga lemen t rencont rées . 

^^^^^^^^^^^g^gg^QQJg n o t a m m e n t in f luencé par la pe r te de ca lc ium, d o n t l ' absorp t ion 

d igest ive est rédu i te par l 'absence de v i t a m i n e D3, ainsi que par l ' hype rpa ra thy ro ïd ie (secondai re à 

l ' hypoca lcémie et à l ' hype rphospha tém ie ) qui p rovoque la l ibérat ion par les os téoc las tes de ca lc ium 

s tocké dans les os [19] . La f o n t e muscu la i re t r o u v e son or ig ine dans la pe r te d ' a l b u m i n e ur ina i re qui 

est en par t ie compensée par un ca tabo l i sme muscu la i re accru. L 'acidose m é t a b o l i q u e e t le d iabè te 

p e u v e n t s t imu le r la dégrada t ion p ro téo l y t i que des muscles. F ina lement , l ' é ta t ca tabo l ique et 

l ' anorex ie engendrés par l ' u rémie en t ra înen t une ma lnu t r i t i on p ro té i que . 

Q^^^^^^^^^^^^^^ a f fec té n o t a m m e n t par une p roduc t ion insu f f i san te d'EPO qu i se t r a d u i t 

par une a n é m i e [6]. Celle-ci peu t ê t re ren forcée par la présence de tox ines a f fec tan t le 

f o n c t i o n n e m e n t de la moe l le osseuse. La f o r m a t i o n et les fonct ions leucocyta i res p e u v e n t éga lemen t 

ê t re a l térées, d o n n a n t l ieu à une suscept ib i l i té accrue aux in fect ions. Enfin, l ' hémos tase peu t ê t re 

dé f i c ien te en ra ison de l 'hypoca lcémie et de la pe r te ur inai re de fac teurs de coagu la t ion . 

fHMigm^ffiSWH^^^ n o t a m m e n t par déve loppemen t d 'un t e i n t j aune consécu t i f à un dé fau t 

d ' exc ré t i on de la b i l i rub ine con juguée. On consta te éga lement du p ru r i t e t des excor ia t ions . 
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Traitement 

Etant d o n n é le caractère i r révers ib le de la f ib rose qu i s ' instal le p rogress ivement avec l ' évo lu t ion de la 

MRC, une res taura t ion in tégra le de la f o n c t i o n rénale est impossib le . Il reste t ou te fo i s souha i tab le de 

ralent i r la progress ion de la MRC. Ceci peu t ê t re assuré par con t rô le r igoureux des fac teurs de r isque 

cardio-vasculaires tels que le l ' hyper tens ion ar tér ie l le , le surpoids, le d iabète , les dys l ip idémies, le 

tabagisme. Le con t rô le de la pression ar tér ie l le p e r m e t éga lemen t une réduc t ion de la p ro té inu r ie 

par réduc t ion de la f i l t ra t i on g loméru la i re [20] . 

1.1.2.3. Etiologies des insuffisances rénales 

De nombreuses maladies, spéci f iques o u non, peuven t t o u c h e r le rein. Si celles-ci ne déc lenchen t pas 

une ARA, elles peuven t ê t re plus insidieuses et évo luer s i lenc ieusement vers une MRC. Les plus 

impor tan tes sont décr i tes dans ce t te sect ion. 

1.1.2.3.1. La néphropathie diabétique 

Il s'agit sans d o u t e de la cause ma jo r i t a i re de n é p h r o p a t h i e responsable de MRC dans le m o n d e . Elle 

serait à l 'or ig ine de 33 % des MRC [1] e t t o u c h e r a i t 35 à 40 % des pat ients d iabé t iques [21] . 

Elle se man i fes te de 15 à 20 ans après le d é b u t du d iabè te . Pour tan t , un con t rô le r igoureux de la 

glycémie p e r m e t de rédu i re le r isque de comp l i ca t i ons rénales. La néph ropa th i e d iabé t i que est la 

première cause de p ro té inu r ie dans le m o n d e . 

Elle s 'a t taque aux capi l laires g loméru la i res e t autres pet i ts vaisseaux du rein. En plus de glycosyler les 

proté ines et de causer leur a l té ra t ion s t ruc tu re l le , le sucre présent dans le f i l t ra t g l o m é r u l a i r e a t t i re 

de l'eau par osmose et p rovoque l ' é l im ina t i on de grands vo lumes l iquid iens. Ceci a pou r e f fe t de 

di luer le Na* présent dans la l um iè re t ubu la i r e . En conséquence , la macula densa du TCD a u g m e n t e la 

sécrét ion de rén ine, p r o v o q u a n t une vasocons t r i c t i on a r té r io la i re dans le bu t de l im i t e r le DFG. Il en 

résulte une ischémie chron ique . L 'angio tens ine II p r o d u i t e à la sui te du re largage de rénine a 

éga lement pour e f fe t d 'ac t iver la sécré t ion de TGF-p (cf. sec t ion 1.2.5. Facteurs vasculaires). 

1.1.2.3.2. L'hypertension 

Elle serait responsable de 30 % des cas de néph ropa th ies [1]. Elle a f fec te la f o n c t i o n rénale en 

d im inuan t la per fus ion du pa renchyme et en p r o v o q u a n t une ischémie ch ron ique . Elle agit 

éga lement en af fa ib l issant les vaisseaux sanguins. 
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C o m m e pour la n é p h r o p a t h i e d iabé t ique , un con t rô le s t r ic t de la t ens ion a r té r ie l le p e r m e t de l im i te r 

les a t te in tes rénales. Lorsqu 'une MRC est d iagnost iquée à un s tade précoce, la t ens ion ar tér ie l le à ne 

pas dépasser est 130 /80 m m Hg ; e l le descend à 125/75 m m Hg p o u r les s tades plus avancés [1]. 

1.1.2.3.3. Les glomérulopathies 

Cet ensemb le de malad ies immun i t a i r es , aussi appelée g loméru lonéph r i t es , c ib le le g loméru le . Si la 

ma jo r i t é est d 'é t io log ie i nconnue , t ou tes p r o v o q u e n t une i n f l a m m a t i o n et des a l té ra t ions 

h is to log iques du g l oméru le ; cer ta ines son t caractér isées par des dépô ts d ' i m m u n o g l o b u l i n e s au 

n iveau de la m e m b r a n e basale. Elles peuven t ê t re pr imai res (souvent par réac t ion a u t o - i m m u n e ) o u 

secondaires (associées à une malad ie a u t o - i m m u n e , infect ieuse, t u m o r a l e o u mé tabo l i que ) . 

Les man i fes ta t ions s 'accompagnen t géné ra lemen t d 'une ARA é v o l u a n t f r é q u e m m e n t vers une MRC 

e t imp l i quen t une dégrada t ion de la f onc t i on rénale, un synd rome n é p h r i t i q u e ( i n f l ammat i on ) avec 

héma tu r i e , un s y n d r o m e n é p h r o t i q u e avec a lbuminur ie , l ip idur ie, oedèmes... 

Le d iagnost ic peu t nécessi ter une biopsie rénale. 

Le t r a i t e m e n t n'est pas spéc i f ique, mais requ ie r t la prise en charge de la ma lad ie sous- jacente (par 

exemp le par adm in i s t ra t i on d ' immunosupp resseu rs dans le cas d u lupus é r y t h é m a t e u x ) [22] . 

1.1.2.3.4. Les néphropathies tubulo-interstitielles 

Il s 'agit de maladies aiguës o u ch ron iques de l ' i n te rs t i t i um rénal t o u c h a n t les tubu les . Elles p e u v e n t 

ê t re associées à une g l o m é r u l o p a t h i e ou à une maladie vasculaire réna le et p e u v e n t condu i re à une 

insuf f isance rénale. 

Les causes son t t rès nombreuses e t peuven t ê t re d 'or ig ine héréd i ta i re o u acquise. Parmi cel les-ci, o n 

r e t r o u v e des causes tox iques exogènes (les AINS, la c ic lospor ine, les aminoglycosides, . . . ) o u 

endogènes (hyperu r i cémie o u hyperca lcémie) , des maladies a u t o - i m m u n e s o u in fect ieuses 

(pyé lonéphr i tes ) . En ou t res , les xénob io t i ques sont capables d ' i ndu i re des réponses a l lerg iques 

condu isan t à une réponse i n f l a m m a t o i r e responsable de la néphr i te [9] . D 'au t res or ig ines inc luen t les 

néoplas ies ( l y m p h o m e o u m y é l o m e mul t ip le ) , des t roub les vasculaires (néphrosc lérose a r té r io la i re , 

nécrose t ubu la i r e aiguë ou embo l i e ) , des patho log ies héréd i ta i res (po lykys tose rénale) ou associées à 

des obs t ruc t i ons chron iques des vo ies ur inai res, à des néphropa th ies de ref lux,. . . 

Une fo is de plus, le t r a i t e m e n t n 'est pas spéci f ique et nécessite une pr ise en charge de la ma lad ie 

sous- jacente . 
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1.1.2.3.5. La nécrose tubulaire aiguë 

La nécrose tubu la i re aiguë (NTA) est p r o v o q u é e par la nnort massive d 'un g rand n o m b r e de cel lules 

de l ' ép i thé l ium tubu la i re à la su i te d 'une a t t e i n te tox ique ou ischémique. Si cer ta ins déf in issent la 

NTA c o m m e synonyme de TARA, d 'au t res y vo ien t une re la t ion de cause à conséquence [23] . 

Elle se caractér ise par une nécrose des RPTECs, su r tou t dans le cas des NTA tox iques. Les cel lules 

nécro t iques t o m b e n t dans la l um iè re tubu la i re , l ' obs t ruen t et c o n t r i b u e n t ainsi à ren forcer TARA. 

Toute fo is , des cel lules a t te in tes , mais n 'ayant pas nécessa i rement e n t a m é un processus néc ro t ique , 

peuvent éga lement perd re leur adhé rence e t se dé tacher vers la l um iè re tubu la i re . 

Etant d o n n é que les RPTECs se renouve l l en t sans cesse, la levée de l 'agent i nduc teu r de NTA se 

poursu i t généra lemen t par une recons t ruc t ion des tubu les et une révers ib i l i té de TARA. Ceci est 

n o t a m m e n t permis par le fa i t que la m e m b r a n e basa le n'est pas t o u c h é e par la per te de cel lules. 

Dans les NTA tox iques, les g l oméru les ne sont géné ra l emen t pas af fectés, au con t ra i re des NTA 

ischémiques [23]. 

Les NTA tox iques sont associées à l ' admin i s t ra t i on de substances néph ro tox iques ; ceci inc lu t bon 

nombre de méd icaments , mais éga lemen t des con tam inan t s e n v i r o n n e m e n t a u x (ochratox ines, 

métaux lourds,...), des drogues récréat ives, des ven ins in jectés après morsu re de serpent, . . . La 

néphropa th ie aux p rodu i t s de con t ras te (tels que les dér ivés du gado l i n i um et les p rodu i t s iodés) est 

responsable de NTA chez 7 % des pat ien ts subissant un examen rad io log ique [23]. 

1.1.2.3.6. La néphropathie aux AINS 

Elle surv ient après un usage abus i f d'AINS co r respondan t g é n é r a l e m e n t à 1 à 2 g par j o u r pendan t 

plusieurs années (soit 2-3 kg au to ta l ) . Son évo lu t i on est a s y m p t o m a t i q u e jusqu 'à ce que la q u a n t i t é 

de néphrons chu te sous 80 % de leur n o m b r e in i t ia l . Les AINS sera ient responsables de 1 à 3 % des 

MRC aux Etats-Unis ; au con t ra i re des néphropa th ies hyper tens ives et d iabét iques, la ma lad ie t e n d à 

régresser en raison d 'un usage m ieux con t rô lé des m é d i c a m e n t s [24] . 

En inh ibant les cyclooxygénases 1 e t 2, les AINS e m p ê c h e n t la f o r m a t i o n des pros tag land ines. Ceci 

dev ient p rob léma t i que lorsque la t ens ion ar tér ie l le chu te et que le déb i t de per fus ion rénal do i t ê t re 

augmen té par d i l a ta t ion des ar tér io les , n o t a m m e n t par la p ros tag land ine Il en résu l te un é ta t 

ischémique, géné ra lemen t ch ron ique , mais qui peu t d é b o u c h e r sur une NTA avec une chu te 

drast ique du DFG, un s y n d r o m e n é p h r o t i q u e avec néph r i t e in ters t i t ie l le , une néph r i t e in te rs t i t ie l le 

o u une nécrose papi l la i re. Ces p h é n o m è n e s , s'ils p e r d u r e n t , p e u v e n t m e n e r à une MRC [15, 23] . 

20 



Le paracé tamo l (qui n 'est pas un AINS à p r o p r e m e n t par ler) , est c o n n u p o u r sa tox ic i té hépa t i que e t 

est éga lemen t capable d ' i ndu i re des NTA : dans les cellules rénales, le c y t o c h r o m e P450 mé tabo l i se 

le pa racé tamo l en N-acé ty l -p -benzoqu inone imine, un dér ivé t o x i q u e n o r m a l e m e n t r a p i d e m e n t 

é l im iné par con juga ison avec le GSH puis é l im iné dans les ur ines [15] . Lors de surdosages, la 

dép lé t i on en GSH au to r i se la mo lécu le à se l ier aux pro té ines cy toso l iques e t con t r i bue à une 

é léva t ion du stress oxyda t i f . 

Un au t re exemp le d'AINS n é p h r o t o x i q u e est celui de la phénacét ine , m é d i c a m e n t au jou rd ' hu i re t i ré 

d u marché , e t qui exerce sa tox ic i té par l ' accumula t ion de mé tabo l i t es dans les RPTECs, source de 

lésions chron iques. Ce m é d i c a m e n t a éga lement é té à la base d ' u n g rand n o m b r e de cas de 

carc inomes u ro thé l iaux [21] . 

1.1.2.3.7. Les uropathies obstructives 

Cet te cause post - réna le do i t ê t re recherchée chez les pat ients se p résen tan t avec une ARA sans 

é t io log ie év idente à l 'anamnèse. Elle peu t ê t re supposée dès q u ' u n e o l i gu r i e /anu r i e est cons ta tée 

[13] . La cause la plus f r é q u e n t e est la néphro l i th iase, qu i a f fecte 2 à 3 % de la popu la t i on ( l ' h o m m e 

é t a n t 2 à 4 fo is plus t o u c h é que la f e m m e ) . Les calculs ur inaires son t f o r m é s de substances présentes 

dans le f i l t ra t à des concen t ra t i ons proches de leur solubi l i té. Ces de rn iè res p réc ip i ten t à la su i te d ' u n 

c h a n g e m e n t m ineu r de la c o m p o s i t i o n de l 'ur ine et peuvent occas ionner une obs t ruc t i on des vo ies 

ur ina i res [21]. D 'aut res causes inc luen t les t u m e u r s , n o t a m m e n t au n iveau des calices. 

1.1.2.3.8. La polykystose rénale 

Il s 'agit de la malad ie hé réd i ta i re la plus f r équen te t o u c h a n t le re in. Elle se caractér ise par l ' appa r i t i on 

progress ive de kystes m i l l imé t r i ques ou cen t imé t r i ques élargissant les re ins. Les kystes son t des 

cavi tés tapissées de cel lu les ép i thé l ia les et rempl ies d 'un l iquide séreux. Elle a f fec te un nouveau -né 

sur 7 5 0 à 1000, apparaî t g é n é r a l e m e n t en t re 25 et 30 ans, et est r e t r ouvée chez 10 % des pa t ien ts 

a t t e i n t s d'IRT. La m u t a t i o n responsab le de la malad ie concerne la po lycys t ine-2 , un canal ca lc ique 

d o n t la f onc t i on est encore i m p a r f a i t e m e n t compr ise [21] . 

Il n 'ex is te pas de t r a i t e m e n t spéc i f ique ; l ' augmen ta t i on progressive de la ta i l le des kystes d é t r u i t 

i r r éve rs ib lemen t le p a r e n c h y m e rénal . A t e r m e , le recours à la dialyse o u à la g re f fe est nécessaire. 

1.1.2.3.9. Les infections microbiennes 

Elles peuven t engendre r des néphr i tes in terst i t ie l les qui , à répé t i t ion , p e u v e n t évo luer vers une MRC. 
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La plus f r é q u e n t e est la pyé lonéph r i t e , une in fec t ion qui t ouche les vo ies ur ina i res hautes (les calices 

(pyélo) e t le pa renchyme (néphr i te ) ) . Elle est le plus f r é q u e m m e n t associée à une in fec t ion par 

Escherichia coli des voies ur ina i res basses (cyst i te). Le t r a i t e m e n t repose sur une an t ib io thé rap ie . 

Les in fect ions virales son t p r i nc i pa l emen t a t t r i buab les au Puumalav i rus , un séro type du Hantav i rus 

responsable de 100 à 200 cas d'ARA chaque année en Belgique. Le v i rus se t r a n s m e t par morsu re de 

rongeurs, p r inc ipa lement les campagno ls et les mu lo ts , cons t i t uan t un réservoi r an ima l vec teur de la 

maladie. La t ransmiss ion peu t éga lemen t se fa i re par le biais d ' i nha la t i on de par t icu les soui l lées par 

de l 'ur ine d 'an imaux infectés. La ma lad ie est associée à une légère f ièv re hémor rag ique [25]. 

1.1.3. Prise en charge de l'insuffisance rénale 

En 2005, l 'Europe comp ta i t 360.000 pa t ien ts su ivant une TRR, d o n t 66 % inscrits dans un p r o g r a m m e 

de dialyse et 34 % ayant bénéf ic ié d 'une t ransp lan ta t i on avec succès. Selon les es t imat ions , le 

nombre en pat ients en IRT s 'accro i t de 5 à 8 % chaque année [17] . 

En Belgique, l ' inc idence de l'IRT a c o m m e n c é à ma rque r un léger in f léch issement en t re 2009 e t 2012, 

alors qu' i l é ta i t resté stable du ran t les années an tér ieures . En revanche, la prévalence de l'IRT 

progresse d 'env i ron 3 % chaque année et a t te igna i t 13.664 pat ien ts en 2012 [26]. Le coû t de la MRC 

est donc un réel fa rdeau dans le budge t des soins de santé. 

Les symp tômes de l ' insuf f isance réna le son t re la t i vemen t rares avant l ' a t te in te d 'un stade avancé de 

la maladie ; ils se t radu isen t e n t r e au t res par une hyper tens ion , une po lyur ie ou, au con t ra i re , une 

anur ie, une anémie, une acidose o u une hyperka l iémie . De plus, une d i m i n u t i o n dras t ique du DFG 

peut condu i re à une réabso rp t i on t r o p i m p o r t a n t e de cer ta ins déchets du mé tabo l i sme . 

1.1.3.1. Biopsie rénale 

La biopsie est un acte v isant à p ré lever un f r a g m e n t t issu la i re à des f ins d 'analyse h is to log ique, 

p e r m e t t a n t d 'o r ien te r le d iagnost ic e t la carac tér isa t ion d ' une ma lad ie rénale. Elle p e r m e t éga lemen t 

de guider le t r a i t e m e n t , e t d 'éva luer le p ronos t ic à cou r t e t long t e rmes . La techn ique est sûre ; le 

r isque de compl ica t ions concerne p r i nc ipa lemen t les hémor rag ies post -b iops ie . L 'hématu r ie est la 

comp l i ca t ion la plus f r é q u e n t e . Elle est de réso lu t ion g é n é r a l e m e n t spon tanée , mais peu t dans 

certains cas mene r à la f o r m a t i o n de cai l lots dans les vo ies excré t r ices in fér ieures. Ceux-ci sont 

prévenus par ma in t i en d 'une d iurèse su f f i sante [2]. 
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1.1.3.2. Mesures conservatrices 

Le con t rô le de fac teurs p réd isposant à la MRC - qu' i ls en so ient la cause o u non - te ls que le d i a b è t e 

o u l ' hyper tens ion cons t i tue b ien é v i d e m m e n t un t r a i t e m e n t de p r e m i è r e l igne [27] . 

En cas de MRC, les pa t ien ts do i ven t év i te r la c o n s o m m a t i o n t r o p i m p o r t a n t e de p ro té ines et de 

sod ium. L'eau et les a l imen ts r iches en potass ium o u en m a g n é s i u m ( f ru i ts , chocolat, . . . ) son t 

éga lement à proscr i re. Il est consei l lé aux pat ients a t te in ts d ' insu f f i sance réna le de l im i te r la 

c o n s o m m a t i o n de pro té ines , de phosphore et de sod ium qui a lou rd i ssen t la charge de t rava i l d u re in 

[20, 28] . 

1.1.3.3. Dialyse 

Il n'y a pas de consensus q u a n t au mei l leur m o m e n t pour d é b u t e r un p r o g r a m m e de dia lyse 

ch ron ique . Selon les d i f f é ren tes comorb id i t és ind iv iduel les, la d ia lyse dev ien t ind ispensable lo rsque 

le DFG chu te sous les 15 m l / m i n . Elle devra i t aussi ê t re instal lée dès que des t r oub les c l in iques 

sévères sont ob jec t i vés (hyperka l iémie , œ d è m e pu lmona i re , acidose, u rémie ) [23] . 

En 2005, les pays eu ropéens a l loua ien t 2 % de leur budget de soins de santé à la dialyse [17] . 

No tons éga lement que la dia lyse peu t ê t re emp loyée af in d ' épu re r l 'o rgan isme d ' un t o x i q u e (par 

exemp le , les barb i tu r iques , l ' aman i t ine , le paraquat,. . . ) consécu t i f à un e m p o i s o n n e m e n t [15 ] . 

L 'é l im inat ion de m é t a u x peu t éga lement se faire après adm in i s t r a t i on d ' un agent ché la teu r . 

1.1.3.3.1. L'hémodialyse 

Ce t r a i t e m e n t consis te à fa i re passer le sang du pa t ien t dans un t u b e composé d 'une m e m b r a n e 

pe rméab le à cer ta ines substances et p longé dans une so lu t i on d o n t la c o m p o s i t i o n est 

essen t ie l l ement s imi la i re à cel le du plasma d 'une personne saine. Les so lutés en excès dans le sang 

du pa t ien t dialysé, te ls que les déchets azotés et le potass ium, v o n t m ig re r se lon leur g rad ien t de 

concen t ra t i on vers la so lu t i on de dialyse qu i en est exemp te . Au con t ra i re , des mo lécu les exerçan t 

une act iv i té t a m p o n passent de la so lu t ion vers le sang et p e r m e t t e n t de neut ra l iser les ions H* en 

excès. Les m e m b r a n e s de dialyse sont conçues de man iè re à l im i te r le passage des molécu les de 

poids molécu la i re é levé, te l les les pro té ines et pept ides. L 'opéra t ion est à répé te r au m i n i m u m 3 fo is 

par semaines p e n d a n t 4 à 6 heures [21]. Pour cet te raison, l ' hémod ia lyse est é g a l e m e n t appe lée 

" re in ar t i f ic ie l " . 
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1.1.3.3.2. La dialyse péritonéale 

Le pér i to ine du malade est ici ut i l isé c o m m e m e m b r a n e de f i l t ra t ion . Le l iqu ide de dialyse est in jecté 

dans la cavi té pér i tonéa le du pa t i en t à l 'aide d 'un ca thé te r imp lan té ch i ru rg i ca lemen t dans la cavi té 

abdomina le , plusieurs semaines ou mo is avan t son ut i l i sa t ion. Après p lus ieurs heures de contac t , le 

dialysat est récupéré [21, 29]. 

Plusieurs techn iques de dialyse pé r i t onéa le son t proposées : la dialyse pér i tonéa le con t inue 

ambu la to i r e (DPCA) qu i nécessite t ro i s à q u a t r e changements manue ls quo t id iens de poches de 

dialysat, o u la dialyse pér i tonéa le au toma t i sée (DPA) qu i requ ie r t un appare i l lage (cycleur). Dans les 2 

cas, la dialyse se fa i t au domic i l e d u pa t ien t , lui oc t r oyan t une qua l i té de v ie cons idé rab lemen t 

me i l leure . La dialyse s 'e f fec tue ici en con t i nu e t non par i n t e r m i t t e n c e c o m m e dans le cas de 

l 'hémodia lyse [29] . 

Ou t re les in fect ions bactér iennes g é n é r a l e m e n t e f f i cacemen t c o m b a t t u e s à l 'aide d 'un an t ib io t i que , 

la comp l i ca t ion ma jeure de la dia lyse pér i tonéa le est l ' a l té ra t ion du pé r i t o ine qu i pe rd peu à peu sa 

perméab i l i t é , nécessi tant in fine le recours à l ' hémod ia lyse [29] . 

1.1.3.4. Transplantation rénale 

Le dern ie r recours p e r m e t t a n t , en cas de succès, d ' amé l i o re r la qua l i té de vie de pa t ien t sur le long 

t e r m e est la gre f fe . Elle est p roposée s u r t o u t aux sujets jeunes chez lesquels le r isque de récidive de 

la malad ie est fa ib le ou inex is tant [30] . Tou te fo is , les t ransp lan ta t i ons son t l im i tées par m a n q u e de 

donneurs et con t ra ignen t les t ransp lan tés à p rend re des immunosupp resseu rs q u o t i d i e n n e m e n t de 

man iè re à év i ter le re jet de l 'o rgane gre f fé . En Belgique, env i ron 40 % des pat ien ts a t te in ts d'IRT 

bénéf ic ien t d 'une t ransp lan ta t i on [26] . 

1.1.3.5. Prise en charge pharmacologique 

Le t r a i t e m e n t méd i camen teux de la MRC vise d ' abo rd à lu t te r con t r e son é t io log ie ; le t r a i t e m e n t de 

ses conséquences devra é v e n t u e l l e m e n t ê t re envisagé. Ceci inc lu t g é n é r a l e m e n t l ' admin i s t ra t i on 

d'EPO recomb inan te qui a pou r bu t de s t imu le r l ' é ry th ropoïèse o u de v i t a m i n e D af in de compense r 

la per te de son hydroxy la t ion endogène . Des an t ihyper tenseurs , te ls que les inh ib i teurs de l 'enzyme 

de convers ion de l 'angiotensine, o n t une place de choix dans le t r a i t e m e n t de l 'hyper tens ion . 

Des méd icamen ts dest inés à abaisser la p h o s p h a t é m i e (acétate de ca lc ium, lan thane et sévélamer) e t 

la ka l iémie (polystyrènes su l fonates ca lc ique o u sodique) son t é g a l e m e n t f r é q u e m m e n t prescr i ts. 
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1.2. Physiopathologie des atteintes rénales 

La présente sect ion s ' intéresse aux événemen ts con t r i buan t à l ' ins ta l la t ion de l ' insuf f isance rénale. 

Une fo is de plus, de n o m b r e u x processus peuven t ê t re considérés, e t seuls ceux qu i s e m b l e n t les plus 

pe r t i nen ts seron t présentés ici. 

1.2.1. Nécrose tabulaire aiguë 

Lors d ' une a t t e i n te i schémique, l ' in tégr i té du cy tosque le t te des cel lu les tubu la i res est r a p i d e m e n t 

a l té rée. Ceci s 'accompagne d 'une pe r te de la bo rdu re en brosse, d ' une dé loca l isa t ion des p ro té ines 

d 'adhés ion et d 'au t res p ro té ines membrana i res (tel les que la Na^'-K'^-ATPase) e t de m o r t ce l lu la i re par 

apop tose ou par nécrose (Figure 6) [23] . 

Cellules épithéliale nécrotique 

Figure 6 : représentation schématique des événements intervenant dans la NTA. 

1.2.1.1. Atteintes cytotoxiques engendrées par le stress oxydatif 

L'un des processus clé i n te r venan t dans les a t te in tes rénales est le stress oxyda t i f . Au cours du 

mé tabo l i sme cel lu la i re , l 'u t i l i sa t ion d 'oxygène imp l ique la p r o d u c t i o n d 'espèces réact ives de 

l 'oxygène (ROS = reactive oxygen species) [31]. Ces dern ières peuven t réagir avec des molécu les 

azotées, p rodu isan t ainsi des espèces réact ives de l 'azote (RNS - reactive nitrogen species). Les 

pr inc ipaux ROS/RNS son t les radicaux hydroxy le (HO"), peroxy le (RO2') e t supe roxyde (O2"), le 

m o n o x y d e d 'azo te (NO*), le peroxyde d 'hydrogène (H2O2), l 'acide hypoch lo reux (HCIO) e t le 
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peroxyn i t r i t e (ONOO ). La m i t o c h o n d r i e est le site le plus généra teu r de ROS/RNS ( jusqu'à 4 % de 

l 'oxygène n'est pas conver t i en eau, mais en an ion superoxyde) . Certaines enzymes en son t 

éga lemen t product r ices ( c o m m e la NAD(P)H oxydase, la xan th ine oxydase, la NO synthèse (NOS), la 

myéloperoxydase, . . . ) [32] . 

La p roduc t i on excessive de ces dér ivés réact i fs peu t néanmo ins s ' inscr i re dans un processus 

pa tho log ique p r o v o q u a n t des dégâts à l 'ADN, des oxyda t ions d 'acides gras insaturés (pe roxyda t ion 

l ip id ique) e t de pro té ines ainsi que l ' i nac t i va t ion d 'enzymes o u de leurs co- fac teurs [32] . 

Pour se p ro téger des radicaux l ibres, la cel lu le peu t c o m p t e r sur p lusieurs l ignes de défenses : 

- La présence d 'an t ioxydants te ls que les v i tam ines C et E, e t le g lu ta th ion rédu i t (GSH) [33] ; 

- L ' inact ivat ion par des mé ta l l oenzymes te l les que : 

o la superoxyde d ismutase (SOD) qu i catalyse la f o r m a t i o n de H2O2 à pa r t i r de O2'" ; 

o la catalase (CAT) qu i t r a n s f o r m e H2O2 en H2O e t O2 ; 

o la g l u ta th ion peroxydase (GSH-Px) qu i t r a n s f o r m e H2O2 en H2O par oxyda t i on de 2 GSH ; 

o la g lu ta th ion-S- t rans férase (GST) qui catalyse la con juga ison de GSH rédu i t à de 

nombreuses substances tox iques , et n o t a m m e n t des molécu les peroxydées (ROOH) en 

leurs hydroxyles (ROH). 

Dans une large ma jo r i té de malad ies rénales au cours desquel les la neu t ra l i sa t ion du stress oxyda t i f 

n 'est pas suf f isante et pour lesquel les la balance redox est c la i rement en faveur de l 'oxydat ion , les 

a t te in tes cel lulaires cy to tox iques peuven t é v e n t u e l l e m e n t mene r à la m o r t o u à la déd i f f é renc ia t i on 

des RPTECs [34] (cf. 1.2.1.2. Mort cellulaire et 1.2.3. Transition épithélio-mésenchymateuse et 

fibrose). En e f fe t , la MRC est associée à des dys fonc t ions m i tochondr ia les e n g e n d r a n t une p roduc t i on 

excessive de ROS/RNS qui surpasse les capaci tés de défense an t i oxydan te [35, 36] . 

Les conséquences d 'un r e n f o r c e m e n t du stress oxyda t i f se t r adu i sen t par des dégâts à l 'ADN 

n o t a m m e n t capables d ' indu i re la m o r t ce l lu la i re par apop tose (cf. 1.2.1.2. Mort cellulaire). D 'aut res 

a t te in tes in téressent les s t ruc tures p ro té iques te l les que le cy tosque le t te , d o n t la désorgan isa t ion 

secondai re à la mod i f i ca t i on s t ruc tu re l l e des m ic ro tubu les p rovoque une re loca l isat ion de la Na'^-K*-

ATPase de la m e m b r a n e basolatéra le vers le n iveau apical [23] . F ina lement , la pe roxyda t i on l ip id ique 

est suscept ib le d 'a l té re r l ' i n tégr i té de la m e m b r a n e p lasmique et de p e r m e t t r e le re largage 

d 'enzymes de la bo rdu re en brosse qu i p o u r r o n t ê t re mises en év idence dans les ur ines. 

Dans la NTA d 'or ig ine ischémique, la p r o d u c t i o n de NO par i nduc t i on de la NOS est une t en ta t i ve de 

d i la ta t ion des ar tér io les rénales fa isant réponse à l 'hypox ie [23] . Tou te fo i s , ce vasod i la ta teu r 

radicalaire est neutra l isé en pe roxyn i t r i t e , un RNS responsable de dégâts oxydat i f s qui ren fo rce 

d 'au tan t plus les a t te in tes liées à l ' ischémie. 
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Sans surpr ise, une s t ra tég ie t h é r a p e u t i q u e é m e r g e n t e visant à ra len t i r la p rogress ion de la MRC 

consiste à l im i te r la géné ra t i on de radicaux l ibres [2]. Si les études s ' in té ressant à l ' amé l i o ra t i on de la 

f o n c t i o n rénale à l 'aide d 'an t ioxydan ts (tels que la v i t am ine E e t ses dér ivés, la N-acéty l -cystéine, . . . ) 

son t encore l imi tées, el les p o i n t e n t t ou te fo i s vers une tendance à d i m i n u e r la v i tesse de progress ion 

de la MRC et à re ta rde r l ' appar i t i on de s y m p t ô m e s cl in iques [34]. 

1.2.1.2. Mort cellulaire 

Nécrose 

Les RPTECs, su r t ou t celles des segments S I e t S2, nécessi tent de g randes quan t i t és d 'énerg ie p o u r 

accomp l i r leurs fonc t i ons phys io log iques. Elles sont dès lors sensibles aux dép lé t i ons d'ATP qu i 

peuven t surven i r en cas d ' i schémie . Ainsi , dans la NTA ischémique, la ra ré fac t i on en oxygène c o n d u i t 

à la m o r t ce l lu la i re selon un p h é n o m è n e de nécrose. Des substances t ox iques capables de causer des 

dép lé t ions en ATP sont aussi capables d ' indu i re une m o r t cel lu la i re par nécrose [15] . En e f fe t , la 

pe r te d'ATP signe l 'a r rê t des pompes membrana i r es ; le po ten t ie l d e m e m b r a n e est pe rdu , e t les f lux 

ion iques sont pe r tu rbés [15] . 

Ainsi , la nécrose cel lu la i re se caractér ise- t -e l le par un gon f l emen t des organe l les et de la ce l lu le 

p r o v o q u a n t la r up tu re de la m e m b r a n e p lasmique et la l ibérat ion d u c o n t e n u cy top lasm ique dans le 

m i l i eu in ters t i t ie l . Celui-ci est à la base d 'une réponse i n f l ammato i re [15] . 

Apoptose 

L 'apoptose est un t ype de m o r t cel lu la i re p rog rammée qu i p e r m e t l ' é l im ina t i on de cel lu les 

e n d o m m a g é e s . Au con t ra i re de la nécrose, il s 'agi t d 'un processus r e q u é r a n t de l 'énerg ie (de l'ATP). 

Elle peu t par exemp le ê t re i ndu i te après une é léva t ion de la g é n é r a t i o n d 'espèces réact ives de 

l 'oxygène, suscept ib les d 'engendre r s u f f i s a m m e n t de dégâts aux p ro té ines ou à l 'ADN cel lu la i re, par 

l ' ac t i va t ion de récepteurs m e m b r a n a i r e s de m o r t cel lulaire, par carence en fac teurs t roph iques, . . . 

[37] . 

T y p i q u e m e n t , les cel lules e n t r a n t en apop tose présentent un ré t réc i ssemen t d ras t i que de leu r 

v o l u m e cy top lasm ique et de leur noyau. Ceci est associé à une f r a g m e n t a t i o n de leur ADN en sous-

un i tés d 'env i ron 200 paires de bases (ou mul t ip les de cet te longueur ) , à la f o r m a t i o n de corps 

a p o p t o t i q u e s et à la dés in tég ra t ion de leurs m i tochondr ies [23, 37, 38 ] . 

Deux voies ma jo r i ta i res son t suscept ib les d ' i ndu i re l 'apoptose : 

- La vo ie ex t r insèque, o u voie du TNF (tumor necrosis factor), est act ivée lo rsque des p ro té ines 

appa r tenan t à la super - fami l le d u TNF se l ient à leurs récep teurs (TNFR et n o t a m m e n t le 
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récep teur Fas) à la sur face de la m e m b r a n e cel lu la i re, causant l 'ac t ivat ion de caspases 

(cysteinyl-aspartate-cleaving proteases), n o t a m m e n t de la caspase 8 [15] . 

- La vo ie in t r insèque, ou vo ie m i t ochond r i a l e , est act ivée lors de la d ispar i t ion des pro té ines 

an t i - apop to t i ques (Bcl2, Bcl-XL,...) qu i e m p ê c h e n t le re largage du cy toch rome C dans le 

cy top lasme [37]. Ce dern ie r rec ru te alors d 'au t res fac teurs te ls que APAF-1 ou la caspase 9 

pour f o r m e r un comp lexe appe lé a p o p t o s o m e qui act ive la caspase 3, dern ie r e f fec teu r de la 

cascade des caspases et i n i t i a teu r de la m o r t cel lu la i re p r o g r a m m é e [15] . 

Ces deux voies sont d is t inctes, mais convergen t vers l 'ac t iva t ion de caspases d o n t les act iv i tés 

cata ly t iques v o n t p e r m e t t r e d 'ac t iver une endonuc léase capable de cl iver l 'ADN, engendran t des 

f ragments de 200 paires de bases. 

L 'external isat ion des phosphat idy lsér ines , de la face in te rne de la m e m b r a n e p lasmique vers le mi l ieu 

extracel lu la i re (mécan isme / / / p - / / op ) cons t i t ue un signal de m o r t ce l lu la i re à des t ina t ion des cel lules 

immun i ta i res . Les f ragmen ts cel lu la i res ou corps apop to t i ques sont r a p i d e m e n t d igérés par les 

macrophages env i ronnan ts sans q u ' u n e réponse i n f l a m m a t o i r e so i t in i t iée [15] . 

1.2.1.3. Perte de l'adhérence cellulaire 

Dans les NTA ischémiques et tox iques , la pe r te des fac teurs d 'adhés ion est n o t a m m e n t exp l iquée par 

la re local isat ion des in tégr ines au n iveau apical, ainsi que par la pe r te des méd ia teu rs des jonc t ions 

serrées ((3-caténine et E-cadhér ine) [23, 39] . Ceci va occas ionner le d é t a c h e m e n t de cel lules 

tubula i res, qu 'e l les so ient v ivantes ou non ; des po r t i ons de tubu les pou r lesquel les la m e m b r a n e 

basale cons t i tue la seule bar r iè re e n t r e le f i l t r a t g loméru la i re e t le mi l ieu in ters t i t ie l appara issent 

alors (Figure 6). Les in tégr ines présentes sur le pôle apical son t t o u j o u r s capables d 'adhére r e t 

con t r i buen t à f o r m e r des amas p o u v a n t obs t rue r la l um iè re et s toppe r le DFG. 

De plus, les caspases indui tes d u r a n t l 'apoptose son t do tées d 'ac t iv i tés cata ly t iques envers la E-

cadhér ine, con t r i buan t à ren fo rce r le d é t a c h e m e n t cel lu la i re [40] . 

1.2.2. Régénération tabulaire 

Faisant su i te aux dommages tubu la i res , les RPTECs p e u v e n t e n t r e r dans une phase de répara t ion 

t issulaire par le r e m p l a c e m e n t des cel lu les mor tes ou a l térées. Ce processus vise à assurer la 

récupéra t ion des fonc t ions des reins e t consiste n o t a m m e n t en une p ro l i f é ra t i on accélérée [23] . 

La première é tape de ce t te répa ra t i on consiste en la m o r t e t le d é t a c h e m e n t des cel lu les t r o p 

a t te in tes, et le r e c r u t e m e n t in situ de monocy tes . De nombreuses cel lu les alors en phase de 
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quiescence (phase Gq) e n t r e n t dans les phases pro l i fé ra t ives du cycle cel lu la i re (Figure 7). 

Toute fo is , les cel lu les t rès e n d o m m a g é e s ne se d iv iseront pas sans avo i r t e n t é au p réa lab le de 

réparer les dégâts à l 'ADN d o n t el les son t v ic t imes. En cas d 'échec, un processus a p o p t o t i q u e pour ra 

débu te r . 

Figure 7 : schéma des phases du cycle cellulaire. La phase Gq est la phase de quiescence durant laquelle les cellules 

accomplissent leurs fonctions physiologiques, mais ne se répliquent pas. Le début du cycle cellulaire est marqué par 

l'entrée en phase au long de laquelle la cellule voit son volume augmenter et synthétise les protéines et enzymes 

nécessaires aux phases suivantes, notamment les ADN polymérases. La phase S consiste en une réplication du matériel 

génétique. En phase G2, la cellule acquiert de nouvelles protéines qui seront nécessaires à sa division. La phase M 

(mitose) correspond à la division cellulaire à proprement parler. 

Dans un second t e m p s , une popu la t i on de cel lules peu d i f fé renc iées apparaî t , cons t i t uée de cel lu les 

mésenchymateuses (cf. 1.2.3. Transition épithélio-mésenchymateuse etfibrose) [23] . 

Dans une dern iè re phase, la répara t ion tubu la i re s 'achève par une réacqu is i t ion du p h é n o t y n e 

ép i thé l ia l no rma l . La présence de fac teurs de croissance plus ou mo ins spéci f iques semb le l a r g e m e n t 

con t r i bue r au bon d é r o u l e m e n t de cet te é tape. Les RPTECs non e n d o m m a g é e s o u n 'ayan t subi que 

t rès peu de lésions se m e t t e n t à pro l i fé rer e t à m ig re r vers les zones vacantes , achevan t la 

reco lon isa t ion de la m e m b r a n e basale des tubu les [41]. 

Des déf ic i ts dans ce t te é tape de répara t ion peuven t condu i re à une c icat r isa t ion f i b reuse . La pe r te de 

cel lules e n d o m m a g é e s condu i t les cellules résiduel les à une h y p e r t r o p h i e associée à une plus f o r t e 

c o n s o m m a t i o n d 'oxygène e t une augmen ta t i on de la p roduc t i on de radicaux l ibres. Ceci c o n d u i t à 

une exacerba t ion des lésions cel lu la i res e t à une ac t ion p ro - f i b rosan te . 

1.2.3. Transition épithélio-mésenchymateuse et fibrose 

Les RPTECs s e m b l e n t con t r i bue r à la f o r m a t i o n de lésions tubu lo - in te rs t i t i e l l es su ivant un mécan i sme 

appe lé t rans i t i on ép i t hé l i o -mésenchymateuse (EMT, epithelial-to-mesenchymal transition) ; du ran t 

ce processus elles p e r d e n t leur phéno type ép i thé l ia l in i t ia l pour se d i f f é renc ie r en cel lu les 
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mésenchymateuses . Les cel lules mésenchymateuses cons t i t uen t un p ivot de la ma lad ie rénale : en 

e f fe t , à ce stade - et si les cond i t i ons env i ronnan tes le p e r m e t t e n t - le processus inverse peu t avo i r 

l ieu (MET = mesenchyma l - to -ep i the l i a l t rans i t i on ) . Sinon, les cellules mésenchymateuses son t 

capables de poursu iv re leur d i f f é renc ia t i on en f ib rob lastes, considérés c o m m e les cel lu les e f fec t r ices 

pr inc ipales de la f ib rogénèse [42] . 

L'EMT 

On dist ingue 3 types d 'EMT i n te r venan t dans des cond i t ions b io log iques d i f f é ren tes e t fa isan t 

in te rven i r des voies b ioch im iques plus o u mo ins d is t inctes, m ê m e si la ma jo r i t é des t ra i ts 

caractér isant l 'EMT sont c o m m u n s (Figure 8). 

E M T I EMT II EMT III 

T 
Nodule tumoral 

secondaire 

Fibroblastes 

Figure 8 : les 3 types d'EMT. Dans i'EMT de type I, les cellules épithéllales primitives se différencient en cellules 

mésenchymateuse qui évolueront en cellules épithéllales secondaires, ou entreront en apoptose. Dans l'EMT de type II, 

les cellules épithéllales (ou endothéliales) s'immiscent dans l'interstitium rénal et évoluent vers un profil fibroblastique si 

l'inflammation persiste. Le type III est associé à l'acquisition de propriétés métastatiques de cellules tumorales primaires. 

L'EMT de type Elle est imp l i quée dans le d é v e l o p p e m e n t e m b r y o n n a i r e . En p e r m e t t a n t la 

t r a n s f o r m a t i o n de cel lules ép i thé l la les en cel lu les mésenchymateuses mobi les , e l le i n te rv ien t dans 

les processus de gast ru la t ion , de f o r m a t i o n de la c rê te neura le ou des sc lé ro tomes à par t i r des 

somi tes. Elle assure la c o n s t i t u t i o n d ' une mat r i ce de t issu con jonc t i f . Certa ines cel lules 

mésenchymateuses peuven t condu i re à la f o r m a t i o n d 'un é p i t h é l i u m seconda i re en su ivant le 

processus de MET [39]. 

Il s 'agit du p h é n o m è n e imp l i qué dans la f ib rose t issu la i re ( n o t a m m e n t rénale) . L'EMT de type I 

30 



souvent associé à un con tex te i n f l ammato i re . Ici, les cellules épi thél ia les évo luen t vers le phéno t ype 

mésenchymateux avant d 'acquér i r un prof i l de f ibroblaste. Les cel lu les endo thé l ia les peuven t 

éga lement ê t re touchées ; on par le alors d 'EndoMT. Ce processus i n te rv i en t dans la pe r te 

fonc t ionne l le de l 'organe t ouché [39] . 

Elle est observée dans les cancers et imp l ique la t r a n s f o r m a t i o n de cel lules 

épi thél ia les en cel lules métas ta t iques. Elle touche essent ie l lement les cel lules ayan t subi des 

remodelages génét iques et ép igénét iques. Il n'y a pas d 'évo lu t ion vers un pro f i l f i b rob las t ique [39] . 

Dans les maladies rénales, l 'EMT de t ype II se caractér ise par un c h a n g e m e n t p h é n o t y p i q u e au cours 

duque l des cel lules épi thél ia les perden t des caractér ist iques te l les que leurs j onc t i ons 

intercel lu la i res, leur po lar isat ion ou leur inser t ion sur une m e m b r a n e basale. Elles acqu iè ren t une 

morpho log ie a l longée e t t e n d e n t p rogress ivement vers l 'acqu is i t ion d 'un p h é n o t y p e 

mésenchymateux / f ib rob las t ique. L'EMT do i t ê t re considérée c o m m e un processus favor isant la 

régénéra t ion , mais qu i peut évo luer vers la f ibrogénèse si les cond i t ions son t dé favorab les [39] . 

Les RPTECs sont en fa i t jo in tes en t re elles par l ' in termédia i re de j onc t i ons serrées, de jonc t ions 

adhérentes et de desmosomes. Ces liens intercel lu la i res latéraux assurent la f o r m a t i o n de couches 

pa rm i lesquel les les cellules d isposent d 'un cer ta in degré de l iberté leur p e r m e t t a n t de migrer au sein 

de la couche à laquel le elles appar t iennen t . La p-catén ine est une p ro té ine p e r m e t t a n t les j onc t i ons 

in tercel lu la i res : el le se lie à la E-cadhérine et à la a-caténine (e l l e -même liée au cy tosque le t te 

d 'act ine) . Dans l 'EMT de t ype II, la P-caténine n'est plus ut i l isée dans l 'adhés ion cel lu la i re, mais 

s'associe au comp lexe Tc f /Le f (Tcell factor/lymphoid enhancerfactor), un fac teu r de t ransc r ip t ion qu i 

i n te rv ien t dans l 'expression de gènes associés à la f ib rose (tels que Snail, Twis t , LEFl , o u Jaggad l ) . Sa 

per te au niveau des jonc t ions cel lulaire ent ra îne une per te d 'adhérence ; la p -ca tén ine peu t alors ê t re 

relocal isée dans le noyau après associat ion avec le complexe Tc f /Le f , ce qu i i ndu i t l 'expression du 

gène Snail. Snail est un fac teur de t ranscr ip t ion en doigt de zinc qu i a un rô le crucia l dans l 'EMT car il 

supp r ime la t ransc r ip t ion de la E-cadhérine et de ZO-1 (elles aussi imp l iquées dans les j onc t ions 

serrées) [39] . 

Les cel lules mésenchymateuses ne f o r m e n t pas de couche organisée e t n ' on t pas de po lar isat ion 

apico-basale ; elles ne reposent pas sur une lame basale, n 'ont que t rès peu de contac ts avec les 

aut res cel lules e t sont capables de migrer au sein du tissu in ters t i t ie l . Les p ropr ié tés de m ig ra t ion 

sont n o t a m m e n t conférées par les propr ié tés contract i les de la a -SMA (a-smooth muscle actin) [39] . 

Le méd ia teu r clé de l 'EMT est le TGF-P, une cy tok ine pro- f ibrosante de par sa capaci té à act iver les 

f ib rob las tes e t à indu i re à el le seule la to ta l i t é des étapes nécessaires à la déd i f f é renc ia t i on [43]. Trois 
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formes (TGF-p i à 3) on t été décr i tes [44], le TGF-p i é tan t le méd ia teur le plus i m p o r t a n t de la 

détér io ra t ion rénale [45]. 

Le TGF-P se lie aux 2 sous-unités du récepteur qui recrute la p ro té ine "activin-like kinase 5" (ALK5) e t 

permet la phosphory la t ion des Smad2/3 (small mothers against decapentaplegic 2/3) qui s'associent 

à la Smad 4. Le complexe migre alors vers le noyau et indu i t l 'expression de gènes codant par 

exemple pour la a-SMA, le col lagène ou le cTGF (connective tissue growth factor). Les gènes liés au 

phénotype épi thél ia l , tels que la E-cadhérine, sont quant à eux répr imés [46 ,47 ] . 

D'autres cibles des Smads inc luent les "mitogen-activated protein kinases" tel les que les 

"extracellular signal-regulated kinases", la p38 ou la Jun kinase impl iquées dans la division, la 

croissance et la pro l i féra t ion cel lulaires [43]. 

Il est à noter que, si le TGF-P est en grande ma jo r i té p rodu i t par les cellules in f lammato i res 

(no tamment les macrophages), il est éga lement p rodu i t par les RPTECs lésées et possède une act iv i té 

p ro -apopto t ique cont r ibuant au remodelage t issulaire duran t le déve loppement de la f ibrose [43, 

47]. L ' impl icat ion du TGF-P dans la progression des MRC a or ien té certaines études à t e n t e r d ' inh iber 

sa voie de signalisation par admin is t ra t ion d 'ant icorps anti-TGF-P chez l 'animal. En conséquence, la 

perte de la fonc t ion rénale a é té a t ténuée [43]. 

Les protéines impl iquées dans ces phénomènes peuvent ê t re uti l isées c o m m e marqueurs 

phénotyp iques (Tableau 2). 

Marqueurs acquis Marqueurs perdus 

Protéines de surface 
E-cadhérine 
N-cadhér ine 

ZO-1 

Protéines du cytosquelette 
a-SMA 

V imen t i ne 
Cytokérat ine 
P-caténine* 

a -SMA 
V imen t i ne 

Cytokérat ine 
P-caténine* 

Protéines de la MEC 

Fibronect ine 
Collagènes 1 e t 111 

Laminine 5 
M M P - 2 / 9 

Collagène IV 
Laminine 1 

Facteurs de transcription 

P-ca tén ine* * 
Snail 
Slug 
LEF-1 

F0XC2 
Twis t 

Tableau 2 : principales protéines surexprimées ou réprimées dans le cadre de l'EMT de type II et pouvant être utilisées 

afin d'objectiver un phénotype épithélial ou mésenchymateux / fibroblastique (* : forme membranaire intervenant dans 

les jonctions intercellulaires ; * * : forme relocalisante, retrouvée aux niveaux cytoplasmique et nucléaire). 
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Pour f in i r , il est à no te r q u ' u n processus s imi la i re a é té décr i t pour les cel lules endothé l ia les des 

capil laires rénaux (EndoMT = endothelial-to-mesenchymal transition) e t con t r i bue ra i t éga lement à 

f ou rn i r des f ibrob lastes responsables du déve loppemen t de la f ib rose [48] . 

La matrice extracellulaire 

L 'accumula t ion de mat r i ce ext racel lu la i re (MEC) consiste sans aucun d o u t e le processus clé de la 

f ibrose. En cond i t ions physio logiques, les cellules du parenchyme rénal m a i n t i e n n e n t le v o l u m e de 

l ' i n te rs t i t i um constant par sécrét ion d 'enzymes protéo ly t iques, les M M P - 2 et M M P - 9 (= matrix 

metalloproteinase 2-9). Ces dern ières assurent la d igest ion du col lagène IV, de la f i b ronec t ine , de la 

lamin ine et des pro téog lycanes produ i ts en excès [ 2 ,49 ] . 

Dans des cond i t ions patho log iques, l ' accumula t ion de MEC menan t à la f ib rose rénale résul te d 'un 

remode lage matr ic ie l défa i l lant , caractér isé par une augmen ta t i on de sa synthèse et par une 

d i m i n u t i o n de sa pro téo lyse. Les cel lules mésenchymateuses ainsi que les f ib rob lastes de 

l ' i n te rs t i t i um produ isen t de la f i b ronec t ine et du col lagène I et III sous la s t imu la t i on par le TGF-p. Au 

n iveau du g loméru le , les cel lules mésangiales exp r imen t cons t i t u t i vemen t l ' i nh ib i teur t issulai re de la 

M M P - 2 (TIMP-2 = tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-2) ; celui-ci est su rexp r imé en réponse 

à de nombreuses agressions, et n o t a m m e n t en présence de TGF- (3 [49]. 

La fibrose 

La f ib rose rénale est déf in ie c o m m e une accumula t ion de MEC (composée de col lagène, d 'ac ide 

hya lu ron ique , de f i b ronec t i ne et de protéoglycanes) non fonc t ionne l le , remp laçan t les tubu les , e t 

issue d 'un processus cicatr ic ie l défa i l lant . Il s'agit d 'un processus i r révers ib le qu i est l ' abou t i ssement 

de t o u t e s les maladies rénales [2] . De nombreux facteurs peuvent in f luencer la progress ion de la 

f ib rose rénale, ou au con t ra i re sa régression dans les stades débutan ts (Figure 9). 

Facteurs pro-fibrosants Régression 
• Inf lammation + cytokines pro-fibrosantes 
• Cytokines pro-fibrosantes (TGF-P) 
• ROS/RNS 
• Anglotensine II, endothél ine, aldostérone 
• MEC 

Progression 

Facteurs anti-fibrosants 
> Avérés 

• Inhibiteurs du SRAA 
• Antagonistes de Tendothéllne 
• Activatlon des NOS 
• Antagonistes du TGF-P 
• Défenses antioxydantes 

> Théorique 

• Agents dégradant la MEC ( M M P s ) 

Figure 9 : facteurs influençant la progression ou la régression de la fibrose rénale. 
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La product ion de MEC est d ictée par la présence de TGF-p. A lui seul, ce facteur de croissance est 

capable d ' in i t ier et d 'en t re ten i r t o u t le processus d 'EMT et d 'act ivat ion des f ibroblastes menan t à la 

f ibrose [43]. 

Les modi f icat ions structurel les de l ' i n te rs t i t ium - menan t à la dest ruc t ion i rréversible de 

l 'archi tecture du parenchyme rénal - en t raven t le bon dé rou lemen t des échanges en t re les 

capil laires et les tubules, ce qu i con t r ibue à accélérer la dé té r io ra t ion de la fonc t ion rénale. 

Les phénomènes d 'accumula t ion et d 'ac t iva t ion de f ibroblastes sont considérés c o m m e des facteurs 

clés pour l 'évolut ion de la f ibrose rénale. Une récente é tude [50] a permis de dé te rm ine r l 'or igine et 

la p ropor t ion des populat ions cel lulaires fourn issant les f ibroblastes dans le rein en f ibrose : 

- 5 % seraient or iginaires de la vo ie de l 'EMT ; 

- 10 % seraient fourn is par la voie de l 'EndoMT ; 

- 35 % seraient issus du rec ru temen t de f ibroblastes circulants issus de la moel le osseuse ; 

- 50 % prov iendra ient de l 'act ivat ion de f ibroblastes résidents de l ' in te rs t i t ium. 

Les auteurs on t ici uti l isé un modè le de néphropath ie obst ruc t ive UUO (unilatéral ureteral 

obstruction) don t la signi f icat iv i té, en te rmes de patholog ie humaine, reste l imi tée. La possibi l i té 

d 'ex t rapo la t ion des résultats à d 'aut res maladies rénales est encore très contestée et ne devra i t pas 

êt re directe [51]. D'autres études basées sur des modèles d i f fé ren ts devra ient con f i rmer ou in f i rmer 

l 'hypothèse selon laquelle l 'EMT const i tue un mo teu r dans la progression de la f ibrose. Plus 

par t icu l iè rement , le passage de cellules mésenchymateuses à t ravers la membrane basale (c'est-à-

dire de la lumière tubu la i re vers l ' in te rs t i t ium) n'a à ce j ou r pas pu ê t re observé et ne pe rme t pas de 

statuer sur la place de l 'EMT dans la cons t i tu t ion d 'un réservoir de cellules f ibrob last iques 

interst i t ie l les [42]. 

De nombreuses études se sont focalisées sur la rest r ic t ion de la vo ie du TGF-P afin d 'empêcher le 

déve loppement de la f ibrose rénale. Celles-ci on t n o t a m m e n t permis de faire émerger une act iv i té 

ant i - f ibrosante du facteur de croissance des hépatocytes (= hepatocyte growth factor), un fac teur 

endogène antagonisant les ef fe ts du TGF-p, n o t a m m e n t en réduisant l 'EMT et en l im i tan t les dépôts 

de MEC [2, 43, 52]. Un aut re fac teur supposé antagoniste du TGF-P est le bone morphogenic protein 

7 ; son act iv i té protect r ice vis-à-vis de la f ibrose rénale ne fa i t cependan t pas encore consensus [2]. 
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1.2.4. Infi l trat inflammatoire 

Il est à no te r que le r e c r u t e m e n t de cel lules in f lammato i res ( m o n o c y t e s e t l ymphocy tes T) fa i t 

géné ra l emen t sui te à une a t t e i n t e des cel lules résidentes du re in. E tan t d o n n é que l ' apop tose 

n ' i ndu i t pas de relargage d u c o n t e n u cy top lasmique, e l le n 'en t ra îne pas l ' ac t i va t ion d 'un processus 

i n f l a m m a t o i r e au con t ra i re de la nécrose [53] . Les cellules tubu la i res e n d o m m a g é e s son t par con t r e 

capables de l ibérer des cy tok ines qui i n i t i e ron t un processus i n f l a m m a t o i r e [2] . L 'endo thé l ine , 

sécrétée par l ' e n d o t h é l i u m vasculaire, s t imu le les f ib rob las tes in te rs t i t ie ls e t les cel lu les 

i n f l ammato i res . D 'aut res méd ia teu rs tels que r i n te r leuk ine -6 (IL-6) o u la "monocyte chemoattractant 

protein-l" condu isen t à un a f f lux de cel lules mononuc léa i res dans l ' i n t e r s t i t i um [54] . 

Ces cel lules i n f l ammato i res sont capables de sécréter des méd ia teu r s au toc r ines o u paracr ines, 

amp l i f i an t e t e n t r e t e n a n t ( i n f l a m m a t i o n chron ique) ou au con t ra i r e r é p r i m a n t la réac t ion 

i n f l a m m a t o i r e [2]. Dans ce de rn ie r cas, el le peu t laisser place à un m é c a n i s m e de répa ra t i on o u à une 

c icat r isat ion f ib reuse [55]. 

Des cel lules immun i t a i r es , te l les que les macrophages, j ouen t un rô le dans l ' é l im ina t i on des cel lu les 

a l térées et des débr is e t séc rè ten t des ROS/RNS pouvant e n d o m m a g e r d i r e c t e m e n t les cel lu les 

rénales saines [2, 34] . Les cel lu les i n f l ammato i res von t alors p rodu i re des cy tok ines te l les que le TGF-

P, capable d ' i ndu i re le processus d 'EMT et la p ro l i fé ra t ion des f i b rob las tes (cf. 1.2.3. Transition 

épithélio-mésenchymateuse etfibrose), ou le TNF-a engendran t l ' apop tose se lon la vo ie ex t r i nsèque 

(cf. 1.2.1.2. Mort cellulaire) [2]. 

1.2.5. Facteurs vasculaires 

L 'angio tens ine II, issue du SRAA, agi t sur le t onus vasculaire de la c i rcu la t ion sanguine sys tém ique et 

in t ra - réna le . Elle possède éga lemen t une act iv i té p r o - i n f l a m m a t o i r e e t p ro - f i b rosan te p o u v a n t 

mod i f i e r le f o n c t i o n n e m e n t rénal [2, 49] . Il a é té d é m o n t r é sur l ' an ima l que les inh ib i teurs de 

l ' enzyme de convers ion de l 'ang io tens ine et les antagonis tes des récep teurs de t y p e 1 à 

l 'ang io tens ine pouva ien t rédu i re la p ro té inur ie , l ' in f i l t ra t i n f l a m m a t o i r e e t la f ib rose dans des 

modè les expé r imen taux te ls que l ' u ropa th ie obst ruc t ive , la néph rec tom ie sub to ta le , la n é p h r o p a t h i e 

d 'o r ig ine a u t o i m m u n e , la n é p h r o p a t h i e d iabé t ique o u la n é p h r o p a t h i e hyper tens ive . Ceci a 

éga lemen t é té c o n f i r m é lors d ' é tudes cl in iques [56] . 

Le re in est pou rvu de tous les é lémen ts nécessaire au SRAA ; il est ainsi capable de f o n c t i o n n e r de 

man iè re au toc r ine o u paracr ine [56] . En plus de p rovoquer une vasocons t r i c t i on de l ' a r té r io le 

e f f é r e n t e (et une vasod i l a ta t i on de l 'a r tér io le a f fé rente) l 'ac t ivat ion des récepteurs à l 'ang io tens ine II 
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est impl iquée dans l ' induct ion génomique du TGF-p i [2, 49, 57]. Rappelons que la sécrét ion intra-

rénale de TGF-P peut condui re à la déd i f fé renc ia t ion phéno typ ique des RPTECs (par EMT) ainsi qu'à 

la pro l i férat ion des f ibroblastes résidents. 

Finalement, l 'hyper tens ion ar tér ie l le, qu 'e l le soi t la cause ou la conséquence de l ' insuff isance rénale, 

accélère par e l le -même le décl in de la fonc t ion rénale par l ' ischémie qu'e l le engendre [2, 58]. 

1.3. Xénobiotiques néphrotoxiques 

Le rein est susceptible d 'ê t re e n d o m m a g é par bon nombre de facteurs physiques ou chimiques. La 

vulnérabi l i té des reins vis-à-vis des a t te in tes tox iques peut ê t re expl iquée par : 

- L ' impor tante perfusion sanguine ; en e f fe t , les reins reçoivent 25 % du débi t cardiaque ; 

- La grande surface de contact (conférée par la bordure en brosse du TCP) avec le f i l t ra t ; 

- La présence de nombreux mécanismes de t ranspor t , v isant à assurer la réabsorpt ion de 

molécules uti les à l 'organisme, mais éga lement de substances pouvant ê t re tox iques ; 

- L'activité métabo l ique élevée qui peut condu i re à la f o r m a t i o n de dérivés tox iques ; 

- Les mécanismes visant à accroî t re la concent ra t ion ur inaire ou in terst i t ie l le des déchets. 

De nombreuses molécules env i ronnementa les , médicamenteuses ou issues du métabo l i sme sont 

susceptibles d 'êt re tox iques pour le rein. Chez les pat ients hospital isés, la p ropo r t i on des ARA 

induites par les médicaments s'élève à 18 à 33 % en dép i t de néphrotox ic i tés connues et donc 

po ten t ie l l ement évitables [15]. 

Dans cet te sect ion, l 'accent sera mis sur les xénob io t iques néphro tox iques employés dans ce t ravai l . 

1.3.1. Les acides aristolochiques 

Retrouvées dans les plantes du genre Ar is to lochia et Asarum, ces molécules sont des dérivés 

phénanthrén iques nitrés don t l 'act iv i té néphro tox ique chez l ' humain a é té a t tes tée dans les années 

1960 lors d'essais cl iniques v isant à évaluer leur po tent ie l an t i t umora l (Figure 10). Il est éga lement 

reconnu que les acides ar is to lochiques sont de puissants cancér igènes du fa i t de leurs mutagén ic i té 

e t génotoxic i té [59-61]. 
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AAI AAII 
Figure 10 : structures des acides aristoiochiques I (AAI) et II (AAII). 

1.3.1.1. Rappels historiques sur la néphropathie aux acides aristoiochiques 

En Europe, pendan t l ong temps , les espèces A. clematitis L. ou A. serpentaria L. o n t é té ut i l isées 

c o m m e plantes méd ic ina les d iu ré t iques , emménagogues ou ocy toc iques [59] . En médec ine 

t r ad i t i onne l l e chinoise (MTC), A. fangchi a é té l onguemen t ut i l isée c o m m e a n t i r h u m a t i s m a l e e t 

d iu ré t i que [62] . Au M a g h r e b , A. baetica L. et A. debilis Sieb & Zucc son t t o u j o u r s ut i l isées 

t r a d i t i o n n e l l e m e n t pou r t r a i t e r les t roub les digesti fs o u le d iabè te [63] . A u n iveau mond ia l , 99 

espèces d 'ar is to loches ut i l isées c o m m e plantes médic ina les on t é té iden t i f iées [61] . 

La tox ic i té de ces p lantes est l ong temps passée inaperçue, p r o b a b l e m e n t en ra ison de l 'absence de 

tox ic i té aiguë. Leu rdange ros i t é ne se révèle qu 'après ingest ion au m o y e n et long t e r m e . 

En Belgique, dans les années 1990, plus d 'une centa ine de cas de f ib rose rénale in te rs t i t ie l le à 

progress ion rapide - d o n t l 'é t io logie est restée inexp l iquée p e n d a n t un t e m p s - on t é té 

d iagnost iqués [64]. Les pa t ien ts avaient tous c o n s o m m é des gélules présentées c o m m e 

amaigr issantes et supposées con ten i r en t re aut re 2 p lantes chinoises Stephania tetrandra S. M o o r e 

et Magnolia officinalis Rehder & Wi lson prescri tes par une pe rsonne se p résen tan t c o m m e 

"amaigr isseur " ; ce qu i a c o n d u i t à par ler de "néph ropa th i e aux p lan tes ch ino ises" (CHN = Ctiinese 

herb neptiropathy). 

