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Résumé

La néphropathie aux acides aristolochiques (NAA) est une néphrite tubulointerstitielle
progressive causée par l'ingestion d’acides aristolochiques (AA). Dans le but d’étudier
les mécanismes physiopathologiques de la NAA, notre laboratoire a préecédemment
validé un modele in vivo d’intoxication aux AA chez des souris males C57BI/6
(Decléves et al. 2016 ; Jadot et al. 2017). Au terme de l'intoxication, les souris
présentent des caractéristiques similaires a celles reportées chez des patients
souffrant de NAA.

Durant les derniéres années, l'effet protecteur des sirtuines 1 et 3 (SIRT1/3) a été
rapporté dans de nombreux modéles de néphropathies. Dans ce cadre, le but de cette
étude est d’évaluer 'implication potentielle des SIRT1/3 durant la NAA. Pour ce faire,
des souris males C57BI/6 ont été intoxiquées avec une dose de 3,5 mg/kg d’AA par
injection intrapéritonéale durant 4 jours. Les souris ont été sacrifiees apres 12, 24, 48,
72 ou 96 heures et 10 jours d’intoxication. L’analyse des différents parameétres indique
une altération rénale morphologique et fonctionnelle depuis 72 heures apres le début
de l'intoxication, jusqu’a la fin du protocole. L’analyse de I'expression des SIRT1/3 a
suggeére une oscillation de I'expression relative de TARNm de SIRT1 et une sous-
expression de SIRT3, aussi bien protéique qu’en ARNm.

Dans un second temps, I'implication des SIRT1/3 a été évaluée dans un modéle in
vitro d’intoxication aux AA de cellules épithéliales tubulaires proximales humaines
(HK-2). Pour ce faire, les cellules ont été intoxiquées avec une concentration de 50 yM
d’AA durant 3, 6, 12 et 24 heures et une concentration de 10 uM a ensuite été utilisée
durant 24, 48, 72 et 96 heures. Les résultats désignent des altérations mitochondriales
aprés 24 heures d’intoxication a une concentration de 50 uM, ainsi qu’'une
surexpression protéique et en ARNm de SIRT1 pour les deux concentrations testées.
Ces résultats indiquent qu’une surexpression de SIRT1/3 pourrait étre étudiée dans
les modéles d’intoxication in vivo et in vitro afin d’observer une éventuelle protection.
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INTRODUCTION

I. Lerein

L’appareil urinaire est composé des reins, des uretéres, de la vessie et de ['urétre. D un
point de vue anatomique, les reins sont situés dans le dos, de part et d’autre de la colonne
vertébrale, entre le feuillet pariétal du péritoine et les muscles dorsaux (Silverthorn, 2007).
Chaque rein est composé d’une capsule fibreuse lisse et d’un parenchyme rénal, lequel se
subdivise en deux parties : le cortex et la médullaire. La partie corticale se situe sous la capsule,
autour de la médullaire, ou elle forme les colonnes de Bertin (Figure 1) (Lacour, 2013). La
partie médullaire est composée des pyramides de Malpighi et est subdivisée en deux parties : la
partie externe (OM, « outer medulla ») et interne (IN, « inner medulla »). L’OM se situe a la
base des pyramides, directement en contact avec le cortex, et I’'IM se situe a la pointe des
pyramides, au niveau du bassinet. L’OM est elle-méme subdivisée en deux zones : ’OSOM
(« outer stripe of the outer medulla »), située en contact avec le cortex, et I’ISOM (« inner stripe
of the outer medulla »), située en contact avec I’'IM (Figure 2). Finalement, I’IM se termine par
des papilles rénales, qui sont au nombre de 15 a 20 par pyramide de Malpighi, et qui constituent
le point de sortie de I’urine finale (Kriz & Bankir, 1988 ; Lacour, 2013). Le cortex et la
médullaire sont composés de néphrons et de vaisseaux sanguins. Chaque rein comprend un total
d’environ 1 million de néphrons, lesquels constituent la plus petite unité fonctionnelle du rein,
c’est-a-dire qu’ils ont la capacité d’assurer toutes les fonctions rénales (Silverthorn, 2007). Les
néphrons sont composés d’une premicre partie appelée le corpuscule de Malpighi et d’une
seconde partie appelée le tubule urinaire, lesquelles vont assurer la formation de [’urine
définitive par des mécanismes de filtration, de réabsorption et de sécrétion (Lacour, 2013 ;
Silverthorn, 2007).

