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RESUME

Si la sensibilisation du grand public sur les pathologies cardiovasculaires, 1’obésité, le diabéte,
le cancer, le sida peut étre actuellement considérée comme acquise, la maladie rénale chronique
reste encore une épidémie « silencieuse ». La plupart des pathologies rénales dites progressives
aboutissent progressivement a la perte de la fonction rénale. Il est maintenant bien admis que la
perte de la fonction rénale est corrélée avec I’existence d’une fibrose tubulointerstitielle aboutissant
a I’insuffisance rénale terminale (IRT). Cette fibrose est caractérisée essentiellement par une
accumulation des protéines de la matrice extracellulaire dans le compartiment tubulointerstitiel. Si
depuis plusieurs décennies les inhibiteurs de I’enzyme de conversion et les antagonistes du
récepteur AT1 de I’angiotensine 1l sont les seuls médicaments utilisés en clinique capables
d’améliorer la fonction rénale, la maladie rénale chronique continue malgré tout de progresser vers
I’IRT. Dans ce contexte, le défi pour les néphrologues et les chercheurs du domaine est de ralentir,
d’arréter et si possible de reverser cette progression vers I’IRT. La recherche de traitements
efficaces est d’une importance capitale. Ainsi, I’inscription a la pharmacopée francaise de plantes
médicinales de la Réunion aux propriétés anti- inflammatoires et antioxydantes suggére que
certaines d’entre elles pourraient étre intéressantes d’un point de vue thérapeutique dans la fibrose
tubulo-interstitielle (FTI). L’objectif principal de mon travail de thése a été d’évaluer les effets
néphroprotecteurs (antioxydant, anti-inflammatoire et anti-fibrosant) des polyphénols présents
dans la plante médicinale Antirhea borbonica (A. borbonica) sur la FTI. Nous avons dans un
premier temps procéder a la caractérisation et a une analyse quantitative de la composition en
polyphénols des extraits d’A.borbonica par I’utilisation de la spectrométrie de masse. Nos analyses
ont montré que ces extraits étaient riches en acides phénoliques et en flavonoides. De plus, des tests
de toxicité réalisés sur le modeéle poisson zébre ont révélé une non toxicité de ces extraits a la dose
recommandée en médecine traditionnelle. Grace a I’utilisation d’un mod¢le accéléré de fibrose
tubulointerstitielle murin, nos travaux ont montré que 1’extrait enrichi en polyphénols exercé un
effet préventif et curatif sur la FTI. Ces effets se traduisent par la réduction des 3 phases du
processus de fibrose : i) Iinfiltration macrophagique, ii) I’apparition des myofibroblastes et iii)
I’accumulation de la matrice extra cellulaire. Des analyses d’imagerie par spectrométrie de masse
(DESI-IMS) ont permis de mettre en évidence la distribution spatiale de I’acide caféique au niveau
de la zone corticale du rein. L’ensemble des résultats de mes travaux de thése indiquent le potentiel
anti-fibrosant d’un extrait enrichi en polyphénols de la plante médicinale A.borbonica. Les preuves
de concept utilisées dans cette thése permettront d’évaluer le potentiel effet néphroprotecteur des
autres plantes médicinales inscrites a la pharmacopée francaise.

Mots-clés : Fibrose rénale, plante médicinale, polyphénols, HPLC-MS/MS, imagerie par
spectrométrie de masse



ABSTRACT

Regardless of the initial insult, the progression of most forms of chronic renal disease (CKD)
results in tubulointerstitial fibrosis. It is now well admitted that the progression of fibrosis in CKD
is closely correlated to the progressive loss of renal function leading to end stage renal disease
(ESRD). Interstitial fibrosis is characterized by the progressive accumulation of extracellular
matrix (ECM) proteins in the tubulointerstitial compartment. Since decade, in humans, blockade
of the renin-angiotensin system with angiotensin-converting enzyme inhibitors and angiotensin
type | receptor antagonists remains the only effective therapy to slow down the progression toward
ESRD. Therefore, the challenge for nephrologists and scientists is to discover alternative molecules
or therapies to slow down, stop and if possible, reverse the progression of renal fibrosis towards
ESRD. In Reunion Island, since 2012, 27 medicinal plants have been registered at the French
pharmacopeia. Most of them are known for their antioxidant and anti-inflammatory activities
related mostly to their polyphenols content suggesting putative antifibrotic effect. The main
objective of the present study was to evaluate the hypothetical nephroprotective effects
(antioxidant, anti-inflammatory and anti-fibrotic) of polyphenols of the medicinal plant Antirhea
borbonica (A.borbonica).