La MTC autor ise la s u b s t i t u t i o n de plantes don t les noms chinois son t iden t iques sans que cela ne 

p o r t e pré jud ice aux p rop r i é tés du remède [65] ; dans ce cas-ci, les racines de S. tetrandra, connues 

sous le n o m chinois de Han Fang Ji, on t é té subst i tuées par des racines d'Aristolochia fangchi Y.C. 

W u , une au t re p lan te méd ic ina le décr i te dans la Materia Medica ch ino ise et connue sous le n o m de 

Guang Fang Ji. Cet te espèce, c o m m e tou tes les ar is to loches, r e n f e r m e des acides a r i s to ioch iques 

d o n t la néphro tox i c i té a é té à la base des cas d ' insuf f isance rénale c h r o n i q u e [64, 66] . 

La dé té r i o ra t i on de la f o n c t i o n rénale s'est poursuiv ie sur une pé r i ode a l lant de 6 mois à p lus ieurs 

années, et ce malgré l 'a r rê t d e la prise des gélules. Six ans après le re t ra i t d u marché des gélules, une 

cen ta ine de pat ien ts é ta i en t réper to r iés en Belgique, d o n t 30 % p résen ta ien t une MRC m o d é r é e e t 
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70 % c o n n u r e n t une IRT, ob l igean t une prise en charge dans des p r o g r a m m e s de TRR (dialyse : 12 % ; 

t ransp lan ta t i on : 88 %) [67, 68] . 

Au jou rd 'hu i , é t an t d o n n é l ' i den t i f i ca t ion de l 'agent causal, on par le plus vo lon t ie rs de néph ropa th i e 

aux acides ar is to loch iques (AAN = aristolochic acid nephropathy) [69]. 

1.3.1.2. Stratégie de néphroprotection 

Vu l 'évo lu t ion inexorab le de l ' a t t e i n te rénale vers l ' I R T - e n dép i t de la suppress ion de l 'agent causal 

- un t r a i t e m e n t à base de cor t i cos té ro ïdes a é té envisagé. Ceci a fa i t l ' ob je t d 'une é tude p i lo te 

menée sur 35 pat ients p résen tan t une CHN. Pour que lques pat ients , le t r a i t e m e n t a permis de 

ra lent i r la progression de la néph ropa th i e , repoussant l ' inc idence de l ' insuf f isance rénale t e rm ina le 

de 1 à 3 ans au mieux [70]. Aucune amé l i o ra t i on de la f o n c t i o n rénale n'a pu ê t re ob jec t i vée après 

blocage du système rén ine-ang io tens ine [56] . 

1.3.1.3. De la néphropathie aux plantes chinoises aux carcinomes urothéUaux 

L'évo lu t ion de la f ib rose in te rs t i t ie l le dans le cadre de l 'AAN semble rap ide et dose -dépendan te : de 

par les cas d iagnost iqués en Belg ique, il a é té es t imé qu 'une ingest ion cumu lée de 138 g de poud re 

con tenue dans les gélules suf f isa i t à déc lencher une MRC, e t qu'à 192 g l'IRT é ta i t instal lée [67] . La 

pér iode d ' ingest ion des gélules con tam inées (tel les que prescr i tes) a é té évaluée à 13,3 mois en 

m o y e n n e ; les pat ients on t a t t e i n t l'IRT 3 à 85 mois après avoi r s toppé l ' ingest ion [71] . 

Les biopsies rénales pra t iquées o n t révélé une i m p o r t a n t e f ib rose in te rs t i t ie l le e t une a t roph ie 

tubu la i re sévère ; et , dès 1994, la présence de cel lules a typ iques au n iveau de l ' ép i t hé l i um uro thé l ia l 

a été dé tec tée sur 3 reins nat i fs issus de pat ien ts t ransp lan tés que lques mois plus t ô t [71] . La 

suspic ion de carc inome u ro thé l ia l a é té r a p i d e m e n t con f i rmée chez 2 pa t ien ts v ic t imes de CHN, ce 

qui a condu i t à consei l ler une n é p h r e c t o m i e p rophy lac t i que aux 43 pat ien ts t ra i tés pour leur 

insuff isance rénale t e rm ina le (12 dialysés, 3 1 t ransp lan tés) [71]. Sur 39 pat ien ts ayant accepté 

l ' i n te rven t ion , 18 (soit 46 %) p résen ta ien t un cancer au n iveau des bassinets e t / o u des urèt res. 

Tous ces cas de carc inomes u ro thé l i aux o n t é té associés à la présence d 'addu i t s d 'AA à l 'ADN, ceux-ci 

é tan t v ra i semb lab lemen t imp l iqués dans la cancérogénèse vu leur carac tè re m u t a g è n e [71] . 

1.3.1.4. Autres cas de néphropathies aux acides aristolochiques dans le monde 

Si la ma jo r i t é des cas d 'AAN o n t é té répe r to r i és en Belgique, 2 au t res o n t é t é r a p i d e m e n t signalés en 

France : une p remiè re pa t ien te avai t c o n s o m m é des gélules supposées con ten i r S. tetrandra p e n d a n t 
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15 mois e t ava i t é té hospi ta l isée 2 ans après ; l 'au t re avai t suivi des cures de 1 mo is , 3 o u 4 fo is par an 

au cours des 3 années p récéden tes [59, 72] . Au to ta l , 7 cas d 'AAN o n t é té d iagnos t i qué en 1994 [72] . 

Au Royaume-Unis , 2 au t res cas o n t é té signalés : la c o n s o m m a t i o n d 'un r e m è d e ch ino is d é n o m m é 

M u Tong, n o r m a l e m e n t cons t i tué d'Akebia quinata (Thunb.) Decne., pou r ra i t - se lon le p r inc ipe de 

subs t i tu t i on de MTC - avoi r é té remplacé par Chuan M u Tong (Clematis armandii Franch.) o u par 

Guan M u T o n g (Aristolochia manshuriensis Kom.) [59, 72]. En 2 0 0 1 au Royaume-Un i , une é t u d e 

ident i f ia i t que 40 % des p rodu i t s censés ê t re const i tués - au mo ins en par t ie - de Fang Ji o u M u Tong 

con tena ien t des AA [60] . D 'au t re cas o n t é té not i f iés, en t re aut res, en Espagne [73] , en A l l emagne 

[74] o u au Japon [72, 75] . 

Entre 1964 e t 1999, s e u l e m e n t 5 cas de néph ropa th ie o n t é té réper to r iés en Chine ; il s 'agi t a lors 

d'ARA d o n t l 'é t io log ie a f ac i l emen t pu ê t re a t t r i buée à la c o n s o m m a t i o n d'Aristolochia fangchi e t 

d'Aristolochia manshuriensis [76] . En 2008, la Chine ne faisait é ta t que de 116 cas d 'AAN [77] . En 

e f fe t , la Pharmacopée Chinoise n'a pas encore bann i t ou tes les part ies d 'a r i s to loches de sa Materia 

Medica (seules les racines son t in te rd i tes à la consommat i on ) ; e t leur usage do i t ê t re encad ré par un 

pra t ic ien de MTC [61, 78]. La d i f fus ion de p rodu i t s con tenan t des ar is to loches p ro f i t e é g a l e m e n t de 

la v e n t e par i n te rne t [61] . 

En ou t re , la Materia Medica ch inoise préconise la c o n s o m m a t i o n de Guang Fang Ji à ra ison de 1 à 3 

qfan par j o u r (ce qu i co r respond à une dose de 3,7 à 11,1 g) [79] , t o u t en reconna issant que le 

p rodu i t do i t ê t re ut i l isé avec p récau t ion chez les en fan ts [78]. Avec une c o n c e n t r a t i o n en AAI & AAII 

pouvan t a t t e i nd re 4,5 m g / g de racine [80] , la dose absorbée s'élève à 1 7 - 5 1 m g par j o u r . 

Etant d o n n é que la MTC est encore la rgement p lébisc i tée par une ma jo r i t é de Chinois, il y a l ieu de 

s 'a t tendre à une f o r t e préva lence d 'AAN e t de carc inomes uro thé l iaux en Chine ; ce qu i ne semb le 

pas ê t re le cas. A l 'échel le mond ia le , l 'exposi t ion huma ine aux AA est supposée l a rgemen t sous-

es t imée [61] . Plusieurs paramèt res peuven t ê t re à l 'or ig ine de ce biais : 

- l ' apparen te sécur i té l iée à des pra t iques mi l léna i res ainsi que la con f iance accordée à la MTC en 

Chine pousse bon n o m b r e de pat ients sou f f r an t d 'e f fe ts secondai res à ne pas r a p p o r t e r 

l ' u t i l i sa t ion de p lantes médic ina les ; 

- le d é v e l o p p e m e n t de patho log ies sur le long t e r m e (parfois l ong temps après avo i r c o n s o m m é 

les p lan tes tox iques) peu t con t r i bue r à ne pas en dé tec ter l 'agent causal ; 

- le m a n q u e de pharmacov ig i lance , d o n t l ' imp lémen ta t i on ne date que de l 'année 1999 en Chine, 

e t n 'est p l e i n e m e n t ef f icace que depuis 2004 seu lement , peu t é g a l e m e n t exp l i que r que de 

n o m b r e u x cas son t passés inaperçus [81]. 

La p réva lence de l 'AAN dans le m o n d e reste à l 'heure actuel le d i f f ic i le à es t imer . Cer ta ines médec ines 

t rad i t i onne l l es (en Inde, au Maroc , au Brésil,...) o n t encore recours à l 'u t i l i sa t ion d 'a r i s to loches [62]. 
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De plus, des p rodu i t s con taminés par des AA c o n t i n u e n t de c i rculer (en ma jo r i t é via i n te rne t ) ; ceci a 

n o t a m m e n t é té révélé en Europe [82, 83 ] o u en Aust ra l ie [84] j usqu 'en 2012. 

1.3.1.5. Néphropathie dite endémique des Balkans 

L'appar i t ion de CHN en Belgique a permis de suspecter une cause iden t i que pou r les cas alors 

inexpl iqués de néph ropa th ie d i te e n d é m i q u e des Balkans (BEN = Balkan endémie nephropathy) 

sévissant depu is plusieurs décennies. Dans la BEN, l ' appar i t i on de la néph ropa th i e t ubu lo -

in ters t i t ie l le semble c o m m u n a u t a i r e : el le t ouche des m e m b r e s d 'une m ê m e fami l le , d 'un m ê m e 

vi l lage, e t se localise essen t ie l lement aux a len tou rs des a f f luen ts du Danube et en Rouman ie [69]. De 

n o m b r e u x fac teurs e n v i r o n n e m e n t a u x on t é té proposés af in d 'exp l iquer l 'or ig ine de la maladie : 

mycotox ines (tel les que l ' ochra tox ine A), m é t a u x lourds, v i rus, déf ic iences en o l igoé léments . 

Toute fo is , les tab leaux c l in iques de la BEN et de la CHN p résen tan t de nombreuses s imi l i tudes, la 

responsabi l i té des AA a alors é té env isagée. Il avai t déjà é té supposé en 1969 que la présence 

abondan te d'Aristolochia clematitis dans les champs de blé pouva i t ê t re à l 'or ig ine du p r o b l è m e ; 

l ' in tox ica t ion é tan t exp l iquée par la c o n s o m m a t i o n de pain p réparé à par t i r de fa r ines de blé 

con taminées issues de ces champs. La c o n f i r m a t i o n f u t appo r t ée en 2007 par la mise en év idence 

d 'addui ts à l 'ADN sur des f ragmen ts t issula i res rénaux et des t u m e u r s uro thé l ia les [69] . 

L ' impl icat ion des AA dans la BEN reste encore con tes tée ; l ' a rgumen t alors mis en avant est 

l ' évo lu t ion plus lente (env i ron 20 ans) que pou r l 'AAN [72]. Ce cas i l lustre le t e r m e d 'AAN 

env i ronnemen ta le , par oppos i t i on à l 'AAN ia t rogène . 

1.3.1.6. Néphrotoxicité des acides aristolochiques 

L'enzymur ie caractér isant les cas d 'AAN décr i t s en Belgique a v i te permis de supposer une a t te in te 

des cel lules du TCP [85]. Il a ensu i te pu ê t r e d é m o n t r é que les AA p é n è t r e n t dans les RPTECs par les 

OAT l , 0 A T 2 et 0AT3, ce qui ne suggère pas seu lemen t une en t rée par le pô le apical, mais éga lement 

par le pô le basolatéra l [85, 86] . 

Dans le cy top lasme, ils connaissent une n i t r o r é d u c t i o n p r i nc ipa lemen t catalysée par la NAD(P)H 

qu inone oxydoréduc tase et par la xan th i ne oxydase ; les CYP l A l e t 1A2 i n t e r v i e n n e n t dans une 

mo ind re mesure [77]. Cette réduc t i on f o u r n i t les a r is to lac tames co r respondan ts , c 'est -à-d i re les 

métabo l i tes capables de f o r m e r les addu i t s à l 'ADN. En e f f e t , la réac t ion imp l i que la f o r m a t i o n d 'un 

ion N-acy ln i t rén ium in te rméd ia i re , d o n t la charge pos i t ive est délocal isable et capable de réagir avec 

les fonc t ions aminés de bases pur iques te l les que l 'adén ine ou la guan ine (Figure 11). 
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Figure 11 : schéma réactionnel des acides aristolochiques (AAI : R = 0CH3 / AAIl : R = H) menant à la formation des 
aristolactames correspondants. L'intermédiaire de réaction, un ion nitrenium, est capable de former des adduits à l'ADN, 

notamment sur les bases adénine (dA-AA) et guanine (dG-AA). 

Les addu i ts à l 'ADN sont responsables des propr ié tés cancér igènes des AA. Toute fo is , la 

c o m p r é h e n s i o n des mécan ismes m e n a n t à la néphro tox ic i té reste par t ie l le . Les lésions occas ionnées 

par les AA se so lden t par une MRC à évo lu t i on rapide ou plus lente. De rares cas de NTA o n t é t é 

rappo r tés ; e t si ceux-ci semb len t ê t re liés à l ' emplo i de hautes doses d 'AA, cela suggère n é a n m o i n s 

une é v o l u t i o n b i -phasique de l 'AAN [85] . 

Les RPTECs d u segmen t S3 son t les cibles pré férent ie l les des AA qu i i ndu isen t une NTA par le biais de 

lésions m i tochondr ia les condu isan t à la m o r t cel lu la i re par apoptose o u nécrose. La n o n - r é g é n é r a t i o n 

des cel lu les tabu la i res condu i t à une a t roph ie sévère (Figure 12). 

Figure 12 : photographies d'un rein atteint d'AAN après néphrectomie, et caractérisation anatomo-pathologique du tissu 
fibrotique (apparaissant en vert-bleuté) [87]. 
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La f ibrose interst i t ie l le condu i t à la per te i rréversible de la s t ructure du parenchyme rénal. Elle 

survient en part ie à la suite de l 'EMT des RPTECs, mais éga lement par act ivat ion des f ibroblastes 

résidents. La sécrét ion de TGF-P j oue ici aussi un rô le dé te rm inan t [85]. 

1.3.2. Le cisplatine 

1.3.2.1. Rappels historiques 

Le cisplatine (Figure 13) et ses dér ivés c o m p t e n t parmi les agents ant inéoplasiques les plus employés. 

C'est en 1965 que Barnet t Rosenberg me t en évidence par hasard les propr iétés an t i tumora les du 

platine : il observa une inh ib i t ion de la croissance d'Escherichia coli lorsque le mi l ieu de cul ture 

cont ient du ch lorure d ' a m m o n i u m et qu' i l est soumis à un couran t é lectr ique à l 'aide de 2 électrodes 

de platine. Il démon t ra par la suite que l 'e f fe t an t ip ro l i fé ra teur n 'é ta i t pas dû au couran t é lectr ique, 

mais étai t a t t r ibuab le à la f o r m a t i o n d 'un complexe, le d ich lo rod iaminop la t ine (II) ( - CDDP ou CisPt), 

provenant du plat ine l ibéré par les é lectrodes et des ions chlorures et a m m o n i u m s présents dans le 

mil ieu de cu l ture [88]. 

Cl/ , sNHg 

Figure 13 : structure moléculaire du cisplatine. 

Cette observat ion a condui t Rosenberg à é tud ier les ef fe ts an t i t umoraux du CisPt chez les animaux, 

puis chez l ' homme. 

1.3.2.2. Mécanisme d'action 

Dans le mi l ieu extracel lu la i re, le CisPt circule sous f o r m e non- ionisée. Il est l i b rement f i l t ré par le 

g lomérule et a t te in t rap idement le TCP et, du fa i t de sa grande concent ra t ion , pénèt re dans les 

RPTECs par d i f fus ion passive [89]. Cependant , d 'autres mécanismes de t ranspor t on t été décri ts 

récemment : ils semblent imp l iquer les OCT-2, la rgement expr imés au niveau apical, ainsi que le 

t ranspor teur de cuivre C t r l . Les récepteurs OCT-1 e t OCT-3 expr imés au niveau basolatéral assurent 

un passage du CisPt depuis la c i rcu la t ion sanguine vers les RPTECs [90]. 

De plus, les récepteurs apicaux "multidrug and toxic compound extrusion" {- MATE) sont impl iqués 

dans le t ranspor t de molécules cat ion iques et in te rv iennent dans l 'ef f lux de CisPt [90]. 
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Lors de sa p é n é t r a t i o n cy top lasm ique le CisPt est r a p i d e m e n t hydro lysé : la c o n c e n t r a t i o n d ' i ons 

ch lorures chu te de 103 m M (mi l ieu extracel lu la i re) à 4 m M (mi l i eu in t race l lu la i re) p r o v o q u a n t la 

per te des 2 ch lorures, d o n t la l iaison cova lente est plus labi le que cel le des a m m o n i u m s (Figure 14). 
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Figure 14 : réactions d'hydrolyse du CisPt. Lors de sa pénétration cytosolique, le complexe perd rapidement ses 2 ions 

chlorures, remplacés par des hydroxyles plus labiles. Les formes mono et di-hydratées (diaquaplatine) sont beaucoup 

plus réactives que les formes porteuses de chlorures. 

Le complexe de CisPt f o r m e une s t ruc tu re plane ; l ' ion p la t ine p e u t in te rag i r de par t e t d ' a u t r e avec 

des composan ts cel lu laires nuc léophi les ( n o t a m m e n t l 'ADN, le g l u ta th i on , les pro té ines por teuses de 

g r o u p e m e n t th io ls) , e n g e n d r a n t la per te des CL ou OH", e t f o r m a n t de nouvel les l iaisons cova len tes . 

Une des cibles du CisPt est l 'ADN, d o n t les nuc léot ides po r teu rs de n o m b r e u x a tomes d 'azo te en f o n t 

un nuc léoph i le appréc iab le . Il se lie presque sys téma t i quemen t au N7 des pur ines ; les 2 l ia isons qu ' i l 

é tab l i t peuven t se fa i re avec : 

- la m ê m e base ( n o t a m m e n t avec le N I de l 'adénine) ; 

- avec une au t re base ( N I ou N7 de l 'adénine, N7 de la guan ine, N3 de la cy t id ine) , e t ceci sur le 

m ê m e br in o u sur le b r in c o m p l é m e n t a i r e d 'ADN. 

L'analyse des addu i ts a révé lé que près de 60-65 % des pon ts son t f o r m é s en t re 2 guan ines 

in t rabr ins . Des pon ts e n t r e adén ines et guanines rep résen ten t 20-25 % des addu i ts ; e t les pon ts 

in t rabr ins , e n t r e 2 guanines non adjacentes, 5-6 % des addui ts . Les au t res l iaisons son t f o r m é e s e n t r e 

des azotes a p p a r t e n a n t à une m ê m e base o u par d 'aut res combina isons in te r - o u in t rabr ins [91] . 

La f o r m a t i o n de ces addu i t s en t ra îne la présence d 'un g r o u p e m e n t é t ranger indu isant une gêne 

s tér ique sur les br ins d 'ADN ainsi que la c réa t ion de ponts in t ra- o u in te r -b r ins capables de r e c o u r b e r 

la mo lécu le d 'ADN. Ceci p e r t u r b e f o r t e m e n t les processus de t ransc r i p t i on et de rép l i ca t ion , 

condu isant respec t i vemen t à un a r rê t de la synthèse p ro té ique e t de la p ro l i f é ra t i on ce l lu la i re . 

Si la rép l i ca t ion est possible, el le m è n e f r é q u e m m e n t à une invers ion G ^ T . L 'arrêt de la rép l i ca t i on 

est associé à un blocage d u cycle cel lu laire en phase G2/IV!. A par t i r de ce stade, les enzymes de 
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réparat ion vont ten te r de restaurer la s t ruc ture ini t iale de l 'ADN. En cas d'écl iec, la mo r t cel lulaire 

par apoptose pourra ê t re déclenchée [15]. 

Si l 'ADN est la cible la plus sensible du CisPt, el le n'est tou te fo is pas la seule : l'ARN (qu' i l soit 

messager, r ibosomal ou de t rans fe r t ) ou les phosphol ip ides et phosphat idy lsér ine membranai res 

réagissent également . Les proté ines por teuses de th io ls peuvent f ixer du CisPt, ce qui impl ique par 

exemple une re -con format ion du cy tosque le t te e t une per tu rba t ion de la po lymér isat ion de l 'act ine. 

Finalement, des addui ts à l 'ADN mi tochondr ia l on t é té ret rouvés en quant i tés 4 à 6 fois supér ieures 

comparé à l'ADN génomique ; cet te sensibi l i té a été a t t r ibuée à l 'absence d'h istones [88]. 

1.3.2.3. Données pharmacothérapeutiques 

Indications Le CisPt est un agent a lky iant ut i l isé dans de nombreuses fo rmes de cancer, n o t a m m e n t 

des testicules, de l 'ovaire, du col de l 'u térus, de la sphère ORL, de l 'œsophage, de la vessie, du t rac tus 

ur inaire supér ieur, des bronches ou de l 'estomac [91, 92]. 

EBBB^^^îCTBfffiWffi Elle est d ic tée par la pe r tu rba t ion de la répl icat ion et de la t ranscr ip t ion 

consécut ive à la fo rma t ion d 'addui ts , qui ent rave la croissance et la p ro l i fé ra t ion des cellules 

tumora les . La dép lé t ion en g lu ta th ion , ent ra înant la générat ion d 'un stress oxydat i f élevé, cont r ibue 

éga lement à endommager l 'ADN et les proté ines et à favoriser l 'ent rée en apoptose [91]. 

I M ^ ^ ^ Le CisPt et ses dérivés s 'admin is t ren t par voie intraveineuse. Le dosage est dépendant du 

type de cancer et des paramètres cl in iques (entre 15 et 120 mg /m^ à admin is t re r en une fois ou sur 5 

jours consécut i fs ; le t r a i t emen t é tan t répété sur 3 à 4 semaines) [93]. 

l3ir«Hm«HB«iHff3fra Le CisPt circule dans le plasma (riche en chlorures) sous sa f o r m e porteuse de 2 

chlores. Il est f ixé aux proté ines p lasmat iques à hauteur de 90-95 % et se d is t r ibue, par o rdre de 

préférence, dans les reins, le fo ie, puis la rate. Il est é l iminé essent ie l lement par le rein : dans les 24 h 

suivant l 'admin is t rat ion, des processus de f i l t ra t ion g loméru la i re , de réabsorp t ion et de sécrét ion 

tubu la i re parv iennent à é l iminer 25 à 50 % de la dose de plat ine admin is t rée [91]. 

IraBWmBiîB^MSBaffiffi Ils sont de 2 ordres : soit ils sont in t r insèques et sont présents dès 

l 'appar i t ion de la t umeur , soit ils sont acquis après expos i t ion au p lat ine [91]. 

Ces mécanismes comprennen t : 

- une d im inu t ion des t ranspor teurs e t / o u une augmen ta t i on des pompes à e f f iux conduisant à la 

d im inu t i on de l 'accumulat ion in t racel lu la i re de CisPt. Certaines l ignées cel lulaires résistantes on t 

m o n t r é une capacité à réduire leur concent ra t ion cel lulaire de 20 à 70 % via ce mécanisme ; 

- une amél io ra t ion de la répara t ion de l 'ADN via les voies de répara t ion par excision de nuc léot ide 

et de réparat ion des mésappar iements) ; 
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- une neu t ra l i sa t ion du CisPt par p roduc t i on de davantage de g l u t a t h i o n e t / o u de p ro té ines r iches 

en cystéine et m é t h i o n i n e , acides aminés po r teu rs de g r o u p e m e n t s qu i p i ége ron t l 'agent 

a n t i t u m o r a l , p ro tégean t ainsi l 'ADN ; 

- une mod i f i ca t i on des p ro té ines régulatr ices du cycle cel lu laire ; 

- la surexpression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 ou Bcl-xl. 

^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ Le CisPt devra i t ê t re év i té par les pat ients déshydra tés , s o u f f r a n t d ' u n e 

immunosupp ress ion médu l l a i re ou de t roub les rénaux o u audi t i fs pré-ex is tants [93] . 

nnS9m!rsBlwll'M La tox ic i té aiguë du p lat ine est suscept ib le d 'en t ra îne r nausées e t vom issemen ts . 

Si l 'e f fe t est c o m m u n aux ch im io thé rap ies ant icancéreuses, le CisPt reste l 'un des plus émé t i san ts . 

Ceci est t ou te fo i s a t t é n u a b l e par l ' admin is t ra t ion de sétrons. Des réact ions a l le rg iques ( d e r m a t i t e , 

eczéma,...) son t éga lemen t observées en phase aiguë [94] . A plus long t e r m e , la n é p h r o t o x i c i t é est 

l 'e f fe t secondai re le plus p réoccupan t car el le in te rd i t l ' emplo i de doses plus é levées (cel le-ci est 

p résentée plus en détai ls au po in t 1.3.2.5. Néphrotoxicité du cisplatine). Une o t o t o x i c i t é est 

f r é q u e m m e n t observée ; e l le est a t t r i buab le à la p roduc t ion de ROS/RNS au n iveau des cel lu les 

cil iées de la cochlée, ce qu i en t ra îne une mor ta l i t é cel lu la i re i m p o r t a n t e et une pe r te possib le de 

l 'acui té audi t ive. Les aut res e f fe ts secondaires c o m p r e n n e n t une myé losuppress ion o u des 

neuropa th ies [91] . 

^^^Q^Q Elles conce rnen t les méd icamen ts ayant une act iv i té n é p h r o t o x i q u e qu i se c u m u l e au 

CisPt (céphalospor ines, aminoglycos ides, p rodu i ts de cont ras te iodés,...). Une éven tue l l e ARA indu i te 

par le t r a i t e m e n t est capable de mod i f i e r les propr ié tés pha rmacoc iné t i ques de n o m b r e u x 

méd icaments . 

1.3.2.4. Dérivés du platine 

D'aut res dér ivés du p la t ine possédant éga lement des propr ié tés an t i t umora les o n t é té synthét isés ; 

les pr inc ipaux complexes commerc ia l isés à l 'heure actue l le son t le ca rbop la t ine e t l ' oxa l ip la t ine 

(Figure 15). Ils se basent sur le m ê m e pr inc ipe : le p la t ine, à l 'é ta t II, est lié par des l iaisons 

covalentes à 4 subs t i tuants , d o n t 2 subst i tuants azotés peu labiles, e t 2 plus labi les qu i p o u r r o n t ê t r e 

hydrolysés après p é n é t r a t i o n dans le cy top lasme. 

Figure 15 : structures du carboplatine et de l'oxaliplatine. 
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L' isomère t ransp la t ine est éga lemen t capable de se f ixer à l 'ADN, mais n 'a f fec te pas les processus de 

t ransc r ip t ion et de rép l icat ion, ce qu i lui con fè re des propr ié tés mutagènes . Il conv ien t éga lemen t de 

c i ter le nédap la t ine , est ut i l isé au Japon, e t le lobap la t ine , ut i l isé en Chine [91]. 

Tous ces dér ivés on t le m ê m e m o d e d 'ac t i on . Leur pha rmacoc iné t i que , leurs e f fe ts secondaires, ainsi 

que leur spect re d 'ac t iv i té va r i en t d ' une mo lécu le à l 'aut re ; le plus puissant agent a n t i - t u m o r a l reste 

le c isplat ine. 

1.3.2.5. Néphrotoxicité du cisplatine 

Elle se déc lenche chez env i ron un t iers des pa t ien ts sous ch im io thé rap ie et se man i fes te par une 

ARA. Elle est exp l iquée par la capaci té du CisPt à se concen t re r dans les RPTECs o ù il pour ra indu i re 

des p h é n o m è n e s d 'apop tose e t / o u de nécrose résu l tan t en une pe r te massive de cel lules 

fonc t ionne l les . C o m m e pour les t u m e u r s , il f o r m e des addu i ts spéci f iques à l 'ADN et pe r t u rbe ainsi 

les mécanismes de t ransc r ip t i on et de rép l i ca t ion [95-97] . 

De plus, la p roduc t i on de ROS/RNS in te r v i en t d i r e c t e m e n t dans les d o m m a g e s aux cel lules -

n o t a m m e n t à leur ADN - e t dans le d é c l e n c h e m e n t de l 'apoptose, mais pas dans la nécrose [91]. 

L 'é lévat ion du stress oxyda t i f pou r ra i t ê t re exp l iquée par la capaci té du p la t ine à se l ier 

s p o n t a n é m e n t au GSH, f o r m a n t un con jugué qui pour ra ê t re é l im iné plus f ac i l emen t par les RPTECs. 

Cette con juga ison est assort ie d 'une dép lé t i on en g l u ta th i on qui a f fa ib l i t les défenses an t ioxydan tes 

de la cel lule [15]. 

De plus, il a é té m o n t r é dans un m o d è l e in vitro que des cel lules t ra i tées avec du CisPt (à des 

concen t ra t ions de 50 à 500 m M ) conna issa ient une inh ib i t i on de leurs complexes I et IV de la chaîne 

resp i ra to i re m i tochondr ia le après 20 m i n d ' i ncuba t i on seu lemen t . L'ATP cel lu la i re est rédu i t de 70 %, 

indu isant un p h é n o m è n e de nécrose ce l lu la i re [15] . 

Des pe r tu rba t i ons de l ' h é m o d y n a m i q u e in t ra - réna le , par vasocons t r i c t ion des capi l la i res, su rv iennen t 

r ap idemen t après l ' admin is t ra t ion de CisPt. Plus t a rd , l ' augmen ta t i on de cy tok ines (et n o t a m m e n t de 

TNF-a) indu i t une i n f l a m m a t i o n in t ra - réna le qui se t r a d u i t par la d i f f é renc ia t i on , la m a t u r a t i o n et 

l 'ac t ivat ion de polynucléai res neu t roph i l es e t de l ymphocy tes T in f i l t ran t l ' i n te rs t i t i um rénal [97] . 

Une régénéra t ion tubu la i re dé f i c ien te ren fo rce la du rée e t la sévér i té de TARA ; dans ce cas, la 

patho log ie est souvent accompagnée d 'une c ica t r isa t ion de t y p e f i b ro t i que . La f ib rose est la p ier re 

angula i re du d é v e l o p p e m e n t d 'une MRC : la p roduc t i on de t issu iner te , non résorbab le , condu i t à 

une per te i r révers ib le de néphrons . Il est ainsi d é m o n t r é que des admin i s t ra t i ons récur ren tes de 
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CisPt occas ionnent des ARA à sévér i té exacerbée et qu i t enden t à du re r plus l ong temps , condu isan t à 

une MRC p o t e n t i e l l e m e n t t e r m i n a l e et nécessi tant le recours à la dialyse [98] . 

1.3.2.6. Stratégies de néphroprotection 

A l 'heure actuel le , la seule mesure p e r m e t t a n t de rédu i re la néph ro tox i c i t é d u CisPt consiste à 

a u g m e n t e r la d iurèse (1 à 2 l i t res de l iqu ide, 8 à 12 h avant et après le t r a i t e m e n t ) : la p e r t e rap ide de 

grands vo lumes l iquid iens con t r i bue à assurer un déb i t tubu la i re te l que la cap tu re par RPTECs est 

rédu i te [92]. Le ma in t i en d ' une concen t ra t i on é levée de chlorures (par l 'u t i l i sa t ion d e so lu t ions de 

pe r fus ion à base de NaCI) p e r m e t éga lement d 'év i te r la f o r m a t i o n de dér ivés m o n o et d i -hydra tés 

plus réact i fs. L 'ef f icaci té de ces stratégies reste t ou te fo i s i ncomp lè te e t a léa to i re [89] . 

Une approche c o m p l é m e n t a i r e à l ' augmen ta t i on de la diurèse consis te à adm in i s t r e r une substance 

cy top ro tec t r i ce c o n c o m i t a m m e n t au CisPt. L 'ami fos t ine (Figure 16), u t i l isée aux Etats-Unis e t au 

Canada, p e r m e t de rédu i re le r isque de néphro tox ic i té par son ac t i v i té neu t ra l i san t les ROS ; ce t t e 

ac t iv i té ne semb le pas s 'opposer à la régression de la t u m e u r . D 'au t res e f f e t s inc luant une 

accé lé ra t ion de la répa ra t i on de l 'ADN et une inh ib i t i on de l ' apop tose pou r ra i t c o n t r i b u e r à la 

p r o t e c t i o n rénale [99] . 

D 'aut res an t ioxydants , tels que la N-acéty lcysté ine, le g lu ta th ion , la v i t a m i n e E o u le t h i osu l pha te de 

s o d i u m pou r ra ien t éga lemen t p e r m e t t r e de rédu i re la néphro tox ic i té du t r a i t e m e n t par CisPt. A lors 

que les preuves c l in iques res ten t insuf f isantes pour ces agents p ro tec teu rs ( n o t a m m e n t dans des 

essais de neu rop ro tec t i on ) [100] , cer ta ins sont de surcro i suspectés de favor iser la surv ie t u m o r a l e 

[89] . 

Des approches pharmaco iog iques - aut res que l 'admin is t ra t ion d ' an t i oxydan t s - p e r m e t t a n t de 

rédu i re la tox ic i té rénale d u CisPt e t de m in im ise r le risque d 'ARA o n t é t é tes tées. Celles-ci o n t 

n o t a m m e n t révé lé un e f fe t n é p h r o p r o t e c t e u r pou r la c imét id ine , d o n t le t r a n s p o r t par les OCT-2 

e n t r e en c o m p é t i t i o n avec celui d u CisPt [101] . De plus, en inh iban t cer ta ins CYP450, la c imé t i d ine 

p e r m e t t r a i t de l im i te r la généra t i on de radicaux l ibres. 

Une au t re s t ra tég ie v isant à l im i te r l 'ent rée de CisPt dans les RPTECs pou r ra i t ê t re un blocage d u 

t r a n s p o r t e u r C t r l [89] . Cet te s t ra tég ie reste d iscutable en raison de la présence d e C t r l dans de 

HO 

0 

Figure 16 : structure de l'amifostine. 
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nombreuses cel lules, d o n t les cel lu les t u m o r a l e s [102]. Au cont ra i re , les OCT-2 sont d is t r ibués 

essent ie l lement dans le rein, la coch lée et les neurones et son peu présents dans les t u m e u r s . 

A l t e rna t i vemen t , la recherche se concen t re sur la découve r te de nouveaux composés, n o t a m m e n t 

d 'or ig ine nature l le , qu i pou r ra i en t ê t re admin is t rés pa ra l l è lemen t au CisPt. De nombreuses études 

publ iées à ce sujet r a p p o r t e n t en t re -au t res des réduc t ions de mo r ta l i t é cel lu la i re, de stress oxyda t i f 

o u de dégâts à l 'ADN [103-105] . 

En cas de surdosage en CisPt, il est possible d ' adm in i s t re r du d i é thy l d i t h i oca rbama te af in de chéla ter 

le plat ine (II) e t de fac i l i ter son é l im ina t i on rénale. A l ' instar de l ' admin is t ra t ion d 'ami fos t ine o u 

d 'acéty lcysté ine, l 'e f f icaci té de ce t te mesure reste l im i tée [106]. Toute fo is , en p ra t ique , 

l 'hémodia lyse p e r m e t d ' épu re r le sang en l im i t an t la f i xa t ion au pa renchyme rénal [94]. 

1.3.3. La ciclosporine A 

1.3.3.1. Rappels historiques 

En 1958, l ' indust r ie l p h a r m a c e u t i q u e suisse Sandoz d é m a r r e un p r o g r a m m e de recherche v isant à 

ident i f ier de nouveaux an t i fong iques . Dans le bu t de cons t i t ue r des banques de mic roorgan ismes 

produc teurs de métabo l i tes p o t e n t i e l l e m e n t p r o m e t t e u r s , les emp loyés sont encouragés à co l lec ter 

des échant i l lons de t e r re lors de leurs dép lacemen ts en dehors de la Suisse. C'est ainsi qu ' en 1969 

lors d 'un voyage en Norvège, Hans Frey ramène un c h a m p i g n o n n o m m é Tolypocladium inflatum 

capable de p rodu i re de la c ic lospor ine A (CsA). Ce c h a m p i g n o n est t ou te fo i s l a rgemen t d is t r ibué hors 

de Norvège (Danemark , Etats-Unis, Canada, Népal,...) ; e t d 'au t res espèces te l les que Fusarium spp. 

o u Neocosmospora spp. sont éga lemen t capables de syn thé t iser de la CsA [107] . 

Af in de max imiser les chances de découve r te de nouvel les mo lécu les méd icamenteuses , Sandoz 

invite ses d i f fé ren ts labora to i res à s 'échanger les composés p r o m e t t e u r s pour les inc lure dans de 

larges p rog rammes de screening ; en 1972, la CsA dévo i le alors ses p ropr ié tés immunosuppress ives 

[107]. Après l 'avoir m o n t r é e ef f icace dès 1980 chez une pa t i en te ayant bénéf ic ié d 'une 

t ransp lan ta t ion hépa t ique , Sandoz m e t sur le marché Sand immun® en 1983. Une f o r m u l a t i o n plus 

récente (une capsule mo l le c o n t e n a n t une m i c r o é m u l s i o n d ispon ib le sous le n o m de Neoral 

Sandimmun®) p e r m e t l ' admin i s t ra t i on ora le de CsA. La c ic lospor ine p e r m e t t ou j ou rs à l 'heure 

actuel le d 'assurer le succès de mi l l ie rs de t ransp lan ta t i ons chaque année [108]. 
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La CsA est un pep t i de cycl ique de 1 1 acides aminés assemblés par une pep t ide -syn thase non-

r i bosomique e t c o n t e n a n t 3 acides aminés n ' i n te rvenan t pas dans la c o n s t i t u t i o n de p ro té ines : une 

a lanine de con f i gu ra t i on D, un acide bu ty r i que e t un dér ivé de la t h r é o n i n e (Figure 17) [109] . 

Figure 17 : structure de la CsA. 

1.3.3.2. Mécanisme d'action 

La c ic lospor ine se f ixe à la cyc loph i l ine présente dans les lymphocytes . Le c o m p l e x e CsA-cyc lophi l ine 

inh ibe la ca lc ineur ine, une phosphatase d o n t l 'act iv i té pe rme t la t r ans loca t i on nuc léa i re du "nuclear 

factor of activated T-cell" (NFAT) qui est imp l iqué dans la t ranscr ip t ion de l ' i n te r leuk ine 2 (IL-2). La 

CsA p e r m e t ainsi une i nh ib i t i on de l 'ac t ivat ion des lymphocytes T e f fec teurs . Elle b loque éga lemen t 

l ' ouver tu re du pore de t rans i t i on de perméab i l i t é m i tochondr ia l , e n t r a v a n t la l i bé ra t i on du 

c y t o c h r o m e C dans le cytosol e t inh iban t de ce fa i t l ' en t rée dans un processus d ' apop tose [110] . 

1.3.3.3. Données pharmacothérapeutiques 

Indications La CsA est ind iquée dans la p réven t i on des rejets su ivant une t r a n s p l a n t a t i o n d 'o rganes 

sol ides (rein, cœur , fo ie , p o u m o n , pancréas) ou de moe l le osseuse. Elle est é g a l e m e n t i nd iquée dans 

le t r a i t e m e n t des f o r m e s sévères de maladies au to - immunes te l les que le psoriasis, le s y n d r o m e 

néph ro t i que , l ' a r th r i te r huma to ïde , i 'uvé i te a u t o - i m m u n e ou la d e r m a t i t e a t o p i q u e [93] . 

WnM^K^f^^n^lf!^ La c ic lospor ine est un inh ib i teu r de la ca lc ineur ine , une phosphatase qu i 

s t imu le la sécré t ion de divers fac teurs de croissance, d o n t r in te r leuk ine-2 , cy tok ine i n te r venan t dans 

la croissance e t la d i f f é renc ia t i on des l ymphocy tes T. 

luSSalwfUs Le t r a i t e m e n t à la c ic lospor ine suivant une g re f fe d 'organe sol ide requ ie r t des doses de 10 

à 15 m g / k g / j en 2 prises dans les 2 semaines su ivant l ' i n te rvent ion . Cet te dose est ensu i te rédu i te à 2 

à 6 m g / k g / j en 2 prises. Dans le cas de g re f fe de moe l le osseuse, une pe r fus ion i.v. est mise en place 

p e n d a n t 2 semaines avan t d ' ê t r e remplacée par une admin is t ra t ion o ra le de 12,5 m g / k g / j en 2 prises 
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Contre-indications 

pendant 3 à 6 mois . Le t r a i t e m e n t des malad ies a u t o - i m m u n e s requ ie r t une adm in i s t ra t i on de 2,5 à 6 

m g / k g / j devan t ê t re d im inuée p rogress ivement après l 'a r rê t des s y m p t ô m e s [93] . 

La c ic lospor ine est r a p i d e m e n t résorbée après ingest ion, avec une 

b iod ispon ib i l i té é t an t de 30 à 60 %. Elle est subs t ra t du CYP 3A4 et de la P-gp. Seuls 6 % de la dose 

sont excrétés par vo ie ur ina i re , d o n t 0 ,1 % sous f o r m e inchangée ; la ma jo r i t é est excré tée par voie 

bi l iaire [110] . 

I L ' insuff isance rénale est une con t re - i nd i ca t i on au t r a i t e m e n t par c ic lospor ine. 

JJjjJ^j^j^l^l^ Ou t re les e f fe ts secondaires c o m m u n s aux immunosuppresseu rs te ls qu 'une 

d i m i n u t i o n de la résistance face aux mic roorgan ismes pathogènes, une a u g m e n t a t i o n du risque de 

déve loppemen t de l y m p h o m e s e t aut res t u m e u r s mal ignes (en par t icu l ier de la peau), une 

insuff isance rénale consécut ive à une néph ro tox i c i t é do i t ê t re envisagée. En cas d 'u t i l i sa t ion 

pro longée, une f ib rose rénale in te rs t i t ie l le peu t se déve lopper ; des lésions on t é té re t rouvées chez 

72 % des pat ien ts t ra i tés [108]. 

JlmSmSnSiÊK Le c y t o c h r o m e P450 3 A 4 est responsab le de la mé tabo l i sa t i on de la c ic lospor ine. Si son 

inh ib i t ion condu i t à une a u g m e n t a t i o n des doses pouvan t donne r l ieu à une exacerba t ion des e f fe ts 

secondaires, son ac t iva t ion i m p l i q u e quan t à elle une d i m i n u t i o n des concen t ra t ions sér iques l im i tan t 

l 'ef f icaci té du t r a i t e m e n t . Des cas de rejets de g re f fons rénaux o n t é té signalés chez des pat ients 

pour lesquels les concen t ra t ions sér iques de c ic lospor ine o n t chu té consécu t i vemen t à l ' ingest ion 

d 'ext ra i ts de mi l l eper tu is (IHypericum perforatum L.), un p h y t o m é d i c a m e n t en ven te l ibre ut i l isé pou r 

t ra i te r les cas de dépress ion m o d é r é e ou d 'anx ié té [111, 112]. Cet te in te rac t ion est exp l iquée par 

une induc t ion d u CYP 3A4 et par une ac t i va t ion de la P-gp, d o n t la c ic lospor ine est un subs t ra t [113] . 

^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ Etant d o n n é la marge t h é r a p e u t i q u e é t ro i t e , un con t rô le des concen t ra t ions 

sanguines s ' impose [112] . En ra ison de ses e f fe ts secondaires, des éva lua t ions régul ières de la 

pression ar tér ie l le et de la f o n c t i o n rénale do i ven t ê t re mises en place pa ra l l è l emen t au t r a i t e m e n t . 

L 'ut i l isat ion c o n c o m i t a n t e d 'au t res m é d i c a m e n t s néph ro tox iques a u g m e n t e le r isque de 

déve loppemen t d 'une insuf f isance rénale [93] . 

1.3.3.4. Néphrotoxicité de la ciclosporine 

Si l 'u t i l isat ion des inh ib i teurs des ca lc ineur ines (CsA ou tac ro l imus) s 'avère ind ispensab le au succès 

d 'une t ransp lan ta t i on rénale, leurs e f fe ts à cou r t e t long t e r m e s on t é té associés à une inc idence 

accrue de d o m m a g e s i r révers ib les inc luant une f ib rose in ters t i t ie l le , une a t r oph ie t ubu la i r e et une 

g loméru losc lérose [110] . Cependant , il n 'ex is te pas de tab leau h is to log ique spéc i f ique à la 

néphro tox ic i té indu i te par la CsA. La phys iopa tho log ie de la néph ro tox i c i t é de la CsA est 

i m p a r f a i t e m e n t compr ise , mais sera i t en par t ie l iée à l ' i nh ib i t i on de la t r ans loca t i on du "nuciear 
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factor of activated T-cell". L ' inhib i t ion de la t ranscr ipt ion du gène de l ' in ter leuk ine 2 est 

accompagnée d 'une a l té ra t ion t ranscr ip t ionnel le des gènes de la NOS, de l 'endothé l ine , du col lagène 

I et IV, du TGF-P et de Bcl-2 [ 15 ,114 ] . 

Une au t re raison de la rénotox ic i té de la CsA prov ient de l ' in ter férence avec l ' hémodynam ique in t ra-

rénale consécut ive à une vasoconstr ic t ion de i 'ar tér io le a f férente g loméru la i re . Cet e f fe t , qu i 

s 'expl iquerai t par une s t imu la t ion de la synthèse d 'endothél ine, est révers ib le e t peu t ê t re a t ténué 

par réduc t ion de la dose admin is t rée [115]. 

Toutefo is , l 'act ivat ion de certains phénomènes est reconnue responsable de la néphro tox ic i té : la 

CsA provoque une augmen ta t i on du stress oxydat i f qui al tère la s t ruc tu re de b iomolécu les . Elle cause 

n o t a m m e n t des dégâts à l 'ADN, induisant un blocage des cellules en phase Go/Gi du cycle cel lulaire 

[116]. Si ces dégâts ne peuvent ê t re réparés, la cellule entrera dans un processus apop to t i que . Bien 

que les mi tochondr ies soient des organi tes impor tan ts dans la généra t ion de ROS/RNS, leur é lévat ion 

in te rv ien t i ndépendammen t du blocage du pore de t rans i t ion de perméab i l i t é m i tochondr ia l [117]. 

L 'apoptose est présentée c o m m e une cause major i ta i re de la dys fonc t ion rénale [118] . In vitro, des 

doses de CsA de l 'ordre du n M induisent de l 'apoptose, alors qu'au \iM, la nécrose est le processus de 

m o r t cel lulaire major i ta i re [116]. 

Une f ibrose interst i t ie l le est f r é q u e m m e n t d iagnost iquée après des t r a i t emen ts au long t e rme . Si 

celle-ci a été supposée êt re une conséquence de la réduct ion du déb i t sanguin (causée par une 

d i m i n u t i o n de sécrét ion de NO au niveau des artérioles), il a été p rouvé plus t a rd que les RPTECs sont 

éga lement des cibles de la CsA. Celles-ci peuvent se dédi f férenc ier su ivant un processus d'EMT, 

p e r m e t t a n t ainsi l 'appar i t ion de f ibroblastes et de myof ibroblastes au niveau rénal [119] . Ces cellules 

sont capables de sécréter des composants de la MEC tels que les col lagènes I e t III, de la f i b ronec t ine 

e t p rodu isent de l 'a-SMA. Cependant , comme il l'a été men t ionné dans le paragraphe 1.2.3. 

Transition épithélio-mésenchymateuse et fibrose, la t ranslocat ion t r ansmembrana i re de RPTECs vers 

l ' i n te rs t i t ium n'est pas un processus ayant pu être object ivé à l 'heure actuel le. 

1.3.3.5. Stratégies de néphroprotection 

A l 'heure actuel le, il n 'existe aucun recours cont re la néphrotox ic i té de la CsA. Les mesures 

conservatr ices se basent sur une éva luat ion de l ' in tégr i té de la f onc t i on rénale, ainsi que sur la 

m in im isa t ion des doses et dans certains cas sur le remplacement par un au t re immunosuppresseur 

(le s i ro l imus par exemple) [110]. 
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Il a été d é m o n t r é qu ' une expos i t ion à la CsA indu i t l 'express ion du t r anspo r teu r adenosine 

triphosphate-binding cassette protein Bl au n iveau de la bo rdu re en brosse rénale. Celui-ci est 

imp l iqué dans l 'e f f lux de CsA hors des RPTECs et cons t i t ue un mécan isme de p ro tec t i on rénale. La 

capacité ind iv idue l le à réguler son express ion in f luence la suscept ib i l i té à déve lopper des a l té ra t ions 

d u parenchyme rénal [110] . 

1.3.4. Autres agents néphrotoxiques 

De nombreuses autres substances peuven t p résenter une tox ic i té rénale, pa rmi lesquel les : 

- les aminoglycos ides, des m é d i c a m e n t s an t ibac té r iens qui s ' accumu len t dans les lysosomes des 

RPTECs et pe r t u rben t leur mé tabo l i sme . Une NTA appara î t chez 10 à 20 % des pat ien ts après 8 à 

10 j ou rs de t r a i t e m e n t ; la f o n c t i o n rénale se normal ise p rogress ivement à son ar rê t [2, 15, 120]. 

- l ' ampho té r i c ine B, un po lyène a m p h o t è r e à ac t ion an t imycos ique ut i l isé con t re les levures (e.g 

Candida albicans) e t les champ ignons (e.g Aspergillus). La c réa t ion de pores aqueux pe r tu rbe 

l 'équi l ibre hyd ro -é lec t ro l y t i que t r a n s m e m b r a n a i r e , ce qui exp l ique sa néphro tox i c i té [15] . 

- les mé taux lourds - p r i nc ipa lemen t le mercure , le c a d m i u m , le p l omb , l 'é ta in et l 'arsenic -

peuven t engendre r des dys fonc t ions m i tochondr ia les à la base de dép lé t ions en ATP pe r t u rban t 

le mé tabo l i sme cel lu la i re rénal [15] . Des conjugaisons au GSH ou aux cystéines p ro té iques sont à 

la base d 'une é léva t ion du stress oxyda t i f . 

- les ochratox ines, des myco tox ines p rodu i tes par des champ ignons du genre Aspergillus ou 

Penicilium imp l iquées dans la c o n t a m i n a t i o n de divers a l imen ts dest inés à l ' h o m m e ou aux 

an imaux [15]. Au n iveau rénal, el les indu isen t de la nécrose et de l 'apoptose, de l 'EMT et 

s t imu len t la réponse i n f l a m m a t o i r e , ce qu i peu t condu i re à l ' ins ta l la t ion de la f ib rose. 

- les agents de cont ras te et de rad iod iagnost ic , e t n o t a m m e n t les p rodu i t s de con t ras te iodés 

f r é q u e m m e n t responsables d 'hosp i ta l isa t ions. Ceux-ci p e r t u r b e n t l ' h é m o d y n a m i q u e rénale et 

p r o v o q u e n t une ischémie m e n a n t à la NTA chez 7 % des pa t ien ts [121]. La no rma l i sa t ion de la 

f onc t i on ur ina i re se fa i t endéans les 7 à 10 jou rs [2]. Les dér ivés du gado l i n ium, uti l isés en 

résonance magné t ique , sont aussi à r isque de déc lencher des ARA [15] . Ils déc lenchen t un 

t r o u b l e appelé f ib rose sys témique néph rogén ique , p r i n c i p a l e m e n t chez les pat ients a t te in ts de 

MRC et dialysés. La phys iopa tho log ie est mal connue , mais se caractér ise par une f ib rose sévère 

de la peau et des t issus sous- jacents [122] . 

- les agents anesthésiants (ha lo thane , en f lu rane , iso f lu rane, sevo f lu rane, desf iurane) p r o v o q u e n t 

f r é q u e m m e n t des insuf f isances rénales pos t -opé ra to i res légères à modérées par des e f fe ts 

cardiovascula i res [15]. Le déb i t sanguin rénal é tan t d im inué , le DFG chu te et l 'ur ine ne parv ien t 
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pas à é l im iner s u f f i s a m m e n t de Na''. Ces t roub les fonc t ione ls son t l im i tés dans le t e m p s e t se 

norma l i sen t endéans les que lques jou rs su ivant l 'anesthésie [2]. 

1.4. Plantes médicinales considérées comme néphroprotectrices 
abordées dans ce travail 

1.4.1. Angelica sinensis (Oliv.) Diels 

1.4.1.1. Description botanique 

La p lante, classée dans la fam i l l e des Apiaceae, o rd re des Apiales [123 ] , est r e t rouvée en Chine, en 

Corée et au Japon [124] . Après 3 ans de vie, el le p rodu i t des ombe l les sphér iques de f leurs de cou leu r 

b lanc-ver t , qu i évo luen t en ombe l l es de graines [125]. 

La d rogue (Figure 18) est cons t i t uée par la racine p ivo tan te se d iv isant r a p i d e m e n t en une d iza ine 

(voi re plus) de racines con iques. L 'ensemble mesure en t re 15 et 25 c m de long. La racine p r inc ipa le 

est large de 1,5 à 4 cm e t est de cou leur j aune -b run à brun foncé . Sa sur face est g rume leuse , 

i r régul ière, s t r iée l o n g i t u d i n a l e m e n t e t m o n t r e des cicatr ices de racines secondai res. Les 

rami f ica t ions o n t des d i amè t res a l lant de 0,3 à 1 cm pour leur par t ie supér ieu re ; la par t ie i n fé r i eu re 

pouvan t quan t à el le deven i r t rès f ine . La racine séchée est de t e x t u r e f r iab le . La coupe t ransversa le 

laisse appara î t re une écorce épaisse avec quelques f issures et d e nombreuses ponc tua t i ons b r u n e s 

p rovenan t de canaux sécréteurs. La cou leur est b runâ t re à l 'ex tér ieur e t b lanc c rémeux à l ' i n té r i eu r 

[126] . Son caractère a r o m a t i q u e en fa i t une épice appréc iée dans la cuis ine chinoise. 

Figure 18 : échantillon de racine d'Angelica sinensis. 
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1.4.1.2. Description phytochimique 

Plus de 70 composés bioact i fs o n t é té ident i f iés . Les plus é tud iés son t le Z- l igust i l ide et l 'acide 

fé ru l ique . 

^^^^^^01^ Elle est n o t a m m e n t composée des phta l ides décr i ts ci-dessus. On re t rouve 

éga lemen t du carvacrol , du crésol , du gaïacol e t du safrole connu pou r son ac t ion cancér igène [126] . 

L'hui le essent ie l le est p résente dans la racine à hau teur de 0,4 à 0,7 % [127] ; la Pharmacopée 

Chinoise impose une quan t i f i ca t i on de l 'hu i le vo la t i le d o n t la t e n e u r m i n i m u m do i t ê t re de 0,4 % 

(v /m) [78] . 

^ ^ ^ ^ ^ Il s 'agit d 'une classe de mo lécu les re t rouvée dans l 'hui le essent ie l le d'A. sinensis, de fa ib le 

po lar i té et pouvan t ê t re ex t ra i tes par des solvants te ls que l 'hexane, l 'é ther de pé t ro le , le 

d i ch lo romé thane , le m é t h a n o l ou l ' é thano l à 70 %. Au to ta l , 18 phta l ides o n t é té ident i f iés ; pa rmi les 

plus abondants , on re t rouve les i somères E et Z du l igust i l ide, le n -bu ty lph ta l i de o u le n-

bu ty l i deneph tha l i de ( isomères E e t Z), cer ta ins é v e n t u e l l e m e n t sous f o r m e d imér isée (tels que 

l 'angél ic ide ou le Z-l igust i l ide d i m è r e E-232) (Figure 19) [ 1 2 8 , 1 2 9 ] . 

La teneur en Z-l igust i l ide var ie en t re 1,3 et 37 ,7 m g / g de racine séchée [128] . 

Z-butylphtallde Z-butylidènephtallde 
O 

Z-ligustilide 
O 

E-llgustilide 

Z-ligustilide dimer E-232 
Figure 19 : structure des phtalides principaux isolés de l'angélique cliinoise. 

La racine d'A. sinensis c o n t i e n t une série d 'ac ides o rgan iques tels que les acides 

fé ru l ique (FA = ferulic acid), ca fé ique, p ro toca téch ique , ph ta l ique , p -hyd roxybenzo ïque , van i l l ique, 

succin ique, n ico t in ique et les acides f o l i n i que et fo l i que [129] . 

Le con i féry l fé ru la te , un ester de l 'acide fé ru l i que , a éga lemen t é té déc r i t [129] (Figure 20). Ses 

act iv i tés b io logiques sont s imi la i res (mais plus intenses) à celles de l 'ac ide fé ru l i que ; il est t o u t e f o i s 

re la t i vement instable et r a p i d e m e n t hydro lysé [130] . 
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O H 

Acide férulique Coniféyl férulate 

Figure 20 : structures de l'acide férulique et du coniféryl férulate. 

L'acide fé ru l i que est souven t emp loyé c o m m e t raceur de qual i té d ' A sinensis. Sa t e n e u r var ie e n t r e 

0 ,21 et 1,75 m g / g de racine sèche [128] . 

La p lan te con t i en t éga lement des polysacchar ides qu i o n t m o n t r é des e f fe ts 

i m m u n o s t i m u l a t e u r s e t a n t i t u m o r a u x [128, 129]. Leurs s t ruc tures son t i m p a r f a i t e m e n t connues ; ils 

con t i ennen t de l 'arabinose, du fucose, du galactose, du glucose, du rhamnose e t du xylose. 

B H W î B W S L 'ef fe t an t i coagu lan t de la p lante est à a t t r i bue r à la présence de coumar ines te l les que 

l 'os tho le [124] . Des f u r o c o u m a r i n e s tel les que le psora lène, l 'angél ic ine et le be rgap tène s o n t q u a n t à 

elles responsables de l 'e f fe t photosens ib i l i sant [124] . 

1.4.1.3. Usages médico-traditionnels 

Selon les concepts de MTC, la racine d'A. sinensis, aussi connue sous le n o m de Dang gui, est ut i l isée 

pour tonifier le Sang et le Foie [78, 79] . Elle pe rme t en ou t re de so igner l ' anémie , d ' a t t é n u e r les 

s y m p t ô m e s liés à une per te de sang, ainsi de régular iser le cycle m e n s t r u e l [126, 127] . Les p rem iè res 

t races de son u t i l i sa t ion o n t é té re t rouvées dans le Shennong Bencao Jing (la M a t e r i a M e d i c a de 

l ' empereu r Shennong) rédigé en t re 200 et 300 av. J.-C. [128] . 

1.4.1.4. Données pharmacothérapeutiques 

^ i ^ ^ ^ Q A. sinensis est ind iquée dans le t r a i t e m e n t des t r oub les mens t rue ls te ls que les 

dysménor rhées , les synd romes prémenst rue ls o u les ménor rag ies , ainsi que p o u r a t t é n u e r les 

s y m p t ô m e s de la m é n o p a u s e [79, 124, 127, 131]. Il est à no te r que les é tudes c l in iques j us t i f i an t un 

te l e m p l o i son t encore rares e t cont roversées [130] . 

D 'aut res ind icat ions inc luen t les maux de tê te , les névralgies, les in fec t ions herpé t iques , la ma la r ia , le 

v i t i l i go o u l ' anémie [124] . 

E B ^ S S i B B i f f i B I B ^ W W De nombreuses act iv i tés on t é t é décr i tes. Elles inc luen t une ac t iv i té an t i 

i n f l a m m a t o i r e (sur un modè le in vivo) corré lée à une d i m i n u t i o n de la sécré t ion d u TNF-a e t de la 

p ros tag land ine E2 et à l ' i nh ib i t ion de l 'act iv i té du NF-KB [127, 128] . Des e f fe ts i m m u n o m o d u l a t e u r s 

o n t é té observés chez la sour is [128] . Des ef fe ts an t i t umoraux , observés in vitro, son t a t t r i buab les à 
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un ar rê t du cycle cel lu la i re ainsi qu 'à une d i m i n u t i o n de la survie des cel lu les cancéreuses par 

apoptose v ra i semb lab lemen t indu i te par une a u g m e n t a t i o n de la généra t i on de ROS. Une act iv i té 

neu rop ro tec t r i ce a été mise en év idence dans un m o d è l e mu r i n d ' i schémie - reper fus ion ; el le a é té 

corré lée à une augmen ta t i on des act iv i tés de la GSH-Px et de la SOD, et donc à une neut ra l i sa t ion 

plus ef f icace des ROS [128]. 

L'acide fé ru l i que est un an t i oxydan t r econnu [128] ; il n 'est t ou te fo i s pas spéc i f ique à A. sinensis, mais 

se re t rouve dans bon n o m b r e d 'a l imen ts couran ts (café, agrumes, banane, céréales, choux, 

épinard,. . . ) [132] . 

fawHwwBH La Materia Medica Chinoise préconise une c o n s o m m a t i o n q u o t i d i e n n e de 1 à 5 qian, ce qui 

co r respond à une masse de 3,7 à 18,5 g [79] . La Pharmacopée Chinoise m o d e r n e r e c o m m a n d e quan t 

à elle une c o n s o m m a t i o n de 6 à 12 g par j o u r [78] . 

^^^^^^^^^Q L 'ut i l isat ion d'A. sinensis n 'est pas r e c o m m a n d é e du ran t la grossesse, b ien que la 

médec ine chinoise l 'ai t préconisée dans cer ta ines s i tuat ions [124] . L 'a l la i tement ne cons t i tue pas une 

con t re - ind ica t ion . Seules les personnes p résen tan t des t r oub les de la coagu la t ion (ou su ivant un 

t r a i t e m e n t ant icoagu lant ) ou des m e n s t r u a t i o n s excessives dev ra ien t l 'év i ter . 

r3 i raM»B" t f * !»7 f t f l Ou t re des e f fe ts non spéci f iques tels que des nausées, vom issemen ts , d iar rhées 

ou anorex ie, les dér ivés coumar in iques d'A. sinensis sont suscept ib les d ' a u g m e n t e r le v o l u m e des 

mens t rua t ions et d 'engendrer des t r oub les de l 'hémostase. La présence de f u r o c o u m a r i n e s rend la 

p lante photosens ib i l i sante [124] . 

Deux cas d ' in te rac t ions méd icamen teuses o n t é té rappor tées avec la wa r fa r i ne ; les 

raisons supposées de ce t te i n te rac t i on s 'appu ien t sur la présence de coumar ines et sur l ' i nh ib i t i on du 

CYP 2C9, enzyme imp l iquée dans la mé tabo l i sa t i on de la wa r fa r i ne [111, 127] . En conséquence , A. 

sinensis ne devra i t pas ê t re ut i l isée avec les ant icoagu lants e t les an t iagrégants p laque t ta i res ; el le 

pour ra i t éga lement potent ia l i ser l 'act iv i té an t i coagu lan te du t rè f le (Trifolium pratense L.) [124] . 

Des in terac t ions avec les œ s t r o g é n o m i m é t i q u e s et les con t racep t i f s h o r m o n a u x son t à suspecter , 

bien qu 'e l les n 'a ient encore jamais é té observées [124] . 

Une inh ib i t i on des cy toch romes P450 2D6 et 3A4 a é té mise en év idence sur des m ic rosomes 

hépat iques de rat [128] ; ce t te ac t iv i té ne semb le cependan t pas avoi r de conséquence c l in ique. 

1.4.1.5. Potentiel néphroprotecteur 

Dans un screening imp l i quan t 47 p lantes sé lec t ionnées sur base de leur usage t r a d i t i o n n e l dans des 

pathologies imp l i quan t le re in o u le sys tème ur ina i re , ainsi que sur base de rappo r t s fa isan t é t a t d ' un 

po ten t ie l néph rop ro tec teu r o u n é p h r o t o x i q u e , Wo j c i kowsk i e t al. m o n t r è r e n t que des ex t ra i ts au 

mé thano l ou à l 'acétate d 'é thy le d'A. sinensis p e r m e t t e n t d ' a u g m e n t e r la surv ie ce l lu la i re de cel lu les 
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NRK-52E e t NRK-49F lorsque ces dern ières son t t ra i tées pendan t 20 h avec du H2O2 [133 ] . Ceci a 

condu i t les au teurs à supposer une act iv i té p ro tec t r i ce exercée par le biais d ' un e f f e t an t i oxydan t . 

Les e f fe ts n é p h r o p r o t e c t e u r s d'A. sinensis o n t souven t é t é é tud iés dans le cadre d ' u n e c o m b i n a i s o n 

avec la racine d'Astragalus membranaceus, ut i l isée en MTC n o t a m m e n t p o u r t r a i t e r les s y n d r o m e s 

néphro t iques [79, 127, 134] . Cet te associat ion, admin is t rée o r a l e m e n t à des rats a a u g m e n t é la 

généra t ion basale de ROS dans les reins ainsi que la p roduc t i on de NO par la eNOS [128] . Cependan t , 

les rats ayant subi une UUO o n t présenté une me i l l eu re capaci té de neu t ra l i sa t i on des ROS. La 

comb ina ison des 2 p lantes a éga lement permis de d im inue r les taux in t ra - rénaux de TGF-p, 

d ' a t t énue r l 'ac t i va t ion des f ib rob lastes, de rédu i re l ' i n f i l t ra t ion de macrophages e t de l im i te r 

l 'apoptose de cel lu les tubu la i res . 

D'autres bénéf ices de ce t te associat ion on t é té d é m o n t r é s dans un modè le de n é p h r o t o x i c i t é i ndu i t e 

par la pu romyc ine : une décoc t i on de ces p lantes a permis de l im i te r les a l té ra t i ons de la s t r u c t u r e 

rénale, n o t a m m e n t en l im i t an t la p roduc t i on de MEC (col lagène III & IV, f i b ronec t i ne ) e t en l im i t an t 

l 'appar i t ion d ' un p ro f i l f i b rob las t i que (object ivé par l 'a-SMA). L 'e f fe t a é té cor ré lé à une d i m i n u t i o n 

de l 'ARN et de la synthèse de T G F - p l [135] . 