Figure 1. Structure générale d’un rein en coupe
transversale (Silverthorn, 2007).

La principale fonction des reins est d’assurer le maintien de [’homéostasie hydro-
électrolytique. En effet, le rein possede la capacité de maintenir I’équilibre ionique et hydrique
ou encore de réguler I’équilibre acido-basique. Le rein présente également la propriété
d’éliminer de nombreux déchets toxiques de I’organisme, tels que les produits du métabolisme.
Ceux-ci comptent par exemple I'urée, qui permet I’excrétion de I’azote, et la créatinine, un
produit du métabolisme musculaire. Les reins peuvent également éliminer du corps d’autres
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composés endogenes tels que les hormones, ou encore certains métabolites de I’hémoglobine,
ainsi que des déchets produits par des substances étrangeéres, telles que des toxines ou les
médicaments (Silverthorn, 2007 ; Wheater et al., 2001). Finalement, le rein présente des
fonctions endocrines : il permet par exemple la sécrétion d’érythropoiétine, laquelle permet de
stimuler la production de globules rouges, ou encore la sécrétion de rénine. Celle-ci est
notamment impliquée dans la régulation de I’homéostasie sodique et dans le contrdle de la
pression artérielle via I’axe rénine-angiotensine-aldostérone (Lacour, 2013 ; Silverthorn, 2007).
Le rein posséde également un role dans I’homéostasie calcique, avec la conversion de la
vitamine D3 en sa forme active (Wheater et al., 2001).

En ce qui concerne la perfusion rénale, le sang arrive aux reins par I’artere rénale, laquelle
se ramifie en artéres possédant un diamétre plus faible. Ces artéres se ramifient elles-mémes en
conduits plus petits appelés artérioles puis finalement en fin capillaires. Le sang s’écoule dans
ces artérioles afférentes jusqu’a atteindre un réseau spécifique de capillaires appelé glomérule.
Celui-ci est composé d’approximativement 4 a 6 capillaires et est entouré de la partie initiale
du néphron appelée capsule de Bowman. Le glomérule et la capsule de Bowman forment
ensemble une unité appelée « corpuscule de Malpighi », qui constitue le lieu principal de
filtration du sang (Lacour, 2013 ; Silverthorn, 2007). La capsule de Bowman se prolonge
ensuite en différents segments tubulaires urinaires successifs : (1) le tubule proximal, segment
auquel une attention particuliére sera apportée au cours de ce mémoire, (2) la anse de Henlé,
(3) le tubule distal et (4) le tube collecteur de Bellini (Figure 2). De plus, bien que 20 a 25% du
débit cardiaque parcourt les reins a chaque instant, seulement un cinqui¢me du volume sanguin
rénal sera filtré. La fraction restante continuera de s’écouler via les artérioles efférentes jusqu’a
atteindre les capillaires péritubulaires. Il sera ensuite dirigé dans des veinules, jusqu’a atteindre
la veine rénale qui conduira alors le sang hors du rein (Silverthorn, 2007).

S
Artériole Tube contourné Tube contourné
afférente § A——_ proximal distal
Artériole o)
efférente (o]
L J -
T (0]
Corpuscule de Mapighi x
Canal collecteur
cortical
Branche ascendante
large J
OSOM )
Atioe de Henté - Branche d_escendante
fine %
ISOM Q.
. Canal collecteur re
Branche gscendante i médullaire o
fine U 3

Figure 2. Structure rénale et schématisation des différents segments du néphron. Schéma
modifié depuis la publication de Gueutin ef al. (2011).