In a first set of experiments, by using selective liquid chromatography-tandem mass
spectrometry, we performed polyphenol identification and quantification from A.borbonica leaves.
Our data show high phenolic acids and flavonoids concentrations. In addition, we performed a
zebrafish embryo acute toxicity showing the non-toxicity of the doses used in traditional medicine.
In a second set of experiments by using an accelerated mouse model of renal tubulointerstitial
fibrosis we provided evidences that the oral administration of a polyphenol-rich extract of
A.borbonica induced a preventive as well as curative effect on the progression of renal
tubulointerstitial fibrosis. These nephroprotective effects go through the reduction in the three
phases of the fibrotic process: (i) macrophage infiltration, (ii) myofibroblast appearance and (iii)
extracellular matrix accumulation. Furthermore, by using desorption electrospray ionization-high
resolution/mass spectrometry (DESI-HR/MS) imaging were able to visualize, for the first time, CA
in the kidney cortex. Taken together our results show the therapeutic antifibrotic potential of
polyphenol-rich extract of A.borbonica. Our scientific approach could be used as an example to
study the nephroprotective effects of other medicinal plants registered at the French pharmacopeia.
Key words : Kidney fibrosis, medicinal plant, polyphenols, HPLC-MS/MS, imaging mass
spectrometry
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Avant-propos

Mon aventure dans le domaine du rein et plus particulierement dans le domaine de la fibrose
rénale a débuté au cours de mon stage de fin de cycle de master. Durant ce stage, j’ai découvert
I’existence d’un processus silencieux que personne ne soupgonne, la fibrose tubulointerstitielle.
Ce processus de cicatrisation non contr6lé, simple en apparence mais loin de 1’étre, va étre
responsable d’une déstructuration du rein. Cela aura pour conséquence la perte de la fonction rénale

qui ne pourra plus exercer sa fonction premiere, celui de filtrer le sang.

A ce jour, il n’existe pas de traitement dirigé contre la fibrose tubulointerstitielle. Le challenge
de trouver une thérapie a base de plantes médicinales de La Réunion contre cette fibrose, a donné
naissance a ma thése. Ainsi, I’étude du potentiel anti-fibrosant de la plante médicinale Antirhea
Borbonica a été 1’axe principal de ce travail. Au cours de ces années de thése, j’ai également eu
I’opportunité de participer a différentes collaborations nécessitants mes compétences dans le
domaine de la spectrométrie de masse. Les publications scientifiques issues de ces collaborations

sont listées dans la partie « Annexes » de ce manuscrit.

Lors de la rédaction de ce manuscrit, pour une meilleure compréhension, j’ai privilégié d’aborder
les différentes thématiques auxquelles j’ai été moi-méme confronté au cours de ces dernieres

années.
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. Anatomie

1.1 Généralités

Les reins sont deux organes vitaux qui ont une forme de haricot, chacun de la taille d’un poing
(entre 8 et 11cm de longueur). Ces derniers sont localisés juste en dessous de la cage thoracique au
niveau des vertebres thoraciques et lombaires (T12 — L2) dans la partie postérieure de 1’abdomen,
de part et d’autre de la colonne vertébrale. Les reins sont reliés a des conduits musculaires appelé
ureteres, qui vont permettre le transport de 1’urine vers la vessie. Ce dernier compartiment va
permettre le stockage de I’urine qui sera évacuée de 1’organisme par 1’urétre. Les reins, les uretéres,

la vessie et 1’urétre constituent ainsi I’appareil urinaire (figure 1).

/ N\
REIN — \) | {
\
URETERE — / \
/ \
' |
I |
\\
VESSIE — -
URETRE

(https://mwww.mdm-france.com/fonctionnement-systeme-urinaire.html)

Figure 1 : L appareil urinaire
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|.2 Les reins d’un point de vue macroscopique

Les reins sont entourés d’une capsule fibreuse (la capsule rénale) enveloppant le parenchyme rénal
lui-méme constitué de deux zones :

- La zone médullaire située dans la région centrale.

- La zone corticale localisée dans la région périphérique.