Plus ta rd , une é tude est pa rvenue à d é m o n t r e r une synergie pour les act iv i tés de l 'ac ide f é r u l i q u e e t 

de l 'astragaloside IV, deux composés issus respec t i vement de l 'angél ique e t de l 'ast ragale [136] . Dans 

un modè le UUO, l ' examen de coupes h is to log iques de re in n'a pas permis de révé ler une r é d u c t i o n 

des a t te in tes tubu la i res p o u r le FA ou pour l 'astragaloside IV, pris séparémen t . La c o m b i n a i s o n a 

t ou te fo i s p résenté un e f fe t béné f i que sur l ' a t roph ie tubu la i re e t s'est t r adu i t e par une d i m i n u t i o n de 

l 'expression de f i b ronec t i ne , d ' a -SMA et de TGF-p i . Sur des cel lu les NRK-49F et HK-2 en cu l t u re , la 

comb ina ison a éga lemen t pe rm is de rédu i re l 'expression de f i b ronec t ine et d ' a - S M A [136 ] . 

Dans un modè le de n é p h r e c t o m i e 5 /6 , la comb ina ison d'A. sinensis et A. nnembranaceus a é g a l e m e n t 

permis de l im i te r le d é p ô t de MEC au n iveau de la m e m b r a n e basale du g l o m é r u l e et d u t u b u l e . Les 

réduct ions de la g loméru losc lé rose et de la f ib rose in ters t i t ie l le o n t é té associées à une p rése rva t i on 

des capi l la i res et au m a i n t i e n de la f onc t i on vasculaire [137] . 

Un dern ie r exemp le d ' e f f e t n é p h r o p r o t e c t e u r appo r té par ce t te comb ina i son a é té f o u r n i sur un 

m o d è l e d ' i schémie - reper fus ion chez le rat : le mélange d 'angél ique et d 'ast ragale a i ndu i t une 

récupéra t i on plus rap ide de la s t ruc tu re et de la f o n c t i o n rénales. Les reins de rats t ra i tés par le 

mé lange p résen ta ien t plus de cel lules posit ives pour le proliferating cell nuclear antigen, e t une plus 

f o r t e act iv i té de la c-Jun N - te rm ina l kinase, deux facteurs qui pou r ra i en t exp l iquer une a m é l i o r a t i o n 

de la p ro l i f é ra t i on après l ' a t te in te i schémique [138] . 
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1.4.2. Eleutherococcus senticosus (Rupr. & Maxim.) Maxim. 

1.4.2.1. Description botanique 

L'espèce Eleutherococcus senticosus (Rupr. & Max im. ) M a x i m (anc iennemen t d é n o m m é e 

Acanthopanax senticosus (Rupr. & Max im. ) ) est classée dans la fami l le des Aral iaceae, o rd re des 

Apiales [123] . La p lante se re t rouve dans l ' ex t rême Est de la Russie, dans le Nord-Est de la Chine, en 

Corée e t au Japon [139] . En raison d 'une act iv i té adap togène comparab le à cel le d u Panax ginseng 

(cf. chap i t re 1.4.3. Panax ginseng C.A. Meye r ) , il est souven t d é n o m m é ginseng s ibér ien. 

C'est un arbuste de 2 à 3 m (pouvan t a t t e i nd re 6 m) d o n t les branches p o r t e n t de minces épines qui 

t e n d e n t à se d isperser avec l 'âge. Les feui l les, pa lmées, sont composées d 'un long pé t io le rougeât re , 

e t de 5 fo l io les e l l ip t iques à bords dente lés . Sur la face supér ieure , elles po r t en t de pet i tes épines le 

long de leur nervure . Les f leurs son t réunies en ombe l les et sont b lanc-verdât re . Leur coro l le est 

v io le t te pour les mâles et j aunâ t re pour les femel les . Les ovaires son t en tou rés par un d isque 

sécré tant du nectar . Les f ru i ts réunis en grappes son t des baies ovoïdes noires [ 1 2 5 , 1 4 0 , 141]. 

La drogue est cons t i tuée par le rh i zome noueux , de f o r m e cy l indr ique i r régul ière et d o n t le d i amè t re 

var ie de 1,5 à 4,0 cm. Sa cou leur var ie de brun-gr is à b run-no i r . La surface est rugueuse et s i l lonnée 

de r ides longi tud ina les. Sur la face in fé r ieu re du rh izome, on no te de nombreuses racines 

cy l indr iques de cou leur i den t ique au rh izome. Elles son t noueuses, d 'une ta i l le de 3,5 à 15 cm de 

longueur et de 0,3 à 1,5 cm de d i a m è t r e [142] . 

De par ses e f fe ts adaptogènes supposés s imi la i res à ceux du ginseng, on la s u r n o m m e éga lemen t 

"g inseng s ibér ien" , en dép i t d ' une c o m p o s i t i o n p h y t o c h i m i q u e d i f f é ren te . 

1.4.2.2. Description phytochimique 

^^^^^Q^^ 11 s'agit d 'une fami l l e de composés issus de classes ch im iques d iverses et supposés 

responsables de l 'act iv i té de l ' é l eu thé rocoque . Leurs s t ruc tures son t t rès var iées ; de nombreuses 

molécules ayant d é m o n t r é une act iv i té b io log ique on t é té de facto n o m m é e s "é leu thé ros ide " [139] ; 

par exemple , les é leuthéros ides I e t M sont des t r i t e rpèno ïdes , les 2 pr inc ipaux méd ia teu rs de 

b ioact iv i té , l 'é leu théros ide B (syn. = syr ingine) e t l 'é leu théros ides E, son t respec t i vemen t un 

phény lp ropano ïde et un l ignane (Figure 21) [143] . 
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Eleuthéroside E 
HO 

Figure 21 : structures des éleuthérosides B et E. 

utres lignanes 

utres phénylpropanoïde 

Af in de d é t e r m i n e r la qua l i té de la d rogue, la Pharmacopée Européenne se base sur la quan t i f i ca t i on 

de ces 2 substances p résumées act ives, responsables - au moins en par t ie - de l 'ac t iv i té a d a p t o g è n e 

[143] . Elle préconise que la s o m m e des teneurs en é leuthéros ides B et E do i t ê t re au m i n i m u m de 

0,08 % ( m / m ) , calculée par r a p p o r t à la d rogue desséchée [142]. 

La d rogue c o n t i e n t de la sésamine et du syr ingarésinol e t ses g lucosides [143] . 

§ On re t rouve de l 'acide caféique, de l 'a lcool s inapy l ique et d u 

con i fé ry la ldéhyde [143] . 

gjQw^^S " s'agit de l ' i so f rax id ine e t ses glucosides [143] . 

QÎ BSISS '-^ daucos té ro l (aussi appe lé é leu théros ide A) et l ' hédérasapon ine B son t des t r i t e r p è n e s 

glycosylés, les classant dans le g roupe des saponines. On note la présence de p -s i tos té ro l e t d 'ac ide 

bé tu l i n ique [143] . 

On re t rouve éga lemen t de la v i t am ine E et de la p ro -v i tamine A (p-caro tène) [139] . Vitamines 

1.4.2.3. Usages médico-traditionnels 

Bien que l 'usage t r a d i t i o n n e l ne fasse pas encore consensus [144] , le g inseng s ibér ien au ra i t é té 

ut i l isé depuis env i ron 2 .000 ans en MTC pour une large var iété d ' ind ica t ions [145] . On lui reconna î t 

t r a d i t i o n n e l l e m e n t des e f fe ts adaptogènes, cons is tant en une myr iade d ' e f f e t s te ls q u ' u n 

r e n f o r c e m e n t de l ' i m m u n i t é , une amé l io ra t ion du t onus et des pe r f o rmances spor t ives , une 

d i m i n u t i o n des processus i n f l ammato i res e t une a t t énua t i on des insomnies [124] . Il sera i t en o u t r e 

capable d 'a ider à régu ler le stress, qu ' i l soi t d 'o r ig ine psychique, phys ique o u c h i m i q u e e t 

amé l io re ra i t la v i ta l i té généra le [146] . 
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1.4.2.4. Données pharmacothérapeutiques 

Indications L 'é leu thérocoque est un adap togène , c 'est -à-d i re , selon le concep t i n t r odu i t la f in des 

années 1950 par des sc ient i f iques sov ié t iques, une substance qui p e r m e t d 'accroî t re la résistance de 

l 'o rganisme vis-à-vis de stress psychiques, physiques, ch im iques ou b io logiques qu' i ls so ien t d 'o r ig ine 

in terne o u ex te rne [139]. Plus p réc isément , il est ut i l isé c o m m e ton ique , pour c o m b a t t r e l 'as thénie 

générale o u sexuel le, e t pour ren fo rce r la v i ta l i té de l 'o rgan isme [139]. 

EBBŴ WBWBîCTBffiBTWB Les e f fe ts de l ' é l eu thé rocoque se t radu isen t par une ac t iv i té sur une 

mu l t i t ude d 'organes (glandes surrénales, g lande thy ro ïde , reins), sur les l ymphocy tes ainsi que sur la 

pression ar tér ie l le [124]. En ou t r e , il a ide à réguler la cho les té ro lémie et la g lycémie et possède des 

ef fe ts an t ioxydants , an t icancéreux, rad iop ro tec teurs , an t i - i n f l ammato i res , an t i py ré t i ques e t 

ant ibactér iens [60]. 

I M M ^ ^ Le t r a i t e m e n t par l ' é l eu thé rocoque se base sur l ' admin is t ra t i on d ' in fus ion , de t e i n tu re , de 

poudre o u d 'ex t ra i t sec à p rend re à raison d ' une dose équ iva len t à 0,5 à 4 g de d rogue b ru te par j ou r , 

en une à t ro is prises. Le t r a i t e m e n t ne do i t pas se p ro longer plus de 2 mois [146] . 

De hautes doses peuven t générer une a u g m e n t a t i o n de la pression ar tér ie l le , de la 

tachycard ie , des maux de tê te , des insomnies , des é tou rd i ssements , de l 'anxiété, de l 'ag i ta t ion , ainsi 

qu 'une a u g m e n t a t i o n des taux d 'oestrogènes et des mens t rua t i ons abondan tes [ 1 2 4 , 1 4 6 ] . 

mlnuBnwHfml^ L 'ut i l isat ion d ' f . senticosus est déconsei l lée aux pat ients sou f f r an t d ' hype r tens ion 

[146]. Les f e m m e s enceintes et a l la i tantes dev ra ien t éga lemen t év i ter d 'en c o n s o m m e r : la l i t t é ra tu re 

médicale décr i t un cas d 'androgén isa t ion chez le nouveau -né nour r i par une mère s u p p l é m e n t é e en 

é leu thé rocoque [147]. 

JlmSUmn^ L 'é leu thérocoque peu t i nh ibe r les cy toch romes P450 1A2, 2C9, 2D6 et 3A4 [124] ; les 

taux sér iques de nombreux m é d i c a m e n t s sont à r isque d ' augmen te r . Tou te fo is , une é tude menée 

chez des vo lon ta i res sains n'a pas permis de m e t t r e en év idence d ' i nh ib i t i on s igni f icat ive pour les CYP 

2D6 et 3A4 [148] . Une a u g m e n t a t i o n du taux sér ique de la d igox ine, un hé té ros ide ca rd io ton ique , a 

é té rappor tée [149] ; l ' é l eu thé rocoque s'est m o n t r é capable d ' i n te r fé re r avec le dosage ( test ELISA) 

de la d igox ine sér ique [111]. Cependant , des analyses de labora to i re o n t m o n t r é que de nombreuses 

prépara t ions sou f f ra ien t d ' une mauvaise iden t i f i ca t ion , e t on t n o t a m m e n t é té subst i tuées par 

Periploca sepium Bunge (la pé r i p l oque de Chine), une p lan te c o n t e n a n t des hétéros ides 

card io ton iques (qui pou r ra ien t avoi r i n te r fé ré avec le dosage de la d igox ine) et des stéroïdes (qui 

pou r ra ien t exp l iquer le cas d ' and rogén i sa t i on décr i t ci-dessus) [150] . 

Une a u g m e n t a t i o n des concen t ra t i ons p lasmat iques des an t id iabé t iques o raux te ls que la 

m e t f o r m i n e , le t o l b u t a m i d e o u le g l iz ip ide est éga lemen t suspectée [124] . L 'e f fe t des s t imu lan ts du 

système nerveux cent ra l {e.g. xan th ines , éphédra, . . . ) p e u v e n t ê t re renforcés. 
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1.4.2.5. Potentiel néphroprotecteur 

La suppos i t i on d 'e f fe ts néph rop ro tec teu r s est d ic tée d 'une part par le fa i t que l ' é l eu thé rocoque est 

p résenté c o m m e un succédané d u Panax ginseng C.A. Meyer , une p lan te ayant dé jà m o n t r é une 

act iv i té rénop ro tec t r i ce (voir sect ion suivante) . Ainsi, en t a n t q u ' a d a p t o g è n e supposé, 

l ' é l eu thé rocoque est censé amé l i o re r la résistance de l 'organisme / d ' un o rgane vis-à-vis de d ivers 

fac teurs pa thogènes ; e t dev ra i t par ex tens ion ê t re capable d ' amé l i o re r la rés is tance d u re in aux 

stress tox iques indu i ts par des xénob io t iques . D 'au t re part, son p o t e n t i e l a n t i o x y d a n t pou r ra i t 

p e r m e t t r e de l im i te r les dégâts causés aux cel lules par des xénob io t i ques exerçan t leur tox i c i t é par 

a u g m e n t a t i o n du stress oxyda t i f [145] . 

Que lques rares é tudes se son t intéressées à l 'éventue l e f fe t p ro tec teu r d e l ' é l eu thé rocoque . Parmi 

cel les-ci, l 'équ ipe de Yokozawa a m o n t r é en 2003 qu 'un ext ra i t aqueux d'E. senticosus é ta i t capable 

d ' amé l i o re r le p ronos t i c v i ta l su i te aux d o m m a g e s occasionnés par e n d o t o x é m i e i ndu i t e par des 

l ipopolysacchar ides (LPS) chez le rat [151] . Au niveau rénal, les act iv i tés de la catalase et de la 

g l u ta th i on peroxydase (GSH-Px) é ta ien t s ign i f i ca t ivement augmentées dans le g r o u p e p ré - t ra i t é par 

l 'ex t ra i t d ' f . senticosus, ce qu i s'est t r adu i t par une tendance à la no rma l i sa t i on des t aux sér iques de 

c réa t in ine et d 'u rée . Cet e f f e t suppose une mei l leure capaci té de défense vis-à-vis d u stress oxyda t i f , 

e t donc un e f f e t n é p h r o p r o t e c t e u r de l ' é leu thé rocoque passant par la neu t ra l i sa t i on des ROS. 

L 'e f fe t r é n o p r o t e c t e u r pou r ra i t éga lemen t ê t re suppo r té in vivo par l ' é leu théros ide E, via la 

répress ion de gènes tels que r i n te r l euk ine -6 ou la cyclooxygénase-2 c o n f é r a n t une act iv i té 

a n t i i n f l a m m a t o i r e [145] . 

L 'é leu théros ide B a é té tes té pour ses capaci tés à rédui re les conséquences de l ' insuf f isance 

hépa t i que aiguë i ndu i t e par du LPS et de la D-ga lactosamine chez la souris. Il a ainsi pu d é m o n t r e r un 

e f f e t h é p a t o p r o t e c t e u r p rovenan t d 'une d i m i n u t i o n de l 'apoptose hépa tocy ta i re , de l 'ac t iv i té de la 

myé lope roxydase e t de l 'expression de TNF-a [152] . 

Dans un m o d è l e de rats in tox iqués au c h l o r o f o r m e , la fonc t ion h é p a t i q u e a pu ê t re préservée par 

a d m i n i s t r a t i o n d 'é leu thé ros ide B. Les au teurs o n t re levé des augmen ta t i ons de l 'ac t iv i té ca ta ly t ique 

de la superox ide d ismutase, de la catalase et de la g lu ta th ion perox idase. La capaci té de 

neu t ra l i sa t ion des radicaux l ibres é ta i t quan t à el le m o d é r é e [153]. 

Chez la sour is , une adm in i s t r a t i on d ' é l eu thé rocoque concomi tan te à une in jec t ion de c a d m i u m a 

permis de d i m i n u e r la p r o p o r t i o n de cel lules apop to t i ques dans le fo ie [154 ] . 
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L'effet n e u r o p r o t e c t e u r de l ' é l eu thé rocoque vis-à-vis de l ' ischémie cérébra le a aussi é té invest igué: 

des acteurs de l ' i n f l ammat i on ( n o t a m m e n t la cyc looxygénase-2) o n t pu ê t re a t ténués par 

admin is t ra t ion p o s t - t r a i t e m e n t d 'un ex t ra i t é t hano l i que à 70 % sur un modè le d ' i schémie- reper fus ion 

chez le rat , résu l tan t en une a m é l i o r a t i o n de la surv ie as t rocy ta i re e t une m o i n d r e a l té ra t ion des 

capacités cogni t ives [155] . 

1.4.3. Panax ginseng C.A. Meyer 

Le ginseng est sans d o u t e la p lan te ch inoise la plus connue . Uti l isée depuis env i ron 7.000 ans, el le 

compte éga lemen t pa rm i les plus é tud iées et les plus consommées [126] . 

1.4.3.1. Description botanique et pharmaceutique 

Le Panax ginseng C.A. M e y e r est classé dans la fami l l e des Aral iaceae, o rd re des Apiaies [123] . Il s'agit 

d 'une pe t i t e p lan te v ivace de 1 m env i ron à feui l les pa lmat i lobées por tées par une longue t ige. Après 

3 ans, la p lan te p rodu i t une o m b e l l e de f leurs b lanches qu i abou t i t à la f o r m a t i o n de 2 à 3 baies 

rouges [ 1 2 5 , 1 4 4 ] . 

L'espèce P. ginseng est or ig ina i re de la péninsu le co réenne ; t ou te fo i s , on le i e t r o u v e éga lement en 

Chine. D'autres espèces a p p a r t e n a n t au genre Panax e t éga lemen t d é n o m m é e g inseng sont 

endémique d 'Amér i que du Nord (P. quinquefolium L. = g inseng amér ica in) , de Chine et du Japon (P. 

notoginseng (Burki l l ) F. H. Chen = notog inseng) , du V i e t n a m (P. vietnamensis Ha & Grushv. - g inseng 

v ie tnamien) , de l 'Himalaya (P. pseudoginseng Wal l . = g inseng népalais o u pseudoginseng) [156] . 

D'autres p lantes n 'appa r tenan t pas au genre Ponox son t éga lemen t d é n o m m é e s "g inseng" en raison 

d 'act iv i tés b io log iques simi la i res : Eleutherococcus senticosus (Rupr. & Max im. ) M a x i m , (le ginseng 

sibérien), Lepidium meyen/7 Wa lp . (le g inseng pé ruv ien ou bol iv ien) , Withania somnifera (L.) Dunal (le 

ginseng indien) ou Hebanthe eriantha (Poir.) Pedersen (le g inseng brési l ien). 

En Chine, la p lan te pousse s p o n t a n é m e n t dans les zones montagneuses , du Népal à la Manchou r i e , 

de la Sibérie Or ien ta le à la Corée [144] . La su rexp lo i t a t i on des sites nature ls a p rogress ivement 

condui t à sa ra ré fac t ion ; son pr ix - ayant évo lué en conséquence - peu t a t t e ind re p lus ieurs mi l l iers 

d 'euros pour des spécimens âgés. En Russie, le g inseng est inscr i t dans les annexes de la Conven t ion 

sur le c o m m e r c e i n te rna t i ona l des espèces de faune e t de f lo re sauvage menacées d 'ex t i nc t i on 

(CITES) [157], l im i tan t la réco i te des racines en mi l ieu na tu re l . Cet te in i t ia t ive vise à e m p ê c h e r la 
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d ispar i t ion des spéc imens sauvages, à l ' instar des fo rê ts chinoises et co réennes dans lesquel les 

l 'espèce est p r a t i q u e m e n t é te in te . 

Figure 22 : vitrine d'un magasin spécialisé dans le ginseng (Tianjln, Chine). La racine évoque une forme antliropomorphe. 

La drogue est cons t i tuée par les part ies souter ra ines : rh izomes, racines et radicel les. Sa f o r m e 

a n t h r o p o m o r p h e (Figure 22) jus t i f ie les usages en MTC ; elle est f u s i f o r m e à cy l ind r ique , plus o u 

mo ins rami f iée , par fo is a rquée et recourbée sur e l l e -même , et ses d imens ions peuven t a t t e i n d r e 20 

c m de longueur pou r 2,5 c m de d iamèt re . La cou leur de la racine var ie de j aune pâle o u c r è m e p o u r 

le "g inseng b lanc" , à b run rouge pou r le "g inseng rouge" (voi r c i -après). La surface p résen te des st r ies 

longi tud ina les. De f ines radicel les sen t a b o n d a m m e n t présentes sur la par t ie i n fé r ieu re ; cel les-ci 

son t absentes sur le g inseng rouge [ 1 4 2 , 1 4 4 ] . 

En MTC, le ginseng, aussi c o n n u sous le n o m chinois de Ren Shen, est déc l iné sous p lus ieurs f o r m e s : 

la racine peu t ê t re séchée (g inseng blanc) ou é tuvée à la vapeu r d 'eau avant séchage a f in d ' e n 

ren fo rcer l 'act iv i té (g inseng rouge) . Plus r écemmen t , une nouvel le m é t h o d e de t r a n s f o r m a t i o n est 

apparue : el le se base sur une expos i t ion à de la vapeur d 'eau à t e m p é r a t u r e supér ieu re à cel les 

nécessitée p o u r p rodu i re le g inseng rouge (sun ginseng) [158] . 

Le g inseng est d ispon ib le sous f o r m e de racine f raîche, séchée, pu lvér isée, macérée dans de l 'a lcool , 

ou d 'a lcoo la ture . 

1.4.3.2. Description phytocliimique 

UUBS^KBfl Les g insénosides sont les const i tuants m a j o r i t a i r e m e n t act i fs du ginseng. Ils d é r i v e n t d u 

d a m m a r a n e e t son t basés sur une génine de t ype (20S)-pro topanaxad io l ou (20S) -p ro topanaxa t r io l 

g lycosylée [159] . On en d é n o m b r e une t ren ta ine , c o m p t a n t pour env i ron 1 à 3 % de la d rogue sèche 
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[144] , pa rm i lesquels 7 (les g insénosides Rg l , R b l , Rb2, Rc, Rd, Re et Rf) c o m p t e n t pour plus de 90 % 

d u con tenu to ta l en saponines (Tableau 3) [160] . 

(20S)-protopanaxadiol (20S)-protopanaxatriol Ginsénoside Ro 

Ginsénoside Génine Ri R2 R3 
R b l GIc'-GIc Glc^-Glc 

Rb2 
(20S) -p ro topanaxad io l 

Glc^-Glc Glc^-Arap 

Rc 
(20S) -p ro topanaxad io l 

GIc'-GIc Glc^-Ara/ 

Rd GIc'-GIc GIc 

Re H GIc CI-^'-Rha 

Rf (20S) -p ro topanaxa t r io l H H Glc^-Glc 

R g l H GIc GIc 

Tableau 3 : structure des 7 ginsénosides majoritaires. 

Par oppos i t i on aux précédents , qual i f iés de neut res , une au t re va r ié té de ginsénosides est d i te acide : 

ils c o m p r e n n e n t un g insénoside a t yp ique (Ro) d o n t la gén ine est issue de l 'ac ide o léano l ique , e t 4 

dér ivés malony lés des g insénosides R b l , Rb2, Rc et Rd [161] . Ces dern ie rs son t instables, leur 

f o n c t i o n ester é tan t r ap idemen t dégradée à la cha leur ; ceci exp l ique l ' a u g m e n t a t i o n de la quan t i t é 

de ginsénosides neut res lorsque les racines son t exposées à la vapeu r d 'eau pou r p rodu i re du g inseng 

rouge [162]. 

Les ginsénosides sont présents dans t o u t e la p lante . Leur t e n e u r est c o n d i t i o n n é e par l 'âge des 

racines avant la récol te : une é t u d e ayan t dosé les 7 g insénosides ma jo r i t a i res dans des racines âgées 

de 1 à 5 ans a m o n t r é que leur c o n c e n t r a t i o n augmen ta i t d ' année en année [163] , acc réd i tan t ainsi la 

c o u t u m e de MTC qu i s t ipu le que les racines les plus eff icaces n 'on t pas é té réco l tées avant l 'âge de 6 

ans. 

La Pharmacopée Européenne ut i l ise les g insénosides R g l e t R b l c o m m e m a r q u e u r s af in d 'éva luer la 

qua l i té de la racine de ginseng : la s o m m e de ces 2 pr incipes act i fs do i t ê t r e au m i n i m u m de 0 ,40 % 

par r appo r t à la d rogue desséchée [142] ; les g insénosides R g l e t R b l é t an t présents à hau teu r de 0,2 
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et 0 ,1 % au m i n i m u m [161]. La Pharmacopée précise éga lemen t que les ex t ra i t s s tandard isés de 

g inseng c o n t i e n n e n t au m i n i m u m 3 % ( m / m ) de ginsénosides. 

Le ra t io des g insénosides R b l / R g l est éga lement proposé pour iden t i f i e r l 'espèce : le r a p p o r t se s i tue 

en t re 1 et 3 p o u r le P. ginseng, a lors qu' i l est supér ieur à 10 pour le P. quinquefolium [161] . L 'absence 

du g insénos ide Rf est éga lemen t spéc i f ique au P. quinquefolium. 

^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ Il en existe une grande var ié té aux s t ruc tures i n c o m p l è t e m e n t connues ; ils son t 

géné ra l emen t n o m m é s panaxanes o u ginsenanes et possédera ien t des p rop r i é tés 

i m m u n o m o d u l a t r i c e s e t hypog lycémian tes [164]. 

mmmIlM II s 'agit de dér ivés phény lp ropanes c o m p r e n a n t la gomis ine A e t la gom is ine N aussi connus 

sous les noms respect i fs de schisandrol B et de schisandr ine B [165] . Ces 2 composés , auxque ls on 

a t t r i bue une act iv i té an t i hépa to tox ique , sont éga lemen t re t rouvés dans le Schisandra chinensis 

(Turcz.) Baill., décr i t c i-après. 

^^^^^^Q^^ Les acides café ique, fé ru i ique , p -coumar ique , sa l icy l ique et van i l l i que o n t é té 

isolés du g inseng [165] . 

La racine r en fe rme des v i tamines Bi, B2, B3, Be e t Bg [166] . Vitamines 

1.4.3.3. Usages médico-traditionnels 

Pendant plus de 5 .000 ans, la MTC a ut i l isé la racine de ginseng c o m m e un Tonique Supérieur [78] . 

Elle est s u r t o u t ind iquée dans le t r a i t e m e n t des é ta ts de fa t igue ch ron ique , p o u r déve loppe r 

l ' endurance phys ique ou encore pour amé l io re r les capacités de résistance au stress [79]. On 

l ' emp lo ie enco re de nos j ou rs c o m m e t o n i q u e et adaptogène. 

Il est in téressant de r e m a r q u e r que l 'espèce amér ica ine P. quinquefolium n'a j ama is é té ut i l isée de 

façon t rad i t i onne l l e ; son u t i l i sa t ion semble avoi r é té mo t i vée par la r e n o m m é e cro issante d u P. 

ginseng [139] . 

1.4.3.4. Données pharmacothérapeutiques 

^S^^^Q Elles son t nombreuses , essen t ie l lement en raison du fa i t que l ' e f fe t a d a p t o g è n e est 

suscept ib le de s 'exercer sur une m u l t i t u d e d 'organes. Le ginseng est f r é q u e m m e n t ut i l isé pour 

s t imu le r le sys tème i m m u n i t a i r e , pour p r o m o u v o i r le b ien-ê t re généra l , p o u r t o n i f i e r l 'o rgan isme, 

p o u r t r a i t e r la dys fonc t i on érect i le , pour s t imu le r la m é m o i r e et les p e r f o r m a n c e s phys iques, pour 

a t t é n u e r les s y m p t ô m e s de la ménopause . Il est éga lemen t uti l isé pour p réven i r e t t r a i t e r le cancer e t 

c o m m e t h é r a p i e c o m p l é m e n t a i r e dans le d iabète de t ype 2 [ 1 2 4 , 1 5 6 , 1 6 7 , 1 6 8 ] . 
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^BMU^SlUISimi^lllSHHIfM Des recherches c l in iques récentes o n t d é m o n t r é un e f f e t béné f ique d u 

ginseng sur la fa t igue ch ron ique , sur les pe r fo rmances spor t ives ainsi que sur les facu l tés cogni t ives 

[124]. Il a éga lement d é m o n t r é des e f fe ts an t iconvu ls ivants (sur un modè le convuls i f t on i co -c l on ique 

mur in) , an t id iabé t iques ( v ra i semb lab lemen t a t t r i buab les à l 'adénosine qu' i l con t i en t ) . Une 

d i m i n u t i o n du r isque de cancer a é té observée chez les personnes c o n s o m m a n t du g inseng de 

man iè re ch ron ique [124] . Le p ro topanaxad io l , un mé tabo l i t e du ginseng, peu t se f i xer au récepteur 

aux g lucocor t icoïdes et aux œst rogènes [164] . Il a des e f fe ts an t ioxydants par régu la t ion de la 

synthèse des enzymes imp l iquées dans la dé tox i f i ca t i on des ROS/RNS (CAT, GSH-Px et SOD) [156]. 

malmmli En MTC, la Pharmacopée Chinoise préconise une c o n s o m m a t i o n de 3 fen à 3 q ian par j o u r 

- ce qui cor respond à une masse de 1,1 à 11 ,1 g - de racine à préparer en décoc t i on [79]. En 

A l lemagne, la Commiss ion E r e c o m m a n d e une c o n s o m m a t i o n quo t i d i enne de 1 à 2 g de racine 

standardisée à 4 - 5 % de g insénosides p e n d a n t 3 mo is [156] . 

Les ext ra i ts de g inseng d isponib les sur le ma rché son t géné ra lemen t standardisés à hau teu r de 5 % 

( m / m ) vis-à-vis de leur t e n e u r en g insénosides. Tou te fo is , une le t t re publ iée en 1994 dans The Lancet 

soul igne que sur 50 p rodu i ts vendus aux Etats-Unis, au Royaume-Unis e t en Suède, les teneurs en 

ginsénosides var ia ien t en t re 1,9 et 9 ,0 % [169] . Le rappo r t révèle que 6 p répara t ions ne con tena ien t 

pas de ginseng, qu 'une p résenta i t une adu l t é ra t i on e t une au t re c o m p o r t a i t de l ' éphédr ine . 

^^^^^^^^^Q En adm in i s t r a t i on ora le, les g insénosides on t une fa ib le b iod ispon ib i l i t é en raison 

de leur caractère hydroph i le [156] . Ils son t i n t ens i vemen t métabo l isés par la f l o re in test ina le qu i 

p rodu i t en t re autres le composé K (mé tabo l i t e issu des p ro topanaxad ic is ) , e i les g insénosides R h l 

(métabo l i tes issus des p ro topanaxa t r io l s ) , plus l ipophi les et donc mieux absorbés [164] . Les 

ginsénosides R b l e t Rb2, a b o n d a m m e n t présents dans la racine, ne sera ient pas re t rouvés dans le 

plasma après admin i s t ra t i on ora le. Une ma jeu re par t ie de l ' e f fe t du g inseng pour ra i t ainsi ê t re 

a t t r i buée aux substances issues de la mé tabo l i sa t i on par la f l o re in test ina le. Tou te fo is , que lques 

études po r tan t sur la pha rmacoc iné t i que des g insénosides après admin i s t ra t i on ora le de g inseng 

décr ivent le deven i r de g insénosides dans le p lasma ainsi que leurs d is t r ibu t ions t issulaires [170, 

171]. Il conv ien t de m e n t i o n n e r que ces é tudes o n t é té menées sur base d 'admin i s t ra t i ons orales 

d 'ext ra i ts de g inseng la rgemen t supér ieures à celles préconisées pou r un usage chez l ' huma in . 

wSSjjMSSlfnJlM Ils son t rares, e t g é n é r a l e m e n t associés à des ut i l isat ions à doses élevées e t / o u 

pro longées [156] . Ils peuven t ê t re d ' o rd re neuro log ique , e n g e n d r a n t de l 'ag i ta t ion, de l 'anxiété, de 

l 'hyper ton ie , des céphalées o u des maux de t ê te . Une a u g m e n t a t i o n de la t ens ion ar tér ie l le , de 

l ' in terval le QT et des pa lp i ta t ions son t suscept ib les d ' ê t re observées. Des e f fe ts secondai res sur le 

t ractus d igest i f peuven t éga lemen t ê t re consta tés (nausées, vomissemen ts , diarrhées,.. .) [124, 156]. 

^^^^^Q Quelques in te rac t ions o n t é té décr i tes avec les an t i coagu lan ts coumar in i ques (tels que la 

war far ine) pour lesquels l 'e f fe t r isque d ' ê t re a t t é n u é ; ceci résu l te d 'une i nduc t i on du CYP 2C9, 
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cy toch rome mé tabo l i san t la wa r fa r i ne [172] . Dans un cas e x t r ê m e , l ' e f fe t a é té associé à une 

t h r o m b o s e . Une é tude in vitro a éga lement m o n t r é une ac t iv i té an t i ag régan t p laque t ta i re par 

i nh ib i t i on de la f o r m a t i o n de t h r o m b o x a n e ; ceci ne semble c e p e n d a n t pas avoi r d ' imp l i ca t i on 

c l in ique [111]. 

D'au t re in te rac t ions o n t é té révélées avec les ant id iabét iques d o n t l ' e f fe t p e u t ê t re ren fo rcé [156] ; 

les immunodépresseu rs d o n t l 'act iv i té est d im inuée [59, 124] ; les IMAOs (en par t icu l ie r la 

phéneiz ine) e t les s t imu lan ts du sys tème nerveux cent ra l d o n t les e f fe ts secondai res te ls que 

l 'ag i ta t ion ou les t r oub les du s o m m e i l sont suscept ib les d ' ê t re ren forcés [111, 124, 156] . La 

c o n s o m m a t i o n c o n c o m i t a n t e de p rodu i t s à base de p lantes c o n t e n a n t des s t imu lan ts peu t d o n n e r 

l ieu aux m ê m e s s y m p t ô m e s (café, t hé , maté , guarana). 

Dans une é tude c l in ique, des vo lon ta i res sains on t ingéré de l 'a lcool s i m u l t a n é m e n t au g inseng ou 

pas (chaque vo lon ta i r e é tan t son p rop re cont rô le ) . Le ginseng a pe rm is de d i m i n u e r le taux sér ique 

d 'é thano l , p r o b a b l e m e n t de par sa capaci té à indu i re les enzymes hépa t iques alcool e t a ldéhyde 

déshydrogénases [111] . 

Le g inseng peu t éga lemen t i n te r fé re r avec certains tes ts de l abo ra to i re te ls que les dosages du 

g lucose (dû à la d i m i n u t i o n des taux sériques), de la d igox ine ( a u g m e n t a t i o n a t t r i buab le à une 

in te r fé rence avec le dosage ELISA), des œstrogènes sér iques ( a u g m e n t a t i o n ) e t des tests de 

coagu la t ion (augmen ta t i on de l'INR) [ 1 1 1 , 1 2 4 ] . 

^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ Le g inseng est con t re - ind iqué chez les personnes p résen tan t des t r oub les 

card iaques o u de l ' hyper tens ion . 

1.4.3.5. Potentiel néphroprotecteur 

La r e n o m m é e du g inseng a condu i t à la pub l ica t ion de nombreuses é tudes ( inc luant aussi P. 

quinquefoiium ou P. notoginseng), n o t a m m e n t sur ses possibles e f fe ts néph rop ro tec teu rs . Les 

t ravaux a p p o r t a n t une exp l i ca t ion sur le mécan isme d 'ac t ion d ' une te l le n é p h r o p r o t e c t i o n reste 

t o u t e f o i s rares : si la d i m i n u t i o n du stress oxydat i f semble êt re un po in t clé de la capaci té à l im i te r les 

a t te in tes rénales, la p r o d u c t i o n de NO indu i te par les g insénosides a éga lemen t é té suspectée 

c o m m e é tan t à la base des e f f e t s néph rop ro tec teu rs [173] . 

Le g insénoside R g l a pu d é m o n t r e r un e f fe t p ro tec teu r vis-à-vis de podocy tes en cu l tu re . 

B r ièvement , le m o d è l e de tox ic i té s'est basé sur un fac teur d u c o m p l é m e n t imp l i qué dans les 

g l oméru lonéph r i t es ; les e f f e t s de celui-ci o n t pu ê t re a t ténués : la géné ra t i on de ROS/RNS a pu ê t re 

l im i tée par c o - t r a i t e m e n t avec le g insénoside Rg l , ce qu i a n o t a m m e n t é té cor ré lé à une m o r t a l i t é 

cel lu la i re rédu i te [174] . 
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Le ginseng s'est éga lement m o n t r é capable de p ro téger des cel lules audi t ives (HEI-OCl) qui sont 

éga lement des cibles du CisPt. L 'o to tox ic i té a pu ê t re rédu i te par a jou t d 'un ext ra i t aqueux de ginseng 

rouge au t r a i t e m e n t par le CisPt ; ceci a é té ob jec t ivé par mesure de la survie cel lulaire, de la 

généra t ion de ROS, des dégâts causés à l 'ADN et de l 'act iv i té de la caspase-3 [175]. 

Une au t re équ ipe a mis en év idence un e f fe t bénéf ique du sun ginseng sur des cel lules LLC-PKi 

t ra i tées par du CisPt. Au t e r m e d 'un cr iblage b ioguidé imp l i quan t un test de survie cel lu laire, les 

ginsénosides Rh4 et Rk3 on t é té proposés c o m m e é tan t les p ro tec teurs e t les plus puissants [176]. 

Un ext ra i t brut de saponines isolées du P. notoginseng s'est éga lement révélé capable de rédu i re la 

mor ta l i t é indui te par le CisPt chez des cel lules pr imai res du TCP de lapin. Les auteurs on t éga lement 

révélé une réduct ion de liens in te rb r ins de l 'ADN lorsque l 'ext ra i t é ta i t a jou té en plus du CisPt [177]. 

Une é tude s ' intéressant à l 'e f fe t p ro tec teu r du ginsénoside Rd vis-à-vis de la néphro tox ic i té indu i te 

par le CisPt sur des rats a révélé une augmen ta t i on de l 'act iv i té de la SOD et de la CAT, associée à une 

a l té ra t ion mo ind re de la f onc t i on rénale. L 'ef fet a é té rapproché d 'une d i m i n u t i o n du stress oxydat i f , 

ob jec t ivée par une d i m i n u t i o n des teneurs en ma lond ia ldéhyde aux n iveaux sér ique et rénal [178]. 

Yokozawa et al., on t pu m o n t r e r qu 'un ext ra i t composé des saponines du ginseng, admin is t ré 

o ra l l emen t pendant 90 jours à des rats néphrec tomisés 5 /6 , é ta i t capable de normal iser la f onc t i on 

rénale : la créat in ine et l 'urée p lasmat iques o n t é té rédui tes, de m ê m e que l 'a lbuminur ie . Les auteurs 

o n t éga lement pu constater de légères d im inu t i ons des a t te in tes ex t ra tubu la i res , de la sclérose 

g loméru la i re et des lésions in ters t i t ie l les par rappo r t aux rats néphrec tomisés n 'ayant pas reçu 

l 'extra i t [179]. 

Dans une aut re é tude, les m ê m e s au teurs on t éga lement m o n t r é que le g insénoside Rd, admin is t ré 

pendant 30 jours avant une ischémie- reper fus ion , amé l io ra i t la f onc t i on rénale ; ceci est 

p robab lemen t corré lé à une a u g m e n t a t i o n de l 'act iv i té de la SOD, de la CAT et de la GSH-Px dans le 

t issu rénal des rats ayant reçu du g insénoside Rd qui sont donc moins sensibles aux dégâts oxydat i fs . 

Ces derniers présenta ient éga lemen t des taux sériques et rénaux de ma lond ia ldéhyde moins élevés 

que les rats ayant subi une i schémie- reper fus ion seule [180]. 

F inalement, dans un modè le in vitro, Yokozaw/a a m o n t r é que la f r a g m e n t a t i o n de l 'ADN de cellules 

LLC-PKi indu i te par t r a i t e m e n t au CisPt pouva i t ê t re rédu i te par adm in i s t ra t i on concomi tan te de 

ginsénoside Rd [181]. 

Les e f fe ts du ginsénoside R g l o n t é té é tud iés sur un modè le d 'EMT indu i te par UUO (obs t ruc t ion 

urétéra le uni latérale) chez le rat . Xie et al. on t ainsi pu d é m o n t r e r que ce ginsénoside étai t capable 
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de l imi ter la per te d 'E-cadhér ine e t l 'acquisi t ion d 'a-SMA. Ces ef fe ts sont expl iqués par une m o i n d r e 

sécrét ion de TGF-p i , un méd ia teu r clé de l'EMT. En conséquence, la phosphory la t ion de la Smad2, un 

messager secondaire de la vo ie du TGF-P, a été rédui te par rappor t au g roupe DUO [182]. 

Dans une seconde é tude in vitro, la m ê m e équipe a t ra i té des cellules NRK-52E par du T G F - p i af in 

d ' indu i re une d i f fé renc ia t ion phéno typ ique . L 'adminis t rat ion concomi tan te de ginsénoside R g l a 

permis de rédui re l 'expression de proté ines expr imées par les myof ibrob las tes te l les que l 'a -SMA, le 

col lagène I ou la f ib ronec t ine e t de l imi ter la per te de E-cadhérine. Ces résultats p rome t t eu r s o n t é té 

approfond is par la mise en év idence d 'une phosphory la t ion rédui te des proté ines "extracellular 

signal-regulated l<inases 1/2", des média teurs intracel lulaires activés par s t imu la t ion de la vo ie du 

TGF-P et responsables, en t re autres ef fets, de la croissance et de la p ro l i fé ra t ion cel lulaires [183]. 

Dans un modè le de néphropa th ie d iabét ique chez le rat, un ext ra i t de ginseng a permis de normal iser 

les concent ra t ions de créat in ine e t d 'urée au niveau plasmat ique et de proté ines au niveau ur ina i re 

[158]. La p ro tec t ion de la f onc t i on rénale, qui ne serait pas un iquemen t consécut ive à une d i m i n u t i o n 

de la g lycémie, a éga lement été a t t r ibuée à une d im inu t ion du stress oxydat i f . Ceci a é té con f i rmé 

plus tard, et été renforcé par la découver te d 'une réduct ion de la sécrét ion de TNF-a a n iveau rénal, 

ce qui con t r ibue à l im i te r les dégâts occasionnés par in f i l t ra t ion i n f l ammato i re [184]. 

Pour f in i r , dans un modè le de néphro tox ic i té indui te par la gentamic ine chez le rat, un ex t ra i t de 

ginseng a permis de normal iser la fonc t ion rénale et de l imi ter l 'a t roph ie tubu la i re [185]. 

1.4.4. Schisandra chinensis (Turcz.) Baill. 

1.4.4.1. Description botanique 

Il s'agit d 'une liane mono ïque appar tenant à la fami l le des Schisandraceae, o rd re des Magnol ia les 

[123] ; la t ige peut a t te indre 10-15 m de longueur e t 1,5 c m de d iamèt re . La l iane s 'enroule a u t o u r du 

t ronc des arbres ; ses feui l les sont alternes, groupées le long des t iges, de cou leur ve r t foncé, 

légèrement dentées, e l l ipt iques et cuspidées. Les f leurs unisexuées, don t la cou leur va de blanc à 

b lanc-crème vo i re rose, sont d'aspect cireux. Les frui ts sphér iques de couleur rouge vive sont la 

part ie ut i l isée en médec ine t rad i t ionne l le . Ils mûr issent vers le mois de sep tembre sous f o r m e de 

grappes [125, 141]. La p lante se re t rouve dans le Nord-Est de la Chine, dans l'Est de la Russie, en 

Corée et au Japon [ 124 ,186 ] . 
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La d rogue est cons t i tuée par les f ru i ts mûrs séchés (Figure 23). Leur pu lpe est sucrée et t rès acide, 

alors que le noyau est amer , as t r i ngen t e t salé ; c 'est pour ce t te ra ison que la MTC les appel le Wu 

Wei Zi {- Fruits aux 5 saveurs) [186] . La baie est plus ou moins sphér ique, d ' u n d i amè t re pouvan t 

a t t e i nd re 8 m m et de cou leur rouge à b run - rouge o u no i râ t re . Le pér icarpe est f o r t e m e n t f r ipé . Il 

r e n f e r m e 1 à 2 graines b run - jaune e t lu isantes [142] . 

Figure 23 : fruits du schisandra. 

1.4.4.2. Description phytochimique 

wWwi faB II s 'agit des pr incipes act i fs du schisandra qui se c o n c e n t r e n t p r i nc ipa lemen t dans les 

graines [187] . Il en existe une t r e n t a i n e ; la sch isandr ine (syn. = schisandrol) et la sch isandr ine B (syn. 

= y-schisandr ine) (Figure 24), les composés major i ta i res , sont présents à des teneu rs de l 'o rdre de 0,5 

et 0,3 % de la d rogue en m o y e n n e [188] . 

La Pharmacopée Européenne précon ise une t e n e u r en schisandr ine de 0,4 % ( m / m ) au m i n i m u m 

calculée par r appo r t à la d rogue desséchée [142] . 

Schisandrine Schisandrine B 

Figure 24 : Structures de la schisandrine et de la schisandrine B, les deux principaux lignanes du fruit de S. chinensis. 

La schisandr ine peu t ê t re ex t ra i te par des so lvants peu pola i res te ls que l ' é ther de pé t ro le o u plus 

pola i re c o m m e l 'é thano l [188]. 

Le schisandra en t re dans de nombreuses f o r m u l e s chinoises basées sur des décoc t ions . La présence 

d 'aut res espèces phy toch im iques est suscept ib le d ' a u g m e n t e r le r e n d e m e n t d ' ex t rac t i on des 
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l ignanes en compara i son à une décoc t ion de schisandra pris i so lémen t . Ceci a é t é mis en év idence 

pour les racines de g inseng e t d ' o p h i o p o g o n [189] . 

^ Q Q Q Les f ru i ts c o n t i e n n e n t éga lemen t d ' i m p o r t a n t e s quant i tés de v i t a m i n e s A, C e t E. IVitamines] 

1.4.4.3. Usages médico-traditionnels 

Le f r u i t de schisandra a l ong temps é té ut i l isé en MTC pour le t r a i t e m e n t de n o m b r e u x t roub les , 

n o t a m m e n t pou r t r a i t e r l 'as thénie sexuel le e t l ' impuissance, la s p e r m a t o r r h é e , la g o n o r r h é e , les 

énurésies d iu rnes et noc turnes , les t roub les ur inai res, la d iarrhée, la dysen te r ie , la suda t i on e t les 

sueurs noc tu rnes , la toux , l 'as thme, la resp i ra t ion d i te s i f f lante, l ' essou f f l emen t , la jaunisse, un pouls 

fa ib le, les pa lp i ta t ions , la fa t igue, l 'asthénie, l ' i nsomnie e t le d iabète [188] . 

Elle a é té ut i l isée par des chasseurs de Russie Or ien ta le comme t o n i q u e , p o u r amé l i o re r la v is ion 

noc tu rne et p o u r d i m i n u e r les sensat ions de fa im et de soif. Dans le d é b u t des années 1960 en URSS, 

la p lan te a é té reconnue c o m m e adap togène [188] . 

1.4.4.4. Données pharmacothérapeutiques 

Indications \ Le schisandra est ut i l isé en t a n t qu 'adap togène ; p r i nc ipa lemen t c o m m e t o n i q u e , c o m m e 

s t imu lan t du SNC et du sys tème immun i t a i r e . En MTC, il in te rv ien t é g a l e m e n t dans de n o m b r e u x 

remèdes dest inés à t ra i t e r des patho log ies de la sphère respi rato i re [126] . 

E B H ^ B ^ ^ ^ ^ C T H ^ ^ ^ B I Des é tudes menées sur des an imaux o n t m o n t r é que les f ru i ts de 

schisandra pouva ien t a u g m e n t e r les capaci tés de t ravai l physique e t r en fo rce r la résistance vis-à-vis 

d 'un large panel de fac teurs te ls que les chocs the rm iques , les b rû lu res de la peau, les 

re f ro id issements , les engelures, l ' immob i l i sa t ion , la nage avec le p o r t d ' u n e charge et sous press ion 

a t m o s p h é r i q u e rédu i te , les i n f l ammat i ons , les i r rad ia t ions et les in tox ica t ions aux m é t a u x lourds. 

Les e f fe ts s 'exercent sur les systèmes nerveux cent ra l , sympath ique , endoc r i n i en , card iovascula i re , 

resp i ra to i re , gas t ro - in tes t ina l e t i m m u n i t a i r e . On note éga lement une ac t iv i té sur le d é v e l o p p e m e n t 

de l 'a thérosc lérose expé r imen ta le , sur la g lycémie et l 'équi l ibre ac ido-bas ique, e t une act iv i té 

m y o t o n i q u e u té r i ne [188] . Des é tudes menées sur chez l 'humain d é m o n t r e n t un e f f e t béné f i que sur 

les pe r fo rmances spor t ives ainsi que sur les capaci tés cogni t ives [186 ] . Le schisandra est aussi d o t é 

d 'une act iv i té i m m u n o s t i m u l a n t e [124] . Des recherches plus récentes o n t sou l igné des act iv i tés 

hépa top ro tec t r i ces et régénérat ives [124, 144], p robab lemen t dues au p o t e n t i e l an t i oxydan t e t à la 

s t imu la t i on des enzymes CAT e t SOD par les l ignanes contenus dans les f ru i t s [ 1 4 4 , 1 8 6 , 1 8 8 ] . 

I M T O ^ f f i La d ivers i té des p répara t i ons uti l isées rend di f f ic i le l ' es t ima t ion des doses g é n é r a l e m e n t 

consommées . Les te in tu res réal isées à l 'aide d 'é thano l à 95 % sont prises à ra ison d e 20 -30 gou t t es 
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par jour ; les f ru i ts secs éven tue l l emen t pulvérisés, à raison de 0,5 à 1,5 g par j ou r ; les extraits 

f luides réalisés à l 'aide d 'é thano l à 95 % à raison d 'une dose de 0,05 à 0,2 m l / k g / j [188]. La 

Pharmacopée Chinoise préconise une consommat i on journa l iè re de f ru i ts cor respondant à 5 fen à 3 

qfan (soit 1,8 à 11,1 g) [79]. 

Une toxic i té a pu être observée pour des doses de 10-15 g /kg chez la souris ; ce qui équivaudra i t à 

une dose de 0,8-1,2 g /kg chez l ' humain ou 48-72 g pour une personne de 60 kg [190]. 

I33SIWBB1^W3HB De rares cas de dépression du système nerveux central on t é té rappor tés [124]. 

Les effets secondaires apparaî t ra ient après des exposi t ions à des doses élevées e t / o u prolongées 

[186]. 

QQ^QQQ Le schisandra est un inducteur du cy toch rome P450 3A4 [191]. Il do i t ê t re suspecté de 

réduire l 'ef f icacité d ' immunosuppresseurs tels que l 'azathiopr ine, les cort icostéroïdes, le 

mycophénola te ou le tacro l imus [124]. Le b i fendate, un dér ivé de l ignane o b t e n u à part i r du 

schisandra, a indu i t une d im inu t i on des taux sériques de cic lospor ine chez 2 pat ients ayant subi une 

t ransp lanta t ion rénale sans que l' issue ait é té négat ive [111]. 

1.4.4.5. Potentiel néphroprotecteur 

Le fait que les lignanes du schisandra soient dotés d 'une act iv i té adaptogène - c'est-à-dire 

permet tan t d 'amél io rer les capacités de résistance au stress de diverses or igines - a permis de lui 

supposer des ef fets chémopréven t i f s et néphropro tec teurs . Cette hypothèse est renforcée par la 

connaissance des ef fets ant ioxydants des l ignanes qui seraient éga lement à la base de l 'act iv i té 

hépatoprotect r ice [192]. 

Sur des cellules mésangiales du rein de souris (MMC) soumises à des concent ra t ions élevées de 

glucose, la schisandrine a permis de l im i te r le stress oxydat i f . Ce modè le de néphropa th ie d iabét ique 

a aussi pu m e t t r e en évidence une d i m i n u t i o n de la p roduc t ion de TGF-P et de synthèse de col lagène 

IV et de f ib ronect ine, deux pro té ines ret rouvées dans la MEC du t issu f i b ro t i que [193]. 

Le schisandra s'est mon t ré capable, sur un modè le de cellules muscula i re de l 'aorte de rat, de 

répr imer la vo ie de signal isat ion du TGF-p i par inh ib i t ion des Smad2/3 et de leur t rans locat ion 

nucléaire. Cet e f fe t a été a t t r ibué en major i té à la schisandrine B et pour ra i t con t r i buer à a t ténuer la 

sévérité de la f ibrose rénale en l im i tan t la déd i f fé renc ia t ion et la p ro l i fé ra t ion des f ibroblastes [194]. 

La toxic i té du mercure a pu ê t re d im inuée par l 'u t i l isat ion de schisandr ine B dans des modèles in vivo 

et in vitro : chez le rat, les a t te in tes tubu la i res et les débris nécrot iques indui ts par l 'admin is t ra t ion de 

mercure ont pu être rédui ts par la schisandrine B [195]. La cy tochrome-C oxydase, une enzyme 

libérée par les mi tochondr ies en cas de stress oxydat i f in tense, é ta i t éga lement moins présente dans 
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le g roupe recevant le l ignane, ce qu i suggère un e f fe t an t i oxydan t b é n é f i q u e c o n f i r m é sur cel lu les 

NRK-52E. Ceci a pu ê t re éga lemen t mis en lumiè re sur des l ymphocy tes chez qu i le t r a i t e m e n t par de 

la schisandr ine B a permis une d i m i n u t i o n du stress oxyda t i f ainsi q u ' u n e a u g m e n t a t i o n du g l u t a t h i o n 

sous sa f o r m e rédu i te [196] . 

Dans un m o d è l e m u r i n de n é p h r o p a t h i e à la c ic lospor ine, la schisandr ine B a permis de m a i n t e n i r des 

taux de GSH élevés, l im i t an t ainsi les a t te in tes cy to tox iques du stress oxyda t i f e t se t r adu i san t par 

une mo ind re appa r i t i on de ma lond ia ldéhyde rénal. Les souris t ra i t ées c o n c o m i t a m m e n t par de la 

schisandr ine B présenta ien t des reins d o n t l ' h is topatho log ie et l ' insuf f isance f o n c t i o n n e l l e é ta ien t 

amél iorées. La m ê m e équ ipe a mis en év idence, sur des cel lules HK-2, une d i m i n u t i o n du stress 

oxyda t i f cor ré lée à des réduc t ions des processus apop to t i ques et de la m o r t a l i t é ce l lu la i re [197] . 

Dans une é tude m e n é e au d é p a r t d 'un m o d è l e de néphro tox i c i té i ndu i t e par la gen tam ic i ne chez le 

rat , la schisandr ine B a permis de préserver la fonc t i on réna le (ob jec t i vée par dosage de la c réa t in ine 

e t de l 'urée). Ceci a été mis en re la t ion avec une d i m i n u t i o n de la tox ic i té m i t o c h o n d r i a l e , 

occas ionnant une réduc t i on de l ' ouver tu re du pore de t rans i t i on de pe rméab i l i t é et d u re largage d u 

cy toch rome-c , en conséquence d 'une réduc t ion du stress oxyda t i f [198] . 

1.4.5. Silybum marianum (L.) Gaertn. 

Les f ru i ts d u chardon mar ie o n t bénéf ic ié d 'une longue u t i l i sa t ion c o n t r e les t r oub les hépa t iques . En 

Belgique, un p h y t o m é d i c a m e n t enregis t ré sous le n o m de Légalon*" est cons t i t ué d 'un ex t ra i t sec des 

f ru i t s de Silybum marianum ( n o m m é s i lymar ine) e t est ut i l isé c o m m e h é p a t o p r o t e c t e u r [ 9 3 , 1 4 4 ] . 

1.4.5.1. Description botanique 

Le chardon mar ie a p p a r t i e n t à la fami l le des Asteraceae, o rd re des Astera les [123] . Sa d i s t r i bu t i on 

géog raph ique est large ; on le re t rouve dans une ma jo r i t é des pays de l 'Europe ainsi qu 'au N o r d de 

l 'A f r ique, en A m é r i q u e du N o r d et du Sud, au Sud de la Russie et en Asie m i n e u r e [199] . 

Il s 'agit d ' une p lan te b isannuel le , mesuran t de 40 cm à 1,5 m, à t ige robus te et rami f iée . Les feui l les 

son t lobées e t bordées d 'ép ines e t de cils ép ineux . Leur face supé r ieu re p résente g é n é r a l e m e n t des 

marb ru res b lanches le long des nervures (ce qu i lui a va lu le n o m de Milk thistle en anglais). Les 

capi tu les f l o raux (comest ib les) c o m p r e n n e n t un invo lucre hémisphér ique à fo l io les g labres de 3 cm 

de d i a m è t r e au moins , e t e n t r e 25 e t une cen ta ine de f leurs fabu leuses roses à pourpres . 
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La d rogue est cons t i tuée par les f ru i t s , des akènes ovoïdes al longés de 6 à 8 m m de longueur (Figure 

25). Leur surface ex te rne est lisse e t lu isante, à f o n d gris o u b run pâle st r ié de bandes long i tud ina les 

b run f oncé à noi r . L'apex p o r t e une écai l le beige, restants de la c o u r o n n e f lo ra le [ 1 4 1 , 1 4 2 , 1 4 4 ] . 

Figure 25 : graines de Silybum marianum. 

1.4.5.2. Description phytochimique 

Q Q j ^ Il s 'agit de la substance reconnue act ive dans le cha rdon mar ie ; el le est cons t i tuée d 'un 

mé lange de 6 f lavono l ignanes l ipoph i les : la si l icr ist ine, la s i l id ianine, la s i l ib in ine A, la s i l ib in ine B, 

l ' isosi l ib inine A et l ' isosi l ib inine B (Figure 26). 

OH O OH O Silicristine 

'OH HO 
Silidianine 

'OH 
Silibinine A 

OH O 
'OH 
Isosilibinine A OH O Isosilibinine B 

Figure 26 : structures des 6 composants de la silymarine. 

74 



Selon la 8^""^ éd i t i on de la Pharmacopée Européenne, la t e n e u r en s i l ymar ine dans les f r u i t s m û r s est 

compr ise e n t r e 1,5 e t 2,0 % ; e t la t e n e u r nomina le en s i lymar ine dans l 'ex t ra i t sec s tandard isé do i t se 

t r o u v e r dans un in terva l le a l lant de 30 à 65 %. 

La s i l ymar ine con t i en t éga lemen t de la quercé t ine et de la tax i fo l i ne [200 ] . 

I La d rogue r e n f e r m e 20 à 30 % de l ipides [144] . 

Flavonoïdesl 

Lipides 

1.4.5.3. Usages médico-traditionnels 

Les graines de cha rdon mar ie o n t é té ut i l isées depuis plus de 2000 ans pou r le t r a i t e m e n t des 

t roub les hépat iques e t de la vésicule bi l ia ire te ls que les hépat i tes, la c i r rhose et la jaun isse, ainsi que 

pour p réven i r l ' hépa to tox i c i t é a t t r i buab le aux tox ines env i ronnemen ta les ( tel les que les m o r s u r e s de 

serpents , les p iqûres d ' insectes, l ' e m p o i s o n n e m e n t aux champignons e t à l 'a lcool) [200] . La d rogue 

f igura i t déjà dans la Materia Medica de Dioscor ide rédigée au 1^' siècle après J.-C. 

1.4.5.4. Données pharmacothérapeutiques 

JnmmfSmiB Elles son t l im i tées à la p réven t i on des hépato tox ic i tés d 'o r ig ine a l coo l ique , v i ra le 

( n o t a m m e n t de l ' hépa t i te C) o u d ' e m p o i s o n n e m e n t par l ' aman i te phal lo ïde [124] (les e f fe ts n ' é tan t 

que par t ie ls si la s i l ymar ine est admin is t rée après l ' in tox icat ion [144]) . Elle est é g a l e m e n t i nd iquée 

dans le t r a i t e m e n t des t r oub les fonc t ionne ls digest i fs associés aux hépa topa th ies [144] . 

WnSnSSS^HnVBnffUIHfM Les mécanismes hépa top ro tec teu rs pou r ra ien t p roven i r d ' u n e f f e t 

an t i oxydan t (par neu t ra l i sa t ion des radicaux l ibres), d 'une s t imu la t ion de la syn thèse p r o t é i q u e e t de 

i 'ADN, d 'un e f f e t sur le m é t a b o l i s m e du g lu ta th ion et des phosphol ip ides, e t d ' une s tab i l i sa t ion de la 

m e m b r a n e de l ' hépa tocy te [93] . La s i lymar ine aura i t éga lement un e f f e t a n t i - i n f l a m m a t o i r e e t des 

p ropr ié tés régénérat ives c o n t r i b u a n t à la p réven t ion de la f ibrose hépa t i que [124] . Ses p rop r i é tés 

ant i rad ica la i res en f e ra ien t un agent cy top ro tec teu r e t an t i ca rc inogène [200] . 

La s i l ymar ine a n o t a m m e n t d é m o n t r é son ap t i t ude à p ro téger le fo ie dans un m o d è l e d ' i n tox i ca t i on 

au c h l o r o f o r m e chez le ra t : la f ib rose ( t radu i te par la présence de col lagène), l 'express ion de a - S M A 

et la l i bé ra t ion des t ransaminases hépat iques on t pu ê t re s ign i f i ca t i vement rédu i tes par 

adm in i s t r a t i on de s i l ymar ine après induc t ion de la c i r rhose par le c h l o r o f o r m e [201] ; ce qu i 

i nd iquera i t une a m é l i o r a t i o n des capaci tés régénérat ives des hépatocy tes . 

La p réven t i on par la s i l ymar ine des in tox icat ions à la phal lo ïd ine su ivan t l ' i nges t ion d ' a m a n i t e 

pha l lo ïde est a t t r i buab le à une inh ib i t i on compé t i t i ve des t r anspo r teu rs aux an ions o rgan iques 

0ATP2 qu i e m p ê c h e la p é n é t r a t i o n de l 'agent t ox ique dans les hépatocy tes [202] . 

Elle réprime la sécrétion de TNF-a, ce qui lui confère des propriétés anti-inflammatoires et 
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immunomodulatrices ; elle possède une activité galactogène [199]. 

JsISIIISfm Le Légalon® est composé de gélules c o n t e n a n t 140 m g de s i l ymar ine (expr imé en 

équ iva len t s i l ib in ine). La posologie r e c o m m a n d é e est de 1 à 3 gélules par j o u r [93]. 

^^^^Q^^^^Q La s i l ib in ine, c o m p o s a n t ma jo r i t a i r e de la s i lymar ine, n 'est absorbée qu'à 

concur rence de 20-50 % de la dose ingérée. La fa ib le b iod ispon ib i l i té peu t ê t re exp l iquée par une 

faible so lub i l i té de la s i lymar ine qui n 'est que peu compensée par la présence de co-solubi l isants ainsi 

que par les doses admin is t rées, g é n é r a l e m e n t élevées. Ma lg ré la s tandard isa t ion requise, les 

d i f fé rences de compos i t i on des ex t ra i ts peu t fa i re var ie r s ign i f i ca t i vement la b iod ispon ib i l i t é [199]. 

L 'ut i l isat ion de Légalon® ne do i t pas se fa i re en cas de patho log ie hépa t ique grave 

[93]. De man iè re plus généra le, la pr ise de s i l ymar ine par des f e m m e s ence in tes o u al la i tantes est 

déconsei l lée, essen t ie l lement par m a n q u e de données p e r m e t t a n t d 'en garant i r la sécur i té [124] . 

J^S!mm!l3Sn!ltiM Hormis que lques réact ions aspéc i f iques te l les que des d iar rhées, nausées et 

vomissements , l 'ex t ra i t de s i l ymar ine est suscept ib le d ' ê t re mal t o l é ré à hautes doses, e t d ' i ndu i re 

des céphalées ou des t roub les mens t rue ls [124] . Ces e f fe ts res tera ient r e l a t i vemen t isolés ; leur 

rareté pour ra i t ê t re exp l iquée par la fa ib le so lub i l i té des composan ts de la s i l ymar ine, rendan t quasi-

imposs ib le l ' a t te in te de taux p lasmat iques tox iques [200] . 

QlQ̂ ^̂ Q̂ La s i lymar ine est un subs t ra t i nh ib i t eu r des cy toch romes P 450 2C9 e t 3A4 pouvan t 

v i r t ue l l emen t a u g m e n t e r la concen t ra t i on p lasmat ique de substances métabo l isées par ces enzymes 

[124]. Ces suppos i t ions on t é té t i rées d 'é tudes in vitro pour lesquel les les doses employées 

excédaient l a rgement les concen t ra t i ons a t te in tes in vivo [200] . Le chardon mar ie a m o n t r é une 

act iv i té modu la t r i ce de la P-gp qui ne semble t o u t e f o i s pas avoi r de conséquence c l in ique [113]. Les 

tests de la f o n c t i o n hépat ique tels que le dosage sanguin de l'AST, de l'ALT ou de la phosphatase 

alcal ine, peuven t ê t re af fectés par une c o n s o m m a t i o n de s i l ymar ine . 

1.4.5.5. Potentiel néphroprotecteur 

Les ef fe ts hépa top ro tec teu rs observés pour la s i l ymar ine o n t r a p i d e m e n t laissé supposer une act iv i té 

p ro tec t r i ce pour d 'aut res organes, n o t a m m e n t dans le bu t de d é m o n t r e r une act iv i té an t i f i b ro t i que 

rénale. Une é tude in vitro m e n é e sur des cel lu les Ve ro et BSC-1 (isolées de l ' ép i t hé l i um rénal du singe 

Cercopithecus aethiops) a d é m o n t r é des e f fe ts sur les capaci tés régénérat ives s imi la i res à ceux 

observés sur les hépatocytes pour la s i l ib in ine et la s i l icr is t ine (mais pas pour l ' isosi l ib in ine ni pour la 

s i l id ianine). Ceux-ci concernen t la p ro l i f é ra t i on ce l lu la i re , la synthèse des p ro té ines et de l 'ADN -

suscept ib les d 'amé l io re r les capaci tés de régénéra t ion tubu la i res - e t la réduc t i on du relargage de la 

lactate déshydrogénase indu i te par d i f f é ren ts xénob io t i ques néph ro tox iques [203] . 