Les cellules épithéliales du tubule proximal (CETP) se distinguent par une morphologie

haute et cubique, ainsi que par une bordure en brosse importante. Celle-ci est constituée de
nombreuses microvillosités au pdle apical de la cellule, lesquelles contiennent un nombre élevé
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de mitochondries. Cette bordure en brosse permet d’augmenter la surface de contact cellulaire
avec |’ultrafiltrat contenu dans la lumiére du tubule proximal, favorisant ainsi les échanges. De
ce fait, les tubules contournés proximaux sont responsables de 65% de la réabsorption des
solutés et de I’eau. Ils sont également responsables de la sécrétion des ions H* et de I’ammoniac
(Lacour, 2013 ; Wheater ef al., 2001). Les tubules proximaux (TP) possédent une conformation
enroulée, appelée « pars convoluta », aprés quoi ils adoptent une conformation droite, appelée
« pars recta ». lls sont composé€s de trois segments successifs, les segments S1, S2 et S3. Le
segment S1 comprend la portion du TP allant de la sortie du corpuscule de Malpighi aux deux
tiers de la « pars convoluta ». 11 est composé d’une bordure en brosse trés développée, avec
beaucoup de microvillosités et une capacité élevée d’endocytose. De ce fait, il s’agit du segment
possédant le plus grand nombre de mitochondries, ainsi que la plus grande capacité de
réabsorption. Le segment S2 comprend la fin de la « pars convoluta » et le début de la « pars
recta », tandis que le segment S3 est constitué de la fin de la « pars recta ». Les segments S2
et S3 posseédent une capacité de réabsorption et d’endocytose limitée en comparaison au
segment S1 (Kriz & Bankir, 1988 ; Zhuo & Li, 2013).

La réabsorption assurée par les TP peut étre soit passive, soit médiée par un transport
actif. Par exemple, le passage du sodium depuis la lumiére tubulaire jusqu’au cytosol des CETP
se fait par voie passive. En effet, la composition de I’ultrafiltrat étant similaire a la composition
plasmatique, la concentration en Na* dans la lumiére des TP est supérieure a la concentration
intracellulaire. Le Na® entre donc passivement dans les cellules en suivant son gradient
électrochimique. Par ailleurs, la pompe Na'/K"-ATP*¢ membranaire située au pole basal
permet I’entrée de deux ions potassium en échange de trois ions sodium, grace a I’utilisation
d’une molécule d’adénosine triphosphate (ATP). De plus, I’entrée du sodium dans la cellule
depuis la lumiére des TP permet également I’entrée de glucose par transport actif secondaire
(Silverthorn, 2007).

Cependant, le sodium n’est pas le seul acteur ayant la capacité d’entrer dans les CETP
par diffusion passive. En effet, ¢’est également le cas de I'urée. Ce produit issu du catabolisme
de I’azote ne posséde pas de transporteur a la surface des CETP. L’urée met donc a profit le
gradient osmotique de I’eau. En effet, a la suite de la réabsorption du sodium, I’eau est attirée
a I’intérieur des CETP, induisant une diminution de la quantité d’eau présente dans la lumiere
des TP. De ce fait, la concentration en urée augmente dans la lumiere des TP, permettant donc
une diffusion passive de I’urée vers le cytoplasme des CETP. Finalement, les CETP ont
également la capacité de réabsorber les protéines de faible poids moléculaire par endocytose.
Une fois internalisées, ces protéines sont soit dégradées en acides aminés, soit transférées dans
le liquide extracellulaire par transcytose (Silverthorn, 2007).

Enfin, les CETP possedent également des transporteurs d’anions organiques (OAT,
« organic anion transporter »), lesquels permettent I’excrétion de xénobiotiques et de sous-
produits du métabolisme depuis le flux sanguin vers la lumiere des TP. Trois de ces
transporteurs sont fortement exprimés dans les reins : les OAT1/3/4. Les OAT1/3 sont situés
au pole basal de la cellule tandis que les OAT4 sont localisés au pole apical. Ces transporteurs
permettent I’excrétion de protéines ayant un poids moléculaire inférieur a 400-500 kDa, ainsi
que I’excrétion des anions organiques hydrophiles. Ils permettent notamment I’excrétion de
I’urate et de la créatinine, ainsi que des antibiotiques et antiviraux. (Nigam ef al., 2015 ; Sekine
et al., 2006). Par ailleurs, comme ce sera explicité plus tard dans ce mémoire, ces OAT ont
également été reportés comme ayant un role majeur dans I’intoxication des CETP par les AA
(Dickman et al., 2011).