La zone medullaire est constituée de pyramides rénales appelées les pyramides de Malpighi. A
I’apex de ces pyramides se trouvent la papille rénale qui débouchent sur des petits calices (calices
rénaux mineurs) qui s’ouvrent sur des grands calices (calices rénaux majeurs) qui fusionnent pour
donner le bassinet qui correspond a la partie haute de I’uretére. Chacune de ces pyramides sont
séparées par des colonnes rénales (colonnes de Bertin).

La vascularisation du parenchyme est assurée par 1’artére rénale issue de I’aorte. Le drainage du
sang filtré par le rein se fera par la veine rénale qui est reliée a la veine cave inférieure. La connexion
de I’artére rénale et de la veine rénale se fait au niveau du hile rénal (figure 2). 1l est intéressant de

noter que 20 % du débit cardiaque sont transportés par les arteres rénales.

Capsule fibreuse

Cortex
Papille rénale
) oo Petit calice
Pyramide de Malpighi R
Artére rénale
) Veine rénale
Médulla
Grand calice Bassinet
Uretére
Colonne de Bertin

Figure 2 : Coupe frontale et anatomie rénale 1



1.3 Les reins d’un point de vue microscopique

1.3.1 Le néphron : une unité structurale et fonctionnelle

Les reins contiennent entre 500, 000 a 1,000,000 d’unités fonctionnelles filtrantes, nommés
néphrons (Nyengaard and Bendtsen, 1992). Ils existent deux types de néphron : le néphron cortical,
situé dans la zone corticale (80%) et le néphron juxtamedullaire situé dans la zone médullaire
(20%). Chacun de ces néphrons est composé d’un glomérule qui filtre le sang et d’un tubule le long

duquel des processus de réabsorption/sécrétion permettent la formation d’urine (figure 3).

Corpuscule rénal Tubule
| \ |

Tubule contourné distal

Glomérule

Capsule de Bowman

Tubule contourné proximal
Cortex

Médulla

L'anse de Henlé
— Canal collecteur

Figure 3 : Structure d’un néphron

Le néphron est une unité fonctionnelle qui va filtrer le sang. Il est constitué d’un corpuscule
rénal et d’un tubule. Le corpuscule rénal est constitué d’un glomérule et de la capsule de
Bowman. Le tubule se divisent en quatre segments spécialisés : le tubule proximal, I’anse
de Henle, le tubule distal et le tubule collecteur.
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1.3.2 Le corpuscule rénal (ou corpuscule de Malpighi)

Le corpuscule rénal est constitue de deux structures bien distinctes : le glomérule et la capsule de
Bowman. Durant la filtration, le sang provenant de 1’artére rénale pénétre dans le glomérule par le
pole vasculaire via I’artériole afférente qui se divisent en capillaires fenétrés (pores de 80-100 nm).
Ces capillaires sont soutenus par le mésangium qui est composé de cellules mésangiales. Ces
cellules possédent des propriétés contractiles qui, en controlant I’ouverture des capillaires
glomérulaires, permettent de réguler la surface de filtration glomérulaire (McMahon, 2016). Au
niveau du pOle urinaire, ce réseau de capillaires glomérulaires (floculus) est entouré par la capsule
de Bowman qui est composée de deux feuillets : le feuillet pariétal (partie externe) constitué de
cellules épithéliales et le feuillet viscéral (partie interne) constitué de cellules appelées podocytes
(figure 4). Les podocytes, quant a eux, contribuent au maintien de la structure de la membrane
basale glomérulaire qui est composé de collagenes de type 1V, de fibronectine, de laminine et de
glycoprotéines (i.e néphrine) (Drenckhahn and Franke, 1988). Ces podocytes grace a leur
ramifications (pédicelles) vont envelopper les capillaires et s’entrelacer entre eux pour créer un «
diaphragme de fente » (Kriz et al., 1994) (Figure 4, encadre). Ce diagramme de fente joue le role
de filtre et permet a 1’ultrafiltrat ou urine primitive de rejoindre I’espace de Bowman ou espace

urinaire.
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Figure 4 : Le corpuscule rénale (Adaptée de Kriz et W et al., 1994)

Schéma représentant la structure détaillée du corpuscule rénal et I’encadré représente une
photographie d’un capillaire glomérulaire entouré de pédicelles de podocytes qui s’entrelacent
et forment les diaphragmes de fentes obtenue au microscope électronique (X10000).