In vitro, la s i l ib in ine a permis de rédu i re la tox ic i té de la v incr is t ine et d u pa racé tamo l ; ceci ayant é té 
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ob jec t i vé au m o y e n de cel lu les Ve ro via des tests de d é n o m b r e m e n t ce l lu la i re , d e syn thèse p ro té i que 

e t de relargage de la LDH [203] . 

Une au t re é tude in vitro i m p l i q u a n t des cel lules HK-2 a d é m o n t r é q u ' u n p r é - t r a i t e m e n t à la 

s i l ymar ine pouva i t rédu i re s ign i f i ca t i vement les processus apop to t i ques carac té r is t iques de la tox ic i té 

d u CisPt, ce qu i a permis de d ' amé l i o re r la surv ie cel lu laire g lobale [204] . 

La quercé t ine , un f lavono ïde p résen t dans la s i lymar ine, pour ra i t é g a l e m e n t ê t re un m é d i a t e u r 

i m p o r t a n t des e f fe ts du cha rdon mar ie [89, 205] . Ceci f u t mis en év idence lors d ' u n e é t u d e in vitro 

imp l i quan t des cel lules LLC-PKl qu i n'a pas ob jec t ivé de réduc t ion de la tox i c i t é d u CisPt pou r la 

s i l ymar ine c o m m e ce f u t le cas pou r la quercé t ine [206]. Il conv ient de n o t e r que la c o n c e n t r a t i o n de 

CisPt emp loyée ici é ta i t env i ron 13 fo is plus élevée que dans les t ravaux p récéden ts . 

Ce f lavonoïde a aussi d é m o n t r é une ac t ion p ro tec t r i ce sur un m o d è l e de néph ro tox i c i t é à la 

c ic lospor ine chez le ra t ; son pouvo i r an t ioxydan t é tan t supposé responsab le de l 'ac t iv i té observée 

p o u r le cha rdon mar ie [207] . 

La p remiè re é tude in vivo qu i m i t en év idence un e f fe t n é p h r o p r o t e c t e u r de la s i l ymar ine a é té 

m e n é e sur un modè le de tox i c i t é au CisPt chez le rat. Injectée 1 h avant le t r a i t e m e n t , la s i l ib in ine 

(200 mg/kg) p e r m i t d 'év i te r la p ro té inu r ie , la per te de clairance de la c réa t in ine et le re largage 

d 'enzymes de la bo rdu re en brosse et de Mg^"^ consécut i fs à la NTA indu i t e par le CisPt. Les 

a l té ra t ions morpho log iques d u segmen t S-3 du néph ron é ta ient d im inuées en para l lè le [208] . 

De plus, des e f fe ts n é p h r o p r o t e c t e u r s de la s i lymar ine vis-à-vis de myco tox ines te l les que l 'a f la tox ine 

Bi e t la f umon i s i ne Bi on t pu ê t re observés, respec t ivement chez le ra t par r éduc t i on du stress 

oxyda t i f e t de la pe roxyda t i on l ip id ique [209] e t sur des cel lules LLC-PKl par d i m i n u t i o n de la 

sécré t ion de TNF-a [210] . 

De par son e f f e t an t i oxydan t , la s i lymar ine a é té envisagée en t a n t q u ' a d j u v a n t de thé rap ies 

ant icancéreuses af in de p ro tége r les tissus sains. L'activité a n o t a m m e n t été d o c u m e n t é e p o u r 

p ro tége r les re ins de la tox i c i t é du cisplat ine. Une é tude de Bol<emeyer e t al., a mis en év idence une 

réduc t i on de l 'excré t ion ur ina i re des enzymes de la bo rdu re en brosse ainsi q u ' u n e a m é l i o r a t i o n de la 

c la i rance de la c réa t in ine e t une d i m i n u t i o n des taux p lasmat iques d ' u rée chez des rats t ra i tés 

c o n c o m i t a m m e n t par de la s i l ib in ine et du CisPt par rappor t au g roupe CisPt [211] . 

La doxorub ic ine , un m é d i c a m e n t ut i l isé dans les ch imio thérap ies ant icancéreuses, est éga lemen t 

c o n n u e pour sa ca rd io tox ic i té et sa néphro tox i c i té ; ce t te dern iè re a pu ê t re l im i tée chez le rat p ré 

t r a i t é par de la s i l ymar ine. Ceci f u t exp l iqué par des taux de GSH supér ieurs pou r le g roupe p ro tégé , 

amé l i o ran t la capaci té de neu t ra l i sa t ion des ROS [207]. 

77 



D'autres é tudes in vivo o n t pu d é t e r m i n e r que la n é p h r o p r o t e c t i o n conférée par la s i l ymar ine vis-à-

vis de la tox ic i té du CisPt p résen ta i t un avantage supér ieur lorsqu 'e l le é ta i t admin is t rée en pré

t r a i t e m e n t p lu tô t qu 'en p o s t - t r a i t e m e n t [207] . 

In vitro, l ' ad jonc t ion de s i l ib in ine n'a pas permis de rédu i re l 'ac t iv i té cy to tox ique du CisPt e t du 4-

hyd roperoxy fos famide sur 3 l ignées de cancer tes t icu la i re [211] . De la m ê m e man iè re , l 'a jou t de 

s i lymar ine à des cel lules de cancer m a m m a i r e (MCF-7) e t de cancer ovar ien (A2780) n'a pas permis 

de les p ro téger vis-à-vis du t r a i t e m e n t au c isplat ine [200] . Ces données i nd iquen t que l 'e f fe t 

chémopréven t i f a t t r i buab le à la s i l ymar ine pour ra i t con t r i bue r à p ro téger les reins sans nuire à 

l 'ef f icaci té de la ch im io thé rap ie ant icancéreuse. Ces conclus ions o n t éga lemen t é té comp lé tées par 

des études in vivo qu i o n t m o n t r é une po ten t ia l i sa t ion de l 'ac t iv i té a n t i t u m o r a l e chez la souris [200] . 

D'autres ef fe ts r énop ro tec teu rs de la s i lymar ine o n t é té rappor tés vis-à-vis de divers xénob io t i ques . Il 

s'agit n o t a m m e n t d 'une l im i t a t i on de l ' augmen ta t i on de la c réa t in ine sér ique e t de l 'urée ainsi que 

d 'une amé l i o ra t i on du taux de f i l t r a t i on g loméru la i re consta tés lors de l ' in jec t ion de gen tamic ine 

chez le chien [207] . 
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2. Objectifs du travail 

79 



A part i r de données expér imenta les e t d ' i n f o r m a t i o n s issues de médec ine t rad i t i onne l l e , une série de 

plantes suscept ib les de présenter des e f fe ts néph rop ro tec teu r s a é té sé lec t ionnée. Celles-ci inc luent 

Angelica sinensis, Eleutherococcus senticosus, Panax ginseng e t Schisandra chinensis. Une c inqu ième 

plante, Silybum marianum, connue pour ses e f fe ts p ro tec teurs vis-à-vis de la f i b rose hépa t ique , a 

éga lemen t été incluse dans ce t te é tude . 

A par t i r de ces plantes, des ex t ra i ts po la i res bru ts o n t é té réalisés. Leur act iv i té néph rop ro tec t r i ce 

éventue l le a été évaluée à l 'aide d ' une ba t te r i e de tes ts b io log iques in vitro ; l ' ob jec t i f recherché vise 

une a t t énua t i on des phénomènes imp l iqués dans la t ubu lo tox i c i t é de substances te l les que les acides 

ar is to loch iques, le c isplat ine et la c ic lospor ine . 

Après d é t e r m i n a t i o n des doses de t rava i l p o u r les agents néph ro tox iques et les ex t ra i ts bruts , les 

tests b io log iques mis en œuv re af in d é j u g e r de l ' e f fe t n é p h r o p r o t e c t e u r inc luen t : 

- L 'éva luat ion de l 'e f fe t des ex t ra i ts vis-à-vis de la mor ta l i t é indu i te par les agents néphro tox iques . 

Celui-ci sera éven tue l l emen t c o n f i r m é par es t ima t i on du taux d 'apop tose ; 

- La recherche d 'une act iv i té béné f i que sur le stress oxyda t i f généré par les t ro is tox iques ; 

- L 'éva luat ion de l 'e f fe t des ex t ra i ts sur la p r o d u c t i o n de co l lagène i ndu i t e par les agents 

néphro tox iques ; 

- La mise en év idence d 'un éven tue l e f f e t béné f i que quan t à la déd i f f é renc ia t i on des RPTECs 

engendrée par l 'expos i t ion aux t ro is tox iques ; 

- L 'amél io ra t ion des capaci tés de régénéra t i on tubu la i re éva luée au m o y e n de tests de 

p ro l i f é ra t i on et de mo t i l i t é cel lu la i res. 

In fine, ces tests dev ron t p e r m e t t r e de d é t e r m i n e r la p lan te possédant le po ten t i e l t u b u l o p r o t e c t e u r 

le plus p r o m e t t e u r . Les pr incipes act i fs pu ta t i f s de la p lan te en ques t i on se ron t a lors évalués sur la 

ba t te r ie de tests b io logiques. No t re t rava i l vise donc à iden t i f ie r une (des) molécule(s) don t le 

po ten t i e l néph rop ro tec teu r p e r m e t t r a de le(s) p roposer dans de nouve l les st ratégies de lu t te con t re 

la f ib rose rénale ia t rogène. 
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3. Matériel et méthodes 
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3.1. Matériel végétal et préparation des extraits 

Le matér ie l végéta l ut i l isé dans ce t te é tude a été o b t e n u par le biais de fourn isseurs commerc iaux 

p ra t i quan t les analyses de c o n f o r m i t é de la Pharmacopée Européenne (version 2008). 

- La racine d'Angelica sinensis, en vrac, a é té g rac ieusement f ou rn ie par Comp lemed is AG 

(Tr imbach, Suisse). 

- La racine d'Eleutheroccocus senticosus, en vrac, a é té g rac ieusement f ou rn ie par Phytax GmbH 

(Schlieren, Suisse). 

- La racine de Panax ginseng, en vrac, a été ache tée auprès de Pharmaf lo re SA (Deux-Acren, 

Belgique). 

- Les f ru i ts de Schisandra chinensis, en vrac, o n t é té g rac ieusement fou rn is par Phytax, GmbH 

(Schl ieren, Suisse). 

- L 'extrai t sec de Silybum marianum a é té acheté auprès de Carlo Gérard (Bruxel les, Belgique). 

Hormis le cha rdon mar ie , o b t e n u sous f o r m e d 'ex t ra i t s tandard isé à 80 % de s i l ymar ine (pure té 

84 ,4%) , les mat iè res p remières en vrac o n t é té pulvér isées puis ext ra i tes par macé ra t i on c iné t ique 

1:10 ( m / v ) dans du m é t h a n o l pendan t 1 nu i t , puis 2 x 3 h. Les f rac t ions on t é té réunies et évaporées 

à sec sous pression rédu i te (Tableau 4). 

Toutefo is , pour S. chinensis ce m o d e d 'ex t rac t i on p rodu i t un ex t ra i t f lu ide hui leux, ce qui cons t i tue un 

obstacle pour les tests in vitro f u tu rs . La p rocédu re a é té répé tée après dé l ip ida t ion préa lab le (par de 

l 'éther de pét ro l ) des f ru i ts pulvér isés. Un ex t ra i t sec est ainsi p rodu i t . 

Plante 
Rendement 

d'extraction (%) 

Angelica sinensis 32,4 

Eleutherococcus senticosus 4,5 

Panax ginseng 37,2 

Schisandra chinensis (dé l ip idé) 44 ,2 

Tableau 4: rendements obtenus pour l'extraction méthanollque des plantes sélectionnées pour cette étude. 

Le choix du m é t h a n o l c o m m e so lvant d 'ex t rac t i on - p l u t ô t que l 'eau qui est ut i l isée pour p rodu i re 

des décoct ions en MTC - est jus t i f i é par sa capac i té à en t ra îne r des composés d o n t la po la r i té se 

situe dans une g a m m e é tendue , ce qui év i te une éven tue l le per te de molécu les p o t e n t i e l l e m e n t 

active dans le résidu d 'ex t rac t ion . 
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3.2. Réactifs 

Les so lu t ions d 'AA sont cons t i tuées par un mélange 50:50 (en masses mola i res) d 'AAI e t d 'AAII (Acros 

Organics, Geel, Belg ium ; p u r e t é 98,7 %) di luées à par t i r d ' une so lu t i on s tock de DMSO à 50 m M . 

Une so lu t ion s tock de CsA à 16 m M dans du DMSO a é té préparées à pa r t i r d ' un échan t i l l on p o u r 

essai c l in ique f o u r n i par Novar t is (Basel, Suisse). 

Les so lu t ions de CisPt o n t é té préparées à par t i r du m é d i c a m e n t Cisplat ine Hospira® (Hospira 

Bénélux, A n t w e r p e n , Belg ique). 

Le FA (pure té 99,3 %) a é té o b t e n u auprès de Sigma-AIdr ich (St Louis, USA) ; le Z-l ig (pu re té 99,5 %) 

auprès de Séquoia Research Products (Pangbourne, Royaume-Unis) ; e t le E-lig (pu re té 9 9 , 1 %) 

auprès de Extrasynthèse (Genay, France). Des so lu t ions stocks (50 m M ) son t p réparée dans d u 

DMSO, e t conservées à - 20 °C pou r le FA et à - 80 °C pour les Z e t E- l igust i l ides. 

Les é leu théros ides B (pu re té 9 8 , 1 %) e t E (pu re té 99,4 %) o n t é té o b t e n u s auprès de Sigma-AIdr ich (St 

Louis, USA). 

Les ginsénosides R b l (pu re té 100 %), Rf (pure té > 98 %) et R g l ( pu re té > 98 %) on t é té o b t e n u s 

auprès de Extrasynthèse (Genay, France) ; e t les ginsénosides Rb2 (pu re té 97,3 %), Rc (pu re té 

89,3 %), Rd (pu re té 98,2 %) e t Re (pu re té 94,8 %) chez Chromadex ( I rv ine, USA). 

La sch isandr ine (pu re té 99 ,0 %) et la schisandr ine B (pu re té 98 ,0 %) o n t é té ob tenues auprès de 

Sigma-AIdr ich (St Louis, USA) e t F inetech (London, Royaume-Unis) , r espec t i vemen t . 

L 'extra i t de cha rdon mar ie SRC standard isé à 26,6 % de s i l ib in ine A + s i l ib in ine B a été o b t e n u auprès 

de la Pharmacopée Européenne (EDQM, Counci l o f Europe, St rasbourg, France). 

3.3. Analyses phytochimiques 

3.3.1. Analyse de l 'extrait d'A. sinensis 

Pour cet ex t ra i t , 2 mo lécu les supposées actives on t é té dosées sur base de m é t h o d e s HPLC-UV 

adaptées de la l i t t é ra tu re [142, 212] . 

3.3.1.1. Dosage de l'acide férulique 

Le sys tème é ta i t le su ivant : p ré -co lonne : Adsorbosphere C18 A l l -Guard (5 | im , 25 x 4 .6 m m ) ; 

co lonne : Wa te r s S y m m e t r y 300 C18 (5 ^ m , 150 x 3.9 m m ) ; f o u r t h e r m o s t a t i s é à 35 ° C ; phase 

mob i l e composée d ' u n mé lange acé ton i t r i le / eau + acide acét ique 0 ,5% (8:92) (A) e t d ' acé ton i t r i l e 

(B) se lon le g rad ien t su ivant : 0 m in , 100% de A ; 19 min, 100% de A ; 20 m in , 0% de A ; 28 m in , 0% 
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de A ; 29 min , 100% de A ; 34 m in , 100% de A. Déb i t : 0,8 m l / m i n . S p e c t r o p h o t o m è t r e : 316 nm. 

In ject ion : 20 

3.3.1.2. Dosage du Z-ligustilide 

Le système éta i t le suivant : p ré -co lonne : Adsorbosphere C18 A l l -Guard (5 [im, 25 x 4.6 m m ) ; 

co lonne : Wate rs At lant is C18 (5 | i m , 250 x 4 .6 m m ) ; f ou r t he rmos ta t i sé à 35 "C ; phase mob i le 

composée d ' un mélange eau + acide acé t ique 0 ,1% (A) e t de m é t h a n o l (B) selon le g rad ien t su ivant : 

0 min, 60% de A ; 3 m in , 60% de A ; 18 m in , 0% de A ; 2 1 min , 0% de A ; 22 m in , 60% de A ; 23 min , 

60% de A. Débi t : 1,0 m l / m i n . S p e c t r o p h o t o m è t r e : 384 nm. In jec t ion : 10 

3.3.2. Analyse de l 'extrait d'E. senticosus 

Pour cet ext ra i t , 2 molécu les supposées act ives, l ' é leu théros ide B et l ' é leu théros ide E, on t é té 

dosées sur base d ' une m é t h o d e HPLC-UV adap tée de la l i t t é ra tu re [142] . Le système éta i t le su ivant : 

p ré -co lonne : Adsorbosphere C18 A l l -Guard (5 | im , 25 x 4 .6 m m ) ; co lonne : Wa te r s At lant is C18 (5 

nm, 250 X 4.6 m m ) ; f ou r t h e r m o s t a t i s é à 35 °C ; phase mob i le composée d 'eau (A) e t d 'acé ton i t r i l e 

(B) selon le g rad ien t su ivant : 0 m in , 90% de A ; 5 m in , 90% de A ; 27 m in , 80% de A ; 30 min , 50% de 

A ; 35 m in , 50% de A ; 40 m in , 90% de A ; 45 m in , 90% de A. Déb i t : 1,0 m l / m i n . S p e c t r o p h o t o m è t r e : 

215 n m . In ject ion : 20 |i l. 

3.3.3. Analyse de l 'extrait de P. ginseng 

Pour cet ext ra i t , 7 molécu les p résumées responsables de l 'ac t iv i té on t é té dosées à l 'a ide d 'une 

m é t h o d e HPLC-UV-ESI-MS [142] . Il s 'ag i t des ginsénosides Rg l , Rd, Re, R b l , Rb2, Rc, Rf. Le système 

comprena i t les é léments su ivants : co lonne : A l l tech A l l t ima C18 (5 | jm , 250 x 4.6 m m ) ; f ou r 

t he rmos ta t i sé à 35 °C ; phase m o b i l e composée d 'eau (A) e t d 'acé ton i t r i l e (B) selon le g rad ien t 

suivant : 0 min, 80% de A ; 8 m in , 80% de A ; 25 m in , 60% de A ; 35 m in , 40% de A ; 37 min , 0% de A ; 

38 min, 0% de A ; 39 min , 80% de A ; 40 m in , 80% de A. Débi t : 1,0 m l / m i n . S p e c t r o p h o t o m è t r e : 

203 nm. In ject ion : 20 | i l . Les pa ramè t res du s p e c t r o m è t r e de masse é ta ien t les suivants : m o d e 

n é g a t i f ; scan en t re m / z 150,0 et 1400,0 ; f lux de gaz pr inc ipa l , 40 UA (N2) ; f lux de gaz auxi l ia i re, 

40 UA (N2) ; t e m p é r a t u r e du capi l la i re , 260 °C ; tens ion d u capi l la i re, 3,50 kV. Acqu is i t ion du cou ran t 

ion ique to ta l e t iden t i f i ca t ion des espèces ch im iques en f o n c t i o n des m / z ma jo r i ta i res : 799,5, 945,6, 

945,6, 1107,7, 1077,6, 1077,6 and 799,5 pour les g insénosides Rg l , Rd, Re, R b l , Rb2, Rc et Rf 

respec t i vement . 
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3.3.4. Analyse de l 'extrait de S. chinensis 

Pour cet ex t ra i t , une m é t h o d e de dosage HPLC-UV de 2 des mo lécu les reconnues act ives, la 

sh izandr ine et la sch isandr ine B, a été mise au po in t . Le système é ta i t le su ivant : p ré -co lonne : 

Adso rbosphere C18 A l l -Guard (5 | im , 25 x 4 .6 m m ) ; co lonne : A l l tech A l l t ima C18 (5 j i m , 250 x 

4 .6 m m ) ; f ou r t he rmos ta t i sé à 35 °C ; phase mob i le composée d ' eau (A) e t d ' acé ton i t r i l e (B) se lon le 

g rad ien t su ivant : 0 m in , 98% de A ; 15 min , 45% de A ; 30 min , 40% de A ; 50 m in , 30% de A ; 60 m i n , 

0% de A ; 70 m in , 0% de A ; 70 min , 98% de A ; 75 min , 98% de A. D é b i t : 1,0 m l / m i n . 

S p e c t r o p h o t o m è t r e : 220 nm. In ject ion : 10 

L 'ext ra i t m é t h a n o l i q u e p rodu i t après dé l ip ida t ion préalab le par de l ' hexane con t i en t des quan t i t és de 

schisandr ine e t de sch isandr ine B t rès in fér ieures à cel les rappor tées dans la l i t t é ra tu re . Ceci est 

exp l iqué au po in t 4.1.4. Analyse de l'extrait de S. chinensis. 

3.3.5. Analyse de l 'extrait de S. marianum 

Pour cet ex t ra i t commerc i a l (à l 'acétate d 'é thy le) s tandard isé à 80% de s i l ymar ine , l 'analyse 

p h y t o c h i m i q u e s'est concen t rée sur la d é t e r m i n a t i o n de la si l icr ist ine, de la s i l id ianine, de la s i l ib in ine 

A, de la s i l ib in ine B, de l ' isosi l ib in ine A e t de l ' isosi l ib inine B. 

Le sys tème é ta i t le su ivant : p ré -co lonne : Adsorbosphere C18 A l l -Guard (5 n m , 25 x 4 .6 m m ) ; 

co lonne : W a t e r s S y m m e t r y 300 C18 (5 | im , 150 x 3.9 mm) ; f o u r t he rmos ta t i sé à 30 °C ; phase 

mob i l e composée d ' u n mé lange eau + acide acét ique 0,5% (A) e t m é t h a n o l + acide acé t ique 0,5% (B) 

selon le g rad ien t su ivant : 0 m in , 75% de A ; 1 min, 75% de A ; 30 m in , 60% de A ; 45 m in , 60% de A ; 

4 6 m in , 20% de A ; 5 4 min , 20% de A ; 55 m in , 75% de A ; 59 m in , 75% de A. Déb i t : 0 ,8 m l / m i n . 

S p e c t r o p h o t o m è t r e : 288 n m . In ject ion : 20 ni. 

3.3.6. Recherche d'activité antioxydante 

Principe 

L'act iv i té an t i oxydan te a é té d é t e r m i n é e par un tes t au l , l - d i p h é n y l - 2 - p i c r y l h y d r a z y l (DPPH) (Sigma-

A ldr ich , St Louis, USA), un radical l ibre qu i est stable en ve r tu de la dé loca l isa t ion de son é lec t ron 

l ibre. Cet te dé loca l isa t ion lui con fè re une co lo ra t ion mauve . Lorsque le DPPH se t r o u v e en présence 

d 'un an t i oxydan t ( d o n n e u r d ' a t o m e d 'hydrogène) , il est rédui t e t acqu ier t une c o l o r a t i o n j a u n e 

(Figure 27) [213 ] . Le dosage de la d ispar i t ion de DPPH se base sur une mesure c o l o r i m é t r i q u e . 
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Les résul tats sont expr imés en TEAC (trolox équivalent antioxidant capacity) qu i est le rappor t en t re 

les IC50 ob tenues pour la substance à tes te r et le Trolox® (un composé an t i oxydan t de référence) 

Sigma-AIdr ich, St Louis, USA) [214] . 

Figure 27 : réaction de neutralisation du DPPH radicalaire. 

Protocole 

Pour chaque ex t ra i t de p lante o u c o m p o s é à tes te r , une série de d i lu t ions est réal isée dans une 

p laque 96 pui ts avec du m é t h a n o l . Celles-ci son t mises en contac t d ' une so lu t i on m é t h a n o l i q u e à 

0 ,004% (m/v ) de DPPH. La p laque est incubée 30 m in à l 'abr i de la lumière , e t les absorbances son t 

mesurées à 540 et 620 nm avec un s p e c t r o p h o t o m è t r e iEMS Reader MF (The rmo Labsystems, Breda, 

The Nether lands) . Pour chaque substance à tes te r , la concen t ra t i on capable de p iéger 50 % du DPPH 

radicalaire (i.e. son IC50) est d é t e r m i n é e par a j us temen t aux po in ts expé r imen taux d ' une f onc t i on à 

deux pa ramèt res ( m é t h o d e des mo ind res carrés) : 

N = NOx e-"""^ 

Où : N est le pourcen tage d ' i n h i b i t i o n ; NO, le pou rcen tage de DPPH à la c o n c e n t r a t i o n 0 et k, une 

cons tan te . 

3.4. Cultures cellulaires 

La l ignée cel lu la i re HK-2 (CRL-2190™) a é té o b t e n u e auprès de l'ATCC (Amer ican Type Cu l tu re 

Col lect ion, Manassas, Virg in ia, USA). Les cel lu les HK-2 son t des cel lules ép i thé l ia les issues du t u b u l e 

c o n t o u r n é prox ima l du rein. Il s 'agi t d ' une souche é tab l ie à par t i r d 'un cor tex de re in sain d ' un 

h o m m e adu l te e t immor ta l i sée par t r ans fec t i on des gènes E6/E7 d u pap i l l oma v i rus. Elles possèdent 

p r a t i q u e m e n t les m ê m e caractér is t iques que les cel lules don t elles son t issues [215] ; on no te 

cependan t la per te de l 'expression de cer ta ines p ro té ines te l les que le f ac teu r VIII, l 'an t igène 6,19 o u 

encore l ' endopept idase neu t re . Elles res ten t m o r p h o l o g i q u e m e n t e t f o n c t i o n n e l l e m e n t semblab les 

aux cel lules d 'or ig ine. Leur p ro l i f é ra t i on est d é p e n d a n t e d u fac teu r de croissance EGF (epidermal 

growth factor). 

Les réact i fs employés pour la cu l t u re ce l lu la i re on t é té o b t e n u s auprès de PAA Labora tor ies G m b H 
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(Pasching, Austr ia) . Le mi l ieu de cu l tu re D M E M (Dulbecco's mod i f i ed Eagle's m é d i u m ) à 1 g/1 de 

g lucose est s u p p l é m e n t é en L-g lu tamine (concen t ra t i on f inale de 2 m M ) et en un mé lange 

s t rep tomyc ine /pén i c i l l i ne ( concen t ra t i on f ina le de 0,03 % ; m/v) . Du s é r u m bov in f œ t a l (FBS ; PAA 

Clone) est éga lemen t a jou té ( t eneu r t o ta le de 10 % ; v / v ) pour p r o d u i r e un m i l i eu c o m p l e t . Le s é r u m 

est p réa lab lemen t d é c o m p l é m e n t é par chauf fage une demi -heu re au ba in -mar ie à 56°C. 

Les cel lules sont ma in tenues à 37 °C dans une a t m o s p h è r e saturée en h u m i d i t é e t s u p p l é m e n t é e en 

CO2 à hau teu r de 5 %. Les cu l tu res sont divisées lorsque les m o n o c o u c h e s cel lu la i res 

a t t e i gnen tenv i r on 90 % de con f luence . 

3.5. Protocole expérimental 

Les données expér imen ta les son t recuei l l ies sur des cel lules récol tées e n t r e les passages 6 et 25. Les 

cel lules sont décrochées par t ryps in isa t ion , e t ensemencées selon les concen t ra t i ons su ivantes : 

10" cel lules par pui ts dans des p laques 96 pui ts (Cellstar® ; Gre iner B io-one, Fr ickenhausen, 

G e r m a n y ) ; 1.10^ cel lules par pui ts dans des p laques 12 pui ts (Cel ls tar®; Gre iner B io-one, 

Fr ickenhausen, G e r m a n y ) ; 2.10^ cel lules par pui ts dans des plaques 6 pu i ts (Cellstar® ; Gre iner Bio-

one, Fr ickenhausen, Germany) ; 4.10^ cel lules par puits dans les bo i tes de Pétr i 6 0 m m (Cellstar® ; 

Gre iner Bio-one, Fr ickenhausen, Germany ) ; 4.10^ cel lules par pui ts sur les lames c o m p a r t i m e n t é e s à 

8 chambres (Mi l l ice l l EZ-slide ; M i l l i po re , Bil lerica, USA) et à 4 chambres (Nunc™ Lab-Tek I I™; 

NaigeNunc In te rna t iona l , Rochester , USA). 

Les cel lules son t incubées p e n d a n t 24 h en mi l ieu comp le t , puis r incées à l 'a ide de m i l i eu d é p o u r v u 

de s é r u m (mi l ieu " se rum- f ree " ou SF). Les incubat ions avec les substances à tes te r son t menées en SF 

af in de l im i te r la p ro l i f é ra t ion cel lu la i re e t de l im i te r la f ixat ion de substances à t e s t e r à l ' a l bum ine 

sér ique, absente de l ' u l t ra f i l t ra t g loméru la i re en cond i t i ons physiologiques. 

Les t eneu rs en DMSO des so lu t ions stocks on t é té choisies de sor te à ce qu 'e l les n ' a t t e i g n e n t pas plus 

de 0 , 1 % (v/v) après d i l u t i on pou r le t r a i t e m e n t des cellules. L'absence d ' e f f e t (à ce t te concen t ra t i on ) 

a été vér i f iée p réa lab lemen t par mesure de la survie à l 'aide des tests au M I T , à la résazur ine et au 

v io le t de gent iane. 

Les mesures s p e c t r o p h o t o m é t r i q u e s son t e f fec tuées à l 'aide d 'un lec teur de p laque iEMS Reader M F 

(The rmo Labsystems, Breda, Pays-Bas). Le c y t o m è t r e de flux e m p l o y é est un FACS Canto II (BD 

Bioscience, San José, USA) ; les données enregist rées sont t ra i tées à l 'a ide d u logiciel FlowJo (Tree 

Star, Ash land, USA). La mic roscop ie en f luorescence a é té réalisée à l 'a ide d u m ic roscope Ax ioskop 

(Zeiss, Germany) équ ipé d 'un appare i l p h o t o DP200 (Deltapix, Maa iov , Denmark ) . 
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3.6. Détermination des doses de travail 

Les doses de substances tox iques o u d 'ex t ra i t s de p lantes auxquel les les cel lu les seron t exposées 

dans la su i te de ce t rava i l on t é té choisies après é labo ra t i on de courbes de surv ie via les tests basés 

sur le b r o m u r e de 3 - (4 ,5 -d iméthy l th iazo l -2 -y l ) -2 ,5 -d ipheny l t é t r azo l i um (MTT) [216] , la résazurine 

[217, 218 ] e t le v io le t de gen t iane [219, 220] . 

3.6.1. Test au MTT 

Les sels de t é t razo l i um, don t fa i t par t ie le MTT, son t une fami l l e de senseurs redox qui peuven t ê t re 

réduits en fo rmazans par les cel lules m é t a b o l i q u e m e n t act ives [221]. Ces dern iers peuven t ê t re 

quant i f iés par s p e c t r o p h o t o m é t r i e . La mesure de surv ie ce l lu la i re basée sur l 'u t i l i sa t ion de sels de 

té t razo l i um est une techn ique de labora to i re qui c o m p t e pa rm i les plus emp loyées . 

En 1963, Slater et al. r a p p o r t e n t pou r la p r e m i è r e fois que les sels de t é t r azo l i um peuven t ê t re 

réduits par la chaîne resp i ra to i re m i t o c h o n d r i a l e [222]. En 1983, M o s m a n n suggère que ce t te 

p ropr ié té soit ut i l isée pour éva luer la p ro l i f é ra t i on et la surv ie cel lu la i re [216] . Il déve loppe alors le 

test au MTT (3 - (4 ,5 -d iméthy l th iazo l -2 -y l ) -2 ,5 -d iphény l té t razo l ium) . Depuis les années 60, il a é té 

supposé que le cl ivage du cycle du MTT d é p e n d du comp lexe II de la chaîne resp i ra to i re des 

mi tochondr ies , lequel c o m p r e n d la succ inate déshydrogénase. Des é tudes u l té r ieures o n t d é m o n t r é 

que la ma jo r i t é des réact ions de réduc t i on du MTT ava ien t l ieu au n iveau de sites 

ex t ram i tochond r iaux imp l i quan t les NADH et NADPH (Figure 28) [223] . 

Les cellules HK-2 sont ensemencées dans une p laque 96 pu i ts (10 .000 /pu i ts ) , incubées pendan t 24 h, 

puis t ra i tées par les substances à tes te r p e n d a n t 48 h. Les pu i ts sont r incés 2 fo is avec du SF et 

incubés p e n d a n t 3 h avec une so lu t i on à 1 m g / m l de MTT (Sigma-AIdr ich, St Louis, USA). La p laque 

est re tou rnée au-dessus d ' un pap ier absorban t , les cr is taux de f o r m a z a n son t dissous avec du DMSO, 

Principe 

Figure 28 : mécanisme de réduction du bromure de tétrazolium en formazan. 

Protocole 
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et les absorbances des pu i ts son t mesurées à 540 et 620 n m avec un s p e c t r o p h o t o m è t r e iEMS 

Reader MF. 

L 'absorbance mesurée à 620 n m est re t ranchée de cel le à 540 n m . Le pou rcen tage de cel lu les 

m é t a b o l i q u e m e n t act ives est calculé par la f o r m u l e su ivante : 

A puits - A blanc 
/oage ^ ^^^^ _ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ 0 

Où "A puits" est l ' absorbance du pui ts con tenan t la so lu t ion à tes te r ; "A ctd" est la m o y e n n e des 

absorbances des pui ts con t rô les ; e t "A blanc" est la m o y e n n e des absorbances des pu i ts blancs. 

3.6.2. Test à la résazurine 

Principe 

Le pr inc ipe de f o n c t i o n n e m e n t du tes t à la résazurine est semb lab le à celui d u MTT : la mo lécu le peu t 

ê t re rédu i te en résoru f ine par des cel lules m é t a b o l i q u e m e n t act ives (Figure 29). Le réact i f (de 

cou leur b leue) e t le p r o d u i t (de cou leur rose) peuvent ê t r e dosés par s p e c t r o p h o t o m é t r i e ou, é t an t 

donné les p ropr ié tés f l uo rescen tes de la résoruf ine, par f l u o r i m é t r i e [221] . 

NAD(P)H NAD(P)* 
O- H* H2O 

"OH O ^ ^ O ^ " O H 

Figure 29 : mécanisme de réduction de la résazurine en résorufine au sein des cellules métabol iquement actives. 

Protocole 

Les cel lules son t t ra i tées c o m m e décr i t en 3.6.1. Test au MTT. Les pui ts son t r incés 2 fo is avec d u PBS, 

incubés pendan t 2 heures avec une so lu t ion à 0 ,44 m M de résazur ine (Sigma-AIdr ich, St Louis, USA) 

d i luée dans du PBS e t les absorbances son t mesurées à 540 et 620 n m avec le s p e c t r o p h o t o m è t r e 

iEMS Reader MF. Le pou rcen tage de résazurine rédu i te est calculé se lon la f o r m u l e su ivan te : 

( £ 0 X ) X 2 . A à 1 - ( £ 0 X ) à 1 . A à 2 

~ ( £ R E D ) à 1 . A ' A 2 - ( E R E D ) à 2 . A ' A l 

Où : Eox est le coe f f i c ien t d ' ex t i nc t i on mola i re de la résazurine (soit 47 .6 à 5 4 0 n m et 34.8 à 620 nm) ; 

EREoest le coef f i c ien t d ' ex t i nc t i on mo la i re de la résoruf ine (soit 104.4 à 540 n m e t 5 .5 à 620 nm) ; A 

est l ' absorbance des pui ts co r respondan t à la so lu t ion à tes te r ; A ' est l ' absorbance m o y e n n e des 

pui ts blancs ; A l = 540 n m ; X2 = 620 nm. La mesure est normal isée par r a p p o r t au con t rô l e . 
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3.6.3. Test au violet de gentiane 

Principe 

Il s 'agit d 'une m é t h o d e dér i van t de la co lo ra t i on de Gram ut i l isée en bactér io log ie . Le v io le t de 

gen t iane est po r teu r d 'une charge ca t i on ique (Figure 30), ce qui le rend capable de se lier à des 

molécu les an ion iques te l les que l 'ADN o u cer ta ines pro té ines. Ainsi , la f i xa t ion du co lo ran t sera 

dépendan te de la quan t i t é de mac romo lécu les b io log iques ; e t sa remise en so lu t ion p e r m e t t r a une 

d é t e r m i n a t i o n par s p e c t r o p h o t o m é t r i e [219, 220] . 

Ci-

Figure 30 : structure du violet de gentiane (aussi appelé cristal violet). 

Protocole 

Les cel lules sont t ra i tées c o m m e décr i t en 3.6.1. Test au MTT, e t les pu i ts son t r incés 2 fois avec du 

PBS. Les cel lules sont f ixées p e n d a n t 10 m in avec une so lu t ion à 2 % de p a r a f o r m a l d é h y d e (m/v ) , puis 

marquées pendan t 10 m in à l 'a ide d ' une so lu t ion de cr istal v io le t à 1 % (m/v ) . Les pui ts sont r incés 

a b o n d a m m e n t à l 'eau de vi l le, e t le cr istal v io le t re tenu par les cel lu les f ixées est solubi l isé par une 

so lu t ion de SDS à 1 % (m/v ) . L 'absorbance est mesurée à 540 n m avec le s p e c t r o p h o t o m è t r e iEMS 

Reader MF, et le pourcen tage de cel lu les v ivantes est calculé selon la f o r m u l e su ivante : 

A puits - A blanc 
%age = — x 1 0 0 

A Ctrl - A blanc 

Où : "A puits" est l 'absorbance du pu i ts c o n t e n a n t la so lu t i on à tes te r ; "A ctrl" est la m o y e n n e des 

absorbances des puits cont rô les ; e t "A blanc" est la m o y e n n e des absorbances des pui ts blancs. 

3.6.4. Dosage des protéines 

Principe 

Le dosage se base sur la m é t h o d e à l 'acide b ic inchon in ique (BCA) : en mi l ieu alcal in, les p ro té ines 

rédu isent les ions Cu^* en Cu* ( réac t ion du b iure t ) ; ces dern ie rs son t a lors complexés par le BCA qu i 

acqu ie r t une co lo ra t ion v i o l e t t e d o n t l 'absorbance max ima le se s i tue à 562 n m (Figure 31) [224] . 
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Figure 31 : principe du dosage des protéines à l'aide du BCA. 

Protocole 

Les cel lules son t ensemencées en plaques 96 pui ts, son t t ra i tées et r incées 2 fo is avec d u PBS. Les 

cel lu les sont ensu i te lysées avec une so lu t ion de lyse (Cell Lysis Bu f fe r ; BD Pharmingen , San Diego, 

USA). Les p ro té ines son t dosées à l 'aide du kit Pierce BCA Protein Assay (The rmo Scient i f ic , Rockford , 

USA) su ivant les ins t ruc t ions d u fabr icant . 

L 'absorbance est mesurée à 540 n m avec un s p e c t r o p h o t o m è t r e iEMS Reader MF e t les quan t i t és de 

pro té ines présentes son t rappor tées aux cond i t i ons cont rô les . 

3.6.5. Mise en équation des courbes de survie 

Les données expé r imen ta les {i.e. le pourcen tage de cellules v ivantes en f o n c t i o n de la dose) 

ob tenues pou r les tes ts au MTT, au v io le t de gent iane et à la résazurine son t mises en g r a p h i q u e avec 

le logiciel GraphPad Prism 5 (La Jolla, USA). Après t r a n s f o r m a t i o n des va leurs de c o n c e n t r a t i o n en 

leurs logar i thmes, un modè le de régression non l inéaire est app l iqué de man iè re à t race r une cou rbe 

de surv ie d ' é q u a t i o n : 

100 

y ~ i ^ iQ(\ogIC50~x)xa 

OÙ : y rep résen te le pourcen tage de survie cel lu la i re ; IC50, la concen t ra t i on en subs tance tes t 

p rodu isan t une surv ie ce l lu la i re de 50 % ; x, la concen t ra t i on en substance tes t ; a, la pen te de la 

cou rbe à l'ICso. 

De ce t te é q u a t i o n p e u v e n t ê t r e calculées les concen t ra t ions p rodu isan t 25 % o u 1 % de mo r ta l i t é 

( IC25 o u ICi) qu i se ron t ut i l isées dans les expér iences u l tér ieures. 
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3.7. Etude de la mortalité cellulaire 

3.7.1. Evaluation de la survie 

La survie g lobale des cel lules HK-2 t ra i tées avec les ext ra i ts e t / o u les agents tox iques a é té 

dé te rm inée à l 'a ide du tes t à la résazur ine décr i t ci-dessus. 

Dans certa ins cas, la quan t i t é de p ro té ines a é té éva luée af in de con f i rme r les mesures de survies 

ob tenues avec le test à la résazur ine. En e f fe t , ce dern ie r éva lue la v iab i l i té ce l lu la i re en supposant 

que l 'act iv i té m é t a b o l i q u e des cel lu les est d i r e c t e m e n t p ropo r t i onne l l e à leur n o m b r e . Une mesure 

de la quan t i t é de pro té ines peu t en e f f e t i nd ique r un ra len t i ssement de l 'act iv i té m é t a b o l i q u e {i.e. un 

ra len t issement de la resp i ra t ion cel lu la i re) qu i ne so i t pas cor ré lé à une m o r t a l i t é ce l lu la i re . 

3.7.2. Mesures d'apoptose 

Principe 

La p ropo r t i on de cel lules en a p o p t o s e a é t é d é t e r m i n é e par une m é t h o d e en c y t o m é t r i e de f lux 

reposant sur un doub le marquage à l 'annex ine V et à l ' i odure de p r o p i d i u m (PI). En débu t de 

processus apop to t i que , les résidus phosphat idy lsé r ines de la m e m b r a n e p lasmique son t renversés de 

man iè re à ê t re présentés sur la sur face ex te rne de la cel lu le ( p h é n o m è n e / / / p - / / o p ) . L 'annexine V est 

une p ro té ine sanguine capable de se f ixer aux phosphat idy lsér ines ; son coup lage à un f l u o r o p h o r e 

te l que le FITC ( iso th iocyanate de f luorescé ine) p e r m e t la dé tec t i on de cel lules en apop tose . Le PI 

(Figure 38) est, quan t à lui, un agen t in te rca lan t capable de se f ixer à l 'ADN et à l 'ARN. Il ne pénèt re 

dans le cy top lasme que lorsque l ' i n tégr i té de la m e m b r a n e p lasmique est a l té rée , n o t a m m e n t au 

cours de la nécrose o u des phases ta rd ives de l ' apop tose [225] . 

Ces 2 m a r q u e u r s p e r m e t t e n t de dé f in i r 4 popu la t i ons cel lu la i res : 

- Cellules viables : Annex ine V " / P I " 

- Cellules en phase précoce d ' a p o p t o s e : Annex ine V / PI" 

- Cellules en phase ta rd ive d ' apop tose : Annex ine \ / * / PI* 

- Cellules en nécrose : Annex ine V " / PT 

Protocole 

Les cellules HK-2 sont ensemencées dans des p laques de cu l tu re à 12 pui ts (100 .000 cellules par 

puits) e t incubées pendan t 24 h avan t d ' ê t r e t ra i tées par les substances à tes te r . Les cel lules son t 

récol tées par t ryps in isa t ion et cen t r i fugées à 1400 g. Le surnageant est é l im iné , e t les cel lules son t 
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remises en suspension dans une so lu t i on d 'annex ine V couplée au FITC et de PI (BD Pharmingen , San 

Diego, USA). La suspension est incubée 15 m i n à t e m p é r a t u r e a m b i a n t e , r incée avec du PBS, 

cent r i fugées à 1400 g, puis analysée par cy tomé t r i e de f lux. Les débr is e t amas cel lu laires son t 

é l im inés à l 'a ide du logiciel FlowJo et les p ropor t i ons de cellules v ivantes, en nécrose, en phase 

précoce ou ta rd ive d ' apop tose son t dé te rm inées . 

3.8. Mesure du statut oxydatif 

Principe 

Cet te m é t h o d e de quan t i f i ca t i on du s ta tu t oxyda t i f se base sur la conve rs ion d ' une sonde, le 

d iacé ta te de 2 ' ,7 ' -d i ch lo rod ihydro f luo rescé ine (H2DCF-DA) (Figure 32), par des cel lu les v ivantes. Cet te 

mo lécu le pénè t re l i b r e m e n t dans le cy top lasme o ù ses 2 fonc t ions acétates son t cl ivées par des 

estérases. Le H2DCF résu l tan t d i f fuse mo ins fac i l emen t à t ravers la m e m b r a n e p lasmique e t se 

r e t r ouve donc séquest ré dans le cytosol . Les ROS/RNS présents dans la cel lu le p o u r r o n t alors oxyder 

la sonde en DCF, d o n t la f luorescence pour ra ê t re quant i f iée selon une m é t h o d e de c y t o m é t r i e de 

f lux [226] . 

Figure 32 : mode d'action du H2DCF-DA : le marqueur traverse la membrane plasmique. Ses fonctions acétates sont 

rapidement clivées par des estérases cellulaires non spécifiques, limitant sa fuite du cytosol. Le dérivé est oxydé par des 

ROS, produisant du 2',7'-dichiorofluorescéine (DCF), dont les propriétés de fluorescence permettent sa quantification. 

Protocole 

Les cel lules son t t ra i tées dans des p laques 12 pui ts , r incées 2 fois par d u t a m p o n HBSS, puis incubées 

à 37 °C p e n d a n t 30 m i n avec une so lu t ion à 10 piM de H2DCF-DA (Sigma-AIdr ich, St Louis, USA) d i luée 

dans d u t a m p o n HBSS. Les cel lu les sont ensu i te récol tées par t ryps in isa t ion , cen t r i fugées à 1400 g e t 

analysée en c y t o m é t r i e de f lux . La f luorescence émise par le DCF est enreg is t rée . Les débr is e t amas 
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cel lulaires sont é l iminés à l 'a ide du logiciel FlowJo, e t l ' i n tens i té de f luorescence m o y e n n e (MFI ; 

moyenne géomé t r i que ) est es t imée . 

3.9. Production de matrice extracellulaire - dosage du collagène 

Principe 

Les RPTECs subissant des a t te in tes tox iques son t capables de synthét iser du col lagène. Cette 

p roduc t i on de p ro té ines de la MEC a pour bu t de c icatr iser les tubu les endommagés , en co lma tan t 

les lacunes laissées par la m o r t e t le d é t a c h e m e n t de cel lules env i ronnantes . Toute fo is , le 

remp lacemen t massif de cel lu les tubu la i res par un t issu c icatr ic ie l iner te condu i t à la per te 

i r réversible de la f o n c t i o n tubu la i re . L imi ter la p r o d u c t i o n de co l lagène vise à empêche r l ' appar i t ion 

d 'un t issu non f o n c t i o n n e l e t non résorbab le . 

Le col lagène peu t ê t re dé tec té e t quan t i f i é à l 'aide de rouge picrosir ius (PSR) : ceci a été m o n t r é in 

vivo, n o t a m m e n t dans des biopsies de g re f f on rénal a f in de p ronos t i que r le succès d 'une 

t ransp lan ta t ion rénale [46, 227] . La m é t h o d e a déjà é té app l i quée in vitro, n o t a m m e n t sur des 

cellules HK-2 [205, 228] : le PSR f ixe les br ins de co l lagène de cel lu les f ixées. Le co lo ran t est remis en 

so lut ion et dosé par s p e c t r o p h o t o m é t r i e . 

Toutefo is , é tan t d o n n é que le m o d è l e de tox ic i té ut i l isé dans ce t rava i l i ndu i t une cer ta ine mo r ta l i t é 

cel lulaire, les valeurs d 'absorbance a t t r ibuab les au PSR se ron t corr igées par r appo r t à une act iv i té 

métabo l ique , d o n t la co r ré la t i on avec la quan t i t é de p ro té ines a été p réa lab lemen t vér i f iée (cf. 

sect ion 3.7.1. Evaluation de la survie). 

Protocole 

Les cellules son t t ra i tées dans des p laques 96 pu i ts et r incées par du PBS. L 'act iv i té mé tabo l i que de 

chaque pui ts est es t imée selon le tes t à la résazur ine décr i t p r é c é d e m m e n t . Les pui ts son t ensui te 

rincés par du PBS et les cel lules son t f ixées par a jou t de m é t h a n o l à - 20 °C et i ncuba t ion pendan t 1 h 

à 4 °C. Les pui ts sont r incés 2 fois avec une so lu t ion d 'ac ide acé t ique à 1 % (v/v) , e t les f ibres de 

col lagène sont marquées par une so lu t ion 0 , 1 % ( m / v ) de PSR. Les pui ts sont r incés 3 fo is par une 

solut ion d 'ac ide acét ique 1 % (v /v) , e t le co lo ran t est resolubi l isé par une so lu t ion de NaOH 0 ,1 M . 

Les absorbances de chaque pui ts son t mesurées à 540 n m avec un s p e c t r o p h o t o m è t r e iEMS Reader 

MF, puis normal isées par r appo r t à l 'act iv i té m é t a b o l i q u e d é t e r m i n é e p r é c é d e m m e n t . La cor ré la t ion 

ent re le n o m b r e de cel lules par pui ts , l 'act iv i té m é t a b o l i q u e ( test à la résazur ine) e t la quan t i t é de 

proté ines (mesurée par la m é t h o d e à l 'acide b ic inchon in ique) a é té ob jec t i vée au cours d 'expér iences 

prél iminaires. 
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3.10. Relocalisation de la p-caténine 

La P-caténine est une p ro té ine qui j o u e un doub le rôle dans la cel lu le : d ' u n e par t , e l le i n t e r v i en t au 

niveau in t racy top lasmique dans les jonc t ions cel lulaires en l iant la E-cadhér ine au c y t o s q u e l e t t e 

d 'ac t ine. Elle peu t ainsi ê t re ut i l isée c o m m e marqueu r de l ' in tégr i té d u p h é n o t y p e ép i thé l ia l [229] . 

D 'aut re par t , lo rsque les RPTECs subissent des a t te in tes tox iques, les j onc t i ons in terce l lu la i res son t 

r ompues et la p -ca tén ine , après recon f igura t ion s t ruc tu re l le [230] , peu t se re local iser dans le noyau 

où el le exercera une act iv i té de fac teur de t ransc r ip t ion en con jonc t i on avec des fac teurs de la 

fami l le Tcf /Lef , indu isan t la t r ansc r i p t i on de gènes imp l iqués dans les processus de f ib rose [231] . 

Deux m é t h o d e s on t pe rmis de mesure r la quan t i t é de P-caténine sous sa f o r m e m e m b r a n a i r e e t sous 

f o r m e t rans i to i re en cours de re local isat ion ( in t racy top lasmique /nuc léa i re ) . 

3.10.1. Perte de p-caténine membranaire 

Principe 

L'analyse de P-catén ine m e m b r a n a i r e a nécessité la mise au po in t d ' une m é t h o d e de q u a n t i f i c a t i o n 

de f luorescence par analyse d ' image (QFIA = quantitative fluorescence image analysis) a f in de 

quan t i f i e r la f luorescence a t t r i buab le à la f o r m e m e m b r a n a i r e de P-catén ine après i m m u n o m a r q u a g e 

imp l i quan t le f l u o r o p h o r e Cyanine-3 (A.EX = 548 n m / X^m = 563 nm) . Pour cela, les in tens i tés de 

f luorescence o n t é té évaluées par es t ima t i on de la l um inance de chaque champ. 

En imager ie n u m é r i q u e , la l um inance co r respond à une m o y e n n e a r i t h m é t i q u e des in tens i tés des 

cou leurs pr imai res (RGB) calculée selon la f o r m u l e : 

R + G+B 
Luminance = 

Ainsi, pour une image codée sur 24 bits, la t r a n s f o r m a t i o n en l um inance f ou rn i r a une image en 

n iveaux de gris codée sur 8 bits. La s o m m e (ou a l t e rna t i vemen t , la m o y e n n e ) des va leurs de gris 

ob tenues après convers ion f o u r n i t une appréc ia t ion de la quan t i t é de lum iè re émise par le c h a m p 

pho tog raph ié en mic roscop ie de f luorescence. 

Le logiciel Fiji (Fiji is j us t ImageJ) a été ut i l isé : il s'agit d ' un p r o g r a m m e open-sou rce p e r m e t t a n t le 

t r a i t e m e n t e t l 'analyse d ' images. Son f o n c t i o n n e m e n t , basé sur le langage Java, p e r m e t la c réa t i on e t 

l 'a jout de nouveaux plugins e t macros ne f igu ran t pas dans les op t i ons de base du p r o g r a m m e . 

Dans le cas présent , un scr ip t de m é t a p r o g r a m m a t i o n fa isant appel aux fonc t i ons de base de Fiji a é té 

écr i t . La macro é laborée t i e n t c o m p t e du fa i t que les cel lules HK-2 subissant des a t t e i n tes t ox i ques 

peuven t p résenter de la p -ca tén ine au n iveau nucléaire ( f o rme relocal isée ; Figure 33) . 
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ar l AA 50 |XM 
Figure 33 : immunomarquages de cellules traitées pendant 48 h avec ou sans AA (50 ^M) et montrant la localisation de p-

caténine aux niveaux membranaire et nucléaire (grossissement 400 x). 

Afin d 'é l im ine r l 'éventue l le f luo rescence é m a n a n t du noyau, les cel lules on t é té marquées par du 

DAPI (4 ' ,6 ' -d iamid ino-2 -phény l indo le ) , un agent in te rca lan t é m e t t a n t une f luorescence b leue après 

f i xa t ion à [ 'ADN. Les images acquises seron t ensu i te t ra i tées de man iè re à soust ra i re la f o r m e des 

noyaux du reste de l ' image (Figure 34). 

La macro rédigée est la su ivante : 

input = getDIrectoryC'Choose Input Directory"); 
output = getDIrectoryC'Choose Output Directory"); 
list = getFileList(input); 

setBatchMode(true); 

for (1=0; i<list.length; i++){ 
showProgress(i+1, list.iength); 

open(input+list[l]); 
run("Duplicate...", "title=copy"); 

selectWindow(list[i]); 
run("Split Channels"); 
selectWindow(list[i] + " (green)"); 
closeO; 
selectWindow(list[i] + " (red)"); 
closeO; 
selectWindow{list[i] + " (blue)"); 
rename("blue"); 

setThreshold(0, 30); 
runC'Convert to Mask"); 

imageCalculator("Subtract", "copy","blue"); 

selectWindow("blue"); 
closeO; 

run("Subtract Background...", "rolling=50"); 
run("RGB to Luminance"); 
saveAs("Jpeg", output+"Processed "+llst[l]); 
run("Set Measurements...", " mean limit display scientific redirect=None declmal=3"); 
run("Measure"); 
closeO; 
close(); 
} 
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Figure 34 : traitement des images avec Fiji : la forme des noyaux est repérée par leur fluorescence bleue (A), binarisée (B) 

et soustraite de l'image originale (C). L'image produite est convertie en niveau de gris par conversion en luminance (D). 

La quantité de fluorescence émise est ensuite évaluée par calcul de la valeur moyenne du niveau de gris codée sur 8 bits. 

Des expér iences p ré l im ina i res o n t permis de juger de la va l id i té de ce t t e approche de QFIA. Le 

d o m a i n e de l inéar i té , ainsi que la rep roduc t ib i l i t é de la m é t h o d e o n t é t é évalués à l 'a ide de 

microb i l les de 6,0 \im g re f fées avec un f l uo ropho re don t les p ropr ié tés son t semblab les à cel les de la 

cyan ine-3 ut i l isée p o u r l ' i m m u n o m a r q u a g e de la (3-caténine ( Inspeck™ Orange (XEX = 540 n m / -

560 nm) ; Mo lecu la r Probes, Eugène, USA). 

Protocole 

Les cel lules son t t ra i tées sur des lames compar t imen tées , r incées par du PBS, f ixées à l 'a ide d ' u n e 

so lu t i on à 4 % de p a r a f o r m a l d é h y d e (m /v ) pendant 20 m in et perméab i l i sées par une so lu t i on de 

T r i t o n X à 0 , 0 1 % pendan t 5 min . Les lames sont à nouveau rincées, e t les cel lules son t incubées avec 

un sé rum b loquan t d 'âne "Normal Donkey Sérum" (sc-2044, Santa Cruz B io techno logy , Santa Cruz, 

USA) pendan t 1 h. Elles son t ensu i te incubées avec un ant icorps p r ima i re "Mouse anti-human 6-

catenin primary antibody" (sc-7963, Santa Cruz Bio technology, Santa Cruz, USA) pendan t 1 h, r incées 

2 X dans du PBS e t incubées avec un ant icorps secondai re "Cyanine-3 conjugated donl<ey anti-mouse 

secondary antibody" (715-166-151, I m m u n o Research Lab Jackson) p e n d a n t 30 m in . Après 2 r inçages 

dans d u PBS, les lames sont m o n t é e s avec un mi l ieu de mon tage c o n t e n a n t du DAPI (DAPI -conta in ing 

Pro long Gold an t i fade reagen t ; Inv i t rogen, Eugène, USA). Les lames p e u v e n t ensu i te ê t re observées 

sous le mic roscope en f luo rescence Ax ioskop équ ipé de l 'appare i l p h o t o DP200 au gross issement 

4 0 0 X. 

Pour chaque cond i t i on expé r imen ta le , 10 images sont enregis t rées et analysées avec le logiciel Fiji. 
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3.10.2. Acquisition de p-caténine intracytoplasmique/nucléaire 

Principe 

Les cellules HK-2 seront t ra i tées dans les mêmes cond i t ions que p r é c é d e m m e n t avant d 'ê t re 

décrochées et marquées à l 'aide d 'un an t icorps c ib lant la f o r m e nucléaire de P-caténine. L'analyse de 

f luorescence a t t r ibuab le à la f o r m e relocal isée de la p ro té ine sera réal isée par cy tomét r i e de f lux. 

Des immunomarquages sur lame e t examen en microscopie de f luorescence (Figure 35) o n t permis 

de con f i rmer v isue l lement que l 'an t icorps sélect ionné ne c ib la i t pas la f o r m e membrana i re de (î-

caténine. 

Ctr l A A 50 MM 

Figure 35 : immunomarquage de cellules HK-2 avec l'anticorps primaire dédié à l'analyse de la forme nucléaire de p-

caténine. Les cellules ont été traitées pendant 48 li avec ou sans AA (50 nM) (grossissement 400 x). 

Protocole 

Les cellules sont t ra i tées dans des plaques 12 puits, récol tées par t ryps in isa t ion , centr i fugées à 500 g 

e t f ixées pendant 20 m in à 4 °C à l 'a ide d 'une so lu t ion Cy to f i x /Cy toperm (BD Pharmingen, San Diego, 

USA). La suspension est r incée 2 fo is avec du PBS avant d 'ê t re incubée avec un ant icorps ant i -P-

caténine {anti-human 6-catenin-phycoerythrin monoclonal antibody ; R&D Systems, Mineapo l is , USA) 

pendant 30 m in à l 'abri de la lumière . Les cel lules sont ensui te analysées à l 'aide du c y t o m é t r e de f lux 

BD FACS Canto il. 10.000 événemen ts co r respondan t à des cel lules HK-2 sont enregistrés. La mesure 

de f luorescence moyenne (MPI ; m o y e n n e géomét r ique) se fa i t à l 'aide du logiciel FlowJo après 

é l im ina t ion des débris et amas cel lulaires. 

3.11. Caractérisation phénotypique par RT-qPCR 

Principe 

Cette techn ique pe rmet la quan t i f i ca t i on de br ins d'ARN codan t pour des pro té ines spéci f iques : il est 

ainsi possible d 'évaluer l 'act iv i té t ransc r ip t ionne l ie pour un gène choisi. 
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Dans un p r e m i e r t e m p s l 'ARN t o t a l de cel lules t ra i tées est isolé. 

Dans un second temps , l 'ARN pur i f ié va ê t re re t ranscr i t en ADN à l 'a ide d 'une t ranscr ip tase inverse. 

Les brins d 'ADN von t ensu i te ê t re dup l iqués par PCR (polymérase chain reaction). Cet te t e c h n i q u e 

consiste à répé te r des cycles de 3 étapes : (i) une déna tu ra t i on qui p e r m e t de séparer les br ins d 'ADN 

comp lémen ta i res et qu i se f a i t par chauf fage à 95 °C ; (ii) une hyb r ida t ion d u r a n t laquel le les amorces 

(= brins d 'ADN c o m p l é m e n t a i r e s du gène d ' in té rê t ) von t s 'appar ier par c o m p l é m e n t a r i t é ; e t (iii) une 

é longa t ion v isant à c o m p l é t e r la séquence d 'ADN à l 'aide d ' une ADN po lymérase . 

Chaque cycle mu l t i p l i e le n o m b r e de brins par 2. De plus, l ' é longa t ion p e r m e t d ' i n co rpo re r des 

nuc léot ides marqués par une sonde f luorescente , ce qui autor ise la quan t i f i ca t i on des br ins d 'ADN 

auxquels el le est f ixée. La sonde est ma rquée par un f l u o r o c h r o m e (le Sybr® Green) en 5' e t par un 

quencher en 3'. Pendant l ' é tape d 'hyd r ida t ion , les amorces et les sondes s 'appar ien t à leur séquence 

comp lémen ta i r e . Lorsque les sondes sont intactes, le quencher p e r m e t d ' i nh ibe r la f l uo rescence du 

f l u o r o c h r o m e . Duran t la po lymér i sa t ion , la po lymérase al longe la séquence d 'ADN e t cl ive le 

f l u o r o c h r o m e à l 'aide de son act iv i té exonucléase. Celui-ci n'est a lors plus inh ibé par le q u e n c h e r e t 

va pouvo i r ê t re quant i f ié . 

Cet te m é t h o d e est qua l i f iée de "PCR en t e m p s réel" (real time, RT) é tan t d o n n é qu 'e l le p e r m e t la 

quan t i f i ca t i on de l 'ADN amp l i f i é après chacun des cycles [232] . 

Protocole 

Les cel lules HK-2 son t t ra i tées dans des plaques 6 puits, puis récol tées par t r yps in i sa t ion , lysées par 

une so lu t ion de th iocyana te de guan id in ium e t conservées à - 80 °C jusqu 'à leur analyse. 

L'ARN des échan t i l l ons est ex t ra i t à l 'a ide d 'un ex t rac teu r a u t o m a t i q u e et du ki t M a g N A Pure LC 

mRNA HS (Roche, M a n n h e i m , Germany) . Une sonde por teuse d 'un g r o u p e m e n t b io t i ne est a j ou tée 

aux échant i l l ons ; el le s 'hybr ide aux queues polyA de l ' ex t rémi té 3' de l 'ARN. Des bi l les m a g n é t i q u e s 

recouver tes de s t rep tav id ine p e r m e t t e n t d ' iso ler le comp lexe sonde-ARN. L'ADN g é n o m i q u e rés iduel 

est dégradé grâce à de la DNAse, e t les échant i l lons sont lavés et élués. 

L'ARN isolé est ensu i te dosé à l 'a ide d 'une Nanod rop 2000 (Thermo Scient i f ic Rockford , USA), e t d i lué 

de man iè re à p rodu i re des so lut ions d'ARN de concen t ra t ions iden t iques p o u r chacune des 

cond i t i ons à analyser. 

La PCR est e f fec tuée en une seule é tape (one-step PCR), les échant i l lons son t add i t i onnés dans un 

mé lange réac t ionne l LightCycler® 4 8 0 RNA master hydrolysis probes (Roche, M a n n h e i m , Ge rmany ) 

c o m p r e n a n t une ADN po lymérase ( thermorés is tan te) do tée d 'une act iv i té re t ro t ransc r ip tase ainsi 

que d ' une act iv i té ADN po lymérase et exonucléase 5 ' ->3 ' . Cet te enzyme p e r m e t d ' e f f e c t u e r la 

r é t r o t r ansc r i p t i on e t la PCR dans le m ê m e puits. 
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Les amorces Real T ime Ready™ (Roche, M a n n h e i m , Germany) présenta ient les s t ructures suivantes : 

Sens Antisens 

GAPDH 5 ' - c a c t a g g c g c t c a c t g t t c t c - 3 ' 5 ' - g c c c a a t a c g a c c a a a t c c - 3 ' 

E-cadh 5 ' - t g g a g g a a t t c t t g c t t t g c - 3 ' 5 ' - c g c t c t c c t c c g a a g a a a c - 3 ' 

a-SMA ' 5 ' - g a c a g c g c c a a g t g a a g c - 3 ' 
— • — — ' — — . ~ — H — ^ « p , 

5 ' - c t t c g t c g c a c a t t g t g t c t - 3 ' 

V i m 5 ' -gaccagctaaccaacgacaaa -3 ' 5 ' -gaagcatc tcc tcc tgcaa t - 3 ' 

| r G F - b l ^ 5 ' - a c t a c t a c g c c a a g g a g g t c a c - 3 ' 5 ' - t g c t t g a a c t t g t c a t a g a t t t c g - 3 ' 

TGF-b3 5' -aagaagcgggctt tggac-3 ' 5 ' -cgcacacagcagttctcc-3 ' 

cTGF 5 ' - g c c t c c t g c a g g c t a g a g a - 3 ' ^ | ( | | | | ' - g a t g c a c t t t t t g c c c t t c t - 3 ' 
Tableau 5 : amorces utilisées. 

Lorsque su f f i samment de f l uo roch rome a é té l ibéré des sondes, le signal de f luorescence a t te in t le 

Crossing point. Les quant i tés d'ARN sont dé te rminées par la mé thode des AACt e t sont normalisées 

par rappor t au gène codant pour la GAPDH, expr imé de manière constante dans les cellules [233]. 

3.12. Recherche d'effets potentiels sur la régénération tabulaire 

Dans cet te série d'expériences, les extra i ts seront testés seuls, et non plus en combina ison avec les 

tox iques. Le but est ici de me t t re en év idence un e f fe t posi t i f sur les capacités de régénérat ion des 

RPTECs et non plus de les protéger vis-à-vis des ef fe ts délétaires des composés néphro tox iques . 