II. La néphropathie aux acides aristolochiques

Au cours des dernieres années, l’utilisation d’herbes provenant de la médicine
traditionnelle chinoise est devenue de plus en plus courante dans la médecine occidentale. Par
exemple, I’utilisation de plantes chinoises telles que le Gingko biloba ou le Panax ginseng a été
reportée comme permettant de lutter contre la maladie d’Alzheimer (Fu & Li, 2009). De méme,
certaines substances contenues dans des plantes chinoises ont été reconnues comme ayant des
effets antidépresseurs (Perviz et al., 2016), cardio-protecteurs lors des dommages rénaux
induits par I’ischémie-reperfusion (Chang ef al., 2016) ou encore curatifs dans plusieurs types
de chimiothérapies (Liu et al., 2016). De ce fait, il est actuellement primordial de soumettre ces
« médecines naturelles » a des contrdles d’efficacité, de toxicité et de conformité au méme titre
que les médicaments mis au point par I’industrie pharmaceutique. En effet, tout comme les
médicaments, les herbes utilisées en médecine traditionnelle chinoise peuvent engendrer des
effets secondaires, notamment au niveau du rein et du foie, organes clés dans le processus de
détoxification de I’organisme. Ces effets secondaires peuvent étre classés en 4 catégories : (1)
la toxicité intrinseque des plantes, (2) la toxicité induite par des métaux lourds ou des
médicaments pouvant contaminer les plantes, (3) I'utilisation de plantes dont I’identification
est erronée et (4) les interactions indésirables entre certains composés présents dans les plantes
et certains médicaments (Isnard Bagnis et al., 2004). Dans ce contexte, la néphropathie aux
herbes chinoises a été caractérisée et a regu, dans un premier temps, I’appellation clinique de
« Chinese herb nephropathy », laquelle est caractérisée par une fibrose interstitielle, une
atrophie des tubules proximaux et par des cancers urothéliaux (Vanherweghem et al., 1993).
Suite a I’identification de I’agent néphrotoxique, cette pathologie a ensuite été progressivement
rebaptisée « néphropathie aux acides aristolochiques » (Debelle et al., 2008).

II.1. Historique

La néphropathie aux acides aristolochiques a été décrite pour la premiere fois en 1992
lorsque deux patientes se présentérent dans un hopital belge avec une insuffisance rénale
d’origine inconnue. La dégradation de leur état de santé a rapidement nécessité un traitement
par dialyse, suivi a terme d’une transplantation rénale (Vanherweghem ef al., 1993).
Curieusement, ces deux patientes ne présentaient aucuns antécédents de problémes rénaux, ne
permettant donc pas d’expliquer leur atteinte rénale en phase terminale. Apres anamnese, il est
apparu que leur point commun était la prise d’un régime amincissant proposé par une clinique
bruxelloise au cours de I’année précédente (Nortier et al., 2015). La composition chimique des
pilules amaigrissantes (Figure 3A) a la base de ce régime avait été modifiée en 1990 par
I’introduction de la plante Stephania tetrandra. Apres analyse phytochimique des gélules, il est
rapidement apparu que celles-ci n’étaient pas composées de tétrandrine mais d’acide
aristolochique (0,65 + 0,56 mg/g de poudre). L’hypothése pouvant expliquer cette découverte
était une substitution de la plante Stephania tetrandra (nom Pin Yin : Han Fang Ji) par la plante
Aristolochia fangchi (nom Pin Yin : Guang Fang Ji). En effet, la confusion entre ces deux
plantes est fréquente di a leur appartenance a la méme famille thérapeutique « Fang Ji » dans
la médecine chinoise (Debelle et al., 2008 ; Nortier ef al., 2015).