1.3.3 Le tubule

Le tubule est composé de quatre segments spécialisés : le tubule proxima

I, I’anse de Henlé, le

tubule distal et le tubule collecteur (figure 3). Il est intéressant de noter que le tubule permet la

réabsorption/sécrétion de nutriments et de substances dont 1’organisme a

résulte 1’urine définitive qui est acheminée jusqu’au bassinet.

1.3.3.1 Le tubule proximal

besoin ou non. Il en

Le tubule proximal est en continuité de la capsule de Bowman. On distingue deux segments :

i) le segment « contournée » et le segment droit encore appelé « pars recta » qui plonge dans la

médulla et ii) le tubule contourné proximal (TCP) est situé dans la zone corticale. Il est composé
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de cellules épithéliales polarisées dont le p6le apical avec une bordure en brosse (microvillosités)
est orienté vers la lumiére du tubule (en contact avec ’ultrafiltrat). Le pdle basolatétal est orienté

vers I’espace interstitiel (Interstitium).

1.3.3.2 L’anse de Henleé

L’anse de Henl¢ en continuité avec la Pars recta dans la zone médullaire est composée d’une

branche descendante et d’une branche ascendante.

1.3.3.3 Le tube distal

Le tube contourné distal en continuité avec la branche ascendante de 1’anse de Henlé, remonte
jusqu’au glomérule (pdle vasculaire, zone corticale). Il comprend deux parties : la partie proximale
et la partie distale. Ce segment va jouer un rble crucial dans 1’équilibre électrolytique et dans

I’ajustement de volume sanguin total de I’organisme (volémie).

1.3.3.4 Le tube collecteur

Le tube collecteur est en continuité avec le tube distal dans la zone cortico-médullaire débouchant

sur les calices. 1l va permettre de conduire 1’urine définitive vers le bassinet.

1.3.4 L’appareil juxtaglomérulaire

L’appareil juxtaglomérulaire est une région située au pole vasculaire du glomérule, ou une portion
du tube distal est en contact avec son propre glomérule. 1l se compose de la macula densa du tube
distal, des cellules mésangiales extraglomérulaires et des cellules granulaires de D’artériole
afférente (figure 4). Ces derniéres sont impliquées dans la sécrétion de la rénine, une enzyme jouant

un role clé dans la régulation de la pression artérielle.
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1.3.5 L’espace interstitiel (Interstitium)

L’espace interstitiel rénal est un lieu d’échange correspondant a I’espace inter-tubulaire, extra-
glomérulaire et extra-vasculaire, délimité par les membranes basales tubulaires et vasculaire. Cet
espace virtuel est rempli de liquide interstitiel, de matrice extracellulaires (collagenes de types I,
I11, fibronectine) et de nombreuses cellules comme des fibroblastes résidents et des péricytes. Des
cellules plaquettaires, des cellules dendritiques, et des macrophages y sont également retrouves.
Dans des conditions physiologiques, le volume de I’interstitium ne dépasse pas les 10 % (Lemley

and Kriz, 1991; Zeisberg and Kalluri, 2015).

1.4 roles physiologiques du rein

Dans notre organisme, le rein a pour fonction primaire la filtration du sang et 1’épuration de déchets
métaboliques endogenes (i.e exces d’eau, de minéraux et acide urique) et de substances exogenes
(i.e xénobiotiques) afin de maintenir I’équilibre hydro-électrolytique. Le rein assure également le
maintien de 1’équilibre acido-basique en ajustant un pH sanguin autour de 7,38 et 7,42.

Au-dela de ces fonctions, le rein est un organe qui a une fonction endocrine.

1.4.1 Filtration glomérulaire & formation de 1’urine

La filtration glomérulaire constitue la premicre étape de formation de [’urine primitive.
L’ultrafiltrat plasmatique, ou urine primitive est obtenue de maniere séquentielle. En effet, le sang
arrivant par Iartériole afférente des capillaires glomérulaires, passe a travers (i) 1’endothélium
fenestré des capillaires glomérulaires, (ii) la membrane basale glomérulaire et (iii) le maillage
formé par les ramifications des podocytes pour rejoindre 1I’espace urinaire. Ces différents niveaux