3.12.1. Evaluation de la prolifération cellulaire par l'index Ki-67 

Principe 

St imuler la pro l i féra t ion des RPTECs après une a t te in te tox ique pe rme t en pr incipe de l im i te r la durée 

et la sévéri té de TARA faisant sui te à la per te de cellules tubu la i res [234, 235]. Pour évaluer la vitesse 

de pro l i fé ra t ion des cellules HK-2, l 'ant igène Ki-67 sera marqué par une techn ique en 

immunof luorescence. Cette p ro té ine est présente à la surface de noyaux de cellules dans les phases 

prol i férat ives du cycle cellulaire (Gi, S, G2 e t M) alors qu 'e l le reste absente en phase de quiescence 

(Go) (Figure 36) [236]. Son rôle précis reste à ce j o u r inconnu ; bien que souvent ut i l isée c o m m e 

marqueur dans l 'évaluat ion du po ten t ie l p ro l i fé ra teur de t umeurs , elle a déjà été imp l iquée dans des 

études in vivo et in vitro s ' intéressant aux capacités de régénérat ion tubu la i re [47, 237] . 
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Ki-67 * Ki-67 " 

Figure 36 : diagramme indiquant la présence de la protéine Ki-67 en fonction des phases du cycle cellulaire. 

Protocole 

A l' issue du t r a i t e m e n t sur lames compar t imentées , les cellules HK-2 sont r incées 2 x 5 m i n dans un 

bain de PBS, f ixées à l 'aide d 'une so lu t ion à 4 % de para formaldéhyde (m/v ) pendan t 20 min et 

perméabi l isées par une so lu t ion de Tr i ton X à 0 ,01 % pendant 5 min. Les lames son t ensu i te incubées 

pendant 1 h à t empéra tu re amb ian te avec une solut ion diluée de sérum de chèvre (PAA, Pasching, 

Austr ia) , puis 1 h avec une so lu t ion d 'ant icorps pr imaire "rabbit anti-human-Ki-67" (Abcam, 

Cambr idge, UK). Après 2 rinçages de 5 min avec du PBS, les lames sont à nouveau incubées avec un 

ant icorps secondaire "Alexa Fluor 488 conjugated goat anti-rabbit antibody" ( Inv i t rogen, Eugène, 

USA) pendant 30 min. Les lames sont r incées avec du PBS, montées dans un mi l ieu de mon tage 

con tenan t du DAPI ( Invi t rogen, Eugène, USA) et observées sous microscops en f luorescence Axioskop 

équ ipé d 'un apparei l pho to DP200 au grossissement 400 x (Figure 37). 20 images par puits sont 

enregistrées ; l ' index Ki-67 cor respond au rappor t du nombre de cellules posit ives pour l 'ant igène Ki-

67 sur le nombre to ta l de cellules. 
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Figure 37 : images obtenues en microcopie de fluorescence (grossissement 400x) après Immunomarquages de l'antigène 

Ki-67 (vert) et des noyaux cellulaires (bleu) pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h en SF (Ctrl) ou avec du FBS (10 %) 

ou du CisPt (10 \iM). 

3.12.2. Analyse des phases du cycle cellulaire 

Principe 

Des molécules néphro tox iques ( n o t a m m e n t les AA et le CisPt) peuvent indu i re des dommages à 

l 'ADN, par f ixa t ion ou par généra t ion de ROS et RNS, e t ainsi b loquer le cycle cel lu la i re [88]. Si le 
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blocage se fa i t en G2 /M , c o m m e c'est le cas p o u r les AA e t le CisPt, il en résu l te u n index Ki-67 

a r t i f i c i e l l emen t plus é levé ; ce lu i -c i n 'es t en e f f e t pas co r ré lé à une i nduc t i on de la p r o l i f é r a t i o n 

cel lu la i re mais à un b iocage d u cycle. 

Cette m a n i p u l a t i o n vise à c o n f i r m e r un é v e n t u e l e f f e t sur l ' i nduc t i on de la p r o l i f é r a t i o n des 

substances tes tées en r é f u t a n t un b locage en G2 /M . 

Pour ce fa i re , l 'ADN des cel lu les sera m a r q u é avec d u PI, un agen t i n te rca lan t d o n t la f l uo rescence est 

exacerbée après f i x a t i o n à des ac ides nuc lé iques (Figure 38) . 

2! 
Figure 38 : structure de l'iodure de propidium. Une fois intercalé dans la double hélice d'ADN, sa fluorescence est 

multipliée 20 à 30 fois [238]. 

L'ADN d e chaque ce l lu le pou r ra a lors ê t r e q u a n t i f i é par une m é t h o d e de c y t o m é t r i e de f lux à l 'a ide 

de la f l uo rescence qu 'e l l e é m e t [239] . En e f f e t , si une ce l lu le en phase Go o u G i possède une q u a n t i t é 

q d 'ADN, alors une ce l lu le en phase G2 o u en m i t o s e e n possède 2q ; une ce l lu le en phase S p résen te 

une q u a n t i t é d ' A D N e n t r e q e t 2q (Figure 39) . 

PE-A 
Figure 39 : diagramme du cycle cellulaire montrant les quantités d'ADN pour chacune des phases (A) (q = Go/Gj ; q - 2q = 

S ; 2q = G2/M). Histogrammes obtenus après marquage au PI de cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec du milieu 
dépourvu de sérum (Ctrl) ou 50 d'AA (B). 
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Protocole 

Les cellules son t t ra i tées dans des plaques 12 puits, récol tées par t r yps in i sa t i on , puis f ixées par une 

so lu t i on à 66 % d 'é thano l (v /v ) pendan t 1 h à 4 °C. La suspens ion est cen t r i f ugée à 1400 g, e t les 

cu lo ts rincés avec du PBS. La suspens ion est à nouveau cen t r i f ugée ; les cel lu les son t remises en 

suspension dans une so lu t i on de PI/RNase Staining Buffer (BD Pha rm ingen , San Diego, USA) su ivant 

les r ecommanda t i ons du fab r i can t e t incubées 15 m in à t e m p é r a t u r e a m b i a n t e . Les cel lu les son t 

lavées par du PBS avant d ' ê t re analysées par le c y t o m é t r e d e f lux BD FACS Canto II. 10 .000 

événemen ts co r respondan t à des cel lules HK-2 sont enregis t rés à une vi tesse max ima le de 200 

évènemen ts / s . L'analyse des cycles cel lulaires se fa i t à l 'a ide du logic ie l FlowJo après é l im ina t i on des 

débr is e t amas cel lulaires : les p ropo r t i ons de cel lules en phases Go/Gi , S o u GjM son t d é t e r m i n é e s 

se lon le modè le de Dean-Jet t -Fox [240] . 

3.12.3. Test de cicatrisation 

Principe 

Le tes t de c icat r isat ion (aussi appe lé scratch assay ou wound healing assay) est une m é t h o d e rap ide 

et peu coûteuse, f r é q u e m m e n t ut i l isée pour évaluer l 'act iv i té c ica t r isante de molécu les ou d 'ex t ra i t s 

sur des ép i thé l ia [241, 242] . Elle consiste à g ra t te r des monocouches cel lu la i res à l 'aide d 'une po in te 

de p ipe t te de man iè re à p rodu i re une rayure l inéaire. La v i tesse de reco lon isa t ion (i.e de 

c icat r isat ion) de la zone é ra f lée est ensu i te évaluée. De précédentes é tudes o n t suggéré q u ' u n e 

a u g m e n t a t i o n de la vi tesse de m ig ra t i on des RPTECs pe rme ta i t une accé lé ra t ion de la régéné ra t i on 

t ubu la i r e [231] . 

Ctrl 

Figure 40 : déroulement du test de cicatrisation. Les cellules arrivant à confluence sont privées de sérum pendant 24, et 

la monocouche cellulaire est grattée avec une pointe de pipette de manière rectiligne. 10 photos de la rayure sont prises 

et les substances à tester sont ajoutées. Après une incubation de 18 h, 10 nouvelles photos sont prises. 
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Protocole 

Les cel lules HK-2 son t ensemencées dans des bo i tes de Pétr i 60 m m o u dans des plaques 6 puits, 

incubées 48 h en présence de m i l i eu c o m p l e t , puis 24 h en mi l ieu SF. Sur les monocouches cel lulaires 

avo is inant les 100 % de con f luence, une rayure l inéaire est p r o d u i t e à l 'a ide d ' une po in te de p ipe t te 

stér i le de 100 [x\. Les débr is ce l lu la i res sont é l iminés par r inçage, puis 10 pho tos sont prises ( temps to) 

à l 'aide d 'un mic roscope M o t i c A E 2 1 équ ipé d 'un apparei l p h o t o M o t i c a m 2300 (Mot i c , Wetz ia r , 

Germany) au grossissement 100 x. Les cel lu les sont ensu i te t ra i tées p e n d a n t 18 h avec les substances 

à tes ter , et 10 nouvel les pho tos son t prises ( temps tjg) (Figure 40) . L'aire m o y e n n e de chaque rayure 

est mesurée aux t e m p s to e t t ig grâce au logiciel TScratch [243] , e t la v i tesse de m ig ra t ion des cel lules 

est dédu i te . 

3.13. Analyses statistiques 

Sauf m e n t i o n cont ra i re , les expér iences sont répétées 4 fo is en ut i l isant des échant i l lons 

s ta t i s t i quemen t indépendan ts . Les résul tats devan t ê t re normal isés par r appo r t à une cond i t i on 

con t rô le sont t ra i tés te ls que décr i ts p r é c é d e m m e n t [244] . Après une analyse de var iance ANOVA-1 

voie, les données sont comparées paire à paire par un tes t - t su ivant la co r rec t ion de Bon fe r ron i à 

l 'aide du logiciel Prism 5 (GraphPad, San Diego, USA) [245, 246] . 
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4. Résultats et discussion 
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4.1. Analyse phytochimique des extraits de plantes 

La présente sect ion décr i t les résu l ta ts des analyses phy toch im iques e f fec tuées. Ces denières se sont 

intéressées à la t e n e u r en molécu les act ives o u marqueurs re t rouvés dans les ext ra i ts . 

4.1.1. Analyse de l 'extrait d'A. sinensis 

L'analyse de l 'ext ra i t AS a p o r t é sur la quan t i f i ca t i on de 2 molécu les m a j o r i t a i r e m e n t é tud iées pou r 

leurs p rop r ié tés b io logiques : l 'acide f é ru l i que (FA) e t le Z- l igust i l ide (Z-lig). 

• Dosage de l'acide férulique 

Une m é t h o d e HPLC-UV, d o n t un c h r o m a t o g r a m m e est p résenté en Figure 41, adap tée de la 

Pharmacopée Chinoise, a pe rmis de d é t e r m i n e r que la quan t i t é d 'ac ide fé ru l i que présente dans 

l 'ex t ra i t s 'élève à 0,743 ± 0,005 m g / g (n = 3). Rappor tée au ma té r ie l végéta l pulvér isé, la t e n e u r 

en FA est es t imée à 2,3 mg /g . Ceci i nd ique que l 'échant i l lon est c o n f o r m e aux cr i tères de qua l i té 

requis par les Pharmacopées Chinoise e t Européenne ( m i n i m u m 0 ,050 %, soi t 0,5 mg/g ) , e t ceci 

en dép i t d 'un m o d e d 'ex t rac t i on sens ib lemen t d i f f é ren t et poss ib lemen t sub -op t ima l (en e f f e t , si 

les 2 Pharmacopées p récon isen t une ex t rac t i on par chauf fage à ref lux pendan t 30 m inu tes avec 

d u m é t h a n o l à 70 %, le p résen t dosage a é té fa i t pour l 'ex t ra i t m é t h a n o l i q u e p r o d u i t par 

macé ra t i on c inét ique) [ 7 8 , 1 4 2 ] . 

FA 

Figure 4 1 : chromatogramme obtenu après injection d'une solution d'extrait AS à 20 mg/ml. A l'aide d'une solution de 

référence, le temps de rétention de l'acide férulique a préalablement été évalué à 18,21 min (A = 316 nm). 

Enfin, la l i t t é ra tu re répe r to r i e des t eneu rs en FA compr ises en t re 0 , 2 1 et 3,75 m g / g [128] . 
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Dosage du Z-Iigustilide 

Une m é t h o d e HPLC-UV, d o n t un c h r o m a t o g r a m m e est présenté en Figure 42 , adap tée de la 

l i t t é ra tu re [247] a permis de doser le Z- l igust i l ide : celui-ci est p résen t à h a u t e u r de 30,6 ± 0,7 

m g / g d 'ex t ra i t (n = 3), soi t 9,9 m g / g de matér ie l végéta l pulvérisé. 
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Figure 42 : chromatogrammes obtenus après injections de solutions de Z-ligustilide à 1 mlVI (haut) ou d'AS à 10 mg/ml 

(bas) (X = 254 nm). 

A t i t r e de compara i son , la q u a n t i t é de Z-lig dans A. sinensis var ie e n t r e 1,26 e t 37 ,7 m g par g r a m m e 

de rac ine sèche [128] . 

4.1.2. Analyse de l 'extrait de E. senticosus 

L'analyse de l 'ex t ra i t d ' f . senticosus s'est concen t rée sur la d é t e r m i n a t i o n des é leu th ros ides B et E 

(Figure 43) , deux substances auxquel les une par t ie de la b ioact iv i té de la p lan te est a t t r i b u é e . 
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Figure 43 : chromatogramme obtenu après injection de l'extrait ES (2,5 mg/ml) (X = 215 nm). L'éleuthéroside B et 

l'éieuthéroside E ont été identifiés après comparaison des temps de rétentions obtenus avec les substances pures (13,75 

et 25,68 min, respectivement). La pureté des pics a été vérifiée par inspection des spectres fournis par le détecteur à 

barettes de diodes. 

La teneu r en é leu théros ide B a é té es t imée à 8,5 ± 0 ,1 m g / g d 'ex t ra i t (n = 3). La t e n e u r en 

é leu t l ié ros ide E a quan t à el le é té éva luée à 9,2 ± 0,2 m g / g d 'ex t ra i t . La s o m m e des teneurs en 

é leuthéros ides B & E est donc de 17,7 ± 0,2 m g / g d 'ex t ra i t , ce qui , r appo r té à la p lan te desséchée, 

cor respond à une t e n e u r de 0,79 m g / g de d rogue . Cet te s o m m e reste t rès l égè remen t in fé r ieure à 

celle requise par la Pharmacopée Européenne 8.0 (0,08 %) ; ce t te d i f fé rence peu t ê t re a t t r i buab le à 

un mode d 'ex t rac t ion d i f f é ren t de celui décr i t dans la monog raph ie . En e f fe t , cel le-ci prévo i t une 

ex t rac t ion de la d rogue par chau f fage à re f lux en présence d 'une so lu t ion h y d r o é t h a n o l i q u e à 50 %, 

don t la po la r i té supér ieure au to r i se une ex t rac t i on o p t i m a l e des é leu théros ides . 

4.1.3. Analyse de l 'extrait de P. ginseng 

L'analyse de l 'ext ra i t PG s'est focal isée sur la d é t e r m i n a t i o n des 7 g insénosides ma jor i ta i res , don t la 

teneur t o t a l e a t t e i n t plus de 90 % de la s o m m e des saponosides to taux . Du fa i t de leur re la t i vemen t 

mauvaise absorp t ion dans l 'UV, la m é t h o d e HPLC-UV décr i te dans la Pharmacopée Européenne 8.0 a 

été comp lé tée par une quan t i f i ca t i on à l 'a ide d 'un d é t e c t e u r MS. 

Chacun des ginsénosides a é té in jecté s é p a r é m e n t de man iè re à iden t i f i e r son t e m p s de ré ten t i on . Le 

courant i on ique to ta l a été enreg is t ré , e t le m / z re lat i f au g insénos ide d ' i n t é rê t en a été ex t ra i t 

( l 'exemple du g insénoside R b l est p résen té à la Figure 44) . 
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Figure 44 : chromatogramme obtenu pour l'injection du ginsénoside R b l et monitoré à 203 nm (A). Le courant ionique 

total obtenu pour cette analyse révèle un pic dont le temps de rétention est similaire (B) et dont le spectre laisse 

apparaître un m/z majoritaire de 1107,7 (C), ce qui correspond à l'ion moléculaire du ginsénoside R b l en mode négatif. 

P o u r l e s 7 g i n s é n o s i d e s , le T a b l e a u 6 i n d i q u e les t e m p s d e r é t e n t i o n , la v a l e u r d e m / z a i n s i q u e l e 

r é s u l t a t d u d o s a g e p o u r c h a c u n d e s g i n s é n o s i d e s . 

G i n s é n o s i d e 
t r 

( m i n ) 
m / z 

T e n e u r d a n s l ' e x t r a i t 

( m g / g ) 

T e n e u r d a n s la p o u d r e 

( m g / g ) 

1 9 , 8 4 7 9 9 , 4 8 , 6 3 ± 0 , 0 6 3 , 2 1 ± 0 , 0 2 

R d 30,45 945,6 13,81 ±0,42 5,14 ±0,16 
1 9 , 6 0 9 4 5 , 6 8 , 0 0 ± 0 , 3 0 2 , 9 8 ± 0 , 1 1 

R b l 27,03 1107,7 20,33 ±0,44 7,56 ±0,16 
R b 2 2 8 , 7 2 1 0 7 7 , 6 2 4 , 0 8 ± 0 , 4 7 8,96 ± 0 , 1 7 

Rc 27,96 1077,6 12,79 ±0,35 4,76 ±0,13 
I f 2 6 , 0 0 7 9 9 , 5 0 , 4 1 ± 0 , 0 0 0 , 1 5 ± 0 , 0 1 ^ 

S o m m e 8 8 , 1 ± 0 , 3 3 2 , 8 ± 0 , 1 

Tableau 6 : résultats du dosage des ginsénosides dans l'extrait PG. Les teneurs ont é té extrapolées à la poudre brute. Les 

valeurs fournies sont des moyennes ± ET de 3 dosages indépendants. 
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La s o m m e des ginsénosides R g l e t R b l représen te 29,0 m g / g d 'ex t ra i t , ou 10,8 m g / g de poudre de 

ginseng bru te . Cette de rn iè re est en accord avec la Pharmacopée Européenne 8.0 qu i préconise une 

teneur de 0,40 % au m i n i m u m . 

De m ê m e , ce t te analyse p e r m e t de c o n f i r m e r l ' i den t i té de la racine : la présence de g insénoside Rf 

est spéc i f ique au Panax ginseng, a lors qu ' i l d e m e u r e absent de Panax quinquefolium et de Panax 

notoginseng [164] . Le c h é m o t y p e d u P. ginseng p résente un ra t io R b l / R g l < 5, ce qui est le cas de 

l 'échant i l lon tes té (2,4). 

4.1.4. Analyse de l 'extrait de S. chinensis 

L' in ject ion des substances de ré fé rence , la schisandr ine et la sch isandr ine B, a permis d 'éva luer leurs 

temps de ré ten t ions à 21,5 e t 47,0 m i n , respec t i vemen t (Figure 45) . 
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Schisandrine B 
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• • 
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Figure 45 : chromatogramme obtenu après injection des 2 substances de référence (X = 254 nm). 

L' inspect ion des spectres ob tenus grâce au dé tec teu r à bare t tes de d iodes révèle que l 'absorbance 

max imale des 2 composés est de 217 nm. A cet te longueur d ' onde , le c h r o m a t o g r a m m e o b t e n u pour 

une so lu t ion d 'ex t ra i t de Scliisandra chinensis p e r m e t d ' i den t i f i e r les pics co r respondan t à la 

schisandrine et à la sch isandr ine B (Figure 46) . 
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Figure 46 : chromatogramme obtenu après injection de 10 ni de l'extrait Schisandra chinensis (50 mg/ml) (X = 217 nm). 

Préa lab lement à l ' ex t rac t ion du schisandra par du méthano l , une é tape de dé l i p ida t i on (par 

perco ia t ion à l 'é ther de pé t ro le ) a é té ent repr ise af in d 'é l im iner la f r ac t i on hu i leuse des graines. Sans 

ce t te é tape, l 'ex t ra i t Schisandra chinensis se présente sous la f o r m e d ' un ex t ra i t f l u ide v isqueux, d o n t 

la so lub i l i sa t ion t o t a l e en mi l ieu aqueux - e t donc dans les mi l ieux de cu l tu re cel lu la i re - est 

impossib le . L 'extra i t dé l ip idé est, quan t à lui, so luble en mi l ieu aqueux e t donc compa t i b l e avec les 

tes ts b io log iques qu i se ron t menés dans la su i te de ce t rava i l . 

A f in de vér i f ie r si l 'é tape de dé l i p ida t ion n 'en t ra îne pas une p r o p o r t i o n i m p o r t a n t e de sch isandr ine et 

de sch isandr ine B, la f rac t i on hu i leuse a é té in jectée dans les mêmes cond i t i ons (Figure 47) . 
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Figure 47 : chromatogramme obtenu après injection de la fraction huileuse (délipidation) des fruits de schisandra (X = 

217 nm). Les pics obtenus pour la schisandrine et la schisandrine B ont des valeurs d'absorbance maximale environ une 

dizaine de fois supérieures à celles obtenues pour l'injection de l'extrait Schisandra chinensis (délipidé). 
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Le ch roma tog ramme ob tenu révèle que la majeure part ie de la schisandrine et de la schisandrine B a 

été entraînée dans le solvant de dé l ip idat ion . Pour des solut ions injectées à 50 m g / m l , les valeurs 

respectives en Schi et Schi B o n t é té est imées gross ièrement à 44 et 8 n g / m l pour l 'extrai t Schisandra 

chinensis, et à 3430 et 1410 ( ig /ml pour l 'hui le provenant de la dé l ip idat ion. 

Nous avons par conséquent décidé que nous n 'évaluerons pas l 'act iv i té néphropro tec t r i ce du 

schisandra sur un ext ra i t mé thano l i que ; les substances de références seront testées d i rec temen t sur 

les modèles cellulaires. 

4.1.5. Analyse de l 'extrait de S. marianum 

Par comparaison des ch roma tog rammes ob tenus pour l 'extrai t à tes ter (Figure 48) avec la référence 

fourn ie par la Pharmacopée Européenne, les pics cor respondant à la si l icr ist ine, à la si l idianine, aux 

sil ibinines A et B, et aux isosi l ibinines A et B sont ident i f iés. Les t e m p s de rétent ions de chacune sont 

indiqués dans le Tableau 7. 

0.0 1 5 0 30 0 45.0 58.9 

Figure 48 : chromatogramme obtenu pour l'extrait de 5. marianum. 

tr (min) 

p i l l c r l s t i n e 18 ,72 

Silidianine 20,03 

|S i l ib in ine A 32,56 1 

Sil ibinine B 34,53 

pisosi l ib inine A 41 ,14 

Isosi l ibinine B 43,00 

Tableau 7 : temps de rétentions pour les 6 flavolignanes majoritaires de la silymarine. 
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• Conformité du système 

Le c h r o m a t o g r a m m e o b t e n u pou r l 'ex t ra i t sec de S. marianum p résen te un p ro f i l semb lab le au 

c h r o m a t o g r a m m e de ré fé rence f o u r n i par la Pharmacopée Européenne 8.0. De plus, se lon les 

précon isat ions de la monog raph ie , la réso lu t ion en t re les pics dus à la s i l ib in ine A et à la 

s i l ib in ine B do i t ê t re au m i n i m u m égale à 1,8. Selon nos cond i t ions expér imen ta les , la réso lu t i on 

o b t e n u e s'élève à 2,8. Le sys tème est donc c o n f o r m e aux exigences de la Pha rmacopée . 

• Calcul des teneurs des composés à doser 

Les teneu rs re lat ives en si l icr ist ine + s i l id ianine, s i l ib inine A + B et isosi l ib in ine A + B son t 

calculées par éva lua t ion des aires sous les pics ob tenus après in jec t ion d 'une so lu t i on s tanda rd 

de s i l ymar ine et d ' une so lu t i on de l 'ext ra i t à tes te r . La teneur en s i l ymar ine , c o r r e s p o n d a n t à la 

s o m m e des teneu rs de ces 6 molécu les , est éga lemen t calculée. 

Les résul tats son t consignés dans le Tableau 8 : 

Moyennes E.T Normes Ph. Eur. 

(%) (%) (%) 

Calcul de la t e n e u r en s i lymar ine 50,4 0,5 30 à 65 

Teneu r en s i l icr is t ine + s i l id ianine 30,6 0 ,1 20 à 45 1 
Teneur en si l ib inine A + B 58,5 0,2 40 à 65 

~̂ Teneu r en isosi l ib in ine A + B 10,8 0 ,1 10 à 20 
Tableau 8 : résultats du dosage pour l'extrait de 5. marianum. Les pourcentages moyens ont été calculés après 3 

injections faites en triplicats. 

Les t eneu rs mesurées pour l 'ex t ra i t de chardon mar ie f o u r n i se s i tuent dans les in terva l les préconisés 

par la Pharmacopée Européenne . 

4.2. Détermination des doses de travail 

Cette é tape, p ré l im ina i re à la recherche d 'e f fe ts néphropro tec teu rs , a é té m e n é e à l 'a ide de tests de 

v iab i l i té cel lu la i re après avoir incubé les cel lules HK-2 pendan t 48 h avec la subs tance à éva luer . Cet te 

durée est jus t i f iée par le recours à des t im ings simi laires dans la sui te des essais de n é p h r o p r o t e c t i o n . 

4.2.1. Détermination des doses de travail pour les 3 substances 

néphrotoxiques 

Pour chacune des substances néphro tox iques sé lect ionnées dans ce t rava i l , des es t ima t i ons de la 

v iab i l i té ce l lu la i re en f o n c t i o n de la concen t ra t i on on t é té faites à l 'aide de 3 tests cou ran t s basés sur 
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le M Î T , le v io le t de gen t iane (VG) e t la résazur ine. Les po in ts expé r imen taux on t permis de m e t t r e en 

équa t ion des courbes de surv ie (Figure 49, Figure 50 e t Figure 51), e t d 'ex t rapo le r les doses de t rava i l 

pour chacun des tox iques. Celles-ci sont choisies c o m m e é tan t proches de leur IC25 en ra ison d 'une 

cy to tox ic i té b ien p résente à ce t te concen t ra t i on , sans qu 'e l le n 'occasionne une pe r te t r o p massive 

nombre de cel lules r isquant d ' impac te r la lec ture des essais u l tér ieurs . 

• ivnr 
• VG 
* Résazurine 

10 100 1000 
A A ( I J M ) 

Figure 49 : courbes de survies pour les AA tracées à partir des points expérimentaux obtenus pour les tests au MTT, au 
VG et à la résazurine (n = 3). 
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Résazurine 

10 100 
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Figure 50 : courbes de survies pour le CisPt tracées à partir des points expérimentaux obtenus pour les tests au IVITT, au 
VG et à la résazurine (n = 3). 
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Figure 51 : courbes de survies pour la CsA tracées à partir des points expérimentaux obtenus pour les tests au MTT, au 
VG et à la résazurine (n = 3). 

Le tab leau ci-dessous récapi tu le les va leurs d'IC25 calculées selon chaque tes t de surv ie et pour 

chaque tox ique après t r a i t e m e n t de 48 h : 
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M I T VG Résazurine 

55 ± 2 0 S 8 ± 18 45 ± 2 

CisPt 13 ± 2 14 ± 1 11 + 1 
4 : 2 12 ± 1 23 ± 6 M 

Tableau 9 : IC25 (en |ilVI) calculées pour les 3 substances néphrotoxiques selon les 3 tests de survie (n = 3). 

En conséquence , dans les essais de mise en év idence d 'une act iv i té n é p h r o p r o t e c t r i c e , les cel lu les 

HK-2 se ron t t ra i tées avec une dose de 50 | i M d 'AA, de 10 de CisPt o u de 10 \iM de CsA. 

L 'app l icat ion de d i f fé ren ts tes ts v isant à éva luer la survie cel lu laire p e r m e t de l im i t e r le r isque de 

biaiser les résul tats ob tenus . A t i t r e d 'exemp le , une substance t o x i q u e qu i aura i t un e f f e t s t i m u l a n t 

sur la resp i ra t ion m i tochond r i a l e pou r ra i t a u g m e n t e r l 'act iv i té m é t a b o l i q u e des cel lules, a lors que 

leur surv ie pou r ra i t se t r o u v e r in fé r ieu re aux cond i t ions cont rô les. Il en résu l te ra i t une conc lus ion 

d ' i nnocu i t é f aussemen t posi t ive. 

Ce r isque peu t ê t re rédu i t par la mise en oeuvre d 'un second tes t de v iab i l i t é ce l lu la i re ne reposan t 

pas sur les m ê m e s pr inc ipes de f o n c t i o n n e m e n t [221] . Dans no t re cas, le tes t au M I T - éva luan t la 

surv ie ce l lu la i re par le biais de l 'act iv i té m é t a b o l i q u e - a é té comp lé té par un tes t au VG qu i se base 

sur l 'éva lua t ion des quan t i tés de b iomoiécu les tel les que les pro té ines e t l 'ADN. 

Les va leurs d'IC25 ob tenues p o u r ces 2 tests sont re la t i vement s imi la i res (Tableau 9). 

Un tes t à la résazur ine, lui aussi basé sur la mesure de l 'act iv i té m é t a b o l i q u e des cel lules après 

t r a i t e m e n t , a éga lemen t é té app l iqué . Etant donné que ce test sera e m p l o y é dans la su i te des essais 

v isant à rechercher une act iv i té néph rop ro tec t r i ce , les résul tats o b t e n u s p e r m e t t e n t de j uge r de la 

concordance des mesures de surv ie avec les tests au M T e t au VG. 

Si les 3 tests de surv ie mis en œ u v r e d o n n e n t des courbes de survie s imi la i res p o u r les AA et le CisPt, 

la va leur d'IC25 o b t e n u e pour le tes t à la résazurine avec la CsA doub le en compara i son aux tes ts 

p récédents . Ceci peu t ê t re exp l iqué par la fa ib le pente de la courbe , e t d o n c par un d é p l a c e m e n t 

a m p l e le long des abscisses p o u r de faibles var ia t ions selon les o rdonnées . 

4.2.2. Détermination des doses de travail pour les extraits de plantes 

La d é t e r m i n a t i o n des doses de t rava i l pour les extra i ts végé taux s'est el le aussi basée sur 

l ' é l abo ra t i on de courbes doses-réponses grâce auxquel les la surv ie a é té es t imée au m o y e n des tes ts 

au M T T e t au VG (Figure 52, Figure 53, Figure 54 et Figure 55). 

Cependan t , é t an t d o n n é leur longue ut i l i sa t ion t rad i t ionne l le , les p lantes incluses dans ce t te é t u d e 

son t supposées non tox iques ; et donc, les doses de t ravai l seront sé lec t ionnées de man iè re à ne pas 
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induire de mo r ta l i t é (dose NOËL = no observed effect level), te l que d é t e r m i n é expé r imen ta l emen t , 

e t ne pas occas ionner plus de 5 % de mor ta l i t é , te l que d é t e r m i n é par calcul. 

Dans le but de compa re r les ef f icac i tés des d i f f é ren ts ext ra i ts , des doses iden t iques seron t 

appl iquées pou r chacune des p lantes. 
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Figure 52 : courbes de survies pour l'extrait AS tracées à partir des points expérimentaux obtenus pour les tests au MTT 
et au VG (n = 3). 
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Figure 53 : courbes de survies pour l'extrait ES tracées à partir des points expérimentaux obtenus pour les tests au MTT 
et au VG (n = 3). 
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Figure 54 : courbes de survies pour l'extrait PG tracées à partir des points expérimentaux obtenus pour les tests au MTT 
et au VG (n = 3). 

116 



• MTT 

SM (MQ/ml) 
Figure 55 : courbes de survies pour l'extrait SM tracées à partir des points expérimentaux obtenus pour les tests au MTT 

et au VG (n = 3). 

Les courbes de survie ob tenues selon la gamme de concentrat ions testées suggèrent une mor ta l i t é 

s ' instal lant rap idemen t pour l 'extrai t de chardon marie (Figure 55). En e f fe t , alors que les extra i ts 

méthano l iques des autres plantes (AS, ES et PG) ne mon t ren t pas de cy to tox ic i té pou r des doses 

a t te ignant 50-100 kig/ml, l 'extra i t commerc ia l de SM semble déjà indu i re de la mo r ta l i t é cel lu laire 

pour la plus pet i te dose testée (survie cel lulaire proche de 95 % à env i ron 10 l i g /m i ) . Des 

observat ions en immunof luorescence on t également révélé des a l térat ions morpho log iques aux 

doses de 50 et 10 ng /m l . Ceci peut ê t re expl iqué par le fa i t que cet ext ra i t , p rodu i t à l 'a ide d 'acéta te 

d 'é thy le , a subi un processus de pur i f icat ion, et est donc const i tué d 'une t eneu r en pr incipes actifs 

ce r ta inement bien plus impo r tan te que les extrai ts méthanol iques bruts. De par sa plus grande 

pure té , la concen t ra t ion en molécules actives est renforcée, et l 'e f fe t tox ique peu t appara î t re pour 

des doses d 'ex t ra i t plus faibles. 

Dès lors, la dose de t ravai l pour l 'extra i t SM sera rédui te à 2 ng /m l . En e f fe t , la caractér isat ion de 

l 'extra i t SM a révélé une teneur de 50,4 ± 0,5 % en si lymarine (expr imé en équ iva len t si l ib inine). A la 

dose de 2 ng /m l , la quan t i té de s i lymarine mise en présence de cellules HK-2 est ainsi égale à 1 n g / m l 

- soit une concent ra t ion de 2,09 | i M - ce qui reste dans la gamme de doses employées dans les 

précédentes études in vitro, vo i re in fér ieur [200, 203, 206, 207]. 

Pour les 3 autres extra i ts testés, la dose de 50 | i g /m l correspond à la dose NOËL (ob tenue 

expér imen ta lemen t ) . Le tab leau ci-dessous ind ique les pourcentages de mor ta l i t é cel lu laire indui ts 

par chacun des extrai ts, e t calculés à l 'aide de l 'équat ion des courbes de survie. 

MTT VG 

P^S 50 M^g/ml 0,2 % 0 ,1 % 1 
ES 50 ng /ml 0,8 % 0,6 % 
PG 50 (Xg/ml 0,7 % 1,2 % 1 
SM 2 Mg /ml 0,4 % 0,1 % 

Tableau 10 : mortalité induite à la dose de 50 \xg/m\ (AS, ES et PG) ou de 2 ^g/ml (SM), calculée par l'intermédiaire de 

l'équation des courbes de survie obtenus par les tests au MTT et au VG. 
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Les 2 molécu les actives de S. chinensis, la schisandr ine et la schisandrine B, seront é tud iées à des 

doses de 1 ^ M . Ce choix se jus t i f ie par l 'usage en MTC qui préconise une admin i s t ra t i on d 'env i ron 

3 qiân (= 10 g) de schisandra par prise [79] , la t e n e u r m in ima le en schisandrine te l le que requise par 

la Pharmacopée Européenne 8.0 é tan t de 0,4 % par rappor t à la drogue desséchée [142]. Ceci 

suggère une ingest ion de 40 m g de schisandr ine par prise. Or, dans une é tude pharmacoc iné t ique , 

l 'admin is t ra t ion per os de 5 m g / k g de schisandr ine à des rats (équiva lent chez l ' huma in à une 

ingest ion globale de 50 m g du p rodu i t [190]) a condu i t à une concen t ra t ion p lasmat ique de 1,17 n M 

[189]. Supposant que le f i l t ra t g loméru la i re est essent ie l lement s imi la i re au plasma sanguin, la dose 

de 1 [iM a ainsi été choisie en raison de sa per t inence avec la p ra t ique c l in ique. 

4.3. Recherche d'effets néphroprotecteurs des extraits bruts 

Afin de juger du po ten t ie l p ro tec teu r de chacun des ext ra i ts vis-à-vis de chacun des xénob io t iques 

néphro tox iques, les cel lules HK-2 o n t é té ut i l isées c o m m e modè le dans une série de tests s 'ar t icu lant 

autour de plusieurs phénomènes impl iqués dans les ARA e t la f ibrose rénale. 

Ces tests c o m p r e n n e n t : 

(i) L 'évaluat ion de la survie cel lu laire g lobale, par mesure de l 'act iv i té métabo l ique , ainsi que la 

d é t e r m i n a t i o n des taux d 'apoptose - une voie de m o r t cel lu laire associée aux tox ic i tés des AA, 

du CisPt e t de la CsA - par marquage à l 'annex ine V e t dé tec t ion en cy tomé t r i e de f lux. 

(ii) La mesure du stress oxydat i f , p h é n o m è n e clé de la cy to tox ic i té de n o m b r e u x xénob io t iques , par 

une techn ique de cy tomé t r i e de f lux après oxyda t ion d 'une sonde sensible aux ROS/RNS. 

(iii) La p roduc t i on de MEC, ob jec t ivée par dosage du col lagène, une p ro té ine sécrétée lors des 

processus de c icatr isat ion et condu isan t au r e m p l a c e m e n t des RPTECS par un t issu non 

fonc t i onne l . 

(iv) L 'examen du phéno type cel lu laire à l ' issue du t r a i t e m e n t : les phénomènes de déd i f fé renc ia t ion 

des RPTECs const i tuant un des pil iers du déc lenchemen t de la f ibrose rénale, la perte du 

phéno type épi thél ia l sera mise en év idence par une re local isat ion de la 3 -ca tén ine du niveau 

membrana i r e vers le cy top lasme et le noyau, selon des mé thodes d ' immuno f l uo rescence 

quan t i ta t i ve en microscopie e t en c y t o m é t r i e de f lux. La déd i f fé renc ia t ion sera éga lement 

invest iguée par dosage d'ARN codant pour des pro té ines impl iquées dans les phénotypes 

ép i thé l iaux ou mésenchymateux / f i b rob las t i ques selon une m é t h o d e de RT-qPCR. 

(v) Les phénomènes de régénéra t ion , don t l 'accélérat ion pour ra i t condu i re à une récupéra t ion plus 

rapide de la fonc t ion et de la s t ruc tu re rénale, l im i tan t ainsi la sévér i té de TARA et le r isque de 
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déve loppement de f ibrose. Ceux-ci seront examinés au moyen d 'un i m m u n o m a r q u a g e de la 

pro té ine Ki-67 p e r m e t t a n t de dé te rminer le taux de pro l i fé ra t ion cel lulaire, ainsi que la 

dé te rm ina t i on de la d is t r ibu t ion des cycles cellulaires par cy tomét r i e de f lux. Enfin, la vi tesse de 

migra t ion cel lulaire, mesurée grâce à un test de cicatr isat ion, pe rme t t r a d 'appréc ier la capaci té 

des RPTECs à recoloniser les tabu les endommagés. 

Af in de s impl i f ier la compréhens ion et de pe rmet t re une compara ison rapide en t re les extra i ts , les 

pages suivantes p résen te ron t les résultats obtenus sous fo rme de tab leaux. Des résul tats plus 

détai l lés sont présentés sous f o r m e de graphiques en annexes. 

4.3.1. Mesures de survie cellulaire 

L'évaluat ion de la survie cel lulaire, mesurée à l 'aide du tes t à la résazurine, a permis d ' ob ten i r les 

résultats consignés dans le Tableau 11. 

NB : la survie cel lulaire ob tenue en présence des composés tox iques est donnée à t i t r e ind icat i f . 

Cependant , af in de s impl i f ie r la lecture et l ' i n te rpré ta t ion des résultats, la survie mesurée pour 

chaque composé néphro tox ique a été normal isée à 100 %, e t les ef fets de chacun des ext ra i ts 

expr imés par rappor t à cet te valeur . Ainsi, une survie > 100 % suggère un e f f e t p ro tec teu r de l 'ext ra i t , 

alors qu 'une survie < 100 % marque un ren fo rcement de la mor ta l i té . 

AA CisPt CsA 

Survie cellulaire 1 
Rapporté à 100 % 100 % 100 % 

1 « 5 f ig /ml 103 ± 5 % 110 ± 4 % 90 + 2 % 

1 AS 5 | ig /ml 110 ± 6 % 104 ± 6 % 103 ± 6 % ^ 

r ES 50 n g / m l 89 ± 5 % 97 ± 3 % 64 ± 12 % 

1 ES 5 ^ g / m l 112 ± 6 % 104 ± 3 % 80 ± 9 % 

I PG 50 Mg /ml 
8 1 ± 3 % 85 ± 5 % 8 1 ± 5 % ""^ 

I P G 5 \ig/m\ 103 ± 1 1 % 96 ± 4 % 96 ± 5 % 

I Schi 1 104 ± 5 % 108 ± 1 % 99 ± 3 % 

Schi B 1 107 ± 2 % 115 ± 3 % 101 ± 3 % 

1 SM 2 | ig /ml 110 ± 6 % 102 ± 6 % 
96 ± 8 % S Tableau 11 : détermination de la survie cellulaire de cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les extraits à tester en 

conjonction avec chacun des 3 toxiques. Les données sont présentées sous forme de pourcentages de survie (moyenne ± 

ET ; n =4) par rapport au toxique (100 %). 

Pour cet te p remière recherche d 'act iv i té néphroprotect r ice , c'est l 'ext ra i t d'A.sinensis (AS) qu i 

semble le plus à m ê m e de rest re indre la mor ta l i té . En e f fe t , il pe rme t d 'amél io rer la survie de cel lules 

HK-2 t ra i tées par des AA ou du CisPt ; il semble toute fo is renforcer la mor ta l i t é indu i te par la CsA. 
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D'autres e f fe ts intéressants son t observés pour l 'ex t ra i t de chardon mar ie (SM) vis-à-vis de la tox ic i té 

des AA, o u pour la schisandr ine et la sch isandr ine B (Schi e t Schi B) vis-à-vis du CisPt. 

L 'é leu thérocoque (ES) et le g inseng (PG) semb len t tous les deux capables d 'exacerber la tox ic i té 

indu i te par les composés tox iques , ce qu i se t r adu i t par une d i m i n u t i o n de la surv ie cel lu la i re. 

Ces résul tats sont présentés sous f o r m e de graph iques dans les annexes. 

4.3.2. Protection vis-à-vis du stress oxydatif 

L' in tensi té du stress oxyda t i f a é té éva luée à l 'a ide du tes t H2DCF-DA. Une a u g m e n t a t i o n de 

l 'oxydat ion de cet te sonde n'a pas pu ê t re mise en év idence pour la CsA, au con t ra i re des AA et du 

CisPt (Tableau 12). L 'ef fet pour chaque composé néph ro tox i que a été normal isé à 100 % c o m m e en 

4.3.1. Mesures de survie cellulaire. 

4-1 (U 

t : ^ 
m (u 

.S i2 

§ S I 
* ï ^ «n 
3 CD -0 

.S g 

AA CisPt 

statut oxydat i f 

Rapporté à 100 % 100 % 

100 ± 5 % 100 ± 2 % 

AS 5 | i g /m l 100 ± 8 % 97 ± 4 % ^ 

ES 50 n g / m l 70 ± 9 % 64,9 ± 7 % 

ES 5 n g / m l 90 ± 11 % 83,6 ± 7 % 

PG 50 n g / m l 85 ± 17 % 93 ± 9 % 

[ PG 5 n g / m l 83 ± 8 % 100 ± 1 0 % 

S c h i - S c h i B 1 ^ M NT NT 

i S M 2 | i g / r n i 95 ± 6 % 102 + 1 0 % 
Tableau 12 : évaluation du stress oxydatif de cellules HK-2 traitées pendant 24 h avec les extraits à tester. Les données 

sont présentées sous forme de pourcentages de réduction (moyenne ± ET ; n =4) par rapport au toxique (NT non testé). 

Ces essais on t permis de m e t t r e en év idence un e f f e t béné f ique pour l ' é l eu thé rocoque (ES). Les 

ext ra i ts AS et SM n 'on t pas pe rm is de rédu i re l ' in tens i té du stress oxyda t i f . F ina lement , le g inseng 

(PG) semble ê t re do té d 'un e f f e t a n t i o x y d a n t modes te . 

Des graph iques présentant les résul ta ts o b t e n u s lors de l 'éva lua t ion du s ta tu t oxyda t i f sont f ou rn i s 

en annexe au présent t ravai l . 

Af in d 'é taye r ces résultats, des mesures de la capaci té des ex t ra i ts à neut ra l i ser les rad icaux l ibres o n t 

é té réalisées à l 'aide du test DPPH (Figure 56). 
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Trolox 

1 10 100 1000 10000 
Concentrat ion (|jg/ml) 

Figure 56 : courbes de neutralisation du radical DPPH pour les extraits et pour le Trolox*^ utilisé comme réfèrent. 

Les capac i tés a n t i o x y d a n t e s o n t é t é e x p r i m é e s en é q u i v a l e n t Trolox® : 
T E A C 

" A S " " 4 6 5 , 9 

ES 6,3 

> 6 6 6 1 
S M 15,2 

Tableau 13 : valeur des capacités antioxydantes exprimées en équivalent Trolox'' (TEAC) mesurées pour les extraits 

(moyennes ± ET ; n =3) permettant d'évaluer leur efficacité à neutraliser les radicaux libres. 

L 'ex t ra i t ES a m o n t r é le m e i l l e u r p o t e n t i e l a n t i o x y d a n t ; ce qu i c o r r o b o r e la d i m i n u t i o n d u st ress 

o x y d a t i f o b s e r v é e lors d u t e s t au H2DCF-DA. Les ex t ra i t s AS e t PG n ' o n t p r a t i q u e m e n t pas d e 

p o t e n t i e l a n t i o x y d a n t ( c o m m e i n d i q u é sur la F igure 56 , l 'ex t ra i t PG à 2 0 m g / m l ne p a r v i e n t pas à 

n e u t r a l i s e r au m o i n s 50 % d u DPPH ; son IC50 n 'es t dès lors pas ca l cu lab le , ma is p e u t ê t r e e s t i m é e 

s u p é r i e u r e à c e t t e c o n c e n t r a t i o n ) . 

L 'ex t ra i t SM m o n t r e une ac t i v i t é a n t i o x y d a n t e r e l a t i v e m e n t m é d i o c r e ; ce d e r n i e r n 'a pa r a i l leurs pas 

p e r m i s de r é d u i r e l ' i n t ens i t é d u st ress o x y d a t i f i n d u i t par les t r a i t e m e n t s aux A A o u au CisPt. 

4.3.3. Quantification du collagène 

L ' é v a l u a t i o n des e f f e t s sur la p r o d u c t i o n de MEC, e t p lus p a r t i c u l i è r e m e n t d u co l l agène m e s u r é à 

l ' a ide d ' u n m a r q u a g e par le PSR, est r é s u m é e dans le Tab leau 14. L ' e f f e t p o u r c h a q u e c o m p o s é 

n é p h r o t o x i q u e a é t é n o r m a l i s é à 100 % c o m m e e n 4.3.1. Mesures de survie cellulaire. Le dé ta i l des 

résu l t a t s o b t e n u s p o u r c h a q u e c o m b i n a i s o n e x t r a i t - t o x i q u e est f o u r n i dans les annexes sous f o r m e 

d e g r a p h i q u e s . 
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AA CisPt CsA 

Quant i té de collagène 

Rapporté à 100 % 100 % 100 % 

it
it
é

 AS 50 ^ g / m l 80 ± 1 1 % 9 1 ± 3 % 110 ± 8 % 

it
it
é

 

u c A S 5 \ig/m\ 80 ± 9 % 93 ± 3 % 96 ± 8 % 
m 
3 

m 
1/) ES 50 n g / m l 9 1 ± 3 % 9 1 ± 3 % 109 ± 4 % 

o-
m 

Q . 
C •(5 ES 5 ^ g / m l 96 ± 4 % 93 ± 5 % 106 ± 1 0 % 

0) OJ 
01 

4-* 

0) P G 5 0 \ie/m\ 102 ± 1 1 % 1 0 1 ± 1 0 % 106 ± 5 % 
c c 

'01 
QJO 

1/1 
0) PG 5 n g / m l 8 1 ± 8 % 1 0 1 ± 6 % 92 ± 3 % 

m 
3 

iS "D 
Schi 1 9 1 ± 22 % 92 ± 15 % 95 ± 18 % 

m > 
UJ 

u 
0) Schi B 1 93 ± 20 % 90 + 10 % 97 ± 16 % m > 

UJ • D 2 ^ g / m l 8 4 ± 9 % 93 ± 4 % 95 ± 2 % 
Tableau 14 : évaluation de la production de MEC par détermination de la quantité de collagène. Les résultats sont 

présentés comme des pourcentages de réduction (moyenne ± ET ; n =4) de la quantité de PSR fixée et normalisée par 

rapport à celle mesurée en présence du toxique inducteur de la synthèse de collagène (100 %). 

Ces résul tats i l lus t rent que la r é d u c t i o n de dépos i t i on de co l lagène la plus i m p o r t a n t e a é té o b t e n u e 

avec l 'ext ra i t AS (en c o - t r a i t e m e n t avec les AA o u le CisPt). 

Si la CsA p rodu i t des a u g m e n t a t i o n s de co l lagène (env i ron 120 % par r appo r t aux cont rô les) , les taux 

ne sont t ou te fo i s pas mod i f iés par ad jonc t i on d 'une des substances à tes te r . 

Des e f fe ts s imi laires, quo ique de m o i n d r e in tens i té , on t é té observés avec l ' é l eu thé rocoque (ES), 

avec le cha rdon mar ie (SM) e t avec les sch isandr ine e t sch isandr ine B (Schi e t Schi B). 

4.3.4. Mesures de p-caténine aux niveaux membranaire ou nucléaire 

L'évaluat ion des quant i tés de p -ca tén ine m e m b r a n a i r e par une m é t h o d e de QFIA a permis de révéler 

des act iv i tés bénéf iques pour l 'ex t ra i t SM vis-à-vis des 3 tox iques (Tableau 15). Ces résul ta ts sont 

éga lement présentés sous f o r m e de g raph iques dans les annexes. 

AA CisPt CsA 

p-caténine membrana i re p-caténine membrana i re 

Rapporté à 100 % 1 0 0 % 100 % 

AS 50 n g / m l 93 ± 16 % 153 ± 1 4 % 112 ± 1 0 % 

•o 
'S 

4-* 

2 AS 5 n g / m l 115 ± 1 0 % 146 ± 1 8 % 110 ± 1 7 % 
•o c 

OJ ES 50 n g / m l 8 1 ± 18 % 123 ± 5 % 92 ± 10 % 
o 

•s E m 
0) ES 5 n g / m l 92 ± 16 % 135 ± 2 1 % 107 ± 1 9 % 

n u Qi 
E 

T5 
01 PG 50 n g / m l 109 ± 1 8 % 1 4 1 ± 1 6 % 103 ± 1 3 % 

1 
0) 
c 

C 
OJ P G 5 \ig/m\ 113 ± 2 8 % 130 ± 1 3 % 9 7 ± 6 % 

Q
ua

 

c 1/1 Schi 1 \iM 101 ± 9 % 149 ± 2 1 % 88 ± 19 % 

Q
ua

 

m 
V 

Q. 
C Schi B 1 n M 114 ± 1 6 % 164 ± 30 % 94 ± 24 % 

co. Qi S M 2 | ig /ml 122 ± 24 % 168 ± 43 % 125 ± 6 % 
Tableau 15 : évaluation des quantités de (!-caténlne membranaire par QFIA. Les résultats sont présentés sous forme de 

moyennes ± ET de 3 expériences indépendantes (pour Schi et Schi B, n = 4) calculées par rapport au toxique (100 %). 
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De manière globale, aucun ex t ra i t n'a permi une réel le res t r ic t ion de la per te de p-ca tén ine 

membrana i re lorsque les cel lules é ta ien t t ra i tées par des AA ou par la CsA, s inon avec une in tens i té 

modes te . Cependant , ils se son t tous révélés actifs en présence de CisPt ; l 'act iv i té la plus i m p o r t a n t e 

a é té observée pour les pr incipes act i fs du schisandra et pour l 'ex t ra i t SM. L'extrai t AS a éga lemen t 

permis de ma in ten i r une quan t i t é appréc iab le de p-caténine au n iveau m e m b r a n a i r e après 

t r a i t e m e n t par le CisPt. 

Para l lè lement , la d é t e r m i n a t i o n par cy tomét r i e de f lux de la f o r m e nuc léa i re /cy top lasmique de P-

catén ine a permis de c o m p l é t e r les observat ions précédentes (Tableau 16). Le design expé r imen ta l 

choisi pour cet te é tude ne pe rme t pas d 'observer d ' a u g m e n t a t i o n de la f o r m e 

nuc léa i re /cy top lasmique de p-catén ine lors du t r a i t e m e n t des cel lules par de la c ic lospor ine. 

AA CisPt 
_ _ _ _ .. 

P -caténine relocalisante 

Rapporté à 100 % 1 0 0 % 

M AS 50 n g / m l 6 1 ± 14 % 65 ± 8 % 

•g F 2 AS 5 n g / m l 54 ± 13 % 6 1 ± 9 % 

.1 c S 5 ES 50 - 5 n g / m l NT NT 
'•M "S C m PG 50 n g / m l 97 ± 28 % NT 
ë X = ^ PG 5 n g / m l 95 ± 35 % NT 

Q
ua

ni
 

re
lo

c 
iré

se
nc

 

Schi 1 89 ± 48 % 7 1 ± 2 1 % 

Q
ua

ni
 

re
lo

c 
iré

se
nc

 

Schi B 1 n M 73 ± 14 % 56 ± 15 % 
a. S M 2 )Xg/ml 5 4 ± 8 % 60 ± 10 % i 

Tableau 16 : évaluation des quantités de p-caténine nucléaire/cytoplasmique par cytométrie de flux. Les résultats sont 

présentés sous forme de moyennes ± ET de 4 (pour Schi et Schi B, n = 5) expériences indépendantes calculées par rapport 

aux toxiques (100 %) (NT = non testé). 

Parmi les substances testées, les ext ra i ts AS et SM induisent des réduc t ions de re local isat ion de p-

catén ine consécut ives à l 'expos i t ion des cellules aux AA o u au CisPt. La schisandr ine et la 

schisandr ine B on t éga lemen t permi de l im i ter de façon appréciable les quant i tés P-caténine sous sa 

f o r m e nuc léa i re /cy top lasmique. 

L 'extrai t de ginseng (PG) n'a pas é té capable de s 'opposer à la re local isat ion de P-caténine lorsque les 

cel lules é ta ien t t ra i tées par des AA. 

4.3.5. Recherche d'effets potentiels sur la régénération tabulaire 

Les résul tats des essais de m o d u l a t i o n des capacités de régénérat ion des RPTECs, évalués à l 'aide de 

l ' index Ki-67 e t du scratch assay, sont présentés dans le tab leau ci-dessous : 
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I ndex Ki-67 Scratch assay 

FBS 10 % 307 ± 8 % 193 ± 15 % 

liPSOng/ml 244 ± 1 1 % 128 ± 9 % 

[4s 5 ng/ml 135 ± 21 % 122 ± 9 % 

ES 50 ng /ml 184 ± 27 % 114 ± 2 6 % 

ES 5 t i g / m l 112 ± 8 % 127 ± 1 0 % 

PG 50 ng/ml 204 ± 1 1 % 146 ± 1 3 % 

PG 5 ng/ml 129 ± 9 % 137 ± 19 % ^ 
Schi 1 | i M 189 ± 1 2 % 103 ± 6 % 

Schi B 1 110 ± 1 3 % 102 ± 3 % 

' S M 2 ^ g / m l 129 ± 1 6 % 130 ± 1 6 % 
Tableau 17 : récapitulatif des résultats obtenus pour les tests de régénération. Les résultats sont présentés comme des 

pourcentages d'augmentation moyenne ± ET (n = 4) par rapport au contrôle. Les analyses de cycles cellulaires permettant 

de réfuter un éventuel blocage en G2/M à l'instar des AA ou du CisPt ne sont pas présentées dans ce tableau. 

Ces résultats présentent de man ière syn thé t ique ceux ob tenus sous f o r m e de graphiques et fourn is 

dans les annexes. 

Il peut ainsi ê t re constaté que l 'ext ra i t AS indui t l ' augmenta t ion la plus impor tan te d ' index Ki-67. 

D'autre part , il permet une accélérat ion de la migra t ion cel lulaire, m ê m e si celle-ci n'est pas aussi 

élevée que pour les extrai ts PG et SM. 

En ou t re , le ginseng a accéléré la m ig ra t ion avec la plus grande in tensi té ; e t en accord avec ses ef fets 

sur la pro l i férat ion, il pour ra i t éga lement const i tuer un candidat p r o m e t t e u r pour p romouvo i r les 

capacités régénérat ion tubu la i re . 

D'autres ef fets susceptibles d 'amé l io re r les capacités de régénéra t ion en s t imu lan t à la fois la 

pro l i féra t ion et la mot i l i té on t été observés avec une mo ind re amp leur pour les extrai ts ES et SM. 

4.3.6. Sélection de l 'extrait le plus intéressant 

Le mei l leur compromis - en te rmes de diversi té et d ' in tens i té des act iv i tés néphropro tec t r ices - a été 

mis en évidence pour l 'extrai t d'A. sinensis, et ce n o t a m m e n t vis-à-vis du CisPt [248]. En e f fe t , cet te 

plante issue de la MTC const i tue le mei l leur candidat de par son e f fe t g lobal sur l 'ensemble des tests, 

m ê m e si celui-ci reste parfois modes te (e.g. pour la modu la t i on du s ta tu t oxydat i f ) en égard aux 

autres plantes étudiées. 

Ef fect ivement , en s 'opposant à l 'en t rée en apoptose indui te par un t r a i t e m e n t au CisPt, l 'ext ra i t s'est 

mon t ré capable de d im inuer la mor ta l i t é cel lulaire globale. Il a éga lement permis de l im i te r la 

synthèse de col lagène par des cel lules t ra i tées par du CisPt, un p h é n o m è n e impl iqué dans les 

mécanismes de cicatr isat ion de t ype f ib ro t ique . La relocal isat ion de P-caténine a pu ê t re f re inée, ce 

qui pour ra i t pe rme t t re d'assurer une mei l leure adhésion cel lulaire ainsi qu 'une mo ind re act iva t ion de 

124 



gènes imp l iqués dans la déd i f f é renc ia t i on des RPTECs. F ina lement , la régéné ra t i on t a b u l a i r e est 

suscept ib le d ' ê t re amé l io rée par s t imu la t i on des processus de p ro l i f é ra t i on et de m i g r a t i o n . 

Cependant , d 'au t res ex t ra i ts pou r ra i en t p résenter des effets p o t e n t i e l l e m e n t n é p h r o p r o t e c t e u r s . 

C'est par exemp le le cas de l ' é leu thé rocoque , qu i a présenté l 'ac t iv i té neu t ra l i san te vis-à-vis de 

radicaux l ibres la plus ef f icace ( tel que d é t e r m i n é par le test au DPPH). App l i qué aux cel lu les HK-2, 

cet ex t ra i t a é té le plus p e r f o r m a n t pour l im i te r l 'é lévat ion du stress oxyda t i f . S'il a m o n t r é d 'au t res 

e f fe ts aux in tens i tés modérées , il a par ai l leurs renforcé la mor ta l i té ce l lu la i re i ndu i te par les AA o u la 

CsA, ce qu i cons t i tue une in f luence su f f i sammen t néfaste dans le cadre du p ronos t i c des NTA p o u r 

jus t i f i e r son abandon . 

De la m ê m e man iè re , alors que le g inseng s'est m o n t r é t rès p r o m e t t e u r dans les essais de 

régénéra t ion en s t imu lan t les phénomènes de p ro l i f é ra t i on et de m ig ra t i on ce l lu la i re , sa capac i té à 

ren fo rce r la m o r t a l i t é indu i te par chacun des 3 tox iques condui t de facto à son é v i n c e m e n t de la 

su i te des invest iga t ions [249] . 

F ina lement , l 'ex t ra i t de cha rdon mar ie aura i t pu cons t i t ue r un cand ida t in téressant p o u r la su i te des 

essais de n é p h r o p r o t e c t i o n é t a n t donné les act iv i tés observées sur une ma jo r i t é des tes ts mis en 

oeuvre. En accord avec des e f fe ts reconnus sur les hépatocytes et sur le d é v e l o p p e m e n t de la f i b rose 

hépa t ique , l 'u t i l i sa t ion de la s i l ymar ine pour ra i t ê t re é tendue aux patho log ies rénales sous réserve de 

c o n f i r m a t i o n des e f fe ts in vivo e t chez des pat ients [199, 200, 207]. Tou te fo is , dans leur g loba l i té , les 

amp leu rs de ces e f fe ts res ten t vois ines ou légèrement in fér ieures à celles ob tenues avec l 'angé l ique 

chinoise. 

Ainsi, l 'ex t ra i t AS appara i t c o m m e le cand idat le plus p r o m e t t e u r des 5 p lantes sé lec t ionnées, plus 

pa r t i cu l i è remen t p o u r p réven i r les NTA indui tes par le CisPt, et pou r ra i t à plus l ong t e r m e s 'avérer 

u t i le a f in de l im i te r l ' ins ta l la t ion e t la progression de la f ib rose rénale. 

4.4. Recherche d'effets néphroprotecteurs de l'extrait d'Angelica 

sinensis vis-à-vis du cisplatine 

La sect ion su ivan te déta i l le les résul tats ob tenus lors des essais de n é p h r o p r o t e c t i o n o b t e n u s pou r la 

comb ina i son de l 'ex t ra i t AS avec le CisPt. 
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4.4.1. Mesures de survie cellulaire 

4.4.1.1. Estimation de la survie cellulaire globale 

Le test à la résazur ine a é té mis e n œ u v r e a f in de d é t e r m i n e r le n o m b r e de cel lu les v iab les après 

t r a i t e m e n t par les composés à t es te r . Celui -c i se base sur une m e s u r e de l 'ac t iv i té m é t a b o l i q u e , d o n t 

l ' in tens i té est en p r inc ipe p r o p o r t i o n n e l l e au n o m b r e de cel lu les v ivan tes [250] . Ceci est d é m o n t r é à 

la sect ion 4.4.3. Mesure de la production de collagène p o u r des cel lu les t r a i t ées par chacun des 3 

tox iques e t p o u r des cond i t i ons con t rô l es . 

Après t r a i t e m e n t des cel lu les HK-2 p e n d a n t 48 h par l ' ex t ra i t AS, aux doses de 50 e t 5 u g / m l , la 

v iab i l i té ce l lu la i re a é té a u g m e n t é e à 110 ± 2 e t 109 ± 2 % par r a p p o r t au c o n t r ô l e , r e s p e c t i v e m e n t 

(Figure 57) . 

n.s 
1 I 

Figure 57 : viabilité cellulaire mesurée à l'aide du test à la résazurine après incubation des cellules HK-2 pendant 48 h 
avec du CisPt (10 nM) et/ou l'extrait AS (50 ou 5 ug/ml). Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET de 4 

expériences indépendantes (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; * * * : p<0,001). 

Le t r a i t e m e n t par le CisPt (10 | i M ) seul a, q u a n t à lui, abaissé la surv ie ce l lu la i re à 76 ± 2 % par 

rappo r t au c o n t r ô l e . Le c o - t r a i t e m e n t par CisPt e t AS 5 0 u g / m l a pe rm is de l i m i t e r la m o r t a l i t é 

cel lu la i re (84 ± 3 %), a lors q u e la p lus fa ib le dose d'AS n 'a pas i ndu i t de d i f f é r e n c e s t a t i s t i q u e m e n t 

s igni f icat ive (79 ± 4 % ) . 

Cette p r e m i è r e expér ience p e r m e t donc de c o n c l u r e en u n e f f e t p r o t e c t e u r de l ' ex t ra i t AS à la dose 

de 50 u g / m l qu i se t r a d u i t par une a m é l i o r a t i o n d e la su rv ie g loba le . A f i n de c o n f i r m e r cet e f fe t , la 

d é t e r m i n a t i o n d u n o m b r e de ce l lu les e n t r é e s dans un processus a p o p t o t i q u e a é té e n t r e p r i s e après 

t r a i t e m e n t dans les m ê m e s cond i t i ons . 
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4.4.1.2. Evaluation des taux d'apoptose 

Une analyse en cy tomét r ie de f lux après un doub le marquage au PI e t à l 'annexine V-FITC a permis de 

quant i f ie r la p ropo r t i on de cellules viables, en phase précoce ou tard ive d 'apop tose ou en nécrose. 

Dans no t re modè le expér imenta l , le CisPt à 10 [iM n'a pas indu i t plus de nécrose que pour la 

cond i t ion contrô le . En ef fe t , la nécrose n'est généra lement observée que pour des concent ra t ions en 

CisPt de l 'ordre de 800 ^ M [89] . 

Cependant , le CisPt à 10 | i M indui t une augmenta t ion de l 'apoptose (phase précoce + phase tard ive) 

de 3 ,1 fois plus impo r tan te que celle observée pour les condi t ions cont rô les (Figure 58). 

Le co - t ra i tement avec l 'extrai t AS à 50 et 5 n g / m l a permis de l imi ter ce t te induc t ion d 'apoptose en 

se t radu isant par des augmenta t ions à respect ivement 1,5 e t 1,6 fois celles des cond i t ions cont rô les. 
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Figure 58 : proportions de cellules HK-2 viables, en apoptose (phases précoce -t- tardive) ou en nécrose après traitement 

pendant 48 h avec du CisPt (10 ^ M ) et l'extrait AS (50 ou 5 |ig/ml). Les résultats sont présentés sous forme de moyennes 

± ET de 4 expériences indépendantes C""" : p<0,05 vs. Ctrl / * • : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. CisPt). 

Ces résultats ind iquent que l 'extrai t AS permet vra issembiablement de rédu i re la mor ta l i t é g lobale 

indu i te par le CisPt en réduisant l 'entrée des cellules en apoptose. Cependant , la dé te rm ina t i on des 

taux d 'apop tose do i t ê t re in te rp ré tée c o m m e une évaluat ion à un instant précis d 'un processus 

duran t dans le temps , au cont ra i re du test à la résazurine qui mesure une survie cel lulaire 

ponc tue l l emen t . Ces tests ayant tous 2 été menés après des incubat ions de 48 h, il reste possible -

bien que peu probable - qu 'une réduct ion de la mor ta l i té cel lu laire ne soit pas le ref le t d 'une 

d i m i n u t i o n de leur en t rée en apoptose, et que d 'autres phénomènes concou ren t à in f luencer le test 

à la résazur ine avant que la lecture d 'apoptose ne soit fa i te . 