Par la suite, des adduits d’ADN spécifiques aux acides aristolochiques (AA) ont été
détectés dans les reins et le foie provenant des patients intoxiqués aux herbes chinoises. L’acide
aristolochique a alors été identifié comme étant I’agent toxique a I’origine de la néphropathie
aux herbes chinoises, menant a une nouvelle appellation de la maladie : « Aristolochic acid
nephropathy » ou néphropathie aux acides aristolochiques (NAA) (Debelle et al., 2008). Depuis
lors, I’hypothése du réle prépondérant des AA dans la néphropathie a été corroborée par le
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développement de plusieurs modeles expérimentaux, notamment chez des lapins blancs New
Zealand femelles (Cosyns ef al., 2001) ou encore chez des rats Wistar males (Debelle et al.,
2002).

D’autre part, depuis la fin des années 1950, une autre néphropathie appelée la
« Néphropathie endémique des Balkans » (NEB) a été observée en Bosnie, Bulgarie, Croatie,
Roumanie et Serbie, principalement dans des villages agricoles situés aux abords du Danube.
Depuis la premiere description de la NEB, de nombreuses études ont été menées afin
d’identifier la cause de cette maladie. De nombreuses hypothéses ont été proposées telles que
la possible implication des métaux lourds, de virus, ou encore de toxines, mais aucune de ces
hypothéses ne permettait d’expliquer la physiopathologie particuliére de la NEB (Grollman et
al., 2007). Lorsque la NAA a été décrite, un lien a été établi entre ces deux entités cliniques,
sur base de la similitude du contexte physiopathologique. L hypothéese de I'implication des AA
dans la NEB a ensuite été renforcée grace a la détection d’adduits d’ADN spécifiques aux AA
dans les reins des patients atteints de NEB. Par la suite, plusieurs études ont permis de mettre
en évidence I’implication d’Aristolochia clematitis (Figure 3B), appartenant a la méme famille
qu’dristolochia fangchi, dans la NEB. En effet, cette plante est connue comme étant une
mauvaise herbe habituellement rencontrée parmi les cultures de blé dans les régions situées aux
abords du Danube (Mantle et al., 2016).

O OH
<o NO,

R

Aristolochic acid I: R = OCHj;
Aristolochic acid Il: R = H

Figure 3. Acides aristolochiques. (A) Coupe transversale d’une racine d’Aristoloche et gélule
amaigrissante composée d’AA, (B) plant Aristolochia clematitis poussant dans une culture aux alentours
des rives du Danube et (C) structure chimique des AA-I/Il (Debelle et al., 2008).

Pour conclure, depuis sa découverte en 1992, de nombreux cas de patients atteints de
NAA sont recensés chaque année. Les principaux facteurs expliquant ce recensement sont
[’augmentation du recours a la médecine chinoise en Occident, ainsi que I’utilisation quasiment
exclusive de la médecine traditionnelle dans la majeure partie des pays asiatiques. De plus,
I"utilisation d’Internet est également en cause, avec la vente de produits contenant des AA en
libre-service. De ce fait, étant donné le caractere particulierement toxique des AA, la NAA et
la NEB sont devenus un probléme de santé mondiale (G6kmen ef al., 2013 ; Jadot et al., 2017).

I1.2. Caractérisation et activation des acides aristolochiques

Les AA sont des acides carboxyliques nitrophenanthrénes appartenant au groupe des
hydrocarbones polycycliques. Il existe deux types principaux d’AA (Figure 3C) : les AA-I
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(acide 8-méthoxy-6-nitro-phénanthro-(3,4-d)-1,3-dioxolo-5-carboxylique) et les AA-II (acide
6-nitro-phénanthro-(3,4-d)-1,3-dioxolo-5-carboxylique). Les AA sont principalement
transportés dans les tissus par les « Organic Anion Transporter » (OAT), lesquels sont exprimés
dans divers organes tels que les reins ou le foie. Au niveau du rein, ce sont principalement les
cellules épithéliales tubulaires proximales qui expriment ces OAT, expliquant de ce fait la
toxicité importante des AA au niveau des tubules proximaux (Dickman et al., 2011 ; Nigam et
al., 2015).