de filtration constituent la barriére de filtration glomérulaire (figure 5). Lorsque I’intégrité de cette
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barriére est maintenue, 1’excés d’eau, les petits solutés (sels, minéraux, glucose,), déchets
métaboliques (créatinine, urée) se trouveront dans I’ultrafiltrat qui constitue 1’urine primitive.
Ainsi, les protéines de haut poids moléculaires (> 66,000 Dalton) comme 1’albumine (66 kDa), les
immunoglobulines (150 kDa) ne passeront pas la barriere glomérulaire. En revanche, en cas
d’anomalie de la barriére, des protéines sanguines peuvent atteindre 1’urine, on parle de protéinurie.
Le sang filtré ressort des capillaires glomérulaires par 1’artériole efférente. De I’artériole efférente
naissent des capillaires péritubulaires qui viennent entourer le tubule permettant les phénomenes

de réabsorption/sécrétion. En moyenne, le rein filtre 180 L de sang par jour (Zhuo and Li, 2013).

/A Espace urinaire Diaphragme Espace urinaire \

de fente
- A%
(Jy a'f, £ o ™

\“‘

4— Podocytes——!'v

"&\.:33 g\‘_,._j h\.;_d ~

2 B I b 50 ""_"“'
P ; e / Lumiére capillaire :
Lumiére capillaire Cellule endothéliale
fenestrée

Figure 5 : La barriere de filtration glomérulaire (Adaptée de Kriz et W et al., 1994)

(A) Schéma et (B) photographie de la barriére de filtration glomérulaire obtenue au
microscope électronique. MBG : membrane basale glomérulaire. Les fleches indiquent
les podocytes.

La maturation de 1’ultrafiltrat plasmatique en urine définitive se fait tout au long du tubule a travers
les différents segments grace a des phénomenes de réabsorption et de secrétion.
En effet, c’est dans le tubule proximal contourné que débute la réabsorption du filtrat. La majeure

partie (80 %) des ions comme le sodium (via des canaux sodique ou pompes Na*/K™), de glucose
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(via le co-transporteur Na-Glucose : SGLT), d’acides aminés, de bicarbonates (impliqué dans le
maintien de I’équilibre acido-basique du sang) et d’eau (65 %) y sont réabsorbés.

Au niveau de I’anse de Henlé, la réabsorption de I’eau se fait uniquement dans la branche
descendante tandis que celle du sodium se fait uniqguement dans la branche ascendante via des
pompes a sodium. Au niveau de ce segment, I’urine est de plus en plus hypotonique (peu concentré
en sel) tandis que le compartiment interstitiel devient a I’inverse de plus en plus hypertonique (riche
en sel).

Le tube distal quant a lui va jouer un réle crucial dans 1’équilibre électrolytique et dans 1’ajustement
de volume sanguin total de I’organisme (volémie).

La présence d’hormones comme la parathormone (PTH, sécrétée par les glandes
parathyroidiennes) et 1’aldostérone (sécrétée par les glandes surrénales) favorisent la réabsorption
de calcium (Ca?*), de sodium et la sécrétion de potassium dans 1’urine. La sécrétion de protons (H*)
et d’ammoniaque (NH4") dans ce segment permet le maintien de 1’équilibre acido-basique. Des
déchets azotés comme 1’urée, la créatinine, I’acide urique et 1’acide hippurique y sont également
excrétés (Subramanya and Ellison, 2014). Cette urine mature est conduite vers le bassinet via le
canal collecteur. Dans ce segment, I’hormone antidiurétique (ADH, sécrétée par [’hypophyse) et
I’aldostérone vont réguler I’ouverture de canaux hydrique (aquaporines) permettant la réabsorption
facultative de I’eau dans I’espace interstitiel (Interstitium). Ce processus important permet la
concentration ou la dilution de ’urine définitive. La composition de I’urine définitive est présentée

dans le tableau 1.
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Tableau 1. Composition de I’urine

4 substances chimiques Plasma Urine primitive Urine définitive )
(/L) (/L) (/L)

Eau 180 L 180 L 15L
Chlore (Cl-) 650 650 7,5a22,5
Sodium (Na+) 585 585 6,8
Potassium (K+) 36 36 2,2
Protéines 14400 0 0
Glucides 180 180 0
Lipides 900 0 0
Urée 54 54 30
Acide urique 5,4 5,4 0,9
Créatinine 1,8 1,8 1,8
Ammoniac 0 0 0,75
Acide hippurique 0 0 0,3

\ %

1.4.2 Fonction endocrine

1.4.2.1 Le systéeme Rénine-Angiotensine-aldostérone (SRAA)

Ce systeme hormonal localisé dans le rein joue un rdle primordial dans les processus
physiologiques (équilibre du sodium dans le sang, de la volémie et de la pression artérielle) et
pathologiques (hypertension, inflammation, fibrose) (figure 6).