En e f fe t , des réduct ions du n o m b r e de cellules en apoptose ont é té observées pour les 2 doses d'AS 

testées, celles-ci n 'apparaissant pas dose-dépendantes (Figure 58). Ces résul tats, à eux seuls, ne 
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peuvent donc pas e n t i è r e m e n t exp l iquer les e f fe ts ob tenus lors de la mesure de survie par le test à la 

résazurine. L ' i n te rven t ion d 'au t res mécan ismes agissant sur la v iab i l i té cel lu la i re peu t ê t re supposée 

(par exemp le une induc t ion de la p ro l i f é ra t i on cel lu la i re, un m o i n d r e d é t a c h e m e n t cellulaire,...)-

Malgré t o u t , l 'é lévat ion de la v iab i l i té ce l lu la i re (Figure 57) indu i te par des t r a i t e m e n t s par 50 et 5 

pig/ml de l 'ext ra i t AS c o m p l è t e des résul ta ts p réa lab lemen t rappor tés : des polysacchar ides d ' A 

sinensis (très ce r t a i nemen t absents de l 'ex t ra i t m é t h a n o l i q u e qui a é té tes té ici) o n t permis 

d 'accélérer la p ro l i f é ra t i on d 'une l ignée cel lu la i re de l ' ép i t hé l i um gast r ique [251] . 

4.4.2. Evaluation du statut oxydatif 

Afin de d é t e r m i n e r si les e f fe ts p ro tec teu rs de l 'ext ra i t AS, t r adu i t s par une d i m i n u t i o n d 'apop tose et 

une amé l i o ra t i on de la survie de cel lu les t ra i tées au CisPt, son t une conséquence d 'une d i m i n u t i o n de 

la généra t ion de ROS et RNS, le s ta tu t oxyda t i f des cel lu les a é té évalué. 

Après t r a i t e m e n t de cel lules HK-2 p e n d a n t 24 ou 48 h avec du CisPt (10 \iM), l ' oxyda t ion de la sonde 

H2DCF-DA en dér ivé f l uo rescen t a é té respec t i vemen t a u g m e n t é e de 130,8 ± 7,5 et 179,0 ± 11,6 % 

par r appo r t aux cond i t ions con t rô les (Figure 59). 

Le co - t ra i t emen t par l 'ex t ra i t AS à 5 0 e t 5 | i g / m l n'a pas permis de l im i te r l 'act iv i té oxyda t i ve indu i te 

par le CisPt à aucun des t e m p s d ' i ncuba t i on testés. 

24 h " 4 8 h ' 
Figure 59 : intensité de fluorescence mesurée par cytométrie de flux de cellules HK-2 traitées par du HjDCF-DA (10 |xM) 

pendant 30 min après traitement pendant 24 ou 48 h avec du CisPt (10 ^ M ) et l'extrait AS (50 ou 5 Mg/ml). Les résultats 

sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 4) ( * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Le stress oxyda t i f est un fac teu r i m p o r t a n t dans la t ox i c i t é du CisPt : la p r o d u c t i o n de ROS et RNS agit 

d i r ec temen t sur les b iomolécu les des RPTECs te l les que l 'ADN, les pro té ines , les phospho l ip ides 

membranaires, . . . et mod i f i e leurs s t ruc tu res et leurs f onc t i ons [96] . 
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Sans surpr ise, il est supposé qu 'une a t t énua t i on d u stress oxydat i f généré chez les RPTECs lors d ' u n 

t r a i t e m e n t au CisPt pou r ra i t rédu i re le r isque de d é v e l o p p e m e n t d ' une ARA [96] . C o n t r a i r e m e n t à 

ce t te é tude , des t ravaux an té r ieu rs o n t mis en év idence un e f fe t an t i oxydan t m o d é r é p o u r un ex t ra i t 

é thano l ique d'A. sinensis, ainsi que pour ses polysacchar ides, une fami l l e de molécu les qu i p e u t ê t r e 

ex t ra i te par un so lvant aqueux et qui a déjà m o n t r é une act iv i té a n t i - h é p a t o t o x i q u e . Cet te ac t i v i té 

p ro tec t r i ce a é té a t t r i buée à une réduc t ion de la généra t ion de ROS fa isant su i te à l ' i nduc t i on 

d 'enzymes an tox idan tes [252, 253] . La t o ta l i t é du mécan isme d 'ac t i on p e r m e t t a n t d ' exp l i que r ce t te 

ac t iva t ion reste à ce j o u r inconnu. 

Une au t re é t u d e a éga lemen t mis en év idence sur des cellules Hep-G2 une ac t i va t ion de l ' enzyme 

an t ioxydan te NAD(P)H q u i n o n e oxydoréduc tase par des ext ra i ts d'A. sinensis p rodu i t s à l 'a ide de 

solvants apola i res ( c h l o r o f o r m e et é the r de pét ro le) ou à l 'aide de CO2 superc r i t i que ; les mo lécu les à 

caractères l ipophi les ext ra i tes, son t n o t a m m e n t cons t i tuées par les phta l ides [254, 255] . 

4.4.3. Mesure de la production de collagène 

Le marquage au PSR a é té ut i l isé avec succès sur des cel lules HK-2 p o u r dé tec te r e t doser les f ib res de 

col lagène après i nduc t ion de l 'EMT [228]. Le co lo ran t , remis en so lu t ion et quan t i f i é par 

s p e c t r o p h o t o m é t r i e , p e r m e t de f ou rn i r une es t ima t i on quan t à la p r o d u c t i o n de ma t r i ce 

ext race l lu la i re . Etant d o n n é la mor ta l i t é cel lu la i re i ndu i te par les AA, le CisPt o u la CsA lors du 

t r a i t e m e n t , il est apparu nécessaire de rappor te r la va leur lue à une q u a n t i t é de p ro té ines . 

Le dosage des pro té ines imp l i quan t la des t ruc t i on de l 'échant i l lon ( empêchan t dès lors le dosage 

u l té r ieu r du co l lagène) , c'est par une mesure de v iab i l i té cel lu la i re (/.e. mesure d 'ac t i v i té m é t a b o l i q u e 

par le tes t à la résazur ine) que les valeurs ob tenues par le tes t au PSR seron t normal isées. 

Des essais p ré l im ina i res o n t invest igué la co r ré la t ion e n t r e le n o m b r e de cel lules ensemencées dans 

une p laque mu l t i pu i t s , e t les valeurs ob tenues pour les es t imat ions de v iab i l i té ce l lu la i re e t de 

quan t i f i ca t i on de p ro té ines (Figure 60). 
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Figure 60 : vérification de la corrélation entre le nombre de cellules, la mesure de l'activité métabolique (test à la 

résazurine) et la quantité de protéines (test au BCA). Les cellules HK-2 ont été ensemencées dans une plaque 96 puits (0 -

12.000 cellules par puits) et incubées pendant 24 h avant que leur activité métabolique ne soit estimée par le test à la 

résazurine. Les puits ont ensuite été rincés avec du PBS et la quantité de protéines a été déterminée par la méthode au 

BCA. La corrélation a été vérifiée pour des cellules non traitées ou pré-exposées aux 3 toxiques pendant 48 h précédent 

leur mise en plaque. Les points expérimentaux correspondent à la moyenne ± ET de 3 expériences indépendantes. 

Ceux-ci on t permis de con f i rme r la possib i l i té de subs t i tuer le dosage des p ro té ines ( m é t h o d e au 

BCA) par une éva lua t ion de l 'ac t iv i té m é t a b o l i q u e ( test à la résazur ine). Ce dern ie r ne p r o v o q u a n t pas 

la déna tu ra t i on de l 'échant i l lon, il est ainsi possible de p rocéder u l t é r i e u r e m e n t au dosage du 

col lagène par la m é t h o d e au PSR. 

Af in de d é t e r m i n e r si les cond i t i ons expé r imen ta les nécessi tent le t r a i t e m e n t des cel lules HK-2 en 

présence ou en absence de FBS, un p r o t o c o l e d ' o r i e n t a t i o n a été mis en œuv re . Celui-ci a évalué les 

quant i tés de co l lagène produ i tes par des cel lu les t ra i tées par des AA, d u CisPt ou de la CsA, ainsi que 

par du TGF-p i , une cy tok ine d o n t les e f fe ts p ro f ib rosan ts laissent supposer une déd i f f é renc ia t i on des 

RPTECs en f ibrob lastes p roduc teurs de co l lagène (Figure 61). 
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Figure 61 : quantités de collagène normalisées pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec du TGF-pi (10 ng/ml), 

des AA (50 \xM) du CisPt (10 ^ M ) ou de la CsA (10 |^M), en présence de doses croissantes de FBS. Les résultats sont 

présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 4) (* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001). 

Le graph ique pe rme t de m o n t r e r une induc t ion de la synthèse de col lagène par des cel lules t ra i tées 

par du TGF-p l (10 ng /ml ) ; celle-ci apparaît d 'au tan t plus impor tan te que la dose de FBS présente 

dans le mi l ieu de cu l ture est fa ib le. Le FBS (p robab lement en ve r tu des fac teurs de croissance qu' i l 

con t ien t , n o t a m m e n t l'EGF) j oue ici un rôle p ro tec teur en l im i tan t la p roduc t i on de matr ice 

extracel lu la i re. 

Ce pro toco le de val idat ion m e t éga lement en évidence une augmen ta t i on de la synthèse de 

col lagène lorsque les cellules sont t ra i tées par des AA, du CisPt ou de la CsA ; augmen ta t i ons qui sont 

éga lement l imi tées par la présence de FBS. Par la suite, les évaluat ions de p roduc t i on de col lagène 

seront menées en l 'absence de sérum. 

L'appl icat ion de ce tes t à l 'é tude de l 'e f fe t p ro tec teur des extraits a révélé, dans un premier temps , 

que les 2 doses d'AS testées n ' induisant pas une synthèse de col lagène supér ieure aux cond i t ions 

contrô les (Figure 62). Par cont re , le t r a i t emen t par du CisPt (10 n M ) a indu i t une p roduc t ion de 

col lagène 131 ± 6 % supér ieure aux contrô les. Le co- t ra i tement par AS à 50 e t 5 n g / m l a permis de 

l imi ter cet te synthèse à une augmen ta t i on de 120 ± 4 % et de 122 ± 4 % par rappor t au cont rô le , 

respect ivement . 
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(J) * * 

Figure 62 : quantité de collagène normalisée de cellules HK-2 traitées 48 h avec du CisPt (10 ^M) et /ou l'extrait AS (50 ou 

5 ng/ml). Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 4) {* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001). 

La produc t ion de MEC, don t fa i t par t ie le col lagène, est un p h é n o m è n e i m p o r t a n t i n te rvenan t dans 

un processus de c icatr isat ion. Si celui-ci est excédenta i re par rappor t au remodelage phys io log ique 

de la MEC, la f ibrose s' instal le. Qui plus est, le col lagène agit éga lement c o m m e un composé pro-

f ibrosant de par sa capaci té à in terag i r et act iver les cel lules qu i en sont product r ices [235, 256]. 

Ainsi, l im i te r la p roduc t i on de MEC - t o u t en s t imu lan t les propr ié tés de régénéra t ion tubu la i re -

pe rmet t ra i t d 'év i ter le r e m p l a c e m e n t de t issu fonc t i onne l par un t issu cicatr ic iel iner te . L 'extrai t d'A. 

sinensis pour ra i t ainsi ê t re emp loyé dans le bu t de l im i te r la synthèse de MEC et pour ra i t 

p robab lement a t t énue r la c icat r isat ion f i b ro t i que consécut ive aux ARA indui tes par le CisPt. 

Cette suppos i t ion fa i t écho à la Médec ine Trad i t ionne l le Chinoise qu i a t t r i bue à Dang Gui des ef fe ts 

bénéf iques pour le rein. Des é tudes c l in iques plus récentes o n t suggéré une amé l io ra t i on du 

syndrome néph ro t i que [79], et n o t a m m e n t un ra len t issement de la progression de la f ib rose lorsque 

la plante éta i t admin is t rée en associat ion avec l 'astragale sur un modè le de néphro tox ic i té à la 

puromyc ine chez le rat [127] . 

4.4.4. Relocalisation de la p-caténine 

La relocal isat ion de la P-caténine a é té évaluée su ivant 2 vo le ts : d 'une part , la f o r m e membrana i r e a 

été dosée par QFIA après i m m u n o m a r q u a g e , une app roche qui autor ise l ' ident i f i ca t ion de la f o r m e 

membrana i re de la p ro té ine ; d 'au t re part , la f o r m e cy top lasmique /nuc léa i re a é té quan t i f i ée selon 

une m é t h o d e en cy tomé t r i e de f lux. Les 2 mé thodes reposent sur l 'emplo i d 'an t icorps sélect i fs pour 

chacune des con fo rma t i ons de (3-caténine. 
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4.4.4.1. Analyse de la forme membranaire de p-caténine 

4.4.4.1.1. Validation de la méthode 

La QFIA a nécessi té une é tape p ré l im ina i re de va l i da t ion de l 'approche cons is tant à vé r i f i e r que le 

signal enreg is t ré e t t r a i t é f o u r n i t une va leur dépendan te (i) de l ' in tens i té de f l uo rescence réel le de 

l 'ob je t analysé, e t (ii) de la sur face t o t a l e occupée par des objets f luorescents sur chaque c h a m p . 

Pour ce fa i re , des mic rob i l les du ki t Inspeck™ Orange (XEX = 540 n m / Xsm = 560 n m ; M o l e c u l a r 

Probes, Eugène, USA) on t é té acquises. Le ki t consiste en une série de microb i l les en po l ys ty rène d ' u n 

d i a m è t r e de 6 | i m ; p o u r chacun des composan ts d u ki t , la surface des microb i l les a é té g re f fée avec 

des f l uo roph ro res (Figure 63). Les intensi tés de f luorescences, mesurées par le f ab r i can t par une 

m é t h o d e de c y t o m é t r i e de f lux, son t expr imées en pourcentages et va r ien t de 0 % pou r des 

microb i l les non marquées à 100 % pour les microb i l les p résentan t l ' i n tens i té de f l uo rescence la plus 

fo r te . 

E : 1 2 , 8 % F: 2 8 , 9 % G : 1 0 0 % 

Figure 63 : images des 7 composants du kit lnspecl<^'^ (grossissement 400 x). Les valeurs d'intensités relatives fournies par 

le fabricant sont exprimées en pourcentages du composant le plus greffé (G). 

Chacun des 7 t ypes de microb i l les a é té déposé sur une lame de mic roscop ie c o m p a r t i m e n t é e . La 

suspens ion a é té séchée, f ixée dans un mi l ieu de mon tage (Prolong® Gold A n t i f a d e M o u n t a n t , 

Inv i t rogen, Eugène, USA), e t chaque t ype de mic rob i l ie a é té examiné au b inocu la i re . Des images o n t 

é té acquises e t les in tens i tés de f luorescences o n t été t rans fo rmées en va leurs de luminances avec le 

logiciel Fiji. 

Dans un p r e m i e r t e m p s , il a pu ê t re vér i f ié que la va leur d u signal mesurée selon l ' app roche mise au 

po in t avec le logiciel Fiji é ta i t b ien cor ré lée à l ' in tens i té de f luorescence annoncée par le fab r i can t 
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(Figure 64). Ceci con f i rme la capaci té de l 'out i l à réagir p r o p o r t i o n n e l l e m e n t à des intensi tés de 

f luorescence var iables. 

= 0,949 

1 10 100 
Intensités de f luorescence relatives ( % ) 

Figure 64 : mesure de l'intensité de fluorescence des microbilles : les 7 types de microbilles ont été analysés à l'aide de la 

macro Fiji décrite dans la section Matériel et méthodes (seuls 6 points expérimentaux figurent sur le graphique ; 

l'intensité de fluorescence 0 % ne pouvant se trouver sur une échelle logarithmique). Pour chaque champ, la valeur 

mesurée a été normalisée par le nombre de billes présentes. Les points expérimentaux correspondent à la moyenne ± ET 

de 5 expériences indépendantes ; une régression linéaire a été appliquée après transformation (logarithme) des 

intensités de fluorescences relatives. 

Dans un second temps , il a é té vér i f ié que les va leurs de f luorescences mesurées é ta i en t corré lées à 

la surface t o ta le occupée par les bil les, e t ceci i n d é p e n d a m m e n t de leur in tens i té de f luorescence. 

Les images prises p r é c é d e m m e n t o n t é té analysées de la m ê m e man ière , e t la sur face éme t t r i ce de 

f luorescence a été cons idérée c o m m e é t a n t d i r e c t e m e n t p ropo r t i onne l l e au n o m b r e de bi l les 

présentes sur le champ. Ceci a pe rmis de c o n f i r m e r que plus un ob je t f l uo rescen t est g rand, plus la 

quant i té de lum iè re qu ' i l é m e t augmen te , e t plus le signal mesuré s'accroît (Figure 65). 

Microbilles B Microbilles C Microbilles D 
800-

600-
!s 
o> 
o 
c 400-
0) 

c 200-
tn 

0-

R2 = 0,607 » 

1500-

'5) 1000-
« 
c 

na
l 

500-
.5) 

= 0,840 

S 1000 

R" = 0,950 

40 60 80 
Nombre de billes par image 

Microbilles E 

SOÛO' 
•» 4000-
« 
S 3000-
c o 

c 
O) 
Û 1000 

0 

10000-

8000-
« 
'5) 0 6000-
c a> 

4000-

S
ig

nj
 

2000-

20 40 60 80 100 

Nombre de billes par image 

Microbilles F 

R^ = 0,990 

20 40 60 80 100 
Nombre de billes par image 

Microbilles G 
10000-

•0» 8000-

'5» « 6000-

al
 e

n
i 

4000-

Si
gn

^ 

2000-

R= = 0,961 

20 40 60 
Nombre de billes par image 

20 40 60 80 100 
Nombre de billes par image 

20 40 60 
Nombre de billes par image 

Figure 65 : corrélation entre la surface émettant une fluorescence et l'intensité totale mesurée (n = 5). Une régression 

linéaire a été appliquée pour chacun des 6 composants fluorescents du kit (le composant A n'étant pas repris ici car non 

marqué par le fluorophore). 
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4.4.4.1.2. Application aux cellules HK-2 

Les quant i tés relat ives de |3-caténine membrana i re on t é té évaluées pou r des cel lules HK-2 t ra i tées 

pendant 48 h avec des AA, du CisPt ou de la CsA. Chacun des 3 agents néph ro tox iques a 

respect ivement occasionné une per te de f luorescence a t t r ibuab le à la 3 -ca tén ine équ iva len te à 58,8 

± 3,2 %, 42,6 ± 6,2 % et 59,5 ± 3,7 % en compara ison aux cond i t ions cont rô les (Figure 66). Ceci 

ind ique que les 3 substances néphro tox iques sélect ionnées pour ce t te é t u d e sont capables d ' i ndu i re 

une per te de p-catén ine m e m b r a n a i r e quant i f iab le sur un modè le in vitro. 
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Figure 66 : quantification de la p-caténine membranaire pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h par des AA (50 i^M), 
du CisPt (10 ^ M ) ou de la CsA (10 \xM]. 10 images ont été acquises été traitées par Fiji. Les résultats sont présentés sous 

forme de moyennes ± ET (n= 3) ( * * * : p<0,001). 

La recherche d 'e f fe ts p ro tec teurs de l 'extra i t AS vis-à-vis de la pe r te de 3 -ca tén ine m e m b r a n a i r e 

indu i te par t r a i t e m e n t au CisPt a ind iqué qu'après 48 h d ' incuba t ion , l 'agent n é p h r o t o x i q u e 

occasionnai t une d ispar i t ion de 3 -caténine membrana i re ob jec t ivée par une réduc t i on de 

f luorescence à 32 % du con t rô le (Figure 67). 

Lorsque les cellules HK-2 sont t ra i tées c o n c o m i t a m m e n t par l 'extra i t AS, ce t te réduc t i on est l im i tée à 

env i ron 50 % celle du con t rô le pour les 2 doses testées. 

Ces résul tats d é m o n t r e n t qu 'A, sinensis est en part ie capable de l im i te r la per te du p h é n o t y p e 

épi thé l ia l des RPTECs. Ceci suppose des act ivi tés bénéf iques, d 'une par t sur l 'adhérence qu i s 'oppose 

à la per te de cel lules tubu la i res et qu i est suscept ible de ma in ten i r une fonc t i on t ubu la i r e s tab le ; et 

d 'au t re part sur une p robab le mo ind re relocal isat ion de 3 -ca tén ine vers le noyau qu i p e r m e t t r a i t 

d 'en t raver l 'expression de gènes con t r i buan t à la progression de la f ib rose. 
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Figure 67 : photographies en immunofluoresce de HK-2 traitées pendant 48 h avec du CisPt (10 |ilVI) e t /ou l'extrait AS (50 

ou 5 | ig/ml) (grossissement 400 X) (A). Intensités de fluorescence mesurées (B) ; les résultats sont présentés sous forme 

de moyennes ± ET (n= 3) ( * : p<0,05 ; * * * : p<0,001). 

4.4.4.2. Analyse de la forme cytoplasmique/nucléaire de p-caténine 

La quant i f i ca t ion de la f o r m e nucléai re de P-caténine a permis d 'appréc ie r les e f fe ts de l 'ext ra i t AS 

sur la re local isat ion de la p ro té ine indu i te par le CisPt. En e f fe t , si cet agent néph ro tox ique cause une 

augmen ta t i on de la f luorescence (a t t r i buée à la f o r m e nucléaire de |3-caténine) de 2 fois par rappor t 

aux cond i t ions contrô les, le c o - t r a i t e m e n t par l 'ext ra i t AS aux doses de 50 e t 5 i i g / m l a permis de 

l im i te r ce t te augmen ta t i on à 1,3 et 1,2 fois cel le du con t rô le , respec t i vement (Figure 68). 
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Figure 68 : quantification de la p-caténine nucléaire par cytométrie de flux après traitement des cellules HK-2 pendant 

48 h avec du CisPt (10 nM) et l'extrait AS (50 et 5 \ig/m\). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) 

( * * : p < 0 , 0 1 ; * * * :p<0,001). 

Ceci p e r m e t de conc lure q u e l 'ex t ra i t AS est capable de préven i r la re loca l isa t ion nuc léa i re de P-

ca tén ine consécut ive au t r a i t e m e n t par le CisPt. L 'ef fet observé n 'est à nouveau pas d o s e - d é p e n d a n t . 

En l im i tan t l 'expression de gènes imp l iqués dans la déd i f f é renc ia t i on des RPTECs en f ib rob las tes , il 

pou r ra i t con t r i bue r à l im i te r l ' i nduc t ion et le d é v e l o p p e m e n t de la f i b rose réna le u l té r ieu re . En e f f e t , 

des t ravaux récents (menés sur un modè le de cellules incubées avec d u TGF-3 ou sur des an imaux 

t ra i tés par de la doxorub ic ine ou subissant une obs t ruc t i on u ré té ra le un i la té ra le ) o n t m o n t r é qu ' en 

inh iban t la vo ie de la p-ca tén ine, la f onc t i on ur ina i re pouva i t ê t r e préservée, e t que les a t te in tes 

h is topa tho log iques ( n o t a m m e n t la f ibrose) pouva ien t ê t re res t re in tes [257, 258 ] . 

4.4.5. Caractérisation phénotypique par RT-qPCR 

La recherche d 'e f fe ts du CisPt sur l ' i nduc t ion ou la répression de l 'express ion de gènes imp l iqués dans 

la f ib rose rénale n'a pas pe rm is de m e t t r e en év idence de mod i f i ca t i ons s igni f icat ives à la dose de 

10 \iM. Toute fo is , les AA, à 5 0 | i M , on t indu i t une mod i f i ca t i on de la t r ansc r i p t i on des gènes codan ts 

pou r l 'E-cadhér ine ( d i m i n u t i o n à 0,47 ± 0,14 et 0,72 ± 0,09 fois la va leur observée pou r le c o n t r ô l e à 

24 et 4 8 h, respec t i vement ) e t pour l 'a -SMA (augmen ta t i on de 4 ,15 ± 0,63 e t 7 ,13 ± 1,76 fo is la va leu r 

observée p o u r le con t rô le à 2 4 e t 48 h, respect ivement ) (Figure 69). 
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Figure 69 : recherche d'effets du CisPt (10 ^ M ) et des AA (50 \iM] sur l'expression d'ARN impliqués dans la 
dédifférenciation des RPTECs et dans la production de MEC. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET 

(n = 3) (•* : p<0,05 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Ce pro toco le n'a donc pas pu ê t re app l iqué pour évaluer l 'e f fe t de l 'ext ra i t AS vis-à-vis de la tox ic i té 

du CisPt. Il conv ient t ou te fo i s de remarquer que la re local isat ion de P-caténine observée 

p r é c é d e m m e n t en présence de CisPt supposai t la régu la t ion de gènes in te rvenan t dans la f ibrose ; et 

n o t a m m e n t la répression de E-cadhér ine via l 'acquis i t ion du fac teur Snail, e l l e -même consécut ive à 

l 'associat ion de p-caténine et du fac teu r Tcf /Lef . Ceci n 'apparaî t pas dans cet te expér ience ; il reste 

possible que la dose (10 piM) ou le t emps d ' incuba t ion (24 et 48 h) ne so ient pas suf f isants pour 

act iver la voie de signal isat ion m e n a n t à une déd i f fé renc ia t ion des cel lules HK-2. 

4.4.6. Recherche d'effets potentiels sur la régénération tabulaire 

Les ef fe ts d'A. sinensis en t a n t que remède accélérant la c icat r isat ion des blessures de l 'ép iderme 

sont connus en MTC et on t é té rappor tés r é c e m m e n t : ils inc luent une s t imu la t i on de la m ig ra t ion 

(mon t rée sur des cellules de l ' ép i thé l i um gastr ique), une augmen ta t i on de la p ro l i fé ra t ion (observée 

sur un modè le imp l iquan t les cel lules endothé l ia les HUVEC) et une accélérat ion de l 'angiogenèse 

(observée in vivo chez le poisson-zèbre) [251, 259]. 

Un e f f e t bénéf ique de l 'extra i t AS sur la régénéra t ion tubu la i re a é té invest igué en 2 étapes : 

- Dans un premier t emps , la recherche d 'un e f f e t sur la p ro l i f é ra t i on cel lu laire a é té ent repr ise 

par éva luat ion de l ' index Ki-67. Celui-ci p e r m e t de d is t inguer les cel lules présentes dans les 

phases pro l i férat ives du cycle cel lu la i re (Gi, S, G2 e t M) de celles en phase de quiescence (Go). 

Ce test ne pe rme t t an t pas de dé tec te r les cel lules b loquées dans une des étapes du cycle (par 

exemple en G2 /M), une analyse de la d is t r ibu t ion des phases du cycle cel lu laire par 

quant i f i ca t ion de l 'ADN a pe rm is de con f i rmer les e f fe ts sur la p ro l i fé ra t ion . 

- Dans un second temps , les e f fe ts de l 'ext ra i t AS vis-à-vis de la m ig ra t i on cel lu laire on t é té 

évalués par un test de c icat r isat ion {scratcli assay). 
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4.4.6.1. Evaluation de la prolifération cellulaire par l'index Ki-67 

Après avoi r t r a i t é les cel lu les HK-2 pendan t 48 h avec les substances à tes te r , la p ro té ine Ki-67 a é t é 

m a r q u é e par i m m u n o f l u o r e s c e n c e et la p ropo r t i on de cel lu les posi t ives a é té éva luée. 

Figure 70 : photographies de cellules marquées en Immunofluorescence pour la protéine Ki-67 (en vert). Un contre-

marquage au DAPI (en bleu) permet de repérer les noyaux (grossissement 400 X). 

Le FBS a été ut i l isé en t a n t que con t rô le i nduc teu r de p ro l i f é ra t i on ; en e f fe t , celui-c i c o n t i e n t de 

n o m b r e u x fac teurs de croissance ( n o t a m m e n t , l'EGF) et ho rmones qu i m o d u l e la p ro l i f é ra t i on des 

cel lu les HK-2 [215] . Le t r a i t e m e n t par du FBS (10 %) p e r m e t d ' a u g m e n t e r l ' index Ki-67 à 306,8 ± 3 ,0 % 

par rappor t au con t rô le en l 'absence de sé rum (Figure 71). 

Le CisPt (10 n M ) a éga lemen t é té capable d ' i ndu i re une a u g m e n t a t i o n de l ' index Ki-67 de 

216,2 ± 4 , 9 % par r a p p o r t au con t rô le (Figure 71). Ceci do i t t o u t e f o i s ê t re i n t e rp ré té c o m m e une 

conséquence de sa tox i c i t é de par sa l iaison à l 'ADN et les ROS qu ' i l génère, l ' i n tégr i té d u m a t é r i e l 

géné t i que est a l té rée . Les cel lu les progressant dans les phases d u cycle cel lu la i re t e n t e r o n t de 

réparer ces dégâts avan t leur d iv is ion. Il en résul te un blocage d u cycle au po in t de con t rô l e G 2 / M , 

qu i m è n e à une a u g m e n t a t i o n de l ' index Ki-67 et à une conc lus ion faussement pos i t i ve d ' un e f f e t 

s imu lan t la p ro l i f é ra t i on cel lu la i re [88] . 
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Figure 7 1 : index Ki-67 calculé pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester. Les résultats sont 

présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) ( * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 par rapport au Ctrl) (valeur Ctrl = 0,22 ± 0,01). 

L'extrait AS est lui aussi capable d 'accroî t re l ' index Ki-67 à 244,3 ± 11,1 % et 135,4 ± 20,9 % pour des 

doses de 50 et 5 n g / m l respect ivement . Af in de dé te rm ine r si cet te augmen ta t i on prov ient d 'un e f fe t 

réel sur la pro l i féra t ion ou, à l ' instar du CisPt, d 'un blocage en G2 /M, une analyse de la d is t r ibu t ion 

des phases du cycle cel lulaire a é té entrepr ise. 

4.4.6.2. Analyse des phases du cycle cellulaire 

Des cellules t ra i tées dans les mêmes cond i t ions que p récédemmen t on t été analysées par une 

mé thode de cy tomét r ie de f lux v isant à dé te rm ine r leurs concent ra t ions d 'ADN respectives. 

En accord avec ses ef fets s t imu lan t la pro l i fé ra t ion , le t r a i t e m e n t par du FBS (10 %) a indu i t une 

légère d im inu t i on des cellules en Go/Gi (68,8 ± 2,2 % vs. 83,2 ± 1,0 % pour le cont rô le ) associée à une 

légère augmenta t ion de la p r o p o r t i o n de cel lules en phases G2 e t M (18,7 ± 1,1 % vs. 9,5 ± 0,5 % pour 

le contrô le) (Figure 72). 
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Figure 72 : analyse des proportions de cellules présentes dans différentes phases du cycle cellulaire après traitement 

pendant 48 h avec les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) ( * * : p<0,01 ; 

* * * : p<0,001 par rapport au contrôle). 
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Le CisPt a indu i t une f o r t e augmen ta t i on de la p ropor t i on de cellules en G2 /M (76,1 ± 2,6 %) associée 

à une f o r t e d im inu t i on de celles en phase G q / G i (15,8 ± 1,4 %). Ceci con f i rme le blocage du cycle 

cel lulaire. 

Les 2 doses de l 'extra i t AS o n t condu i t à une fa ib le d im inu t ion des cel lules en G q / G i (74,1 ± 1 ,1 % e t 

78,7 ± 1,4 % à 50 et 5 | i g /m l d'AS respect ivement) et à une faible augmen ta t i on des cel lules en G2 /M 

(16,1 ± 2,6 % à 50 pig/ml d'AS et 11,7 ± 2,0 % (non s tat is t iquement signif icat ive) à 5 ng /m l d'AS). Les 

profi ls ob tenus après t r a i t emen t par A. sinensis sont comparables à ceux ob tenus pour le FBS, e t 

pe rme t ten t de conclure que l ' augmenta t ion de l ' index Ki-67 observée p r é c é d e m m e n t est b ien une 

conséquence d 'un e f fe t sur la pro l i fé ra t ion cellulaire p lu tô t qu 'un blocage des cellules en G2 /M, 

c o m m e c'est le cas pour le CisPt. 

L'extrai t AS testé est donc capable de s t imuler la pro l i férat ion de cellules HK-2. Ceci semblera i t ê t re 

la conséquence d 'une sort ie de la phase de quiescence (Go), p ro f i tan t à une en t rée dans les phases 

prol i férat ives du cycle cel lulaire ; en e f fe t , la faible augmentat ion (généra lement non s ta t i s t i quement 

signif icat ive) de la p ropo r t i on de cellules en phases S ou G2/M ne pe rme t pas d 'exp l iquer la f o r t e 

croissance de l ' index Ki-67 après t r a i t emen t par l 'extrai t AS. Il y a dès lors l ieu de supposer qu 'une 

ma jo r i té de cellules se t r o u v e n t en phase Gi, sans que cela ne puisse ê t re a f f i rmé f o r m e l l e m e n t sur 

base des 2 tests ef fectués. 

Cet e f fe t s t imu lant la pro l i fé ra t ion par ent rée dans le cycle cellulaire est con f i rmé par la mesure de la 

survie (4.4.1.1. Estimation de la survie cellulaire globale) qui avait révélé des v iabi l i tés supér ieures 

aux condi t ions contrô les et s 'é levant à 109 % lorsque les cellules HK-2 é ta ien t t ra i tées par de l'AS (50 

ou 5 | ig /ml) . 

Les ef fe ts pro l i férateurs d'>4. sinensis on t déjà été démontrés in vitro sur des cellules épi thél ia les 

gastr iques pour un extra i t composé en grande part ie de polysaccharides [251]. L 'étude avai t 

n o t a m m e n t d é m o n t r é une induc t ion de la synthèse d'ADN corrélée à une augmen ta t i on du n o m b r e 

de cellules. Toutefo is , l 'ext ra i t é tud ié dans ce travai l ayant été p rodu i t à l 'aide de mé thano l ; la 

présence de polysaccharides, du moins de masse moléculaire élevée, reste incer ta ine. 

4.4.6.3. Test de cicatrisation 

Le scratch assay est c o u r a m m e n t emp loyé pour évaluer la mot i l i té cel lu laire. Il a dès lors été ut i l isé 

pour é tud ie r l 'e f fet de certa ines substances sur la modu la t ion des capacités de régénéra t ion , 

n o t a m m e n t sur la c icatr isat ion des épi thél ia [241]. Dans le cas des ARA, une réparat ion accélérée des 

tubu les rénaux (par amél io ra t ion de la pro l i férat ion e t de la migra t ion) peut condui re à une 
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d i m i n u t i o n de la sévér i té e t de la du rée de l ' a t te in te , con t r i buan t ainsi à l im i te r le r isque de 

d é v e l o p p e m e n t u l té r ieur de f ib rose [260] . 

Après avo i r créé une rayure sur des monocouches de cel lu les HK-2 à l 'aide d 'une po in te de p ipet te , le 

t r a i t e m e n t par du FBS (10 %) a permis d 'accé lérer la m ig ra t i on des cel lules à 1,9 fo is cel le observée 

pour des cond i t ions cont rô les (Figure 73). 
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Figure 73 : photographies pour le test de migration des cellules HK-2 dont la croissance a été arrêtée pendant 24 h par 

privation de sérum, grattées, puis traitées pendant 18 h avec les substances à tester (grossissement 100 X) (A). Les 

résultats sont présentés sous forme de moyenne + ET (n = 4) (* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl) (B). 

Le t r a i t e m e n t par l 'ex t ra i t AS aux doses de 50 et 5 | i g / m l a q u a n t à lui engendré une accé léra t ion de 

la vitesse de m ig ra t i on de 1,3 et 1,2 fo is supér ieures aux cond i t i ons con t rô les , respec t i vement . 

La reco lon isat ion plus rapide de la zone g ra t tée ne peu t pas s 'expl iquer seu lemen t par une 

accélérat ion de la p ro l i f é ra t ion ce l lu la i re : en e f fe t , des essais p ré l im ina i res on t permis d 'éva luer que 

le temps de d o u b l e m e n t (c 'est -à-d i re le t e m p s nécessaire pou r e f f ec tue r un cycle cel lu la i re) de 

cellules HK-2 mises en présence de FBS avois ina i t une qua ran ta ine d 'heures. Ainsi, les 18 h 

d ' incubat ion avec les composés à tes te r ne sont pas suf f isant pou r p e r m e t t r e une d iv is ion cel lu la i re, 

phénomène qu i aura i t pu c o n t r i b u e r à accélérer la reco lon isa t ion sur les bords de la zone lésée 

(Figure 73.A). 

Plusieurs raisons pouvan t exp l iquer ce t te m ig ra t i on accélérée o n t é té publ iées p r é c é d e m m e n t : sur 

des f ibrob lastes en cu l ture , un ex t ra i t é t hano l i que d'A. sinensis (300 | i g /m l ) e t l 'acide f é ru l i que 
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(3,5 | i M ) on t t ous deux m o n t r é une d i m i n u t i o n de l 'expression de M A R E l (microtubule-associated 

protein RP/EB) e t de NDKB (nucleoside displiospliate Idnase B), 2 gènes c o d a n t respec t i vemen t pou r 

des p ro té ines s t imu lan t la po lymér i sa t ion des mic ro tubu les ( M A R E l ) , e t imp l i quée dans les 

p h é n o m è n e s de mig ra t ion , de p ro l i fé ra t ion , de d i f fé renc ia t ion e t de d é v e l o p p e m e n t ce l lu la i re 

(NDKB) [261] . Ces observa t ions , qu i ind iquera ien t une possible d i m i n u t i o n de la m ig ra t i on , son t à 

con t reba lance r par l 'ac t iva t ion des gènes ARPC5 {actin-related protein 2/3 complex subunit 5) e t 

S T M N l {stathmin) par l 'acide f é ru l i que (mais pas par l 'ext ra i t d'A. sinensis) qu i son t respec t i vemen t 

responsables du remode lage des f i l aments d 'act ine e t de l ' i nh ib i t i on de la po l ymér i sa t i on de 

m ic ro tubu les . Ces e f fe ts conf l i c tue ls pour ra ien t a f fec te r la d y n a m i q u e des m ic ro tubu les , ce qu i 

d 'exp l iquera i t l 'e f fe t pos i t i f sur la m ig ra t i on des f ib rob las tes [261]. 

Il est désormais reconnu que la s t imu la t i on de la p ro l i fé ra t ion et de la m i g r a t i o n des RPTECs p e r m e t 

de dynamiser la régénéra t ion t ubu la i r e ; ce qui cons t i tue un caractère i m p o r t a n t dans le ma in t i en de 

la f o n c t i o n e t de la s t ruc tu re t ubu la i r e rénale su ivant une a t te in te t o x i q u e , n o t a m m e n t dans le cadre 

d'ARA successives aux t r a i t e m e n t s par le CisPt [98]. Au cours de ce t te pa tho log ie , la pe r te massive de 

cel lules tubu la i res est associée à des t roub les rénaux t rans i to i res n ' é t an t pas c o m p l è t e m e n t 

i r révers ib les, sa répé t i t i on peu t p réc ip i te r une évo lu t i on vers une MRC [262 ] . 

L 'ext ra i t m é t h a n o l i q u e tes té s 'é tan t m o n t r é capable d ' in f luencer p o s i t i v e m e n t ces 2 phénomènes , il 

est possible de supposer qu'A, sinensis serai t capable de réduire la sévér i té e t la du rée des ARA 

indu i tes par le CisPt. En e f fe t , en régénéran t plus rap idemen t l ' in tégr i té t ubu la i r e , A. sinensis pou r ra i t 

c o n t r i b u e r à res taurer la s t ruc tu re e t la f onc t i on rénales plus r a p i d e m e n t e t pou r ra i t l im i te r le r isque 

de progress ion vers une MRC. 

Conclusion 

Ces résul tats m e t t e n t en va leur un po ten t ie l n é p h r o p r o t e c t e u r p r o m e t t e u r pou r l 'ex t ra i t 

d ' A sinensis. Les pr inc ipes act i fs pu ta t i f s de ce t te p lan te (l 'acide f é ru l i que , le Z- l igust i l ide ainsi que 

son i somère le E-l igusti l ide) o n t é té évalués sur l 'ensemble des tes ts de mise en év idence d ' un e f f e t 

n é p h r o p r o t e c t e u r (Figure 74). 
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A. sinensis I E. senticosus I P. ginseng ISchizandrine (B) I S. marianum 

Figure 74 : démarche entreprise dans ce travail : l'activité protectrice des 5 plantes a été évaluée vis-à-vis des 3 

substances nephrotoxiques. L'association extrait-toxique la plus prometteuse (AS vs. CisPt) a été présentée au chapitre 

précédent, et les molécules reconnues actives dans la plante concernée ont été testées de nouveau. 

4.5. Recherche d'effets néphroprotecteurs des composés 

bioactifs majoritaires d'A. sinensis 

L'extrai t AS ayant m o n t r é le po ten t i e l n é p h r o p r o t e c t e u r le plus p r o m e t t e u r , les 3 pr inc ipes acti fs 

major i ta i res d'A. sinensis (à l ' except ion des polysacchar ides) décr i ts dans la l i t t é ra tu re on t é té 

sélect ionnés pour ê t re évalués sur la ba t te r ie de tests décr i ts p r é c é d e m m e n t (Figure 75). 

FA Z-lig E-lig 
Figure 75 : rappel des structures des 3 principes actifs majoritaires d'A. sinensis testés (FA : acide férulique ; Z-lig : Z-

ligustilide ; E-lig : E-ligustilide). 

NB : par la sui te, ces 3 substances seron t désignées PAAS (pr inc ipes act i fs d'Angelica sinensis). 
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Les essais b io log iques opérés p r é c é d e m m e n t en présence de l 'ex t ra i t b r u t d'A. sinensis m e t t a i e n t en 

j eu des doses de 50 et 5 | i g / m l . Le dosage de l 'acide f é ru l i que e t d u Z- l igust i l ide o n t pe rm is d e 

dé te rm ine r que ces doses exposa ien t les cellules à des concen t ra t i ons de 2 e t 0,2 en ac ide 

fé ru l i que et de 8 et 0 ,8 [iM en Z- l igust i l ide, respec t i vement . En conséquence , les PAAS s e r o n t tes tés à 

des concen t ra t ions de 1 , 1 0 e t 50 | i M . 

4.5.1. Mesures de survie cellulaire 

4.5.1.1. Estimation de la survie cellulaire globale 

4.5.1.1.1. Modulation de la mortalité cellulaire induite par le CisPt 

Après t r a i t e m e n t des cel lu les HK-2 par du CisPt à 10 | i M pendan t 24, 48 o u 72 h, la surv ie ce l lu la i re 

est t o m b é e à 89 ± 2 %, 74 ± 3 % et 58 ± 3 %, respec t i vement , en compara i son aux cond i t i ons c o n t r ô l e 

(Figure 76). 
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Figure 76 : viabilité cellulaire mesurée à l'aide du test à la résazurine après incubation des cellules HK-2 pendant 24, 48 

ou 72 h avec du CisPt (10 | iM) e t / o u chacun des 3 PAAS à 5 0 , 1 0 ou 1 i^M. Les résultats sont présentés sous forme de 

moyennes ± ET de 6 expériences indépendantes : p<0,001 vs. Ctrl / * : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. CisPt). 

Co-traitement avec FA Les 3 concen t ra t ions testées, 50, 10 et 1 [iM o n t permis d ' a m é l i o r e r la surv ie 

cel lu la i re en l im i tan t la baisse de v iab i l i té à, respec t i vement , 98 ± 4 %, 94 ± 3 % e t 92 ± 3 % (n.s) à 

24 h ; à 84 ± 3 %, 80 ± 3 % et 78 ± 4 % (n.s) à 48 h ; e t à 76 ± 5 %, 67 ± 4 % et 64 ± 3 % à 72 h. 

^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ Aucune mod i f i ca t i on s ta t i s t i quemen t s igni f icat ive n'a é té obse rvée lo rsque 

les cel lu les o n t é té t ra i tées avec la comb ina ison CisPt + Z-lig en compara i son au t r a i t e m e n t par le 

CisPt seul . 
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Co-traitement avec E-lig ] A la dose de 50 [iM, le co - t r a i t emen t des cel lu les avec la comb ina ison CisPt + 

E-lig a ren fo rcé la d i m i n u t i o n de l 'ac t iv i té m é t a b o l i q u e par rappor t au t r a i t e m e n t par CisPt seul : 86 ± 

2 %, 67 ± 5 % et 49 ± 4 % pou r des t e m p s d ' i ncuba t i on de 2 4 , 4 8 e t 72 h, respec t i vement . 

Af in de con f i rme r si ces e f fe ts son t une éven tue l le tox ic i té du E-lig l u i -même, le tes t à la résazur ine a 

été répé té en l 'absence de CisPt. 

Les 3 t e m p s d ' incuba t ion o n t é té chois is en raison de la pha rmacoc iné t i que du CisPt : la 

concen t ra t i on p lasmat ique évo lue de man iè re b iphas ique, avec un t e m p s de demi -v ie in i t ia l va r ian t 

ent re 25 et 50 minutes . Cet te p r e m i è r e phase est associée à une é l im ina t i on ur ina i re rapide d ' une 

ma jo r i t é du CisPt sous f o r m e l ibre. Le t e m p s de demi -v ie après la d i s t r i bu t i on et l iaisons aux 

pro té ines p lasmat iques var ie en t re 60 et 72 heures [263]. 

4.5.1.1.2. Effet des PAAS sur la survie cellulaire 

Le tes t à la résazurine m o n t r e que l 'expos i t ion des cel lu les HK-2 à 10 | i M de CisPt r ep rodu i t le prof i l 

o b t e n u p r é c é d e m m e n t (Figure 77) ; les pourcentages de survie ob tenus après 24, 48 et 72 h 

d ' i ncuba t ion a t te ignen t 9 1 ± 4 %, 76 ± 5 % e t 6 1 ± 6 %, respec t i vement . 

24 h 48 h 72 h 

Figure 77 : viabilité cellulaire mesurée à l'aide du test à la résazurine après incubation des cellules HK-2 pendant 24, 48 

ou 72 h avec chacun des 3 PAAS à 5 0 , 1 0 ou 1 ^ M . Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET de 4 

expériences indépendantes (* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Ces es t imat ions de la survie ce l lu la i re son t con f i rmées par un dosage des p ro té ines par la m é t h o d e 

au BCA (Figure 78) qui ind ique que le t r a i t e m e n t de cel lu les HK-2 p e n d a n t 24, 4 8 o u 72 h d ' i ncuba t i on 

avec 10 n M de CisPt indu i t des survies de 83 ± 3 %, 79 ± 5 % e t 64 ± 7 %, r espec t i vemen t . 
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Figure 78 : viabilité cellulaire mesurée à l'aide du dosage des protéines à la BCA après incubation des cellules HK-2 

pendant 24 ,48 ou 72 h avec 10 m-M de CisPt ou avec chacun des 3 PAAS à 50 ^ M . Les résultats sont présentés sous forme 

de moyennes ± ET de 4 expériences indépendantes (* : p<0,05 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Traitement par le FA En l 'absence de CisPt, le t r a i t e m e n t des cel lules HK-2 par 5 0 e t 10 n M de FA a 

permis d 'accro î t re l 'act iv i té m é t a b o l i q u e à 110 ± 2 % et 106 ± 4 % (n.s) après 4 8 h, e t à 115 ± 7 % e t 

111 ± 4 % (n.s) après 72 h, respec t i vemen t , par r appo r t aux cond i t ions con t rô les (Figure 77). Aucune 

mod i f i ca t i on n'a pu ê t re observée pour la dose de 1 | iM . 

Ces act iv i tés mé tabo l i ques supér ieures on t pu ê t re corrélées à une a u g m e n t a t i o n de la synthèse 

p r o t é i q u e à 112 ± 2 % par rappor t au con t rô le après 72 h d ' incubat ion , e t pou r une dose de 50 n M de 

FA (Figure 78). Ces résul tats suggèrent une amé l i o ra t i on de la p ro l i f é ra t i on ce l lu la i re (cf. 4 .5.5. 

Recherche d'effets potentiels sur la régénération tabulaire). 

IBIHB^nÊSHMB^!^ Aucune mod i f i ca t i on n'a pu ê t re observée après t r a i t e m e n t par le Z-l ig (à 

aucune des doses et à aucun des 3 t e m p s d ' incubat ion) avec les tes ts à la résazur ine (Figure 77) e t le 

dosage des p ro té ines à la BCA (Figure 78). 

mlmSnlTtmnltmSSIifi A 50 \iM, le E-lig indu i t une d i m i n u t i o n de l 'ac t iv i té m é t a b o l i q u e à 87 ± 6 % e t 

7 1 ± 8 % après 48 e t 72 h d ' i ncuba t ion , respec t i vement , en compara ison aux cond i t i ons con t rô les 

(Figure 77). Aucune mod i f i ca t i on n 'est observée après 24 h d ' incuba t ion . Le dosage des p ro té ines ne 

révèle quan t à lui aucune mod i f i ca t i on par r appo r t aux condi t ions con t rô les à aucun des 3 t e m p s 

d ' i ncuba t i on (Figure 78) , ce qu i ind ique que le E-lig, à la dose de 50 \iM, p e r m e t en fa i t de d i m i n u e r 

l 'ac t iv i té mé tabo l i que des cel lules HK-2 sans indu i re de per te de p ro té ines , e t a fortiori de pe r te d e 

cel lu les. 

En conc lus ion, ces résul tats i nd iquen t que : 

- L'acide fé ru l i que semble à la fo is capable de s t imu le r la p ro l i fé ra t ion ce l lu la i re e t de p ro téger les 

cel lules vis-à-vis de la mo r t a l i t é indu i te par le CisPt. 
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Le Z- l igust i l ide ne p r o d u i t a u c u n e m o d i f i c a t i o n de v iab i l i t é ce l lu la i re , que ce so i t seul , o u en co-

t r a i t e m e n t avec le CisPt. 

Le E- l igust i i ide ne p r o t è g e pas les cel lu les vis-à-vis d u CisPt ; il d i m i n u e en o u t r e leur act iv i té 

m é t a b o l i q u e sans p r o v o q u e r leur m o r t . 

4.5.1.2. Evaluation des taux d'apoptose 

Les e f fe t s des PAAS observés dans les expé r iences de surv ie ce l lu la i re o n t é té c o n f i r m é s par 

éva lua t ion des t aux d ' a p o p t o s e à l 'a ide d ' u n m a r q u a g e à l ' annex ine V e t au PI suiv i d ' u n e d é t e c t i o n 

par c y t o m é t r i e de f lux . 

En accord avec nos résu l ta ts p r é c é d e n t s (cf. sec t ion 4.5.1.1.1. Modulation de la mortalité cellulaire 

induite par le CisPt), le t r a i t e m e n t de cel lu les HK-2 par 10 l i M de CisPt p e n d a n t 24, 4 8 o u 72 h a accru 

de 3,1, 3 ,4 et 3 ,9 fo is la p r o p o r t i o n de cel lu les en a p o p t o s e en c o m p a r a i s o n aux c o n d i t i o n s con t rô les , 

r espec t i vemen t (Figure 79). 

48 h 24 h 72 h 

.s\^<,^<^^^<^ .#<<^<<^x^r>5i^>>'^ . # < < ^ ^ ^ x ^ r > 5 i ^ > ^ wK<' ' ' ' 
^^^^ o ^ é ^ t ^ t 

Figure 79 : proportions de cellules HK-2 en apoptose (phases précoce + tardive) après traitement pendant 48 h avec du 
CisPt (10 \iM) et l'extrait AS (50 ou 5 ng/ml). Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET de 4 expériences 

indépendantes (°°° : p<0,001 vs. Ctrl / * : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. CisPt). 

Le c o - t r a i t e m e n t au FA a p e r m i s de l im i t e r ces p r o p o r t i o n s à des a u g m e n t a t i o n s compr i ses e n t r e 1,2 

e t 2,2 fo is cel les observées p o u r le c o n t r ô l e , e t ceci de m a n i è r e d o s e - d é p e n d a n t e . Ce résu l ta t 

c o n f i r m e la capac i té de l 'ac ide f é r u l i q u e à r édu i r e la m o r t a l i t é i n d u i t e par le CisPt mise e n év idence 

p r é c é d e m m e n t . 

De plus, le c o - t r a i t e m e n t avec la p lus f o r t e dose de Z-l ig p e r m e t lui aussi de rédu i r e la p r o p o r t i o n de 

cel lules en a p o p t o s e i ndu i t e par le CisPt, e t ceci aux 3 t e m p s d ' i n c u b a t i o n tes tés . Ce résu l ta t est en 
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désaccord avec les tes ts de v iab i l i t é e f fec tués p récédemmen t , p o u r lesquels aucune réduc t i on d e 

mo r ta l i t é indu i te par le CisPt n'a pu ê t re ob ject ivée. Il y a dès lors l ieu de supposer que si le Z-

l igust i l ide p ro tège les cel lu les vis-à-vis de l 'ent rée en apoptose , il ne p e r m e t pas d ' amé l i o re r la 

v iab i l i té cel lu laire g loba le se lon d 'au t res mécanismes (par exemple par a m é l i o r a t i o n des capaci tés 

d 'adhés ion, de pro l i férat ion, . . . ) , c o m m e semblera i t le fa i re l 'acide f é ru l i que . 

F ina lement , le E-lig n ' a u g m e n t e pas le n o m b r e de cel lules en apop tose ; ceci c o n f i r m e que la 

d i m i n u t i o n de v iab i l i té observée lors du tes t à la résazurine (cf. 4.5.1.1.1. Modulation de la mortalité 

cellulaire induite par le CisPt) ne co r respond pas à une exacerbat ion de la cy to tox i c i t é d u CisPt. 

Ainsi, des 3 molécu les tes tées, c 'est l 'acide fé ru l i que qu i m o n t r e l 'ac t iv i té la plus in té ressante p o u r 

rédu i re la mor ta l i t é indu i te par le c isplat ine. La p ro tec t i on vis-à-vis de la cy to tox ic i té de cet agen t 

ant icancéreux do i t ê t re é g a l e m e n t envisagée pour les cellules t u m o r a l e s , ce qui r i squera i t de 

c o m p r o m e t t r e l 'e f f icaci té de la ch im io thé rap ie . 

Tou te fo is , des é tudes in vitro o n t d é m o n t r é la capaci té de l 'ac ide f é ru l i que à po ten t ia l i se r la 

cy to tox ic i té de dér ivés du p la t ine (CisPt et carbop la t ine) e t du 5 - f luo rourac i le , ainsi q u ' u n e 

exacerba t ion de la mo r t a l i t é i ndu i t e par des rad iat ions chez des cel lu les cancéreuses [264] . Des e f fe ts 

an t ip ro l i f é ra teu rs o n t é té observés sur des cel lules Hela ; les doses ef f icaces paraissent c e p e n d a n t 

d i f f ic i les à a t te ind re dans une p ra t i que c l in ique (IC50 = 320 ^ M ) . A la l um iè re des données actuel les, il 

reste p réma tu ré de conc lure que l 'acide fé ru l ique puisse amé l io re r l 'e f f icac i té des ch im io thé rap ies au 

CisPt, t o u t en p ro tégean t les re ins de sa néphro tox ic i té . 

4.5.2. Evaluation du statut oxydatif 

Les act iv i tés an t ioxydan tes de chacun des PAAS o n t é té évaluées à l 'a ide d u tes t au DPPH (Figure 

80.A) par calcul de leurs TEAC, une mesure de leur po ten t i e l an t ioxydan t . 

Pour l 'acide fé ru l ique , un an t i oxydan t bien connu [264] , la TEAC a é té es t imée à 2,1. 

Dans la g a m m e de concen t ra t i ons testées, ni le Z-l igusti l ide, ni le E-l igust i l ide n 'on t pe rmis de 

neut ra l iser au moins 5 0 % du DPPH mis en présence. La TEAC de ces mo lécu les ne peu t ê t re calculée ; 

el le peu t t ou te fo i s ê t r e es t imée supér ieure à 50. 
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Figure 80 : courbes de neutralisation du DPPH obtenues pour ctiacun des PAAS ainsi que pour le Trolox (A). Intensité de 

fluorescences relatives enregistrées après traitement des cellules HK-2 pendant 24 h avec 10 de CisPt et chacun des 

PAAS aux doses de 50 ,10 ou 1 j iM (B) ; l'activité oxydative est révélée par oxydation de la sonde HjDCF-DA (10 n M 

pendant 30 min). Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET de 4 expériences indépendantes 

(" ' ' : p<0,001 vs. Ctrl / * * * : p<0,001 vs. CisPt). 

Lorsque les cel lules on t été t ra i tées par 10 | i M de CisPt p e n d a n t 24 h, la mesure du stress oxyda t i f 

avec la sonde H2DCF-DA a pe rmis de m e t t r e à nouveau en év idence une a u g m e n t a t i o n de la 

généra t ion de ROS/RNS à 151,5 ± 5 ,1 % par r appo r t au con t rô le (Figure 80.B). Les 2 l igust i l ides (Z et 

E) on t empêché cet te a u g m e n t a t i o n (100,8 ± 5,6 % et 86,0 ± 10,4 %, respec t i vement ) à la dose de 50 

j i M . Les concent ra t ions plus fa ib les (10 et 1 n M ) n 'on t q u a n t à el les pas permis de l im i te r la 

généra t ion de ROS/RNS indu i te par le CisPt. 

F inalement , le FA ne s'est pas m o n t r é ef f icace pou r l im i te r les quan t i t és de ROS/RNS p rodu i tes à 

aucune des 3 concen t ra t ions tes tées. 

Ces résul tats von t à r e n c o n t r e des mesures des potent ie ls an t ioxydan ts (par neu t ra l i sa t ion de 

molécules radicalaires), qui suggéra ien t que l 'acide fé ru l i que é ta i t plus à m ê m e de rédu i re la 

généra t ion de radicaux l ibres néfastes aux cons t i tuan ts cel lu la i res. Tou te fo is , les e f fe ts an t ioxydan ts 

des l igust i l ides on t é té d o c u m e n t é s dans des é tudes an té r ieures qu i on t rappo r té (i) une 

métabo l i sa t ion reposant p r i nc ipa lemen t sur des mécan ismes de con juga ison ne p e r m e t t a n t pas de 

supposer l 'acquis i t ion d 'un po ten t i e l r éduc teu r d i rec t [130] , e t (ii) leur capaci té à accroî t re les 

act iv i tés d 'enzymes imp l iquées dans les défenses an t ioxydan tes (GSH-Px, CAT et SOD) et donc à 

amé l io re r la résistance des cel lu les face aux ROS et RNS [128]. Une au t re é tude a rappo r té une 

s t imu la t ion par le Z- l igust i l ide et le 3 -bu t y l i dèneph tha l i de de l 'express ion du fac teu r Nr f2 (Nuclear 

factor (erythroid-derived 2)-like 2 o u NFE2L2) connu pou r son imp l i ca t ion dans la t r ansc r i p t i on de 

gènes codan t n o t a m m e n t pour les enzymes an t ioxydan tes NAD(P)H q u i n o n e oxydoréduc tase , 

g lu ta th ion-S- t ransférase ou h è m e oxygénase [254]. Selon le m ê m e pr inc ipe, l ' i nduc t ion de 
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l 'expression de Thème oxygénase par le Z- l igust i l ide a permis de rédu i re le stress oxyda t i f dans un 

m o d è l e d ' i schémie - reper fus ion cérébra le chez le rat [265] . 

A u vue des résul tats ob tenus ici, il y a l ieu de supposer que l 'ac t iva t ion de ce mécan isme con fè re une 

me i l l eu re p ro tec t i on aux cel lu les vis-à-vis du stress oxyda t i f en compa ra i son à l ' admin i s t ra t i on de 

molécu les à pouvo i r r éduc teu r élevé. Il serai t dès lors in téressant de m e t t r e en év idence une 

p robab le synergie lors du t r a i t e m e n t des cellules par de l 'acide f é r u l i q u e e t d u E- e t / o u Z- l igust i l ide, 

t ous 3 présents dans A. sinensis. 

4.5.3. Mesure des quantités de collagène produites 

La mesure des quan t i tés de co l lagène produ i tes f o u r n i t une e s t i m a t i o n de la p r o d u c t i o n de MEC. 

Dans les cond i t ions expé r imen ta les choisies, un t r a i t e m e n t de 48 h avec 10 \iM de CisPt a i ndu i t une 

a u g m e n t a t i o n de co l lagène de 135 ± 4 % par rappor t au con t rô le (Figure 81). 

•AT C"? <t^ <^ .s .4̂  

Figure 8 1 : quantité de collagène normalisée dosée par la méthode au PSR pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h 

avec du CisPt (10 | iM) e t /ou chacun des PAAS (50,10 ou 1 ^M) . Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± 

ET (n= 4) ("•' : p<0,001 vs. Ctrl / * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. CisPt). 

Cet te a u g m e n t a t i o n a pu ê t re l im i tée par a jou t c o n c o m i t a n t de FA aux doses de 5 0 , 1 0 e t 1 | i M à 112 

± 2 %, 120 ± 3 % et 126 ± 3 %, respec t i vement . Les Z e t E-l igust i l ides n 'on t permis de rédu i re la 

q u a n t i t é de co l lagène p rodu i t e à aucune des concent ra t ions testées. 

Seul l 'acide fé ru l i que est donc capable de l imi ter le d é p ô t de co l lagène consécut i f au t r a i t e m e n t des 

cel lu les HK-2 par d u CisPt. Cet te p ro té ine de la MEC, lorsqu 'e l le est p r o d u i t e en excès d u r a n t une 

c icat r isa t ion t issula i re, en t ra îne une f ib rose i r révers ib le condu isan t à l ' a t roph ie - vo i re à la d i spa r i t i on 

- des tubu les . L'acide f é ru l i que pour ra i t donc p e r m e t t r e de préven i r la dé té r i o ra t i on i r révers ib le de la 
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f o n c t i o n rénale, ce qui p e r m e t t r a i t , en t héo r i e , aux cel lules rés iduel les de régénérer les tubu les 

a l térés en c o n t o u r n a n t une c ica t r i sa t ion f i b ro t i que indésirable. 

Les e f fe ts an t i f ib rosants de l 'ac ide f é ru l i que on t auparavant é té mis en év idence ex vivo sur des 

coupes de foies de rats t ra i tés par de l 'acé ta ldéhyde : l 'expression de a - S M A e t la sécré t ion de TGF-|3 

o n t é té rédui tes par a jou t de f é ru l a te de sod ium lors de l 'expos i t ion au t ox i que . La p ro tec t i on du fo ie 

aura i t éga lement é té méd iée par i n d u c t i o n de l 'expression de méta l l op ro té inases matr ic ie l les (e.g 

M M P - 1 ) et de la répression de l 'express ion d ' inh ib i teurs t issulaires de méta l lop ro té inases matr ic ie l les 

(e.g TIMP-1) [266]. Ce dern ie r p h é n o m è n e a pu ê t re d é m o n t r é in vivo sur des modè les 

d 'hépa to tox ic i tés indui tes par l 'a lcool ou par les acides gras chez le rat e t se son t soldés par une 

réduc t i on de l 'accumula t ion de co l lagène [267] . 

4.5.4. Relocalisation de la p-caténine 

4.5.4.1. Analyse de la forme membranaire de (î-caténine 

Les quan t i tés de ( î-caténine m e m b r a n a i r e o n t é té dé te rm inées à l 'a ide de la m é t h o d e QFIA : les 

cel lules HK-2 on t é té t ra i tées p e n d a n t 4 8 h avec les composés à tes te r , e t analysées après 

i m m u n o m a r q u a g e f luo rescen t (Figure 82). 

Figure 82 : signal de fluorescence mesuré pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec du CisPt (10 \iM) e t /ou les 
PAAS aux doses de 50 ,10 et 1 n M . Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 4) (° : p<0,05 ; °° : 

p<0,01 ; : p<0,001 vs. Ctrl / * : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. CisPt). 

En l 'absence de CisPt, chacun des PAAS, à la dose de 50 [iM, a a u g m e n t é la f luo rescence a t t r i buab le à 

la p-caténine m e m b r a n a i r e de 1,2 fo is par r a p p o r t au con t rô le ; à 10 n M , seul le FA a pu p rodu i re un 

e f fe t s imi la i re (augmen ta t i on de 1 ,1 fo is supér ieu re au con t rô le ) . Ceci i nd ique que les 3 PAAS, et plus 
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par t i cu l iè rement le FA, son t capables de p romouvo i r l 'acquis i t ion de p-catén ine au n iveau 

membrana i re - c 'est-à-di re en tan t que fac teur d 'adhés ion cel lulaire - ce qu i con f i rme le p h é n o t y p e 

épi thél ia l des RPTECs. 

Le t r a i t e m e n t des cel lules par 10 \iM de CisPt a p rodu i t une per te de p-catén ine m e m b r a n a i r e 

équ iva lente à 0,5 fo is celle observée pour les cond i t ions contrôles. Cet te réduc t i on a t o u t e f o i s pu 

ê t re l imi tée par add i t ions concomi tan te de 50 p M de FA, Z-lig ou E-lig à 0,8, 0,8 ou 0,7 fois par 

rappor t au cont rô le , respec t ivement . A la dose de 10 p M , seul le FA s'est m o n t r é capable de l im i te r 

cet te per te à 0,7 fo is celle du cont rô le . Ces résul tats ind iquent que si les 3 PAAS p e r m e t t e n t de 

préveni r la per te de p-catén ine membrana i re - et donc du phénotype ép i thé l ia l des RPTECs - l 'e f fe t 

le plus in tense a é té observé pour l 'acide féru l ique. 

4.5.4.2. Analyse de la forme q^oplasmique/nucléaire de p-caténine 

L'analyse des quan t i tés de la f o r m e relocal isante de p-caténine s'est fa i te au m o y e n d ' une t echn ique 

par i m m u n o m a r q u a g e f luorescent suivie d 'une dé te rm ina t ion par cy tomé t r i e de f lux. Après 

t r a i t e m e n t par 10 p M de CisPt pendant 48 h, les cel lules HK-2 o n t connu une a u g m e n t a t i o n de 2,5 

fois de leur quan t i t é en P-caténine nucléaire par rappor t au cont rô le (Figure 83). 
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Figure 83 : quantification de la P-caténine nucléaire par cytométrie de flux après traitement des cellules HK-2 pendant 

48 h avec du CisPt (10 | iM) et les PAAS aux doses de 50 ,10 et 1 ^M. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne 

± ET (n = 4) r ° • P<0,001 vs. Ctrl / * : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. CisPt). 