Une fois transportés dans le tissu via la circulation sanguine, les AA sont ensuite
métabolisés dans la cellule par une réaction de nitroréduction. Cette métabolisation peut étre
réalisée par plusieurs enzymes au niveau hépatique et rénal. Dans le foie, I’enzyme majeure
permettant la métabolisation des AA est le cytochrome P450 (CYP) 1A2, qui se situe dans les
microsomes hépatiques. Le CYP1A1 permet également la métabolisation des AA, mais dans
une moindre mesure (Stiborova et al, 2008). Dans les microsomes rénaux, c’est la
NADPH/CYP réductase qui est la principale responsable de I’activation des AA (Debelle et al.,
2008). Enfin, dans le cytosol des hépatocytes et des cellules rénales tubulaires proximales, la
NAD(P)H:quinone oxydoréductase et la xanthine oxydase participent également a I’activation
des AA, mais en plus faible proportion que les enzymes citées ci-dessus (Shibutani et al., 2007
Stiborova et al., 2008).

Au cours de leur métabolisation, les AA transitent par un état ionique avant de former le
métabolite final appelé aristolactame. C’est lorsque les AA sont dans leur conformation ionique
qu’ils induisent la plus grande toxicité. En effet, les ions N-acylnitrénium cycliques possédent
une charge positive délocalisée qui est capable de lier de fagon covalente les groupes aminés
exocycliques des bases puriques, menant a la production d’adduits d’ADN (Figure 4). Ces
adduits bloquent la transcription et la réplication de I’ADN, provoquant ainsi I’arrét du cycle
cellulaire et déclenchant I’apoptose (Debelle et al., 2008 ; Shibutani et al., 2007). L’adduit
d’ADN le plus souvent recensé in vivo est le 7-(déoxyadénosine-N6-yl) aristolactame I (dA-
AL-I), lequel induit principalement des transversions AT—TA. Cette mutation spécifique a été
souvent reportée dans le codon 61 du proto-oncogeéne H-ras dans des tumeurs prélevées au
niveau du pré-estomac et des poumons chez des rongeurs intoxiquées aux AA-I. De méme, une
surexpression de la protéine p53 a été observée chez des patients souffrant de NAA (Arlt et al.,
2002 ; Nortier et al., 2000). Finalement, ces adduits d’ADN induisent également des tumeurs
urothéliales malignes, ainsi que des carcinomes et des cancers des voies urinaires. De ce fait,
les AA ont été classifiés en 2002 comme des carcinogenes humains de type I par I’organisation
internationale pour la recherche contre le cancer (Debelle et al., 2009).
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Figure 4. Métabolisation des acides aristolochiques et formation d’adduits d’ADN (Debelle et al.,
2008).

Une différence de pathogénicité a été mise en évidence entre les deux types d’AA. En
effet, les AA de types I et 11 ont tous deux été identifiés comme étant carcinogenes, alors que
seul le type I a été caractérisé comme étant néphrotoxique. Cette néphrotoxicité se traduit par
I’induction d’une fibrose rénale tubulointerstitielle importante ainsi que par le développement
de dommages tubulaires irréversibles (Huang et al., 2013 ; Shibutani et al., 2007). En outre,
certains facteurs environnementaux et géniques pourraient influencer la toxicité des AA. En
effet, le tabagisme, les composés toxiques environnementaux et I’administration concomitante
de médicaments pourraient influencer la toxicité des AA (Nortier ef al., 2015). De méme, les
génes codant pour les enzymes permettant I’activation des AA présentent des polymorphismes,
ce qui induit une variabilité au niveau de chaque individu. Tous ces parameétres considérés dans
leur ensemble permettraient donc d’émettre une hypothése sur la variabilité observée chez les
patients, et notamment sur I’atteinte rénale qui n’est observée que chez 5% des patients ayant
suivi le régime amincissant (Stiborova et al., 2003).

II.3. Physiopathologie

La NAA est le plus souvent détectée chez des patients via des examens de routine tels
qu’une prise de sang. Bien que la pression sanguine soit normale chez la moitié des patients,
une anémie est souvent diag