La rénine considérée comme une hormone (Brown, 2007) est produite et sécrétée par les cellules
granulaires de I’appareil juxtaglomérulaire. Elle agit sur I’angiotensinogene (produit par le foie),
pour former I’angiotensine I (un décapeptide). Ce décapeptide sous 1’action d’une
carboxypeptidase produite par les poumons, I’enzyme de conversion de 1’angiotensine I (ECA), va
étre convertit en angiotensine Il (un octapeptide). Cette angiotensine Il produite va interagir avec
des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux proteines G, AT1R et AT2R. Cette

interaction ligand-récepteur conduit a diverses réponses physiologiques telles que la
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vasoconstriction (vaisseaux sanguins et artériole efférente) induisant une augmentation de la
pression artérielle, la sécrétion d’hormones comme 1’aldostérone et I’hormone antidiurétique (Patel
et al., 2017). Dans un contexte pathologique, I’angiotensine II peut mener a I’hypertension
(Batenburg et al., 2012) et a des phénomenes de fibroses comme la fibrose hépatique (cirrhose)
(Munshi et al., 2011) et la fibrose rénale (Mezzano et al., 2001; Huang et al., 2006). La sécrétion
de rénine se trouve augmentée en cas de diminution de la concentration de sodium plasmatique
(hypokaliémie) et de la pression artérielle (hypotension).

A ce jour, I’inhibition a différents niveaux de ce systéme rénine-angiotensine par une approche
médicamenteuse est une des meilleures alternatives contre les maladies rénales (Juillerat-Jeanneret,

2020).

/_ Rénine ECA = Enzyme de conversion de I'angiotensine\
Angiotensinogene
e

Angiotensine | ECA

Angiotensine Il

/ b - i “_
-
Activation du systéme Vasoconstriction Réabsorption de Na* et Cl Sécrétion Sécrétion de
sympathique Excrétion de K* d’aldostérone vasopressine
Rétention d'H,0 < ] |
\ - J
Y

Rétention hydro-sodée
Augmentation de la volémie
Augmentation de la perfusion juxta-glomérulaire
Augmentation de la pression artérielle
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https://pharmacomedicale.org/medicaments/par-specialites/item/medicaments-du-systeme-renine-angiotensine

Figure 6 : Le systéeme rénine-angiotensine-aldostérone
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1.4.2.2 L’érythropoiétine

L’érythropoiétine (EPO) est une hormone de type glycoprotéine produite essentiellement par les
cellules rénales vraisemblablement par les fibroblastes interstitiels (Souma et al., 2015). Sa
production est stimulée dans un contexte d’hypoxie (manque d’oxygeéne) afin de maintenir
I’homéostasie de I’oxygéne des tissus. Elle joue un role important dans la maturation des globules
rouges, en agissant sur les cellules progénitrices érythroides de la moelle osseuse. Elle régule ainsi

les niveaux de globules rouges dans I’organisme.

1.4.2.3 Métabolisation du précurseur de la vitamine D

Chez I’homme, la vitamine D apportée par ’alimentation est de deux types : la vitamine D2
(ergocalciférol) d’origine végétale et la vitamine D3 (cholécalciférol) d’origine animale. De
maniere endogéne, cette vitamine D est produite au niveau de la peau a partir du 7-
déhydrocholestérol. Cette vitamine D subie une premiére hydroxylation au niveau du foie pour
donner la 25-hydroxy-vitamine D. Une deuxiéme hydroxylation a lieu dans le rein pour donner la
1,25-dihydroxy-vitamine D3, la forme active et circulante de la vitamine D (figure 7). Elle joue
un role important dans le maintien du taux de calcium/phosphate dans 1’organisme. Cette synthése
est amorcée en cas d’hypocalcémie / d’hypophosphatémie ou de production de 1’hormone
parathyroidienne (PTH) (Tissandié et al., 2006). Dans le cadre de la maladie rénale chronique, le
métabolisme de la vitamine D est altéré. Une diminution de la 1,25 dihydroxy-vitamine a été
observé chez des patients atteints de la maladie rénale chronique D3 (Gonzalez et al., 2004; Al-

Badr and Martin, 2008).
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Figure 7 : Schéma du métabolisme de la vitamine D3 (Adaptée de Tissandié E
et al., 2006).