Les 3 PAAS testés, que l le que soi t la dose, o n t permis de l imi ter ce t te a u g m e n t a t i o n en t re 1,7 e t 1,9 

fois la f luorescence observée pour le cont rô le . Dans ce pro toco le , les 3 composés s e m b l e n t do tés de 

la m ê m e ef f icaci té. 
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Toute fo is , en égard aux résul tats ob tenus p r é c é d e m m e n t , il y a l ieu de no te r que l 'acide fé ru l ique est 

le composé le plus p r o m e t t e u r pour : 

- s t imu le r l 'acquis i t ion de p-ca tén ine m e m b r a n a i r e , e t ainsi ren fo rcer le p h é n o t y p e ép i thé l ia l des 

cel lules ; ce qui pou r ra i t p e r m e t t r e une amé l i o ra t i on des capaci tés de régénéra t ion tubu la i re 

post -NTA ; 

- p réven i r la re local isat ion de la p -ca tén ine de la m e m b r a n e vers le noyau, l im i tan t ainsi 

l 'associat ion au fac teu r Tc f /Le f e t l 'express ion de gènes tels que Snail imp l iqués dans l 'EMT et 

dans la f ibrose. De plus, en p réservan t sa local isat ion membrana i r e , les capaci tés d 'adhés ion 

cel lu la i re sont ma in tenues , ce qu i év i te le d é t a c h e m e n t et la per te i n t r a l um ina le de RPTECs. 

4.5.5. Recherche d'effets potentiels sur la régénération tubulaire 

4.5.5.1. Evaluation de la prolifération cellulaire par l'index Ki-67 

Afin d 'éva luer si les PAAS peuven t s t imu le r la p ro l i f é ra t i on cel lu la i re, des cel lu les HK-2 on t é té 

t ra i tées pendan t 48 h avec chacun des composés aux doses de 50, 10 et 1 | i M avant 

i m m u n o m a r q u a g e de la p ro té ine Ki-67. Le FBS, choisi c o m m e con t rô le pos i t i f , a indu i t une 

a u g m e n t a t i o n de 326 ± 9 % en compara i son aux cond i t i ons con t rô les pr ivées de sé rum bov in (Figure 

84). 

400 n 

# # # # # # # # # # 

Figure 84 : index Ki-67 pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester. Les résultats sont 

présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) (* : p<0,05 ; * * * : p<0,001 par rapport au Ctrl) (valeur Ctrl = 0,26 ± 0,02). 

A nouveau, le t r a i t e m e n t par 10 \iM de CisPt a i ndu i t une é léva t ion de l ' index Ki-67 à 224 ± 10 %. 

C o m m e exp l iqué p r é c é d e m m e n t , ceci do i t ê t re i n t e r p r é t é c o m m e une conséquence de sa tox ic i té e t 

du blocage du cycle cel lu la i re en phase G2 /M (cf. 4.4.6.1. Evaluation de la prolifération cellulaire par 

l'index Ki-67 e t 4.4.6.2. Analyse des phases du cycle cellulaire). 
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Les 3 PAAS tes tés o n t é g a l e m e n t é t é capab les d ' acc ro î t r e l ' index Ki -67 de f a ç o n d o s e - d é p e n d a n t e . 

Les va leu rs d ' a u g m e n t a t i o n les p lus i m p o r t a n t e s o n t t o u t e f o i s é té obse rvées p o u r le FA. 

A n o u v e a u , u n e ana lyse de la p r o p o r t i o n de cycles ce l lu la i res a é t é e n t r e p r i s e a f i n d e v é r i f i e r q u e les 

a u g m e n t a t i o n s de l ' i ndex Ki-67 son t b i en co r ré lées à une accé lé ra t i on d e la p r o l i f é r a t i o n e t n o n à u n 

b locage des ce l lu les en G 2 / M . 

4.5.5.2. Analyse des phases du cycle cellulaire 

En c o m p a r a i s o n au c o n t r ô l e , le p ro f i l o b t e n u p o u r le FBS es t s im i la i re à ce lu i o b s e r v é p r é c é d e m m e n t 

(cf. 4.4.6.2. Analyse des phases du cycle cellulaire) : u n e légère d i m i n u t i o n des ce l lu les e n phases 

Go/Gi (76 ,0 ± 2 ,8 % vs. 85 ,8 ± 2 ,4 % p o u r le c o n t r ô l e ) e t u n e légère a u g m e n t a t i o n de la p r o p o r t i o n de 

ce l lu les en phases G 2 / M (18 ,4 ± 2,7 % vs. 8 ,8 ± 0 ,8 % p o u r le con t rô le ) o n t é t é o b s e r v é e s (F igure 85) . 

Ega lemen t , le t r a i t e m e n t par le CisPt a causé une f o r t e baisse de la p r o p o r t i o n de ce l lu les en Go /G i 

(10,2 ± 0 ,8 %) associée à u n e f o r t e a u g m e n t a t i o n de cel les en G2 /M (83 ,2 ± 3 ,9 %). 
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E-lig 10 MM 
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Z-lig 1 MM 
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Z-lig 50 (JM 

F A I M M 
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F B S 
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S 
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P o u r c e n t a g e de cellules ( % ) 
Figure 85 : analyse des proportions de cellules présentes dans différentes phases du cycle cellulaire après traitement 

pendant 48 h avec les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) (* : p<0,05 ; 
* * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

F i n a l e m e n t , les p ro f i l s o b t e n u s p o u r les 3 PAAS à chacune des 3 doses s o n t s im i l a i res à ce lu i o b t e n u 

p o u r le FBS, ce q u i é c a r t e la poss ib i l i t é d ' u n b locage des cel lu les en phase G 2 / M . 

Il est d o n c poss ib le de c o n c l u r e q u e l ' é l éva t i on de l ' i ndex Ki-67 o b s e r v é e p r é c é d e m m e n t est e n 

r e l a t i o n avec u n e p r o l i f é r a t i o n accrue . 

L 'e f fe t o b s e r v é ici p o u r r a i t ê t r e e x p l i q u é par u n e so r t i e d e la phase de q u i e s c e n c e (Go), p r o f i t a n t à 

une e n t r é e dans les phases p ro l i f é ra t i ves d u cycle ce l lu la i re , et n o t a m m e n t au p r o f i t de la phase G i : 
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à l ' instar des résul tats o b t e n u s pou r l 'ex t ra i t b ru t AS, l ' augmen ta t i on de la p r o p o r t i o n de cellules en 

phases S ou G2 /M ne semb le pas pouvo i r exp l iquer la f o r t e croissance de l ' index Ki-67. 

4.5.5.3. Test de cicatrisation 

Le scratch assay a é té ut i l isé af in d 'éva luer l 'e f fe t des 3 PAAS sur la mo t i l i t é cel lu la i re. Le FBS, uti l isé 

c o m m e con t rô le pos i t i f a permis d 'accé lérer de 1,9 fo is la vi tesse de m ig ra t ion par rappor t au 

cont rô le (Figure 86). 
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Figure 86 : vitesses de migration des cellules HK-2 dont la croissance a été arrêtée pendant 24 h et traitées pendant 18 h 

avec les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 6) 

( * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Les t ro is doses de FA, 50, 10 et 1 piM on t é té capables d 'accé lérer la vi tesse de m ig ra t i on de 1,7, 1,6 

e t 1,4 fo is par rappor t au con t rô le , respec t i vemen t . A l ' instar d'A. sinensis, la l i t t é ra tu re rappor te une 

s t imu la t ion de la m ig ra t i on de f ib rob las tes lors de l 'expos i t ion à une so lu t ion à 3,5 [iM d 'ac ide 

fé ru l ique [261]. Ceci a é té d iscuté à la sec t ion 4.4.6.3. Test de cicatrisation. 

Le Z-lig n'a pas p rodu i t de mod i f i ca t i on s t a t i s t i q u e m e n t s igni f icat ive. Enfin, le E-lig, à la dose de 

50 l iM , a f re iné la m ig ra t i on de cel lu les HK-2 à 0,7 fois la va leur du con t rô le . En c o n j o n c t i o n avec sa 

capacité à rédu i re l 'act iv i té m é t a b o l i q u e des cel lu les HK-2, il est possible de suggérer que le E-

l igusti l ide est un composé à po ten t i e l a n t i t u m o r a l . Cependan t , aucune pub l i ca t ion n'a à ce j o u r t e n t é 

d 'évaluer son act iv i té ant icancéreuse. 

F inalement , t ou tes ces données suggèren t que l 'acide f é ru l i que est le composé le plus à m ê m e 

d 'amél io rer les capacités de régénéra t i on t ubu la i r e . En agissant sur la p ro l i f é ra t i on et sur la m ig ra t i on 

de RPTECs saines, il pou r ra i t ga ran t i r une res tau ra t ion plus rap ide de la s t ruc tu re et de la f onc t i on 

tubu la i re rénale ; il l im i te ra i t ainsi l ' i n i t i a t ion d 'une c ica t r isa t ion f ib reuse e t l ' émergence d 'a l té ra t ions 

st ructure l les et fonc t ionne l les i r révers ib les [262] . 
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5. Conclusion générale et perspectives 
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Dans le présent t ravai l , nous avons sé lect ionné une série de plantes pour lesquelles les usages 

t rad i t ionne ls ainsi que la l i t t é ra tu re sc ient i f ique rappor ten t des act iv i tés néphropro tec t r i ces in vivo, 

mais pou r lesquelles les mécan ismes pharmaco log iques sous- tendant l 'act iv i té ne sont que 

par t ie l l ement expl iqués. 

Nous nous sommes focalisés sur les cel lules de l 'ép i thé l ium tubu la i re p rox ima l qui sont les cibles 

privi légiées de nombreuses substances tox iques d 'or ig ine méd icamen teuse (cisplat ine, c ic lospor ine 

A) ou env i ronnemen ta le (acides ar is to lochiques) . 

Les act iv i tés néphropro tec t i ces d 'ext ra i ts de 5 plantes o n t é té évaluées sur des cel lules HK-2. Ce 

modè le in vitro a permis d ' invest iguer une série de paramèt res b io log iques visant à m e t t r e en 

évidence : 

- Une réduc t ion de la mo r ta l i t é indu i te par les agents néphro tox iques . Des éventue ls e f fe ts 

bénéf iques on t é té con f i rmés par dé te rm ina t i on des taux d 'apop tose ; 

- Une a t ténua t ion des dégâts oxydat i fs générés par l 'exposi t ion aux t ro is tox iques ; ceci ayant 

é té évalué par le biais d 'une mesure du pouvo i r an t ioxydan t des substances à tester , ainsi que 

par l 'es t imat ion de la généra t i on d'espèces réact ives de l 'oxygène et de l 'azote in vitro ; 

- Une rest r ic t ion de la p roduc t i on de col lagène - cons t i t uan t essent ie l de la mat r ice 

ext racel lu la i re p rodu i t lors de processus de c icatr isat ion f i b ro t i que - indu i te par les agents 

néphro tox iques ; 

- Une l im i ta t ion du processus de déd i f fé renc ia t ion des RPTECs engendré par l 'expos i t ion aux 

t ro is tox iques ; ce p h é n o m è n e a é té ob jec t ivé par mesure des quan t i tés de P-caténine aux 

n iveaux membrana i re ou cy top lasmique /nuc léa i re ; 

- Une amé l io ra t ion des capaci tés de régénéra t ion tubu la i re évaluée au moyen de tests de 

p ro l i fé ra t ion et de mo t i l i t é cel lu laires. 

Au t e r m e de ces tests b io logiques, c 'est l 'ext ra i t d'/4. sinensis qu i a m o n t r é le po ten t ie l 

néph rop ro tec teu r le plus p r o m e t t e u r (ceci é tan t just i f ié par la présence d 'act iv i tés bénéf iques sur 

une ma jo r i té des tests uti l isés e t / o u par la magn i tude des ef fe ts observés). Ses pr incipes actifs 

majeurs, tels que décri ts dans la l i t t é ra tu re , o n t é té à nouveau évalués sur la ba t te r ie de tests af in 

d ' ident i f ie r une molécu le suscept ib le d ' ê t re proposée c o m m e néphrop ro tec t r i ce vis-à-vis des 

t ra i t emen ts à base de CisPt. Ainsi, bien que les E et Z- l igust i l ide a ien t d é m o n t r é des act iv i tés 

néphropro tec t r i ces intéressantes, c 'est l 'acide fé ru l ique qu i a m o n t r é le plus f o r t po ten t ie l à l im i te r 

les a t te in tes tox iques indui tes par le CisPt. 

La néphro tox ic i té est sans aucun d o u t e l ' e f fe t secondaire le plus p réoccupan t du CisPt. Il apparaî t 

nécessaire de déve lopper de nouvel les stratégies basées sur l ' emp lo i d 'agents pharmaco log iques qui 

pour ra ien t d im inuer les lésions occasionnées aux RPTECs [89, 96] . 
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A ce t i t r e , l 'acide fé ru l ique s'est m o n t r é capable de rédui re la mor ta l i t é ce l lu la i re par aba issement 

des taux d 'apoptose. 

Ma lg ré un e f fe t an t ioxydan t reconnu [264], il n'a pas é té capable de p ro téger les cel lules HK-2 du 

stress oxydat i f selon le modè le ut i l isé dans cet te é tude. 

Il a t ou te fo i s permis de l im i ter la synthèse de col lagène indu i te par un t r a i t e m e n t au CisPt et pou r ra i t 

ainsi s 'avérer u t i le pour préven i r l 'accumula t ion de MEC associée à un processus c icatr ic ie l excessif. 

Enfin, ses ef fe ts s 'opposent à la relocal isat ion de P-caténine de la m e m b r a n e vers le noyau. Ceci 

pe rme t t r a i t de ren forcer les capaci tés d 'adhés ion des cellules, p révenant ainsi leur d é t a c h e m e n t e t 

leur per te in t ra lumina le ; et s 'opposera i t en ou t re à l 'act ivat ion de la voie de la p-catén ine, associée à 

la modu la t i on de gènes responsables du déve loppemen t de la f ibrose [257, 258] . 

Perspectives 

L'étude réalisée ici cons t i tue la p remiè re é tape d 'une démarche déd iée à la découve r te d 'une 

molécu le ut i l isable dans le cadre de la p révent ion des ARA et des f ibroses secondai res associées aux 

t r a i t emen ts par le CisPt. La rou te vers l 'é laborat ion d 'un méd icament po ten t ie l reste encore longue. 

Les ef fe ts de l 'acide fé ru l i que vis-à-vis de la néphro tox ic i té indui te par le CisPt dev ra ien t ainsi ê t re 

con f i rmés et invest igués plus e n détai ls : 

- Dans un p remie r temps , la mise au po in t d 'un modè le animal devra i t ven i r c o n f i r m e r le po ten t i e l 

n é p h r o p r o t e c t e u r de l 'acide fé ru l ique in vivo. Celui-ci devrai t en ou t re s 'a t tacher à l 'éva luat ion 

de la f onc t i on rénale (c réat in inémie , DFG, enzymurie,. . . ) et aux répercussions h is topa tho log iques 

associées aux in ject ions de CisPt. 

- La bat te r ie de tests ut i l isée pour ra i t ensui te ê t re t ransposée à un modè le in vitro basé sur une 

cu l tu re de cel lules pr imai res humaines. Celles-ci pour ra ient ê t re ob tenues par i so lement de 

RPTECs à par t i r d ' un rein huma in , o b t e n u suite à une néphrec tomie . 

De la m ê m e manière , les e f fe ts bénéf iques de l 'acide féru l ique pou r ra ien t in téresser d 'au t res 

l ignées cel lulaires, imp l i quan t par exemple des cellules endothéi ia les af in de m e t t r e en év idence 

un e f fe t béné f ique po ten t ie l sur l 'EndoMT. D'autres recherches pou r ra ien t t e n t e r de d é t e r m i n e r 

si l 'acide fé ru l ique p e r m e t de d im inuer l 'act ivat ion e t la pro l i fé ra t ion de f ib rob las tes en cu l tu re , 

con t r i buan t ainsi à l im i te r la synthèse de MEC. 

- Dans un second t emps , c o m m e il a é té d é m o n t r é au cours de cet te é t u d e que l 'acide fé ru l i que 

pouva i t rédu i re la mor ta l i t é indu i te par le CisPt par réduct ion du déc lenchemen t de l 'apoptose, il 

serai t jud ic ieux de d é t e r m i n e r si la m ê m e p ro tec t ion est ob tenue vis-à-vis de cel lules t umora l es 

en cu l ture. Si te l é ta i t le cas, la p ro tec t ion rénale devrai t ê t re assurée par ciblage spéci f ique des 

RPTECs. 
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De plus, des molécules de s t ruc tu re proche de l 'acide fé ru l ique devra ient ê t re testées af in 

d 'appréc ier leurs re lat ions s t ruc ture-ac t iv i té . Ces analogues pour ra ien t en t re aut res comprend re 

l 'acide café ique, le coni féry l fé ru la te , l 'acide c innamique , l 'acide s inapique, la cu rcumine , l 'acide 

ch lo rogén ique, la cynar ine, l 'acide rosmar in ique. . . D 'autres dér ivés produ i ts par hémisynthèse 

pou r ra ien t éga lement ê t re proposés. Cette é tape de pha rmacomodu la t i on do i t pe rme t t re 

d 'op t im ise r l 'act iv i té de la mo lécu le candidate . 

Ensuite, de nouvel les expér iences in vitro imp l i quan t les cel lules HK-2 e t / o u des cul tures 

pr imai res devra ien t ven i r é tayer le cor tège d 'a rguments proposant l 'acide fé ru l ique (ou un 

éven tue l dér ivé) c o m m e substance néphrop ro tec t r i ce . Celles-ci pour ra ien t n o t a m m e n t inclure : 

o La recherche d 'un e f fe t p ro tec teu r sur la survie cel lu laire lors d 'u t i l i sa t ion de doses plus 

élevées de CisPt induct r ices de nécrose, 

o La dé te rm ina t i on de la vo ie d 'apoptose ( in t r insèque ou ext r insèque) ayant é té inhibée ainsi 

que le mécan isme sous- jacent . 

o La mise en év idence d 'un ren fo r cemen t de l 'adhésion cel lu la i re (supposé par le ma in t ien de 

la f o r m e membrana i r e de p-caténine) , p révenan t le dé tachemen t et la per te de cellules, 

o La con f i rma t i on selon laquel le la répression de la voie de la P-caténine est b ien associée à 

une induc t ion rédu i te de l 'act iv i té du fac teur de t ranscr ip t ion Snail. Ceci pour ra i t 

éven tue l l emen t ê t re ob jec t ivé i nd i rec temen t par la mise en év idence de l 'EMT via 

l 'expression g é n o m i q u e e t p ro té ique de marqueurs tels que la v imen t i ne o u la a-SMA. 

o La recherche d 'e f fe ts sur la sécrét ion de cytok ines te l les que le TGF-P, le TNF-a ou 

r in te r leuk ine-6 , imp l iquées dans les phénomènes d 'EMT, d 'ac t iva t ion de f ib rob lastes et de 

rec ru temen t de leucocytes ; 3 fac teurs favor isant la f ib rose rénale in ters t i t ie l le . 

Pour t e rm ine r , la vec to r i sa t ion de l 'acide fé ru l ique (ou de son analogue) devra assurer la 

dél ivrance du pr inc ipe act i f au cœur des RPTECs à p ro téger avant l ' admin is t ra t ion de CisPt e t 

pe rme t t r a de l imi ter la d i s t r i bu t ion à l 'ensemble de l 'organisme, en ce compr is la t u m e u r à 

t ra i te r . Ceci pour ra i t ê t re mis en œuv re en t i r an t p ro f i t de récepteurs plus ou moins spéci f iques 

des RPTECs (par exemple par péné t ra t i on via le comp lexe mégal ine-cub i l ine présent sur leur 

pôle lumina l ; ou encore par f o r m a t i o n d 'un addu i t à la 25-hydroxy -v i tamine D qui est 

t o t a l e m e n t réabsorbée par les RPTECs). Cette démarche p e r m e t t r a i t en o u t r e de pro téger le 

méd i camen t par un brevet , é tan t d o n n é que l 'acide fé ru l ique , issu du règne végétal , est 

accessible à t o u t indust r ie l pha rmaceu t i que . 
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Annexes 

Les annexes son t const i tuées par les graphiques cor respondant aux résul ta ts non détai l lés, mais 

résumés sous f o rme de tabeaux à la sect ion 4.3. Recherche d'effets néphroprotecteurs des extraits 

bruts. 

Autres résultats obtenus pour l'extrait AS 

Mesures de viabilité 

Survie cellulaire globale 

Les graphiques ci-dessous f o n t apparaî t re un e f fe t bénéf ique de l 'ex t ra i t AS sur la survie lors d 'un 

t r a i t e m e n t par les AA, mais pas avec la CsA. 

** ITS 

Figure 87 : viabilité cellulaire mesurée à l'aide du test à la résazurine après incubation des cellules HK-2 pendant 48 h 

avec les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET de 4 expériences indépendantes 

(* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Evaluation du taux d'apoptose 

L'extra i t AS n'a pas permis de rédui re l 'apoptose indu i te par les AA ; t ou te fo i s , cel le-ci est rép r imée 

pour des t r a i t emen ts par CisPt e t CsA et ce pour les deux doses tes tées (50 e t 5 ng /m l ) . 
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Figure 88 : proportions de cellules HK-2 en apoptose (phases précoce + tardive) après traitement pendant 48 h avec les 

substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n = 3 pour AA / n 4 pour CsA) (* : p<0,05 

; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Evaluation du statut oxydatif 

L ' e x t r a i t AS n ' a pas é t é e n m e s u r e d e r é d u i r e l ' i n t e n s i t é d u s t r e s s o x y d a t i f g é n é r é n i p a r le t r a i t e m e n t 

a u x A A , n i p a r u n t r a i t e m e n t a u C i s P t . 

200-1 

Figure 89 : intensités de fluorescence mesurées après oxydation du H2DCF-DA et dosage par cytométrie de flux de 

cellules HK-2 traitées pendant 48 h. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n = 4) ( * * * : p<0,001 vs. 

Ctrl). 

Détermination de la quantité de collagène 

L ' e x t r a i t AS s ' e s t m o n t r é c a p a b l e d e l i m i t e r la p r o d u c t i o n d e c o l l a g è n e i n d u i t e p a r les A A e t le C isPt , 

m a i s p a s p a r la CsA. 
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Figure 90 : production de collagène mesurée par la méthode au PSR pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les 

substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 4) ( * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Relocalisation de la p-caténine 

P-caténine membranaire 

L'extrai t AS, qu i s 'é ta i t m o n t r é act i f dans le ma in t ien du phéno type ép i thé l ia l des cel lules lors d ' un 

co - t ra i t emen t avec le CisPt, n'a pas é té eff icace dans des modèles inc luant les AA ou la CSA. 

n.s 
-0) 
3 30000 
tf) 
a 
E 
0) 

ç 20000 
4) 
O 
«1 
a 
o 
^ 10000-
o •a 
râ 
c 
• ) 

0 ) 

n.s 
n.s 

*** 

Uimu 
Figure 91 : signaux de fluorescence mesurés pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester et 

marquées par immunofluorescence. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 3) ( * * * : p<0,001 vs. 

Ctri). 

p-caténine nucléaire 

Tou t c o m m e pour le t r a i t e m e n t au CisPt, l 'a jout concomi tan t d 'ex t ra i t AS lors d 'une expos i t ion des 

cel lules aux AA p e r m e t de rédu i re la quan t i té de 3 -ca tén ine nucléaire. 
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Figure 92 : quantification de la jî-caténine nucléaire par cytométrie de flux après traitement de 48 h avec les substances à 

tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) (* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; vs. Ctrl). 

Résultats obtenus pour l'extrait ES 

Mesures de viabilité 

Survie cellulaire globale 

A u c u n e f f e t b é n é f i q u e n 'a é t é o b s e r v é p o u r l ' e x t r a i t ES ; il r e n f o r c e la m o r t a l i t é i n d u i t e p a r les A A o u 

la CsA. 
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Figure 93 : viabilités cellulaires mesurées à l'aide du test à la résazurine après incubation des cellules HK-2 pendant 48 h 

avec les substances à tester et présentées sous forme de moyennes ± ET (n = 4) ( * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 
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I Evaluation du taux d'apoptose 

L'extrait ES renforce l 'apoptose indui te par les AA. Au contra i re, il d im inue la p r o p o r t i o n de cel lules 

apopto t iques lors d 'un t r a i t e m e n t par le CisPt. Aucun e f fe t n'a pu ê t re observé lors d ' un t r a i t e m e n t à 

la CsA. 
n.s 

Figure 94 : proportion de cellules HK-2 en apoptose (phases précoce + tardive) après traitement pendant 48 h avec les 

substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes i ET (n = 3 pour AA / n = 4 pour CsA) 

{* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Evaluation du statut oxydatif 

L'extrait ES, à la dose de 50 ng /m l , a permis de l imi ter le stress oxydat i f indu i t par t r a i t e m e n t aux AA 

et au CisPt. Un e f fe t an t ioxydant est éga lement observé à 5 pg /m l , mais celui-ci n'est pas 

s ta t i s t iquement signi f icat i f . 

xvi 



** *** 

Figure 95 : intensités de fluorescence mesurées après oxydation du H2DCF-DA et dosage par cytométrie de flux de 

cellules HK-2 traitées pendant 48 h. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n = 3) ( * * : p<0,01 ; * * * : 

p<0,001 vs. Ctrl). 

Détermination de la quantité de collagène 

L ' e x t r a i t ES s ' e s t m o n t r é c a p a b l e d e l i m i t e r la p r o d u c t i o n d e c o l l a g è n e i n d u i t e p a r les A A ( p o u r 

5 0 n g / m l s e u l e m e n t ) e t le C i s P t m a i s p a s p o u r la CsA . 
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Figure 96 : production de collagène mesurée par la méthode au PSR pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les 

substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 4) ( * : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; 

* * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Relocalisation de la p-caténine 

p-caténine membranaire 

L ' e x t r a i t ES n e s ' e s t p a s m o n t r é a p t e à r é d u i r e la p e r t e d e P - c a t é n i n e m e m b r a n a i r e l o r s d u t r a i t e m e n t 

e t c e p o u r c h a c u n d e s 3 t o x i q u e s . 
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Figure 97 : intensités de fluorescence mesurées pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester 
et marquées par immunofluorescence. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 3) ( * * * : p<0,001 

vs. Ctrl). 

x v i i i 



Etant donné l 'absence d 'act iv i té, une éventue l le inh ib i t ion de la relocal isat ion nucléaire de P-

caténine n'a pas été recherchée. 

Recherche d'effets sur la régénération cellulaire 

Mesure de l'index Ki-67 

L'index Ki-67 a permis de m e t t r e en avant un e f f e t s t imu lant la pro l i fé ra t ion pour ES 50 ug /m l . Le 

graphique ci-dessous m o n t r e éga lement que les cellules t ra i tées par des AA ou du CisPt connaissent 

une é lévat ion de leur index Ki-67 du fa i t de l 'arrêt du cycle en phase G2 /M ; la CsA ne p rovoquan t pas 

de blocage ne modi f ie pas l ' index Ki-67. 

«.•«̂  # > f # A<ï̂  A<?' 

Figure 98 : index Ki-67 pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester. Les résultats sont 

présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) ( * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Etant donné les ef fets posit i fs du t r a i t e m e n t par l 'extra i t ES à 50 | ig /ml , les pr incipes actifs de 

l 'é leuthérocoque on t é té testés. L 'é leuthéroside B n'a pas permis d ' indu i re la p ro l i fé ra t ion cel lulaire, 

au contra i re de l 'é leuthéroside E. 
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Figure 99 : index Ki-67 pour des cellules l-IK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester. Les résultats sont 

présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) ( * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 
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Evaluation des phases du cycle cellulaire 

Les prof i ls de d is t r ibu t ion des phases du cycle cel lulaire obtenus pour les AA et pour le CisPt sont 

similaires, et sont associés à une f o r t e d im inu t i on du nombre de cellules en phase Go/Gi ainsi qu'à 

une f o r t e augmen ta t i on des cellules en phase G2 /M. Les profi ls ob tenus avec l 'ext ra i t ES son t 

in termédia i res à ceux observés pour les condi t ions con t rô le et FBS. 

Ctrl-

F B S 1 0 % -

AA50 pM 

CisPt 10 mM-

ES 50 Mg/ml -

ES 5 Mg/ml • 

0 50 100 
Pourcentage de cellules (%) 

Figure 100 : distribution des phases du cycle cellulaire après traitement de cellules HK-2 pendant 48 h avec les substances 

à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) (* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Estimation de la vitesse de migration 

L'extrai t ES a permis d 'amél io rer la vitesse de migrat ion cellulaire aux 2 doses testées. 
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Figure 101 : vitesses de migration déterminées selon le scratch assay. Les résultats sont présentés sous forme de 

moyenne ± EF (n = 4) { * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl) 

Etant donnés les résultats posit i fs, les ef fe ts potent ie ls des 2 principes actifs supposés majeurs, les 

é leuthéros ides B et E, on t été recherchés. Les doses employées on t é té choisies c o m m e les 

concent ra t ions cor respondant à des t ra i tements de 50 ou 5 ng/ml d 'ex t ra i t b ru t . Seul l 'é leuthéros ide 

E s'est m o n t r é act i f pou r s t imuler la migra t ion cel lulaire. 
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Figure 102 : vitesses de migration déterminées selon le scratch assay. Les résultats sont présentés sous forme de 

moyenne ± ET (n = 4) ( * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl) 

Résultats obtenus pour l'extrait PG 

Mesures de viabilité 

Survie cellulaire globale 

Aucun e f f e t béné f i que n'a é té observé p o u r l ' ex t ra i t PG ; la plus f o r t e dose de g inseng (50 | i g / m l ) 

renforce m ê m e la m o r t a l i t é i ndu i te par les 3 tox iques . Ceci a é té é tud ié plus en déta i ls pou r les AA au 

t ravers d ' une éva lua t i on de la v iab i l i té après 3 t e m p s d ' i ncuba t i on . 
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Figure 103 : viabilité cellulaire mesurée à l'aide du test à la résazurine après incubation des cellules HK-2 avec les 

substances à tester pendant 24, 48 ou 72 h pour les AA ou 48 h pour le CisPt ou la CsA. Les résultats sont présentés sous 

forme de moyennes ± ET de 4 expériences indépendantes C* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

I Evaluation du taux d'apoptose 

Etant donné l 'aggravat ion de la v iabi l i té cellulaire observée c i -avant pour un co - t ra i tement 

imp l iquan t des AA et du PG 50 ng /m l , les taux d 'apoptose ont éga lement é té dé te rm inés pour ce t te 

combina ison à 3 temps d ' incubat ion dist incts. De plus, les 2 doses de ginseng semb len t l imi ter 

l 'apoptose indu i te par la CsA ; un e f fe t semblable est remarqué pour la dose de 5 n g / m l lors d 'un 

t r a i t e m e n t au CisPt, mais pas à 50 ng /m l . 

24 h 48 h 72 h 

Phase précoce d'apoptose 
Phase tardive d'apoptose 
Nécrose 
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Figure 104 : proportion de cellules HK-2 viables, en apoptose (phases précoce + tardive), ou en nécrose après traitement 

pendant 24, 48 ou 72 h avec les substances à tester (pour la combinaison AA + PG). Les graphiques correspondant au 

CisPt ou à la CsA ne montrent que les cellules en apoptose (phases précoce + tardive) après 48 h de traitement. Les 

résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n = 3 pour AA / n = 4 pour CisPt et CsA) (°°°: p<0,001 ; * : p<0,05 ; 

* * : p<0,01 ; * * * : p<0,001). 

Evaluation du statut oxydatif 

L ' e x t r a i t PG s ' e s t a v é r é c a p a b l e d e l i m i t e r le s t r e s s o x y d a t i f e n g e n d r é p a r le t r a i t e m e n t d e s c e l l u l e s 

p a r les A A , m a i s p a s p a r le C i s P t . 
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Figure 105 : intensités de fluorescence mesurées après oxydation du HjDCF-DA et dosage par cytométrie de flux de 

cellules HK-2 traitées pendant 24 ou 48 h avec les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de 

moyennes + ET (n = 4) ( ° " : p<0,001 vs. Ctrl / * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. CisPt). 

Détermination de la quantité de collagène 

L ' e x t r a i t PG a p e r m i s d e s d i m i n u t i o n s d e s é c r é t i o n d e c o l l a g è n e l o r s q u e les c e l l u l e s é t a i e n t t r a i t é e s 

s i m u l t a n é m e n t p a r d e s A A o u d e la CsA : c e t e f f e t n ' a t o u t e f o i s é t é o b s e r v é q u e p o u r la d o s e d e 5 

| i g / m l . A u c u n e a c t i v i t é n ' a é t é n o t é e l o r s d ' u n t r a i t e m e n t p a r le C i s P t . 
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Figure 106 : production de collagène mesurée par la méthode au PSR pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 

les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 4) (* : p<0,05 ; * * : p<0,01 

p<0,001 vs. Ctrl) 

h avec 
. * * * . 

Relocalisation de la p-caténine 

P-caténine membranaire 

L ' e x t r a i t PG n e s ' e s t p a s m o n t r é a p t e à r é d u i r e la p e r t e d e p - c a t é n i n e m e m b r a n a i r e l o r s d u 

t r a i t e m e n t e t c e p o u r c h a c u n d e s 3 t o x i q u e s . 
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Figure 107 : intensités de fluorescence mesurées pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester 

et marquées par immunofluorescence. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 3) ( * * * : p<0,001 

vs. Ctrl). 

De plus, les e f fe ts du g inseng o n t é té invest igués sur l 'acquis i t ion de p -ca tén ine mennbranai re au 

cours d u t e m p s (Figure 108). Les cel lules o n t é té incubées avec les substances à tes te r en m i l i eu 

con tenan t du FBS (au con t ra i re de l 'expér ience p récéden te ) jusqu 'à 24 h avant la f in de l ' i ncubat ion . 

L'extrait PG s'est ainsi révélé capable de p r o m o u v o i r de man iè re i m p o r t a n t e l 'acqu is i t ion de 3-

caténine membrana i re , e t donc du p h e n o t y p e ép i thé l ia l . Ceci do i t ê t re rapproché d 'une plus g rande 

densi té ce l lu la i re lors de l 'a jou t de g inseng : les contac ts e t j onc t i ons in terce l lu la i res pour ra ien t ainsi 

favor iser la présence de p-ca tén ine au n iveau m e m b r a n a i r e . 
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Figure 108 : immunomarquage évaluant l'expression de p-caténine après 24, 48 ou 72 h de traitement 
(grossissement 400X). 

I p-caténine nucléaire 

Lors d ' u n t r a i t e m e n t de cel lu les HK-2 par des AA, l 'ex t ra i t PG n'a pas p e r m i s de l im i t e r la 

re loca l i sa t ion d e p -ca tén ine vers le noyau . Les c o m b i n a i s o n s inc luant le CisPt o u la CsA n ' o n t pas é t é 

tes tées é t a n t d o n n é l 'absence d 'ac t i v i t é observée dans les expér iences p r é c é d e n t e s . 

Figure 109 : quantification de la P-caténine nucléaire par cytométrie de flux après traitement des cellules HK-2 pendant 

48 h avec les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) ( * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Recherche d'effets sur la régénération cellulaire 

I Calcul de l'index Ki-67 

L 'ex t ra i t PG a é t é capab le d ' a u g m e n t e r l ' index Ki-67. A nouveau, une analyse de cycles ce l lu la i res a 

é té e n t r e p r i s e a f in de vé r i f i e r qu ' i l ne s'agissait pas d ' un blocage des ce l lu les e n phase G 2 / M . 

8000-1 
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Figure 110 : index Ki-67 de cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester. Les résultats sont présentés 

sous forme de moyenne ± ET (n = 4) ( * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Etant donné que le ginseng a m o n t r é des résultats posit i fs, les ef fets potent ie ls de 3 de ses principes 

actifs, les ginsénosides, on t été recherchés. Les doses employées on t été choisies comme les 

concentrat ions cor respondant à des t ra i t emen ts de 50 ou 5 u g / m l d 'ex t ra i t brut . Parmi ceux-ci, seuls 

le ginsénoside Rb2 a permis d 'é lever l ' index Ki-67 e t ce aux deux doses testées. 
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Figure 111 : index Ki-67 de cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester. Les résultats sont présentés 

sous forme de moyenne + ET (n = 4) ( * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Evaluation des phases du cycle cellulaire 

La comparaison des prof i ls ob tenus ne m o n t r e pas d 'a r rê t du cycle cel lulaire lorsque les cellules sont 

traitées par l 'extrai t PG. 
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Figure 112 : distribution des phases du cycle cellulaire après traitement de cellules HK-2 pendant 48 h avec les substances 

à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) (* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

La m ê m e d é m a r c h e a é t é a p p l i q u é e à d e s c e l l u l e s t r a i t é e s c o n c o m i t a m m e n t p a r d e s A A e t l ' e x t r a i t 

PG. A u c u n e r é d u c t i o n d u n o m b r e d e c e l l u l e s a r r ê t é e s e n p h a s e G 2 / M n ' a p u ê t r e o b s e r v é e . 

A A + PG 5 pg/ml 
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Figure 113 : distribution des phases du cycle cellulaire après traitement de cellules HK-2 pendant 48 h avec les substances 
à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) ( * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Estimation de la vitesse de migration 

L ' e x t r a i t PG, a u x 2 d o s e s t e s t é e s , a p e r m i s d ' a m é l i o r e r la m i g r a t i o n d e c e l l u l e s . 

Figure 114 : vitesses de migration déterminées selon le scratch assay. Les résultats sont présentés sous forme de 

moyenne ± ET (n = 4) ( • : p<0,05 ; • * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl) 
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Résultats obtenus pour les principes actifs Schi et Schi B 

Mesures de viabilité 

I Survie cellulaire globale 

La schisandr ine B a pu p ro téger les cel lu les HK-2 de la m o r t a l i t é i ndu i te par les AA e t par le CisPt. La 

schisandr ine n'a été act ive que vis-à-vis du CisPt. 

Figure 115 : viabilité cellulaire mesurée à l'aide du test à la résazurine après incubation des cellules HK-2 pendant 48 h 

avec les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET de 4 expériences indépendantes 

(* : p<0,05 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

I Evaluation du taux d'apoptose 

L'évaluat ion des taux d 'apop tose a permis de m e t t r e en év idence un léger e f f e t i nh ib i teu r des 2 

molécules testées vis-à-vis des AA e t du CisPt. 
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Figure 116 : proportion de cellules HK-2 en apoptose (phases précoce + tardive) après traitement pendant 48 h avec les 

substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n = 4) (* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : 

p<0,001 vs. Ctrl). 

Détermination de la quantité de collagène 

Les 2 m o l é c u l e s t e s t é e s se s o n t m o n t r é e s c a p a b l e s d e l i m i t e r la p r o d u c t i o n d e c o l l a g è n e i n d u i t e p a r 

les A A e t le C i s P t , m a i s n ' o n t p a s m o d i f i é les t a u x l o r s d ' u n t r a i t e m e n t p a r la CsA . 
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Figure 117 : production de collagène mesurée par la méthode au PSR pour des cellules HK-2 traitées 

les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 4) (* : p<0,05 

p<0,001 vs. Ctrl). 
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; * * : p<0,01 

h avec 

Relocalisation de la p-caténine 

p-caténine membranaire 

Les 2 molécu les, Schi et Schi B, sont capables de s 'opposer à la per te de P-caténine membrana i re 

indui te par expos i t ion de cel lules HK-2 au CisPt. Elles n 'on t cependant m o n t r é aucun e f fe t lors d 'un 

t r a i t e m e n t par les AA. 
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Figure 118 : intensités de fluorescence mesurées pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester 

et marquées par immunofluorescence. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 3) (* : p<0,05 ; * * : 

p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

p-caténine nucléaire 

Les résultats précédents ayant mis en év idence une l im i ta t ion de la per te de p-catén ine 

membrana i re lors d 'un t r a i t e m e n t par le CisPt, la recherche d 'e f fe ts sur la re loca l isat ion de la 

proté ine au niveau nucléaire a é té en t repr ise e t a permis de d é m o n t r e r un e f f e t i nh ib i teu r pour les 2 

molécules testées. 
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Figure 119 : quantification de la P-caténine nucléaire par cytométrie de flux après traitement des cellules 

48 h avec les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 5) (* : p<0, 

vs. Ctrl). 

HK-2 pendant 

05 ; * * : p<0,01 

Recherche d'effets sur la régénération cellulaire 

Mesure de l'index Ki-67 

P a r m i les 2 m o l é c u l e s t e s t é e s , s e u l e la s c h i s a n d r i n e a é t é c a p a b l e d e s t i m u l e r la p r o l i f é r a t i o n 

c e l l u l a i r e . 
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Figure 120 : index Ki-67 des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester. Les résultats sont présentés 

sous forme de moyenne ± ET (n = 4) ( * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Evaluation des phases du cycle cellulaire 

La c o m p a r a i s o n d e s p r o f i l s o b t e n u s n e m o n t r e pas d ' a r r ê t d u c y c l e c e l l u l a i r e l o r s q u e les c e l l u l e s s o n t 

t r a i t é e s p a r d e la s c h i s a n d r i n e o u d e la s c h i s a n d r i n e B. 
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Figure 121 : distribution des phases du cycle cellulaire après traitement de cellules HK-2 pendant 48 h avec les substances 

à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ET (n = 4) (* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Estimation de la vitesse de migration 

A u c u n e d e s 2 m o l é c u l e s t e s t é e s n ' a p e r m i s d ' a m é l i o r e r la m o t i l i t é d e s c e l l u l e s H K - 2 . 

Figure 122 : vitesses de migration déterminées selon le scratch assay. Les résultats sont présentés sous forme de 

moyenne ± ET (n = 4) { * * * : p<0,001 vs. Ctrl) 

Résultats obtenus pour l'extrait SM 

Mesures de viabilité 

Survie cellulaire globale 

L ' e x t r a i t S M a p e r m i s d e r é d u i r e la m o r t a l i t é i n d u i t e p a r les A A , m a i s p a s p a r le C i sP t o u la CsA. 
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Figure 123 : viabilité cellulaire mesurée à l'aide du test à la résazurine après incubation des cellules HK-2 pendant 48 h 

avec les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET de 4 expériences indépendantes 

( • * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

I Evaluation du taux d'apoptose 

L'ext ra i t SIVI a permis une d i m i n u t i o n du taux de cel lules a p o p t o t i q u e s pou r les 3 substances 

néphro tox iques . Ceci va t o u t e f o i s à l ' encon t re des résul tats concernan t la surv ie ce l lu la i re qui n ' o n t 

pas mis en év idence de réduc t i on de la mor ta l i t é . D 'aut res mécanismes i n t e r v e n a n t dans la pe r te de 

cel lu les sont donc à suspecter . 
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Figure 124 : proportion de cellules en apoptose après traitement pendant 48 h avec les substances à tester. Les résultats 

sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n = 4) (* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Evaluation du statut oxydatif 

L ' e x t r a i t d e c h a r d o n m a r i e n e p e r m e t pas d e d i m i n u e r l ' i n t e n s i t é d u s t r e s s o x y d a t i f g é n é r é p a r les 

t r a i t e m e n t s a u x A A o u a u C i sP t . 

Figure 125 

cellules HK-2 

: intensités de fluorescence mesurées après oxydation du HjDCF-DA et dosage par cytométrie 

traitées pendant 48 h avec les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de 

ET (n = 4) ( * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

de flux de 

moyennes ± 

Détermination de la quantité de collagène 

L ' e x t r a i t S M a é t é la s u b s t a n c e la p l u s e f f i c a c e p o u r s ' o p p o s e r à la s y n t h è s e d e c o l l a g è n e : i l a p e r m i s 

d ' e n l i m i t e r la q u a n t i t é a p r è s t r a i t e m e n t p a r c h a c u n d e s 3 t o x i q u e s . 
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Figure 126 : production de collagène mesurée par la méthode au PSR pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec 

les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 4) (* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : 

p<0,001 vs. Ctrl) 

Relocalisation de la p-caténine 

P-caténine membranaire 

L'extra i t SM a é té ef f icace vis-à-vis des 3 substances tox iques pou r l im i te r la p e r t e de p -ca tén ine 

m e m b r a n a i r e , e t p e r m e t t r a i t donc de p r o m o u v o i r le ma in t ien d u p h é n o t y p e ép i thé l ia l des cel lules 

HK-2. 
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Figure 127 : intensités de fluorescence mesurées pour des cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester 

et marquées par immunofluorescence. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± ET (n= 3) ( * * : p<0,01 ; * * * 

: p<0,001 

I p-caténine nucléaire 

L ' e x t r a i t S M a p e r m i s d e r é d u i r e la q u a n t i t é d e P - c a t é n i n e s o u s f o r m e n u c l é a i r e p o u r d e s t r a i t e m e n t s 

a u x A A e t a u C i sP t . 

Figure 128 : quantification de la |3-caténine nucléaire par cytométrie de flux après traitement des cellules HK-2 pendant 

48 h avec les substances à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± ET (n = 4) 

(* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Recherche d'effets sur la régénération cellulaire 

I Calcul de l'index Ki-67 

L ' e x t r a i t S M p e r m e t u n e a u g m e n t a t i o n d e la p r o l i f é r a t i o n d e s c e l l u l e s H K - 2 , c o n f o r m é m e n t a u x 

d o n n é e s r a p p o r t é e s d a n s la l i t t é r a t u r e ( c f . 1.4.5.5. Potentiel néphroprotecteur). 

x x x v i i 
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Figure 129 : index Ki-67 de cellules HK-2 traitées pendant 48 h avec les substances à tester. Les résultats sont présentés 
sous forme de moyenne ± ET (n = 4) ( * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

Evaluation des phases du cycle cellulaire 

A n o u v e a u , p a r c o m p a r a i s o n d e s p r o f i l s o b t e n u s , l ' e x t r a i t S M i n d u i t d e s m o d i f i c a t i o n s d a n s les 

p h a s e s d u c y c l e c e l l u l a i r e i n t e r m é d i a i r e s à ce l l es o b s e r v é e s p o u r les c o n d i t i o n s c o n t r ô l e e t FBS. 

s u 2 )jg/ml 
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Pourcentage de cellules (%) 

Figure 130 : distribution des phases du cycle cellulaire après traitement de cellules HK-2 pendant 48 h avec les substances 
à tester. Les résultats sont présentés sous forme de moyenne + ET (n = 4) (* : p<0,05 ; * * : p<0,01 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl). 

I Estimation de la vitesse de migration 
L ' e x t r a i t S M a p e r m i s u n e a u g m e n t a t i o n d e la v i t e s s e d e m i g r a t i o n c e l l u l a i r e l o r s d u scratch assay. 

Figure 131 : vitesses de migration déterminées selon le scratch assay. Les résultats sont présentés sous forme de 
moyenne ± ET (n = 4) (* : p<0,05 ; * * * : p<0,001 vs. Ctrl) 
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O R I G I N A L A R T I C L E 

Potential nephroprotective effects of the Chinese herb Angelica sinensis 
against cisplatin tubulotoxicity 

V a l é r i a n B u n e l ' ^ M a r i e - H é l è n e A n t o i n e ' , J o ë l l e N o r t i e r ' , P i e r r e D u e z ^ ' ' , a n d C a r o l i n e S t é v i g n y ^ A 
'Laboratory of Expérimental Nephrology, Faculty of Medicine, Université Libre de Bruxelles (ULB), Brussels, Belgium, 'Laboratory of Pharmacognosy, 

Bromatology and Human Nutrition, Faculty of Pharmacy, Université Libre de Bruxelles (ULB), Brussels, Belgium, and 'Laboratory of Therapeutical 

Chemistry and Pharmacognosy, Université de Mons (UMONS), Mons, Belgium 

A b s t r a c t 

Context. Acute k idney injury (AKI) is o f t e n e n c o u n t e r e d in pat ients receiving cisplatin (CisPt), 
a c h e m o t h e r a p e u t i c d rug t h a t induces n u m e r o u s toxic side effects. Techniques used to l imit 
nephrotoxic i ty dur ing CisPt t r e a t m e n t are n o t ful ly ef fect ive; a b o u t a third o f pat ients 
expér ience AKl. N e w nephropro tec t ive stratégies, inc luding pharmaco log ica l approaches, must 
be d e v e l o p e d . 
Objective: The présent study invest igated t h e n e p h r o p r o t e c t i v e poten t ia l of Angelica sinensis 

(Oliv.) Diels (Apiaceae) root tov^ards CisPt tubu lo tox ic i ty . 
Material and methods: HK-2 cells w e r e i n c u b a t e d w i t h CisPt ( l O ^ M ) a n d / o r w i t h a methano l ic 
extract of A. sinensis (AS). N e p h r o p r o t e c t i v e capac i ty w a s eva lua ted by means of cellular 
viabi l i ty (resazurin assay) a n d apoptos is (annex in -V /P I staining), ox idat ive stress généra t ion 
(H2DCF-DA oxidat ion) , Ki-67 index ( immunof luorescence ) , cell cycle analysis (DMA staining), cell 
m i g r a t i o n rate (scratch assay), extracel lular nnatrix d é p o s i t i o n (col lagen déterminat ion) , a n d 
( l < a t e n i n relocalization. 
Results: CisPt decreased cell viabi l i ty [ 7 6 % versus Ctrl], » /hat was associated w i t h an 
increased apoptosis. S imul taneous t r e a t m e n t w i t h 5 0 n g / m l AS-enhanced cell survival ( 8 4 % 
versus Ctrl] a n d decreased t h e apoptos is rate. AS c o u l d not al leviate CisPt - induced 
ox idat ive stress: bu t doses of 5 a n d 5 0 j i g / m l raised t h e Ki-67 index [135 and 2 4 4 % versus 
Ctrl] a n d cell migra t ion rates [1.2 a n d 1.3-fold versus Ctrl]. Finally, b o t h doses of AS l imi ted t h e 
a m o u n t of co l lagen déposi t ion [121.6 a n d 1 1 9 . 6 % for 5 a n d SOf ig /ml , respectively, versus 
1 3 1 . 0 % for CisPt- treated cells] a n d p r e v e n t e d t h e relocal izat ion of ( i -catenin f r o m t h e 
m e m b r a n e to t h e nudeus . 
Conclusion: Thèse results conf i rm t h e n e p h r o p r o t e c t i v e po ten t i a l of A. sinensis and require 
fur ther investigations a i m i n g at ident i fy tng its act ive c o m p o u n d s . 

\ 
K e y w o r d s 

( i -Catenin, apoptosis, col lagen, HK-2 cells, 
Ki-67, n e p h r o p r o t e c t i o n , ox idat ive stress, 
r é g é n é r a t i o n 
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I n t r o d u c t i o n 

B e c a u s e o f I h c i r u n i q u e r ô l e s i n t h e o r g a n i s m . t h e k i d n c y s 

a r e p a r t i c u l a r l y v u l n c m b l e t o I h e t o x i c e f f e c t s o f x e n o b i o t i c s 

s u c h a s d r u g s o r c n v i r o n m e n l a l c o n t a m i n a n t s . I n f a c l , t h e 

k i d n c y s r e ç o i v e a b o u l ISVr o f c a r d i a c o u t p u t . T h e y a r e 
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c o n t r i b u t e l o m a k i n g i h e k i d n e y s t h e p r e f e r e n l i a l l a r g e l s o f 

c i r c u l a t i n g l o x i c s u b s t a n c e s . 

C i s p l a t i n ( ( / . ç - d i a m m i n e d i c h l o r o p l a t i n u m o r C i s P t ) is a 

m é t a l c o m p l e x u s e d as a c h e m o t h e r a p e u t i c d r u g f o r t h e 

t r e a t m e n t o f a v a r i e l y o f . s o l i d - o r g a n l u m o r s , i n c l u d i n g n o n -

s m a l l c e l l l u n g c a r c i n o m a . t e s t i c u l a r . o v a r i a n , b r e a s t . h c a d . 
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a n d n e c k c a n c e r s ( P a b l a & D o n g . 2 0 0 8 ) . A l l h o u g h C i s P t 

a p p e a r s l o b e a p o w e r f u l d r u g f o r t r e a t i n g v a r i o u s f o r m s o f 

c a n c e r s , i ts use is a s s o c i a t e d w i t h m a j o r a d v e r s e s i d e e f f e c t s 

.such a s n e p h r o t o x i c i t y , o t o t o x i c i t y , n e u r o t o x i c i t y . b o n e 

m a r r o w s u p p r e s s i o n , n a u s e a , a n d v o m i t i n g . N e p h r o t o x i c i t y . 

l e a d i n g l o a c u t e k i d n e y i n j u r y ( A K I ) . i s p r o b a b l y I h e m o s t 

c o n c e r n i n g a d v e r s e c f f e c t o f C i s P t t r e a t m e n t . T h u s . as t h e 

d r u g is h i g h i y d e t r i m e n t a l t o t h e s t r u c t u r e a n d f u n c t i o n o f t h e 

k i d n e y s . i h e d o s e m u s t b e l i m i t e d . w h i c h m a y c o m p r o m i s e t h e 

a n t i c a n c e r t h e r a p y ( Y a o et a l . , 2 ( K ) 7 ) . 

W h e n n e p h r o t o x i c i t y o c c u r s , r é n a l p r o x i m a l t u b u l a r 

e p i l h e l i a l c e l l s ( R P T E C s ) u n d e r g o o x i d a t i v e s t ress, w h i c h 

m o d i f i e s t h e s t r u c t u r e o f b i o m o l e c u l e s s u c h as D N A , 

p r o t e i n s , a n d l i p i d s . T h i s c y t o t o x i c a c t i v i t y m a y l e a d t o 

c e l l d e a l h v i a a p o p t o s i s o r n e c r o s i s ( L i e b c r t h a l et a l . . 1 9 9 6 ) . 

T h e l a c k o f t u b u l a r r é g é n é r a t i o n c a p a c i t y . a l o n g w i t h I h e 

r e s u l t i n g c e l l d e a t h . m a y l e a d t o a t r a n s i c n l l o s s o f t h e 

k i d n e y s f u n c l i o n a n d s t r u c t u r e . F i b r o s i s , a h e a l i n g p r o c e s s 

c h a r a c t e r i z e d b y t h e d é p o s i t i o n o f fibrolic l i s s u e i n t h e r é n a l 

i n t e r s t i t i u m , is f r e q u e n l l y o b s e r v e d . F i b r o s i s is a k e y é l é m e n t 
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in the onset and progression of chronic kidney disease 
(Wynn, 2010). 

A K I is partially réversible, but it can become more 
severe and can la.st longer with repeated injections of CisPl. 
Until now. the only successfui strategy implemented clinically 
to avoid the onset of A K I consists in ensuring adéquate 
hydration and diuresis of treated patients. The outcomes 
of this procédure are still not fully satisfactory. as about a 
third of patients treated with CisPt still expérience A K I 
(Yao et al., 2007). 

Récent research has aimed at identifying protective 
molécules and/or mechanisms that could be uscd to prevcnt 
or alleviate CisPt insults and the onset of A K I (Barabas et al.. 
2008; dos Santos et al., 2012). Thèse pharmacological 
approaches have mainly focused on discovering compounds 
of natural origin (Nagwani & Tripathi, 2010; Nitha & 
Janardhanan, 2008; Sohn et al., 2009), notably issuing from 
Traditional Chinese Medicine ( T C M ) remédies. 

The root of Angelica sinensis (Oliv.) Diels (Apiaceae), 
a T C M drug aiso known as Danggui (or Dong Quai in 
English), has been used traditionally as a blood lonic to 
treal female sexual dysfunction such as menstrual disorders 
and menopausal symptoms (Chao & Lin. 2011 ; Low Dog, 
2005). M o d e m research has highiighted several other 
pharmacological effects such as anli-inflammatory activity 
(Chao & Lin. 2011). immunomodulation (Choy et al., 1994), 
anti-tumoral activity (Chao & Lin, 2011), neuroprotection 
(Lin. 2011), and hepaloprolection ( W H O , 2004). 

In T C M treatments. Angelica sinensis is often prcscribed 
in association with Astragalus membranaceus (Fisch.) 
Bge (Fabaceae). Studies using this combination realized 
in vitro (Wojcikowski et al., 2009) and in vivo (Meng et al., 
2011; Wang et al., 20(M) reported nephroprotcctivc 
activities towards various toxicity models. A renoprotectivc 
activity has aIso been reported during clinical trials (L i & 
Wang. 2005). 

The présent in vitro study aimed at characlcrizing 
how CisPt-mediated tubuloloxicity may be alleviated by 
A. sinensis extract. Five key biological processes occurring 
during A K I were investigated: ( i ) cellular death mediated by 
apoptosis (Havasi & Borkan, 2011; Pabla & Dong. 2008; 
Wynn, 2010); ( i i ) incrcased oxidalivc stress; ( i i i ) lubular 
régénération capacities of healthy cells (Lee & Kalluri, 
2010; Megyesi et al., 2002; Wynn. 2010); ( iv) extracellular 
matrix ( E C M ) déposition, involving notably collagen 
(Yang et al., 2010; Wynn, 2010); and (v) dediffcrcntiation 
processes of epithelial cells via activation of the P-catenin 
pathway (Hao et al., 2011; Liu, 2010). 

Material and methods 

Herbal extract 

Bulk Angelicae sinensis radix was kindiy provided by 
Complemedis A G (Trimbach, Switzerland). A certificale of 
analysis issued by Phytax G m b H (Schlieren, Switzerland) 
reports compliance to the European Pharmacopoeia 6.0. 
A voucher spécimen was stored in our laboralory. The roots 
were ground into powder and exiracled wiih mcthanol (1:10) 
during 2 h under agitation. The extraction was repeated three 
times; the solutions were filtered, combined, and evaporated 

to dryness using an A E S SpeedVac device (Savant, 
Farmingdale, N Y ) . The yield was 32.4%. The extract ( A S ) 
was stored at - 2 0 ° C until use. 

HPLC-UV for phytochemical analysis of the extract 

The ferulic acid content and the Z-ligustilide content were 
determined in the A S methanolic extracL 

Ferulic acid détermination 

The method was adapted from the European Pharmacopoeia 
6.0 (Council of Europe, 2013). The chromatographic condi
tions were as follows: pre-column. Adsorbosphere C l 8 
All-Guard 5 jim (25 x 4.6 mm i.d.; Alliech. Deerfield, M A ) ; 
column, Waters Symmetry C I 8 5 n m (150 x 3.9 m m i.d.; 
Milford, M A ) . The mobile phase consisted in a gradient of 
acctonitrile/water (8:92) H-0.5% acetic acid (solvent A ) and 
acetonitrile (solvent B): 0min : 100% A ; 19min: 100% A ; 
20 min: 0% A; 28 min: 0% A; 29 min: 100% A ; 34 min: 
100% A . Oven température was maintained at 35 °C. The 
injection volume was 20 ni and the f low rate was 0.8 ml/min. 
The component was quantificd at the wavelength of 3 l 6 n m . 

Z-ligustilide détermination 

The chromatographic conditions were adapted from the 
literature (Yan et al., 2008) as follows: pre-column, ad.sorbo-
sphere C I 8 Al l -Guard 5 n m ( 2 5 x 4 . 6 m m i.d.; Alltech, 
Deerfield, M A ) ; column. Waters Atlantis C I 8 5 n m 
( 2 5 0 x 4 . 6 mm i.d.; Mi l ford. M A ) . The mobile phase 
consisted in a gradient of water-1-0.1% acetic acid (solvent 
A ) and methanol (solvent B): 0min : 60% A ; 3 min: 60% A ; 
18 min: 0% A; 21 min: 0% A ; 22 min: 60% A; 23 min: 60% A . 
Oven température was maintained at 35 "C. The injection 
volume was 10 ni and the f low rate was 1.0 ml/min. The 
component was quantified at the wavelength o f 384 nm. 

Cell culture and treatment 

HK-2 cells, originating from RPTECs. were obtained from 
American Type Culture Collection (CRL-2190 , A T C C , 
Manassas, VA), and grown in low-glucosc D M E M containing 
10% fctal bovine sérum (FBS PAA Clone, PAA laboratories, 
Pasching, Austria), 2 m M L-glutamine and 1% penicillin-
streptomycin. Cells were sub-cultured or harvested for 
experiments when they reached about 90% confluence. For 
expérimental purposes, cells were u.sed bctween passages 6 
and 25, harvested by trypsinization and seeded on 6 0 m m 
Pétri dishes (4 x 10^ cells), 4-well-chambered slides (Lab-Tek 
I I , Nunc, Rochester, N Y ) (2.4 x 10^ cells), 12-well plates 
( 8 x 10" cells) or 96-wel l plates (1 x lO" cells). Next, the 
cells were incubated for 24 h in FBS-containing médium, 
rinsed twice with D M E M , and treated with the studied 
substances in FBS-depleted médium. Cells assigned to be 
protected againsi the nephrotoxic effcet were pre-treated with 
AS extract I h prior to the addition of CisPt solution. 

CisPt solutions were prepared from the marketed drug 
Cisplatine Hospira" (Hospira Bénélux. Antwerpen, Belgium). 
Working doses were selected according to ihe results obtained 
from preliminary experiments based on M T T and crystal 
violet assays (data not shown). The working concentration o f 
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CisPt corresponded lo ils LD;?; and the working concentra
tion of AS extract corresponded to the highest no-effect 
concentration (i.e. not exceeding L D ] ). 

Cell viability assay 

Cells were treated wilh CisPt. with AS. or with a combin-
ation of CisPt and AS in 96-well plates, washed twice with 
PBS. and assessed for their viability by incubation for 1.5 h 
with 0.44 m M resazurin solution (Sigma-AIdrich. St Louis. 
M O ) . Absorbances were measured at 540 and 620 nm using 
an i E M S Reader M F speclrophotometer (Thermo 
Labsystems. Brcda. The NclhcrIands). The percentagc of 
reduced dye was calculated with the following formula: 

( f O X ) A 2 / \ A I - ( c O X ) A I AXl 

( £ R E D ) A I A'Xl - ( cRED)A2 • A 'A I 

where cOX is the molar extinction coefficient of resazurin 
(47.6 at 540 nm and 34.8 at 620 m): f R E D is the molar 
extinction coefficient of rcsorufin (104.4 at 540 nm and 5.5 al 
620 nm): A is the absorbance of test wells; A' is the mean 
absorbance of blank wclls; / . l = 5 4 0 n m ; /.2 = 620nm. 
Viabil ity (i.e. metabolic activity) was normalized against 
the control condition. 

Apoptosis détection with annexin V/propIdIum iodide 
staining 

Cells were treated with CisPt or with a combination of CisPt 
and AS in 12-well plates, harvestcd. and centrifuged at 
1400 g. The supematanl was discarded and cells were 
resuspended and incubalcd with an Annexin V - F I T C détec
tion kit ( B D Pharmingen. San Diego. C A ) in the dark for 
15 min. Suspensions were then analyzed using a B D 
FACSCanlo I I flow cytometer ( B D Pharmingen. San Diego. 
C A ) and lO'' cells were recordcd. The data were analyzed 
« i t h FlowJo software (Trce Star. Ashland, O H ) : débris and 
cell clumps were removed by gating. and the proptirtions of 
living, apoplotic, and necrotic cells were calculated. 

Oxidative stress measurement 

Cells were treated with CisPl, with AS. or with a combin
ation of CisPt and AS in 12-well plates, rinsed. and treated 
with 10 n M 2'.7'-dichlorodihydrofluorcscein diacctate 
( H ; D C F - D A ) solution (Sigma-AIdrich. St Louis. M O ) . Cells 
were harvested. centrifuged at 1400,i;. and analyzed using 
a B D FACSCanlo I I flow cytometer ( B D Pharmingen. San 
Diego. CA) : lO'' cells were recordcd. The data were 
analyzed with FlowJo software (Tree Star. Ashland. O H ) : 
débris and cell clumps were removed by gating. and mean 
fluorescence intensities ( M F l : géométrie mean) were 
estimated. 

Ki-67 immunostalning 

Cells were treated with AS or CisPt on chambcred 
slides. rinsed twicc in PBS. fixed in 49f paraformaldehyde 
solution for 20min. then rinsed. and permeabilized with 
0.019? Triton X for 5 min. Cells were blocked with goal 
scrum (PAA Laboratories. Pasching. Austria) for I h. 
then incubated wilh a primary rabbit anti-Ki-67 anlibody 

(Abcam. Cambridge. U K ) for I h. The slides were rinsed 
twice and incubated with a secondary Alexa Fluor 488 
conjugated goal anti-rabbit anlibody (Invitrogcn. Eugène. 
O R ) for 30 min. The slides were rinsed twice. mounted with 
DAPI-conlaining mountant (Invitrogen. Eugène. O R ) and 
examined with an Axioskop fluorescence microscope (Zeiss. 
Germany) at magnification 4 0 0 x . Twenty pictures per 
chamber were acquired. The Ki-67 index was calculated by 
dividing the number of Ki -67 positive cells by the total 
numbcr of cells (Yang et al., 2010). 

Cell-cycle analysis 

Following treatment in 12-well plates, cells were harvested 
and fixed with ice-cold 66*? ethanol, then incubated at 4 ° C 
for I h. Pcllcts were centrifuged at 1400,ç, washed with PBS. 
resuspended in PI/RNase Staining Buffer ( B D Pharmingen, 
San Diego, C A ) following the manufacturer^ instructions, 
then incubated at room température for 30 min. Cells were 
washed. resuspended. and analyzed using a B D FACSCanlo 11 
flow cytometer ( B D Pharmingen. San Diego. CA) . About 10'' 
HK-2 cells were recordcd using the BP 585/42 filter at a 
maximum rate of 200 evenis/s. 

Ccll-cycle analysis was carricd oui wilh FlowJo software 
(Tree Star. Ashland. O H ) : débris and cell clumps were 
removed by gating. and proportions of GO/G I . S. and G 2 / M 
cells were delermined according to Ihe Dean-Jett-Fox model 
(Anonymous. 2011). 

Wound-healing assay 

Cells were seedcd on 60-mm Peiri dishcs. incubated for 48 h. 
yielding approximately 90-100"? confluence, and were 
then growth arresled by sérum starvation for 24 h. Linear 
scratches were made through cell monolayers with a stérile 
2(X)|.il pipette tip. Débris were removed and 10 pictures 
were Iaken (lime /Q) using a Motic AE21 microscope 
equipped wilh a Moticam 23(X) caméra (Motic, Welzlar, 
Germany) al magnification l (X)x . Cells were then treated 
with AS or FBS for 18 h. and 10 new pictures of the scraich 
were taken (lime /,«). The area of the scraich was measured 
using TScratch (Geback et al.. 2(X)9) and the migration raie 
(pm/h) was calculated. 

Assessment of collagen synthesis 

Cells were treated wilh CisPl. w ilh AS. or with a combination 
of CisPl and AS in 96-well plates, rinsed with PBS. and 
assessed for their metabolic activity with the resazurin assay 
as described above. NexI. cells were washed with PBS. fixed 
wilh ice-cold methanol for I h al 4 C. rinsed iwice wilh 19f 
acetic acid, and stained for 2 h with 0.19f picrosirius red 
(PSR) staining solution (Hu et al.. 2(K)9). Wells were then 
rinsed Ihree limes with \'7t acetic acid. The dye was 
solubilizcd in 0.1 M N a O H and thc absorbances of Ihe wells 
were measured at 540 nm. Absorbances altributed to PSR 
staining were normalized according lo the metabolic aciivily 
of each wcll. Thc corrélation among thc numbcr of cells. 
mclabolic aciivily. and thc amount of protcin delermined by 
the bicinchoninic acid method was verified in preliminary 
experiments. 
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P-Catenin déterminations 

Memhranous ii-calenin delerminalion 

Cells were treated with CisPt, with AS. or with a combination 
of CisPt and AS on 4-well chambered slides. The slides were 
rinsed, fixed in 4% paraformaldehyde solution for 20 min, 
rinsed, and permeabilized with O.OI9f Triton X for 5 min. 
The slides were rinsed again and cells were blocked with 
donkey sérum (sc-2044. Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA) for I h. The slides were then incubated with mouse 
anti-human (î-catenin primary antibody (sc-7963, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz. C A ) for I h. washed twice. 
incubated with cyanine-3 conjugated donkey anti-mouse 
secondary antibody (715-166-151, Immuno Research Lab 
Jackson, West Grove, PA) for 30 min, rinsed twice. mounted 
with DAPI-containing Prolong Gold antifade reagent 
(Invitrogen, Eugène. OR) , and examined at magnifîcation 
4 0 0 x with an Axioskop fluorescence microscope 
(Zeiss. Germany) equipped with a DP200 caméra (Deltapix. 
Maalov, Denmark). 

Prior to the évaluation of fluorescence intensity, the 
domain of linearity and the reproducibility of the method 
were controlled using Inspeck™ Orange (/.Ex = 540nm/ 
'-Em = 560nm) fluorescently labeled microbeads (6.0 nm 
diameter) (Molecular Probes, Eugène. OR). 

For each condition. 10 pictures were taken, and analyzed 
using Fiji (Fiji Is Just ImageJ) software (International 
Association for Universal Design. Ohtsubo. Japan). The 
fluorescence intensity was evaluated by the measurement 
of luminance. The nuclei were counterstained with DAPI. 
The blue-fluorescent areas were discarded from the pictures, 
allowing removal of the signais corrcsponding to nuclear 
P-catenin. 

Cytoplasmic/nuclear 13-catenin delerminalion 

Cells were treated with CisPt or with a combination of 
CisPt and AS in 12-well plaies, harvested, centrifuged at 
500g, and fixed in Cytofix/Cytoperm solution ( B D 
Pharmingen, San Diego, CA) for 20 min at 4 ° C . The 
suspension was washed twice. and incubated with anti-
human P-catenin-phycoerythrin monoclonal antibody ( R & D 
Systems. MineapoUs, M N ) in the dark for 30 min. Cells were 
washed twice and analyzed using a B D FACSCanto I I flow 
cytometer ( B D Pharmingen, San Diego, CA) . A minimum 
of lO-* cells were recorded, The data were analyzed with 
FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR): débris and cell 
clumps were removed. and mean fluorescence intensities 
( M F I ; géométrie mean) were calculated. 

Statisticai analysis 

Uniess otherwise stated. experiments were performed four 
times using biologically indépendant samples. Results to be 
normalized against controls were treated as described previ-
ously (Valcu & Valcu, 2011). Data were compared by means 
of a one-way A N O V A with post-hoc Student's f-test 
(Bonferroni correction) using GraphPad Prism 5 software 
(GraphPad, San Diego, CA) ; p values <0.05 were considered 
significant. 

Results 

Phytochemical analysis of the AS extract 

Two compounds (ferulic acid and Z-ligustilide) were 
assessed by means of H P L C - U V . The amounts of ferulic 
acid content and Z-ligustilide content per g of crude 
methanolic extract were 0.743 ± 0.005 mg and 
30.55 ± 0.71 mg, respectively. The chromatogram obtained 
for ferulic acid détermination, employing conditions adapted 
from the Europcan Pharmacopoeia 6.0, is displayed in 
Figure l (S) (Supplementary file). Both values are within 
the range of concentrations previousiy reported for thèse 
compounds (Chao & Lin. 2011; W H O . 2004), 

AS protects HK-2 cells against CisPt-induced mortality 

After treatment with 1 0 ^ M CisPt for 48 h, HK-2 cell 
survival dropped to 76 ± 2 % compared with control con
ditions (Figure 1). Upon co-treatn)ent with 50ng/ml AS, the 
cell survival was cnhanced to 84 ± 3 % ( p < 0 . 0 1 ) . No 
statistically significant effect was observed for co-treatment 
with CisPt and a concentration of 5 ng/ml AS compared with 
CisPt treatment alone. Interestingly. cells treated with both 50 
and 5| ig/ml AS alone displayed higher viability rates 
( I 1 0 ± 2 9 É and 1 0 9 ± 2 % . respectively). 

AS reduces CisPt-induced HK-2 cells apoptosis 

The protective effects of AS towards CisPt-induced cell 
death were further confirmed by analyzing apoptosis rates. 
To assess the proportions of cells undergoing apoptosis. 
flow cytometry was used to detect annexin V /P I stained 
cells. Necrotic cells - for which no modification was 
ob.served upon treatment with CisPt as compared with the 
control condition - were not taken into account. In fact. 
necrosis only occurs at high concentrations of CisPt 
(dos Santos et al.. 2012). 

The treatment of HK-2 cells with 10 n M CisPt raised the 
proportion of apoptotic cells from 4.2 ± 0.6% in the control 

n.s 

il 
100-11*1 

I 
» .11, n i 

Figure I . Cel l survival raies esl imated wi th resazurin as-say after 
treatment for 48 h wi th 10 n M CisPt and/or 5 0 or 5 ( ig /ml AS . Results are 
displayed a.s m c a n s ± S D o f four independent experiments ( * / î < 0 . 0 5 ; 
• • / ) < 0 0 l ; •••/xO.OOl). 
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condition to 1 2 . 9 ± 1.6% (Figure 2). Upon co-treatment with 
both 50 and 5 Mg/ml AS. the apoptosis rates were slgnificantly 
reduced to 8.4 ± 1,7^? and 8.0 ± \ .09c. respectively. 

Thèse results confirm the capability of A. sinensis to 
reduce HK-2 cell mortality when given concomitantly with 
CisPt. This effect appeared to be mediated by a lower 
apoptosis rate which was not concentration related in the 
invesligated range. 

AS does not reduce CisPt-induced oxidative stress 

After 24 and 48 h treatment with l O u M CisPt, HK-2 cells 
exhibited increased fluorescence intensities (131 ± 8 % and 
1 7 9 ± 12% above those in the control condition, respectively). 

Figure 2. l'rdptmions of upoplolic cells afier treatment for 4 8 h with 
10 ^iM CisR andyor 5 0 or 5Mg/nil A S deterinined with f low cylom 
elry détermination following Annexin V / P I slaining. Results are 
displayed as m c a n s ± S D of four independent cxperiments ( * * / ï < 0 . 0 1 ; 
• • • / > < 0.001). 

as detected by oxidized H2DCF-DA probe. The results 
displayed in Figure .3 indicate that co-treatment with 50 or 
5 |ig/ml AS did not alleviate oxidative stress at either of the 
incubation times tested. 

AS promotes HK-2 cell prolifération 

The Ki-67 index was measurcd after immunostaining cells 
treated for 48 h with the AS extract or CisPt. Upon 
treatment with 10% FBS, the proportion of prolifcrative 
cells rose to 307 ± 3% as compared with the serum-depleted 
control condition (Figure 4A). This phenomenon is due to 
EGF (epidermal growth faclor), which is présent in FBS 
(Ryan et al.. 1994). CisPt treatment also increased the Ki-67 
index to 2 1 6 ± 5 % , but this effect should be regarded as the 
conséquence of the toxic activity of CisPt that triggers a G2/ 
M cell-cycle arrest, leading to artificially higher Ki-67 
indexes (Bunel et al.. 2013; Jamieson & Lippard. 1999). 

AS treatment at doses of 50 and 5 ng/ml raised the Ki-67 
index to 244 ± 11% and 135 ± 2 1 % . respectively. A cell-cycle 
analysis was performed to détermine if increase in the Ki-67 
index was a conséquence of a cell-cycle arrest. or an 
cnhanccmcnt of the cell prolifération rate (Figure 43 ) . FBS 
induced a slight decrease in the proportion of GO/Gl cells 
(68.8 ± 2 . 2 % versus 83.2 ± 1.0% in the control condition) and 
a slight increase in the proportion of G 2 / M cells ( 1 8 . 7 ± 1.1% 
versus 9.5 ± 0 . 5 % in the control condition). CisPt treatment 
triggered G 2 / M checkpoint arrest. resulting in a sharp 
decrca.se in GO/Gl cells ( 1 5 . 8 ± 1 . 4 % ) associated with a 
sharp increase in G 2 / M cells (76.1 ±2 .6%) . 

Both 50 and 5 ng/ml doses of AS induced slight modu
lations in the cell-cycle phases distribution comparable with 
those observed with FBS treatment: GO/Gl cells decreased 
(74.1 ± 1 . 1 % and 78.7 ±1 .4% for 50 and Sug/ml AS. 
respectively) and G 2 / M cells increased (16.1 ± 2 . 6 % for 
50ng/ni l and 11.7 ± 2 . 0 % (not significant) for 5^g/ml AS). 
Thèse results suggest that the AS effect on the Ki-67 index 
was a conséquence of an cnhanced cell prolifération rate 
rather than a cell-cycle arrest. 

) 
2 4 h 48h 

n.s 

Figure .3. Fluorescence intensities recorded after f low cytometry assessmenl of H K - 2 cells incuhaicd for 24 or 48 h with lest substances and prohed 
with l O p M H 2 D C F - D A . Results are displayed as m e a n s ± S D of four independeni experiments ( * * * / ) < 0 . 0 0 l ) . 

541 

542 

543 
544 
545 
546 
547 

548 

549 

550 

551 

552 

553 

554 
555 

556 
557 
558 
559 
.550 

561 

562 

563 

564 

565 

566 

567 

568 

569 

570 

571 

572 

573 

574 

575 

576 

577 

578 

579 
580 
S8t 
582 
583 
584 
S8S 
586 
587 
588 
589 
590 
591 
592 
593 
594 
595 
596 
597 
598 

599 

600 

xlv i i 

http://decrca.se


V. Bunel et al. Phann Biol. Gjiriy Online: I-IO 

601 

602 

603 

604 

605 

606 

607 

60g 

609 

610 

611 

612 

613 

614 

615 

616 

617 

6IK 

619 

620 

621 

622 

623 

624 

625 

626 

627 

628 

629 

630 

631 

632 

633 

634 

635 

636 

637 

638 

639 

640 

641 

642 

643 

644 

645 

646 

647 

648 

649 

650 

651 

652 

653 

654 

655 

656 

657 

658 

659 

660 

(A) 

X 

î 
s 
1 

î 
Q. 

300-

200' 

100-n 
(B) 

? 

î 
u 
•5 
I 
I 
u 

a. 

100-

50-
G0/G1 
S 
G 2 W 

^ .'^^^ y y 
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f n e a n s ± S D o f four independent experimenLs ( * * / ? < O . O I ; * * * / ) < 0 . 0 0 l comparcd with the control group). 

AS enhances cell tnotility 

The scratch assay aims at evatuating the motility of cells and 
is commonly used to assess the potential of substances to 
enhance cellular régénération capacity (Ruszymah et al., 
2012). In an A K I setting, cellular migration may conlribute to 
tubules régénération and thus curb the onsel of fibrosis (Liu, 
2006). After the scratch was created, a 10% FBS treatment 
induced a 1.9-fold increase in cell migration rates over the 
control condition (Figure 5), whereas 50 and 5|Jg/m! AS 
enhanced cell migration to approximately 1.3- and 1.2-folds 
over the control condition, respectively. 

tcM substances. Results are 

CisPt-induced collagen déposition is limited by AS 
co-treatment 

Picrosirius red staining allows the collagen produced by cell 
cultures to be quantified (Hu et al., 2009; X u et al., 2007). 
Exposure of HK-2 cells to 50 and 5 ^g/ml AS for 48 h did 
not modify the amount of collagen produced as compared 
with the control condition (Figure 6). However. when CisPt 
produced a I 3 1 . 0 ± 6 . I 9 { increase in collagen synthesis, both 
doses of AS limited the déposition to 119 .6±4 .1% (50jig/ml) 
and to 12 l .6±4 .49f (5Mg/ml). .^^^^^ 

Assessments of p-catenfn,-

Membranous ti-calenin 

The amounts of membranous p-catenin were assessed 
by means of quantitative fluorescence image analysis 
(QFIA) . After 48 h treatment with 10 n M CisPt. membranous 
P-catenin expression was reduced 3.2-fold compared with 
the control condition (Figure 7C). Upon co-treatment with 50 
and 5^g/ml AS, |)-catenin losses in both cases fell 2.1-fold 
below those in the control condition. This indicates that AS 
was capable of preventing the loss of the epithelial phenotype 
induced by CisPl. 

Inlracytoplasmic/nuclear U-catenin 

HK-2 cells grown in the same conditions were stained for 
intracytoplasmic/nuclear P-catenin and analyzed by flow 

cytometry. As .shown in FiguiiB 7(F), compared with control 
condition, CisPt induced a 2.0-fold increase in the fluores
cence intensities attributed to the nuclear form of P-catenin. 
Upon co-treatment with 50 and 5 ng/ml AS, the increase 
dropped to 1.3- and 1.2-folds, respectively. This indicates that 
AS prevented the relocalization of P-catenin from the 
membrane to the nucleus. 

Discussion 

CisPt exerts ils action not only on tumor cells but aiso on 
R fTECs that are exposed to the glomerular ultrafiltrate. 
Through oxidative stress and D N A binding, CisPt triggers 
apoptosis (Cummings & SchncUmann, 2002), cell-cycle 
^rrest (dos Santos et al., 2012). and cellular dedifferentiation 
'processes (Zeisberg & Duffield. 2010) that are the starting 
points for A K l and fibrotic repair (Wynn. 2010). Effectively 
preventing AKI may help to curb the onset of interstitial 
fibrosis and the progression to end-stage rénal disease. 

In the présent study. a crude polar (methanolic) extract 
of A. sinensis showed several protective effects towards the 
key biological phenomena involved in AKI . 

Prévention of cell death via apoptosis 

It has been reported that CisPl-mcdiated cell death m vivo 
was govemed by apoptotic and necrotic pathways depend-
ing on the concentration of the drug. The relative contribu
tion of each process in nephrotoxicity and A K I has not yet 
been determined (dos Santos et al., 2012). Nevertheless, 
lowering the apoptosis rate may enhance overall cell survival, 
and thus avoid the loss of functional tubules that is 
responsible for the A K I setting. 

In our expérimental setting. both doses of AS (50 and 
5ng/ml) were observed to prevent CisPt-induced cellular 
death, as measured by the resazurin assay. However, only the 
highest dose protected cells at a statistically significant level. 
A significant réduction in the apoptosis rate was observed 
at both tested doses. While CisPt induced a 3.1-fold increase 
in the proportion of apoptotic cells compared with the control 
condition. AS co-treatment decreased this rate to 1.6-fold. 
As each dose of AS showed a similar efficacy in lowering 
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^so-| 

Figure 5. Scralch assay for H K - 2 cells after 24 h serum-deprivation. 
Monolayers were scralched wi lh a pipette tip and incubaled wiih 
lest substances for 18 h. Phase contrasl microscopy images {100 x mag-
nification) for conirol. FBS, .'iO. and 5 n g / m l A S Ireatmenls at stan 
(lefi piclures) and after I 8 h (righi piclures). Migrat ion rates are 
displayed as m e a n s ± S D of four indcpcndeni experimcnis ( * / ) < 0 . 0 5 ; 
* * / i < O . O l ; * * * / î < 0 . 0 ( ) l compared wilh conirol conditions). 

apoptosis. a lower apoptosis rate may not be the only factor 
enhancing cell survival. which improved slighlly with the 
higher AS concentration. One would expect additional necrotic 
processcs to be a possible cxplanation for this discrepancy. 
In our expérimental conditions. CisPt did not produce higher 
necrosis rates. Other mechanisms, such as an enhancement 
in cellular prolifération or prévention of cell detachment. 

f 8 
u 

100-

50 

<̂̂ - <? e , * 

Figure 6. Cotlagen quantification upon treatment of H K - 2 cells with test 
substances for 48 h and PSR staining. Absorbances were normalized 
according to their metabolic activtty (resazurin assay) and compared 
with the conirol condition. ResulLs are displayed as means ± S D of four 
indcpendent experimenis ( « / x O . O S ; • • p < ( ) . 0 l ; * * V < ( ) . 0 O l l . 

might be involved ('"Factors possibly enhancing tubular 
régénération" and "Membranous P-catenin" sections). 

Effects on oxidative stress 

After incubation with CisPt for 24 and 48 h, ROS/RNS 
génération increa.sed in H K - 2 cells. Indeed. oxidative stress is 
an important feature of CisPt toxicity in vivo (Yao et al.. 
2007). AS extract was tested for its potential to alleviate 
oxidative stress, but none of the tested concentrations had a 
bénéficiai effect. Thus. the protective effects of A. sinensis 
towards CisPt-mcdiated nephroioxicity in our model cannot 
be explained by a neutralization of oxidative/nitrosative stress. 

Previous studies bave reported a moderate antioxidant 
activity for an ethanolic extract of A. sinensis (Yang et al.. 
2009). as well as for its polysaccharides. The polysaccharides 
can be cxtracted with water and have bcen shown to have a 
hepatoprolective activity mediated by oxidative stress réduc
tion (Yu et al.. 2013). 

Factors possibly enhancing tubular régénération 

Enhancing the rcnewai of RPTECs, by increasing both 
their cellular prolifération and migration capacity. is 
important for successful (ubule repair following CisPt insults 
(Wynn. 2010). 

The Ki -67 index was used to evaluate the proliferative 
potential of hcalthy H K - 2 cells. This protein is located on 
the nuclei of proliferating cells (i.e. in C I , S. G2 . and 
M phases of the cell cycle) and remains absent in quies-
cent cells (GO) (Urruticoechea et al.. 2005). K i -67 is 
commonly used to assess the proliferative capacities of 
tumors. It bas also been used in vitro and in vivo for the 
assessment of R P T E C régénération (Docheny et al., 2006; 
Pozdzik et al., 2(K)8). 

CisPt induced a 2.3-fold increase in the Ki-67 index 
over that in the control condition. This effect was a 
conséquence of its toxicity rather than an enhancement of 
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Figure 7. Immunostained membranous 
P-catenin aflcr Ireatmenl for 48 h for conlrol 
( A ) and CisPl conditions (B). Tcn images 
were acquircd pcr condition and fluorescence 
inicnsities were measured; DAP! counler-
staining v̂ us subiracted to rcmove evenlual 
^ a t c n i n Iranslocatcd to the nucleus. 
Luminance values were then recorded (C). 
Results are displayed as means ± S D of four 
indépendant experiment-s ( V < 0 . 0 5 ; 
***p<OWi comparcd with ihe control 
group). Représentative fluorescence images 
confirming the nuclear/cytoplxsmic localiza-
tion of f}-catenin for control ( D ) and CisPt 
trcalmcm (E). Cells were analyzed with a 
flow cytometry technique and the geomet-
rical mcan fluorescence inicnsily was eval-
uated (F). Means ± S D o f four independeni 
experiments ( • • / i < 0 . 0 1 ; • • V < 0 . 0 0 1 ) . 

cell prolifération. Indeed. it is well known thaï CisPt cross-
links D N A strands and triggcni cell-cycle arrcst at G2 /M 
checkpoint, giving rise to higher proportions of Ki-67 positive 
cells (Jaitiieson & Lippard, 1999). A flow cytometry analysis 
of the cell-cycle phases distribution confirmed this observa-
lion: the CisPt trcatment yiclded a 8.0-fold increase in G2 /M 
cells compared with the proponion in the control condition 
(Figure 4). 

The use of FBS (10^?) as a prolifération inducer increased 
the Ki-67 index 3.1-fold ovcr that in the control condition. 
It also moderately increased G2/M cells by 2.0-fold. Both 
doses of AS yielded similar pattems: for 50 and 5 ng/ml AS. 
the Ki-67 index increased by 2.4- and I.4-folds, respect-
ively, whereas the proportion of G2/M cells rose by 1.7- and 
1.2-folds. respectively. 

The GO/Gl cell profiles measured in the présence of 
CisPt and CisPt/AS are consistent with thèse tlndings: when 
CisPt triggered a 5.3-fold decrease in the proportion of 
GO/Gl, FBS produced a decrea.se of only 1.2-fold, and both 
50 and 5n$/m\ triggered an approximatcly 1.1-fold decrease 
coinparcd with the control condition. Thèse results suggested 
that A. sinensis proinoled the prolifération of healthy HK-2 
cells. probably by siimulating G l phase entrance, thus 
lowering the proportion of quiescent cells. 

The results obtained for cell prolifération assays are 
consistent with previous works focusing on cellular prolifér
ation of gastric epithclial cells induccd by A. sinensis 
(Ye el al.. 2(X)1). Furthermore, the higher cell survival rates 
(i.e. higher metabolic activities) observed for both 50 and 
5|ig/ml AS (Figure 1) can probably bc cxplaincd by 
an enhanced cell prolifération capacity, as measured with 
the Ki-67 index. 

Cellular migration, assessed by a scratch assay, high-
lighted an enhancement in motility rates for both tested doses 
of AS extract compared with the conlrol conditions. 
Mechanisms that might explain the effects of A. sinensis on 
wound hcaling have aircady bccn suggested in a previous 
paper focusing on fibroblasts (Hsiao et al., 2012). Thèse 
include the downregulation of M A R E l (microtubule-
associated protein RP/EB) and N D K B (nucleoside dispho
sphate kinase B) and upregulation of ARPC5 (actin-related 
protein 273 complex subunit 5) and S T M N I (stathmin). 

Considered altogether, thèse effects support the hypoth-
esis that A. sinensis can help to accelerate cellular régénér
ation following AKI , a disorder during which the loss of 
RPTECs is associated with a transient - but not fully 
irréversible - loss of lubular structure and function (Bucaloiu 
et al., 2012). 
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Réduction of collagen synthesis 

Collagen is a componeni of fibrotic lissue that is secreted by 
cells during Ihe scarring process. I l also acts as a fibrosis-
promoling factor (Wynn. 2(X)7). Thus. prevenling ils depos-
il ion niay help to préserve Ihe inlegrily of Ihe inlersiilial 
compartment and favor lubular régénération. 

Our resulls have shown lhal the tested AS extracl reduced 
thc amount of collagen lhal was deposiled following CisPt 
treatmeni of H K - 2 cells. Angelica sinensis could thus be 
uscfui in lowering E C M production, and could probably 
attenuate fibrotic repairs associaied wiih A K I . 

Locatization of |)-catenln 

P-Catenin plays a dual rôle in RPTECs: il is involved in cell 
adhésion, where il links E-cadherin to the aciin cytoskelelon. 
I l may thus be used lo evaluale the inlegrily of the epilhelial 
phenolype in kidneys or cultured cells (Zeisberg & Neilson. 
20()9). When RPTECs are injured. thèse intercellular links 
are disruplcd and P-catenin relocalizes into thc nucicus 
afier structural rcconfiguralion (Gottardi & Gumbiner. 2(X>4). 
I l thcn associâtes wiih the T C F / L E F complex and ruies 
Ihe transcription of scveral gènes, noiably ihose involved 
in fibrosis (Bozic cl al., 2011). Research has suggestcd 
lhal inhibiling Ihe P-catenin palhway restrains the progression 
of rénal fibrosis (Hao et al.. 2011; He el al.. 2011). 

Membranous ,i-catenin 

Quanlilalive fluorescence image analysis of H K - 2 cclls 
rcvcaled thaï CisPt ircalmcnl could trigger a massive loss of 
membranous p-catenin (3.2-fold dccrease) compared with 
control conditions. Thc AS cxiracl Irealmenl alonc did not 
nuxlify ihe amouni of membranous P-calenin. Co-trealment 
wi lh Cisf^ and AS limited ihis loss al both tested doses of 
AS (2.1- and 2.2-folds decrease al 50 and 5 p g / m l . respecl-
ively). Angelica sinensis was ihus able to prevenl H K - 2 cells 
from losing iheir epilhelial phenolype upon CisPl Irealmenl. 
This may prevenl cells from delaching and enhance overall 
survival by mainlaining cell-cel l interactions. 

Internai ,i-catenin \ ••y 

cytomctry Mcasuremeni by flow cytomctry of the amount of 
relocalizing P-ealenin revealcd a 2.0-fold increase in 
nuclear/cysloplasmie proportions of this isoform upon CisPl 
irealmenl. Co-incubalion wilh AS reslrained ihe reliK'alizing 
form of P-calenin lo a I ..V and 1.2-fold increase over Ihe 
control condition for 50 and 5 Mg/ml AS. respectively. This 
resuit indicales lhal A. sinensis could be effective in reducing 
Ihe transcription of gencs involved in fibrotic proces.ses. 

Conclusion 

When considered allogelher. Ihe resulls obtained in this 
work support in vivo data in the lileralure from a mechanistic 
point of view. and ihus confirm the promising nephroprotec-
live polenlial of A. sinensis towards CisPt tubuloloxicily. 
This hcrbal remedy originaling from T C M was found lo 
prevenl cell death by lowering CisPl-induced apoplosis 
rates, and to promotc lubular régénération by cnhancing 

both cellular prolifération and Ihe migration. I l al.so lowercd 
E C M déposition, a key process in fibrotic repair, and 
altenualed P-catenin relocalizalion. a process lhal involves 
Ihe loss of the epilhelial phenolype of RPTECs and the 
accumulation of ils nuclear form. Angelica sinensis can thus 
be considered as a potential T C M remedy that can alleviale 
the severity and duration of CisPl-induced A K I , and in the 
longer term, prevenl the onset of kidney fibrosis. 

Further sludies aiming al idenlifying the compound(s) 
and the molecular mechanisms rcsponsible for the aclivilies 
of A. sinensis highiighted in this work are cunently under 
investigation. 
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Protective effects of schizandrin and schizandrin 
B towards cisplatin nephrotoxicity in vitro 

Valérian Bunel^ ''* Marie-Hélène Antoine' , Joëlle Nortier^ Pierre Duez" 
and Caroline Stévigny'' 

ABSTRACT: Rénal proximal tubular epKhelial cells are the main targets of toxic drugs such as cisplatin (CisPt), an alkylating 
agent indicated for the treatment of solid organ tumors. Current techniques aiming at reducing nephrotoxicity in patients 
receiving CisPt are still not satisfactory as they can only partially prevent acute kidney injury. New nephroprotective stratégies 
remain to be developed. In the présent in vitro study, schizandrin (Schi) and schizandrin B (Schi B), major phytochemicals from 
Scliisandra Mnensis (Turcz.) Baill. fruits, were tested on HK-2 cells along four processes that could help alleviate CisPt toxicity. 
Results indicated that: (1) both Schi and Schi B enhanced cell survival via reducing apoptosis rate; (ii) only Schi showed moderate 
effects towards modulation of régénération capacities of healthy cells; (iii) both Schi and Schi B limited extracelluiar matrix 
déposition; and (iv) both compounds could help preventing dedifferentiation processes via the {i-catenin pathway. Schi and 
Schi B présent promising activities for future development of protective agents against CisPt nephrotoxicity. Copyright O 
2013 John Wiley & Sons, Ltd. 

Keywords: Apoptosis; p-catenin; Cisplatin; HK-2 cells; Schizandrin; Schizandrin B; Régénération 

Introduction 
Cisplatin (cis-diamminedichloroplatinum or CisPt) is an alkylating 
chemotherapeutic drug commonly used for the treatment of 
solid organ tumors such as lung, testis or ovarian cancers. In 
forming DNA-adducts, it may stop tumor cell growth and 
trigger their death. Unfortunately, CisPt treatment is often 
accompanied by severe detrimental side effects, such as 
nephrotoxicity, which limit the use of high dosages. Clinical 
data indicate that a single injection of the drug at 20mgm"' ' 
induces acute kidney injury (AKI) in about a third of treated 
patients (Hilal et al., 2005; Yao et al., 2007) for high numbers 
of rénal proximal tubular epithelial cells (RPTECs) die follow-
ing an apoptotic process (dos Santos ef al., 2012; Yao et al., 
2007). The massive loss of cells triggers transient loss in kid
ney funaion and structure. The lack of efficient régénération 
process of injured RPTECs can trigger the onset of severe 
atrophy, followed up by tibrotic repair progressively resulting 
in chronic kidney disease and irréversible loss of rénal func-
tion (Wynn, 2010). Récurrent AKI épisodes, which are partially 
irréversible, may become more severe and last longer with 
repeated injections of CisPt, leading to the progressive loss 
of rénal function. 

Numerous studies conducted Worldwide aim at identifying 
protective molécules and/or mechanisms that could be used 
to prevent or alleviate CisPt insults and the onset of AKI 
(Barabas ef al., 2008; dos Santos ef al., 2012). Among thèse, 
various compounds of herbal origin have been tested 
(Nagwani and Tripathi, 2010; Nitha and Janardhanan, 2008; 
Sohn ef al., 2009a, b). Thèse are notably issued from traditional 
Chinese medicine remédies that benefit from long-term use 
probably justifying their safety. 

The fruit of Schisandra chinensis (Turcz.) Baill., an ancient 
traditional Chinese medicine drug, is nowadays acknowledged 

as an adaptogen, i.e., a substance having the ability to increase 
non-specific résistance of organisms to biological, chemical, 
physical or emotional stress (European Medicines Agency, 2008). 
Although numerous phytochemical compounds have been 
characterized, major biological activities seem to be attributed to 
schizandrin (Schi) and schizandrin B (Schi B), two lignans 
presented in Fig. 1 (Panossian and Wikman, 2008). Thèse 
compounds have been involved in récent In vivo and in vitro 
pharmacological studies, suggesting a protective effect in various 
pathological models (Jeong et al., 2012; Lee et aL 2012), with some 
studies focusing on nephrotoxicity (Park et ai, 2012; Sohn ef al., 
2009a,2009b; Stacchiotti et al., 2011 ; Zhu ef al., 2012). 

The présent in vitro study compares the activity of Schi and 
Schi B for possible alleviation of CisPt-mediated tubulotoxicity 
by investigating four processes involved in AKI processes: (i) 
apoptosis and cellular death (Havasi and Borkan, 2011; Pabla 
and Dong, 2008; Wynn, 2010); (ii) tubular régénération capacities 
of healthy cells (Lee and Kalluri, 2010; Megyesi et al., 2002; Wynn, 
2010); (iii) acquisition of collagen, an extracelluiar matrix (ECM) 
protein (Wynn, 2010; Yang ef al., 2010); and (iv) dedifferentiation 
processes of epithelial cells via the p<atenin relocalization (Hao 
et al., 2011; Liu, 2010). 
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Figiira 1. Stnxtures of schizandrin (Schi) and schizandrin B (SchI B). 

Material and methods 

Reagents and culture média 

CisPt solutions were prepared from the marketed drug 
Cisplatine Hospira* (Hospira Bénélux, Antwerpen, Belglum). SchI 
(purity 99%) and Schi B (purity 98%) were purchased from 
Sigma-AIdrich (St Louis, USA) and from Finetech (Wuhan, China), 
respectively. Cell culture médium and reagents were from (PAA 
Laboratories, Pasching, Austria). 

Cell culture and treatment 

HK-2 cells, originating from RPTECs, were obtained from American 
Type Culture Collection (CRL-2190), and grown in low glucose 
DMEM containing 10% fetal bovine sérum (FBS, PAA Clone), 
2mML-glutamine and 1% penicillin-streptomycin. Cells were 
subcultured or harvested for experiments when reaching about 
90% confluence. For expérimental purposes, cells were used 
between passages 6 and 25, harvested by scraping and seeded 
on 60-mm Pétri dishes (4x10* cells), four-well chamber-slides 
(Ub-Tek II; Nunc Rochester, NY, USA) (2.4x10'' cells), 12-well 
plates (Sx 10* cells) or 96-well plates (1 x 10* cells). Cells were 
then incubated for 24 h in complète médium, rinsed twice with 
DMEM and treated with test substances for 48 h in FBS-free 
médium. The tests performed in this study, along with their 
relevance to AKl, are summarized in Table 1. 

CisPt working dose corresponded to IC25, as determined with 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-23-diphenyltetra2olium bromide and 
crystal violet assays (data not shovm). Schi and Schi B woriiing 
doses (1 fiM) were calculated provided that traditional Chinese 

TaMt 1. Explanatkxi on the tests selected for this study and their relevance to AKl 

Test 

Resazurin 

Annexin V/PI 

Ki-67 

Cell cycles 

Wound healing assay 

Collagen assessment 

Why performed? 

To measure cellular viability 

To confirm that cellular viability 
enhancement correlates with 
reduced apoptosis 

To evaluate cellular prolifération 

To check for eventual cell cycle 
arrest/confirm prolifération 
highiighted with Ki-67 

To evaluate cellular motility 

To assess ECM protein synthesis 

Membranous p<atenin To estimate epithelial phenotype's 
Integrity 

Cytoplasmic/nuclear 
P<atenin 

To predict potential activation of 
gènes Involved in dedifferentiation 

Relevance to AKl and fibrosis 

Cell survival is associated with improved rénal function 
(Pabla and Dong, 2008). 

CisPt induced cell death implies apoptotic and necrotic 
pathways in vivo. It is however acknowledged that 
only high doses of CisPt can induce necrosis (dos 
Santosef o/., 2012). 

Enhancing prolifération rate of healthy cells can 
improve kidney repair following AKI-induced cell loss 
(Price et al., 2009; Wynn, 2007). Ki-67 antigen is 
présent at the nuclear surface of proliferative cells 
commonly used to assess cellular prolifération capacity 
(Unuticoechea ef o/„ 2005). 

As DNA damages can cause cell cycle arrest at G2/M 
phases - as it is the case for CisPt (Jamieson and 
Lippard, 1999) - they lead to an increased Ki-67 index 
not correlated to enhanced prolifération. Cell cycle 
analysis can evaluate the proportion of G2/M cells 
and help discriminate between proliferative or cell 
cycle arrest effects. 

Enhancing migration rate of healthy cells can help 
recolonizing damaged tubules (Bozic ef aL 2011). 

Collagen is a major constituent of ECM, replactng 
functional tissues by permanent fibrotic scar during 
abnormal wound healing. Limiting fibrogenesis and 
collagen accumulation can counter the irréversible 
loss of kidney function and structure (Wojcikowski 
et aK 2004; Wynn, 2007). 

p-catenin links E-cadherin to the cytoskeleton, thus 
ensuring intercellular adhésion. Preserving epithelial 
phenotype can prevent cell loss along the tubules 
(Bozic et oL 2011; Hao ef a/ , 2011 ). 

Inhibiting p-catenin relocalization is associated with 
hampered expression of gènes involved in cellular de
differentiation, a phenomena involved in fibrogenesis 
(Bozic er a(, 2011; Hao et a/. 2011 ; He et a/. 2011 ). 

AKl, acute kidney injury; ECM, extracellular matrix. 
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medicine monographs prescribes the use of S. chinensis up to 3 
qiân (s 10g) per intake (Bensky et ai, 1986) and that the minimal 
content of Schi in caide dnjg is 0.4%, as stated by the European 
Phannacopoeia (Council of Europe, 2007) (leading to the oral 
ingestion of at least 40 mg of Schi per intake). A pharmacokinetic 
study reports plasma levels of 1.17jiM after oral administration 
of Schi to rats at a dose of Smgkg"' body weight (Xu er al., 
2008), con-esponding to a human équivalent dose of about 
50 mg per intake (Reagan-Shaw et ai, 2008). Assuming that 
plasma and the gtomerular filtrate have similar compositions, 
we decided to treat the cells with a concentration close to that 
reported above (i.e, 1 jiM). 

Cell viability assay 

Cells were treated with CisPt and/or Schi or Schi B in 96-well 
plates, washed twice with phosphate-buffered saline (PBS), and 
assessed for their viability by incubation for 1.5 h with 0.44 mM 
resazurin solution (Sigma-AIdrich, St Louis, MO, USA). Absor-
bances were measured at 540 and 520 nm using iEMS Reader 
MF spectrophotometer {Thermo Labsystems, Breda, The Nether-
lands). Percentage of reduced dye was cakulated with the fol-
lowing formula: 

(iOX)/.2.AyA - (f.OX);.1 M.2 

(cRED)X^J^/.2 - {LRED)/.2.ÀiA 

Where CQX = molar extinaion coefficient of resazurin (47.6 at 
540 nm and 34.8 at 620 nm); CR£D = molar extinaion coefficient 
of resorufin (104.4 at 540 nm and 5.5 at 620nm); A = absorbance 
of test wells; A" = absorbance of blank well; / . l = 5 4 0 n m ; 
/.2 = 620nm. Metabolic activity was normalized against control 
conditions. 

Annexin V/propidium iodide staining assay 

Cells were incubated in 12-well plates with 1 ^ M Schi or Schi B 
and/or 10 pM CisPt. At the end of treatment cells were rinsed with 
PBS, harvested with trypsin/EDTA (0.5/0.2%) and centrifuged at 
500 g. Supernatant was discarded. Cells were resuspended and 
incubated with Annexin V-FITC deteaion kit (BD Pharmingen, 
San Diego, CA, USA) in the dark for 15 min. Suspensions were 
then analyzed using a BD FACSCanto II flow cytometer (BD 
Pharmingen). A total of Iff* cells were recorded. The data were 
analyzed with FlowJo software (Tree Star, Ashland, OR, USA); 
débris and cell clumps were removed and the percentages of live 
and apoptotic cells were calculated. 

Ki-67 immunostainlng 

Cells were treated on chamber slides with test substances. Slides 
were then rinsed twice in PBS, fixed in 4% paraformaldehyde 
solution for 20 min, rinsed and permeabilized with 0.01% 
Triton X for 5 min. Slides were rinsed again. Cells were blocked 
with goat sérum (PAA Laboratories) for 1 h, and then incubated 
with a primary rabbit anti-Ki-67 antibody (Abcam, Cambridge, 
UK) for 1 h. Slides were rinsed twice and incubated with a 
secondary Alexa Fluor 488 conjugated goat antirabbit antibody 
(Invitrogen, Eugène, OR, USA) for 30 min. Slides were rinsed 
twice and mounted with DAPI-containing mountant (Invitrogen) 
and examined with an Axioskop fluorescence microscope 

(Zeiss, Oberkochen, Germany) at magnification 400 x. Twenty pic-
tures per chamber were acquired; the Ki-67 index was calculated 
by dividing the number of Ki-67-positive cells by the total number 
of cells. 

Cell cycle analysis 

Cells were treated and harvested as for the Annexin V/propidium 
iodide (PI) assay, resuspended in 1 ml PBS and manually counted 
using a Malassez hemocytometer. Cells were then fixed by adding 
2 ml of ice-cold absolute ethanol, incubated during 1 h at 4 ° C 
centrifuged at 500 g and rinsed with PBS. Cells were resuspended 
in PI/RNase Staining Buffer (BD Pharmingen) following the 
manufaaurer's instruaions, incubated 30 min at room tempéra
ture, centrifuged at 500 g, resuspended in 400 ni BD FACSFIow 
(BD Pharmingen) and analyzed using a BD FACSCanto II flow 
cytometer (BD Pharmingen). A minimum of 10* events corre-
sponding to HK-2 cells were recorded using the BP 585/42 filter 
at a maximum rate of 200 events s"'. 

Cell cycle analysis was achieved with FlowJo software (Tree 
Star): débris and cell clumps were removed and proportions of 
GQ/G,, S and G^/M were determined according to the Dean-
Jett-Fox model. 

Wound healing assay 

Cells were seeded on 60 m m Pétri dishes, incubated for 48 h, 
yielding approximately 90-100% confluence and were growth 
arrested for 24 h in serum-free médium. Monolayers were 
scratched in a linear fashion with a stérile 200 pi pipette tip 
and gently rinsed with serum-free médium to remove cell 
débris. Ten pictures of the initial scratch were taken (to) using 
Motic AE21 microscope equipped with a Moticam 2300 caméra 
(Motic, Wetziar, Germany) at magnification 100 x. Cells were 
then treated with test substances for 18 h, and 10 pictures of 
the scratch were taken (tig). 

The area of the scratch was measured using TScratch (Geback 
et al., 2009) and expressed as a mean width per image (nm). For 
each condition, the migration rate (nmh"') was calculated by 
subtraaing the value obtained at fis to the value obtained at 
fo, and reported to the duration of incubation. 

Assessment of collagen synthesis 

Cells were treated in 96-well plates for 48 h, rinsed with PBS and 
assessed for their metabolic activity with the resazurin assay as 
described above. Next, cells were washed with PBS, fixed with 
ice-cold methanol for 1 h at 4 °C, rinsed twice with 1 % acetic acid 
and stained for 2 h with 0.1% picrosirius red staining solution. 
Wells were then rinsed thrice with 1% acetic acid, dyes were 
solubilized in 0.1 M NaOH, and absorbances of the wells measured 
at 540 nm. Absorbances attributed to picrosirius red staining were 
normalized according to the metabolic activity of each well (the 
corrélation between the number of cells, metabolic activity and 
protein amount determined by the bicinchoninic acid method 
was verified in preliminary experiments). 

p-catenin déterminations 

Membranous /l-catenin détermination 

Cells were treated on chamber slides for 48 h in médium 
containing Schi or Schi B and/or CisPt. Slides were rinsed twice 
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in PBS, fixed in 4% parafomnaldehyde solution for 20 min, rinsed 
and permeabilized with 0.01% Triton X for 5 min. Slides were 
rinsed again and cells blocked with donkey sérum (sc-2044; 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) for 1 h. 
They were then incubated with mouse antihuman p-catenin 
primary antibody (sc-7963; Santa Cruz Biotechnology) for 1 h, 
washed twice, incubated with cyanine-3 conjugated donkey 
antimouse secondary antibody (715-166-151, Immuno Research 
Lab Jackson, West Grove, USA) for 30 min, rinsed twice, mounted 
with DAPI-containing Prolong Gold antifade reagent (Invitrogen) 
and examined at magnification 400 x with an Axioskop fluores
cence microscope (Zeiss) equipped with a DP200 caméra (Deltapix, 
Maaiov, Denmark). 

Before évaluation of the fluorescence intensity, the linearity 
and reproducibility of the method were controlled using 
Inspeck™ Orange (/^, = 540 nm/>.£„ = 560 nm) fluorescently la-
beled microbeads (6.0 ^m diameter) (Molecular Probes, Eugène, 
OR, USA). 

For each condition, 10 pictures were taken, and analyzed 
using Fiji (Fiji Is Just ImageJ) software. The fluorescence intensity 
was evaluated by the measurement of luminance. DAPI 
counterstaining allowed removing the signal corresponding to 
eventual p<atenin translocated in the nucleus. 

Cytoplasmic/nuclear /S<atenin détermination 

Cells were treated in 12-well plates, rinsed with PBS, harvested 
with trypsin/EDTA (0.5/0.2%), centrifuged at 500 g and fixed 
in Cytofix/Cytoperm solution (BD Pharmingen) for 20 min at 
4°C. Suspension was washed twice, incubated with antihuman 
(i-catenin-phycoerythrin monoclonal antibody (R&D Systems, 
Minneapolis, MN, USA) in the dark for 30 min. Cells were washed 
twice and analyzed using a BD FACSCanto II flow cytometer 
(BD Pharmingen). A minimum of 10* cells were recorded. The 
data were analyzed with FlowJo software (Tree Star); débris and 
cell clumps were removed and mean fluorescence intensities 
(géométrie mean) were calculated using BP 585/42 filter 
foc phycoerythrin. 

Statistical analysis 

Uniess stated otherwise, experiments were performed four times 
using independent samples. Results needing to be normalized 
versus Controls were treated as described by (Valcu and Valcu, 
2011). Data were compared through a one-way ANOVA with 
post-hoc Student's f test (Bonferroni corrertion) using Prism 5 
software (GraphPad, San Diego, USA). P<O.OS was considered 
significant. 

Results 

Effects of schizandrin and schizandrin B on dsplatin-induced 
cell death 

Figure 2 shows the effects of CisPt incubation with or without 
Schi or Schi B (1 nM) on the viability of HK-2 cells determined 
with resazurin assay. After 48 h incubation with CisPt the 
proportion of live cells dropped to 76.2 ±1.9%, whereas Schi 
and Schi B did not induce any statistically significant différence 
at tested concentrations. Upon cotreatment with CisPt and 
Schi or Schi B, cells exhibited significandy higher survival rates 
(82.1 ± 0.8% and 87.7 ± 2.0%, respeaively; P < 0.001 ), as compared 
to CisPt treatment atone. 

*** 
I I 

*** 

Figure 2. Protective effects of Sciii (1 ^M) and Schi B (1 pM) towards 
CisPt-treated HK-2 cells were investigated with resazurin assay after 
48 h treatment Results are displayed as means ± SD of four Independent 
experiments (***P < 0.001 ). CisPt cisplatin; Ctri, control; Schi, schizandria 

Schizandrin and schizandrin B moderately reduce 
cisplatin-induced HK-2 cells apoptosis 

To confirm further the protective effects observed with Schi and 
Schi B towards CisPt-induced cell death, apoptosis rates were 
investigated. Annexin V/PI staining was used to identify cells in 
both eariy and late stages of apoptosis; necrotic cells were not 
taken into account as necrosis is normally induced with higher 
concentrations in CisPt (dos Santos ef al., 2012). 

Treatment of HK-2 cells with lOpM CisPt induced an increase 
in number of apoptotic cells from 3.2 ± 0.5% for control condi
tions to 16.4 ±0.6% (Fig. 3). Upon cotreatment with Schi and 
Schi B (1 nM), the ratios of apoptotic cells were significantly 
reduced to 14.0 ±0.8% and 14.2 ±0.5%, respeaively. 

I I 

Figure 3. Proportions of apoptotic cells after treatment with 10 
CisPt and/or Schi or Schi B (1 nM) for 48 h. Results are displayed as 
means±SD of four independent experiments ("P<0.01; •"P<0.001). 
CisPt cisplatin; Ctrl, control; Schi, schizandrin. 
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Altogether, thèse results indicate that both Schi and Schi B, 
when given concomitantly with CisPt are able to reduce cellular 
death, probably via lowering the apoptosrs rate. 

Schizandrin but not schizandrin B enhanccs cellular 
prolifération 

Immunofluorescence staining of the Ki-67 marker after treatment 
for 48 h w îth test substances is displayed in Fig. 4. FBS was used 
as a positive control; indeed, HK-2 cell growth has been shown 
to be epidemnal growth fanor-dependent (Ryan ef al., 1994). As 
compared to control grown in the absence of sérum, FBS induced 
a 3.1 -fold increase in the number of cells staining positive for Ki-67. 
CisPt (10 )iM) aiso increased the Ki-67 index (2.3-fold over control). 
However, this effect probably does not correspond to enhanced 
cellular prolifération and could be a conséquence of a G^/IVI cell 
cycle an-est induced by CisPt-triggered DNA damages (Jamieson 
and Lippard, 1999). 

Schi treatment aiso raised the Ki-67 index to about 1.9-fold 
over control. To détermine whether this effect is a conséquence 
of a prolifération enhancement, or a toxic effect as presumed for 
CisPt, an analysis of cell cycle distribution was carried out. 

Cell cycle analysis 

Figure 5 shows the cell cycle phases distribution of cells treated 
in the same conditions as for the Ki-67 index assessment. The 
positive control (FBS 10%) induced a slight decrease in the 
amount of GQ/G, cells (71.3 + 3.7% vs. 84.3 ± 0 . 9 % for control 
condition) and a slight increase in the amount of G2/M cells 
(20.2 ± 2.9% vs. 10.6 ± 1.9% for control condition). 

As expected, CisPt exposure induces a cell cycle arrest at G j / M 
checkpoint, resulting in a sharp increase in G2/M cells 
(76.B±2.4%) and decrease in Go/G, phases cells (16.0±2.5%). 

• n 100 
P«rc«ntag« of M i t 

Figure 5. Cell cycle distribution after treatment of HK-2 cells for 48 h 
with test substances. Results are means ± 5D of four independent exper
iments ( *P<0.05; • • P < 0 . 0 1 ; " * P < 0 . 0 0 1 compared to control group). 
CisPt, cisplatin; Ctrl, control; FBS, fetal bovine sérum; Schi, schizandrin. 

Schi and Schi B treatments yielded the same patterns as 
observed for FBS treatment, with slight decreases of Go/G, cells 
(77.3 ±2 .5% and 78.5 ±3 .0%, respectively); G j / M cells show a 
slight increased trend, but were not statistically significant. 

Schi and Schi B were not able to prevent CisPt-mediated G2/M 
arrest (data not shown), which suggests that thèse compounds 
probably do not protect HK-2 cells against DNA damages. 

Schizandrin a n d schizandrin B have no effect on w o u n d 
heal ing 

As Schi shows a Ki-67-enhancing effect, and as both Schi and 
Schi B promote the progression in cell cycle by reducing the 
proportion of GQ/G, cells, their ability to increase tubular 

300 

200 

100 

Figure 4. Fluorescence immunostaining pictures of Ki-67 antigen (green fluorescence) and nuclei (blue fluorescence) after HK-2 cells treatment with 
test substances for 48 h (magnification x 400). Pictures are représentative of four independent experiments. The prolifération indexes assessment are 
displayed as means ± SD of four independent experiments ( " * P < 0.001 compared to control group). CisPt, cisplatin; Ctrl, control; FBS, fetal bovine sé
rum; Schi, schizarKlrin. 
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Figure 6. Wound healing assay. HK-2 cells were senjm-depilved for 24 h, 
scratched with a pipette tip and Incubated w'nh test substances for 18 h. 
Phase contrast microscopy images (x 100 magnificalion) for control, FBS, 
Schi and Schi B treatments at to (left pictures) and t,s (right pictures). Migra
tion rates are displayed as means ± SD of four independent experiments 
(•**P < 0.001 as compared to control conditions) ((graph). CisPt, cisplatin; 
Ctrl, control, FBS, fetal bovine sérum; Schi, schizandrin. 

Figun 7. Collagen quantification upon treatment of HK-2 cells with test 
substances for 48 h arxl picrosirius red staining. AbsortsarKes were normal-
ized according to their metabolic activity (resazurin assay} and compared to 
control condition (means ± SD of four independent experiments; *P < 0.05; 
"*P < 0.001 ). CisPt, cisplatin; Ctrl, control; Schi, schizandrin. 

and Schi B as connpared to control condition (Fig. 7). However, 
if CisPt induced an increased collagen synthesis (125 ± 6%), both 
Schi and Schi B cotreatments were able to restrain this effect 
( 1 1 5 ± 4 % a n d 110±4%, respectively). 

Assessmcnts of p-catenin 

Membranous /i<atenin 

When HK-2 cells were treated with l O u M CIsPt, the membra
nous IVcatenin expression was reduced by 1.8-fold as compared 
to control conditions (Fig. 8A). Upon cotreatment with Schi and 
Schi B, the (J-catenin losses were limited to U and 1.1 respec
tively; this indicates that both compounds could prevent the loss 
of epitheiial phenotype. 

Intracytoplasmic/nuclear (l-catenin 

HK-2 cells grown in the same conditions were stained for 
their intracytoplasmic/nuclear p-catenin and analyzed by 
flow cytometry. The observed loss of membranous p-catenin 
with CisPt treatment (Fig. 8A) correlates with an increased 
intracytoplasmic/nuclear isoform of 1.7-fold over control 
(Fig. 8B). Both Schi and Schi B cotreatments were effective 
in limiting this increase to 1.2- and 1.0-fold over control 
respectively. This indicates that both compounds are effective In 
preventing p-catenin relocalizatioa 

régénération was investigated through the study of cellular 
migration enhancement. 

FBS induced a 1.7-fold increase over control, but no effect 
could be observed upon treatment with 1 nM Schi or 1 jiM 
Schi B (Fig. 6). 

Both schizandrin and schizandrin B reduce cisplatin-induced 
collagen synthesis 

Total collagen amounts, assessed with picrosirius red staining, 
were not modified upon treatment of HK-2 cells with both Schi 

Discussion 
CisPt is an efficient chemotherapeutic agent, for which adverse 
effects, notably rénal toxicity, remain highiy detrimental to 
patients and often lead to a dose réduction of the drug, 
compromising the therapy. Until now, ensuring adéquate hydra-
tion and diuresis represents the only strategy implemented for 
limiting the nephrotoxicity of the treatment. 

CisPt concentrâtes in tumor cells, as well as in RPTECs and 
binds covalently to DNA, resulting in apoptosis and cell cycle 
arrest (dos Santos ef al., 2012), both of which are starting points 
for AKI and fibrotic repair (Wynn, 2010). It is yet recognized 

wileyonlinelibrary.coin/joumal/]at Copyright e 2013 John Wiley & Sons, Ltd. J. Appl. Toxicol. 2014; 34: 1311-1319 

Iviii 



Nephroprotection of Schisandra compounds against cisplatin toxicity 

Journal of 

AppliedToxicology 

Figure 8 . Immunostained membranous p-catenin after treatment for 48 h for controt and CisPt conditions (A). Ten images were acquired per 
condition and fluorescence intensities were measured; DAPl counterstaining was subtracted to remove eventual p-catenIn translocated to the 
nucleus. Luminance values were then recorded (graph A). Results are displayed as means ± SD of four independent exp)eriments (*P < 0.05; "P < 0.01 ; 
• • • p < 0.001 compared to control group). Fluorescence images confirming the nuclear/cytoplasmic (Vcatenin immunostaining (B). Cells were analyzed 
with a flow cytometry technique and geometrical mean fluorescence intensity was evaluated (graph 8). Means ± SD of four independent experiments 
( •P<0 .05 ; " • P < 0 . 0 1 ; " * ? < 0.001). CisPt. cisplatin; Ctrl, control; Schi, schizandrin. 

that preventing AKI may contribute to restrain fibrosis onset and 
progression to end-stage rénal disease. 

The présent in vitro study focused on four of the key éléments 
involved in AKI. 

Prévention of cell death via apoptosis 

This is a nnechanlsm leading to the loss of functional units of the 
tubules. Both Schi and Schi B enhanced the survival of cells 
treated with CisPt. This was confirmed for both connpounds by 
a réduction in the number of cells undergoing apoptosis at 
end-point (48 h incubation) of experiment. As both Schi and 
Schi B showed similar efficacy in reducing the apoptosis rate, 
this factor alone does not explain the higher enhancement in 
cell survival for Schi B; other mechanisms may be involved. 
Nevertheless, thèse promising results are to be related to a 
potential réduction in the loss of tubular cells in vivo, what could 
reduce tubular atrophy and AKI. This has notably been demon-
strated for Schi B in a cyclosporine A-mediated nephrotoxicity 
model (Zhu ef al., 2012). 

Promotion of tubular régénération 

Enhancing cellular prolifération and migration capacities could 
help tubules recover after CisPt insults and could thus reduce 
the duration and severity of AKI in avoiding functional and struc
tural losses (Price ef al., 2009; Yamamoto ef al., 2010). 

The prolifération enhancement was assessed by the Ki-67 
index, commonly used to détermine whether tumors have a 
high proliferative potential or not. Ki-67 is présent at the nuclear 
surface of proliferating cells (i.e., in G,, S, G2 and M phases of 
the cell cycle) and remains absent in quiescent cells (Go) 
(Urruticoechea ef al., 2005). Ki-67 has previousiy been used 
in vitro and in vivo for the assessment of RPTEC's prolifération/ 
régénération (Docherty et al., 2006; Pozdzik ef al., 2008). 

CisPt increased the Ki-67 index by 2.3-fold over control condi
tions, but this increase is a conséquence of its toxicity rather 
than an effect on prolifération; CisPfs binding to DNA strands 
is known to trigger cell cycle arrest at G2/M checkpoint 
(Jamieson and Lippard, 1999), resulting in Ki-67-positive cells. 
This was confirmed by flow cytometry analysis of cell cycle 
phases that indicated a 7.2-fold increase in G2/M cells. 
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The addition of FBS (10%) or Schi (1 \iM) induce 3.1- and 
1.9-fold increases respectively in the Ki-67 index, whereas Schi 
B treatment does not produce any modification. Cell cycle analysis 
indicates that FBS treatment yields a 1.9-fold increase in G / M cells, 
whereas neither Schi nor Schi B induces a significant accumulation 
of cells in this phase. However, Go/G, phases were significantly 
reduced upon Schi and Schi B treatment suggcsting that both 
compounds may promote cellular prolifération. The results 
obtained for the Ki-67 index assessment suggest that Schi artively 
instigates cell cycle entrance (G|), thus lowering the amount of 
quiescent cells. Schi B could influence the duration of definite 
phases of the cell cycle, without influencing the proportion of 
quiescent/proliferating cells. This should be confirmed by further 
investigations. 

The cellular migration, assessed by a scratch assay, did not 
highiight any e f fea as compared to control conditions. 

The régénération potential of the two tested compounds 
appears somewhat limited. Only Schi seems capable of promot-
ing the prolifération of tubular cells. 

Cisplatin-induced collagen production 

This ECM protein is secreted soon after injury to produce acellu-
lar non-functional scar tissue, filling eventual gaps left by dead 
cells along the tubule. Hovirever, collagen acts as a pro-fibrosis 
factor (Zeisberg and Neilson, 2010). The amounts of deposited 
collagen dépend on the balance between its produaion by 
RPTEC and its dégradation by matrix metalloproteinases. 
Preventing its déposition is likely to help recovery following 
CisPt-induced AKI and to avoid fibrosis onset 

In our model, we showed that both Schi and Schi B were 
effective at reducing CisPt-induced collagen synthesis. However, 
Schi B showed a higher effect than Schi. Evidence suggested 
that lowering the ECM protein synthesis correlates to attenuated 
fibrotic lésions in an obstructive nephropathy in vivo model 
( H a o e t a ; . 2 0 1 1 ) . 

Localization of p-catenin 

This is a protein playing a dual rôle in cell adhésion as well as in 
the transcription of gènes. In adherens junctions, p-catenin links 
E-cadherin to the cytoskeleton, ensuring the epithelial pheno-
type of RPTECs. In case of cellular injury, thèse links disrupt 
and p-catenin may relocalize into the nucleus where it serves 
as a co-transcriptional activator with T-cell factor (Zeisberg and 
Neilson, 2009), a complex governing the transcription of 
gènes involved in fibrosis (Bozic ero/ , 2011). Evidence suggested 
that blockade of the p-catenin pathway could reduce the onset 
and limit the progression of rénal fibrosis (Hao ef al., 2011; He 
et al., 2011). Moreover, Schi and Schi B are lignans, a class of 
compounds that have aiready proven their ability to inhibit the 
p-catenin transcription pathway in colorectal adenocarcinoma 
cells ( Y o o e t o / , 2010). 

Membranous p-catenin 

Quantitative fluorescence image analysis demonstrated that 
HK-2 cells treatment with CisPt induced a 1.8-fold decrease 
in the amount of membranous p-catenin, as compared to 
control condition. Cotreatment with Schi and Schi B restrained 
this loss to 1.2- and 1.1-fold, respectively. Both compounds 
have rather similar efficacy towards prévention of this 

epithelial phenotype loss. However, none had the ability to in
crease membranous p-catenin after 48 h treatment indicating 
that they were not able to promote the protein's expression. 

It is conceivable t h a t in preserving the adherens Junction's 
tightness, Schi and Schi B can prevent cell detachment and thus 
influence the overall cellular viability. 

Internai p-catenin 

The amounts of nuclear/cytoplasmic isoforms of p-catenin were 
assessed by flow cytometry. Both Schi and Schi B could restrain 
the relocalization of the protein in the présence of CisPt; this in
dicates that they may be effective in reducing the transcription 
of gènes involved in fibrosis development 

Altogether, thèse results point out a promising nephro-
protective potential of Schi and Schi B towards CisPt toxicity. 
The prévention of cell death, along with the enhancement in 
tubular régénération, restrained ECM déposition and prévention 
of p-catenin relocalization could help alleviate the severity and 
duration of CisPt-induced AKI, and, in the longer term, avoid 
the onset of kidney fibrosis. 

Conclusion 
Altogether, thèse results point out a promising nephroproteaive 
potential of Schi and Schi B towards CisPt toxicity. The préven
tion of cell death, along with the slight enhancement in tubular 
régénération, restrained ECM déposition and prévention of 
p-catenin relocalization could alleviate the severity and duration 
of CisPt-induced AKI, and, in the longer term, avoid the onset of 
kidney fibrosis. 
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Abréviations 

A : absorbance 

AA : acides a r i s to loc i i i ques 

A A N : aristolochic acid nephropathy = néphropa th ies aux acides a r i s to loch iques 

ADH : antidiuretic hormone = l i o r m o n e an t i -d iu ré t i que ou vasopressine 

ADN : acide désoxy r i bonuc lé ique 

AINS : a n t i - i n f l a m m a t o i r e non-s té ro ïd ien 

ARA : a t t e i n te rénale a iguë (N.B.: ce t e r m e remplace celui d'IRA ( insuf f isance réna le a iguë), so i t 

AKI (acute kidney injury) o u ARF (acute rénal failure) en anglais). 

ARN : acide r i bonuc lé ique 

AS : ex t ra i t d'Angelica sinensis 

a -SMA : a-smooth muscle actin 

BCA : acide b i c i nchon in ique 

CAT : catalase 

CHN : chinese herb nephropathy = néph ropa th i e aux plantes chinoises 

CisPt : c isp lat ine 

CsA : c ic lospor ine A 

cTGF : connective tissue growth factor 

C t r l : copper transporter 1 = t r a n s p o r t e u r de cu ivre 1 

DAPI : 4 ' , 6 ' - d i am id ino -2 -phény l i ndo le 

DFG : déb i t d e f i l t r a t i on g l o m é r u l a i r e 

D M E M : Dulbecco's m o d i f i e d Eagle m é d i u m 

DMSO : d imé thy l su l f oxyde 

DPA : dialyse pé r i t onéa le a u t o m a t i s é e 

DPCA : d ia lyse pé r i t onéa le c o n t i n u e ambu la to i r e 

EGF : epidermai growth factor = f ac teu r de croissance ép ide rm ique 

eGFR : estimated glomerular filtration rate = déb i t de f i l t ra t i on g loméru la i r e e s t i m é 

E-lig = E-l igust i l ide 

EMT : epithelial-to-mesenchymal transition = t rans i t i on ép i t hé l i o -mésenchyma teuse 

E n d o M t : endothelial-to-mesenchymal transition = t rans i t ion e n d o t h é l i o - m é s e n c h y m a t e u s e 

EPO : é r y t h r o p o ï é t i n e 

ES : ex t ra i t d'Eleutherococcus senticosus 

ET : écar t t y p e 

FA : ferulic acid - ac ide f é r u l i q u e 

FBS ; fetal bovine sérum - sé rum bov in f œ t a l 

FITC : i so th iocyanate de f l uo rescé ine 

GSH-Px : g l u ta th i on peroxydase 

H2DCF-DA : d iacé ta te de 2 ' ,7 ' -d i ch lo rod ihydro f luo rescé ine 

HPLC : high-performance liquid chromatography = ch roma tog raph ie l iqu ide hau te p e r f o r m a n c e 

IC : inhibitory concentration - concen t ra t i on inh ib i t r ice 

IRT : insuf f isance réna le t e r m i n a l e 

MEC : ma t r i ce ex t race l lu la i re 

M M P : matrix metalloproteinase - mé ta l l op ro té inase matr ic ie l le 



MRC : maladie rénale ch ron ique (N.B.: ce t e r m e remp lace celu i d'IRC ( insuff isance rénale 

chron ique) , soi t CKD (chronic kidney disease) o u CRF (chronic rénal failure) en anglais). 

MS : mass spectrometry - s p e c t r o m é t r i e de masse 

MTC : médec ine t rad i t i onne l l e ch inoise 

M I T : b r o m u r e de 3 - (4 ,5 -d iméthy l th iazo l -2 -y l ) -2 ,5 -d iphény l t é t r a z o l i u m 

NAD(P)H : n i co t inamide adén ine d i nuc léo t i de (phosphate ) rédu i t 

NO : nitric oxide - oxyde n i t r i que 

NOS : nitric oxide synthase - oxyde n i t r i que synthase 

NTA : nécrose tubu la i re aiguë 

OAT : organic anion transporter = t r a n s p o r t e u r d 'an ions o rgan iques 

OCT : organic cation transporter - t r a n s p o r t e u r de cat ions o rgan iques 

PAAS : pr incipes act i fs d'Angelica sinensis 

PBS : phosphate buffered saline = t a m p o n phospha te salin 

PCR : polymerase chain reaction = réac t i on en chaîne par po lymérase 

PG : ext ra i t de Panax ginseng 

P-gp : P-g lycoproté ine 

PI : iodure de p r o p i d i u m 

PNF : pression n e t t e de f i l t r a t i on 

PSR : picrosirius red - rouge picrosir ius 

QFIA : quantitative fluorescence image analysis = analyse quan t i t a t i ve d ' image en f l uo rescence 

RNS : reactive nitrogen species - espèces réact ives de l 'azote 

ROS : reactive oxygen species = espèces réact ives de l 'oxygène 

RPTECs : rénal proximal tubular epithelial cells - cel lules ép i thé l ia les du t u b u l e p rox ima l 

RT-qPCR : real-time quantitative polymerase chain reaction 

SF : serum-f ree = mi l ieu de cu l t u re d é p o u r v u de sé rum 

SM : extra i t de Silybum marianum 

Smad 2/3 : small mothers against decapentaplegic 2/3 

SOD : superoxyde d ismutase 

SRAA : système rén ine -ang io tens ine -a ldos té rone 

TCD : tubu le c o n t o u r n é distal 

Tcf /Lef : T cellfactor/lymphoid enhancer factor 

TCP : tubu le c o n t o u r n é p rox ima l 

TEAC : Trolox^ équivalent antioxidant capacity = capaci té an t i oxydan te en équ iva len t Trolox® 

TGF-3 : transforming growth factor-6 

TNF-a : tumor necrosis factor-a - f ac teu r de nécrose t u m o r a l e - a 

TRR : thérap ie de r e m p l a c e m e n t rénal 

UUO : unilatéral ureteral obstruction = o b s t r u c t i o n un i la té ra le u ré té ra le 

VG : v io let de gent iane 

Z-lig = Z-l igust i l ide 