Dans la peau, le précurseur de la vitamine Ds, le 7-déhydrocholestérol, est

transformeé en pré-vitamine Dz qui est secondairement isomérisée en vitamine
D3 (ou cholécalciférol). Dans le foie, la 25-hydroxyvitamine D3 ou
25(0OH)Ds est synthétisée a partir de la vitamine D3 aprés action de CYP27A1,
CYP2R1, CYP2J3 ou CYP3A4. Dans les tissus cibles, la la-hydroxylase
CYP27B1 synthétise la forme biologiquement active 1,25-dihydroxyvitamine
Dz ou 1,25(0OH)2D3. Son catabolisme (essentiellement dans le rein) est initié par
la 24-hydroxylase CYP24A1.
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I1. La maladie rénale

1.1 Généralités

La maladie rénale regroupe un ensemble de pathologies qui affectent de maniére irréversible ou
non la structure et la fonction du rein aboutissant progressivement a la perte partielle ou totale de
la fonction rénale.

On distingue la maladie rénale aigiie de la maladie rénale chronique. Etant donné que la maladie
rénale aigle peut évoluer en maladie rénale chronique (Bedford et al., 2012), un focus sur la

maladie rénale chronique sera privilégiée.

I1. 2 Donnees epidémiologiques

11.2.1 A I’échelle mondiale

La maladie rénale est un véritable probleme de santé publique international avec des conséquences
comme I’insuffisance rénale, I’hypertension, les maladies cardiovasculaires et de fortes mortalités
et morbidités qui y sont associés. Selon I’¢tude Global Burden of Disease (GBD) de 2017, la
prévalence mondiale de la maladie rénale est de 9,1%, soit pres de 698 millions de malades (GBD
Chronic Kidney Disease Collaboration., 2020). Elle est considérée comme la douziéme cause de
mortalité au niveau mondiale (1,2 millions de morts). D’autant plus, qu’elle contribue a 7,6% de la

mortalité relevée pour les maladies cardiovasculaires.
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11.2.2 A 1’échelle de la France et de La Réunion

Selon le registre REIN (Réseau Epidémiologie, Information, Néphrologie) de 2018, la France
métropolitaine présente une incidence standardisée de I’IRCT traitée de 165 par million d’habitants
et de 381 par million d’habitants a La Réunion. Soit 2,3 fois que celle de la France métropolitaine.
La maladie rénale chronique est une priorité de santé publique nationale.

Parmi les causes majeures d’insuffisance rénale chronique, la néphropathie diabétique (22,7 vs 46,4
% (France vs Réunion)), suivie de I’hypertension artérielle (25,2 vs 12,7 %) et la glomérulonéphrite

(12 vs 13,6 %).

11.3 Diagnostic de la maladie renale chronique

Le diagnostic et le pronostic de cette maladie rénale souvent silencieuse, est facilitée grace a une
standardisation des définitions et des systémes de classification qui a été faite et mise a jour par les
organisations NKF-KDOQI (National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes Quality
Initiative) et KDIGO (Kidney Disease Improving Global Outcomes).

En effet, en 2002 la National Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes Quality Initiative
(NKF-KDOQI) définie la maladie rénale chronique indépendamment de 1’étiologie comme étant :
soit une atteinte rénale, suggérée par une augmentation de marqueurs sanguin/urinaire (albumine,
créatinine) et/ou soit une diminution de la fonction rénale marquée par une diminution du débit de
filtration glomérulaire estimé (eDFG), sur une période allant au-dela de trois mois (National
Kidney Foundation, 2002). La maladie rénale chronique est stratifiée en 5 stades. Ainsi, une
personne avec un DFG inférieur a 60 mL/min/1.73 m? de surface corporelle pendant plus de 3 mois
est suspectée d’étre atteint d’une maladie rénale chronique.

Cependant, cette classification se base essentiellement sur la fonction rénale estimée, sans prendre

en compte la cause de la maladie (Eckardt et al., 2009; Levey et al., 2011).

26



En 2011, une méta-analyse réalisée sur 45 cohortes comprenant 1,555,331 personnes, révéle qu’un
faible débit de filtration glomérulaire associé a une forte albuminurie augmente le risque d’avoir
une MRC (Astor et al., 2011). En 2013, une nouvelle classification de la maladie rénale chronique
basée sur la cause, la sévérité, les catégories du DFG (G1-G5) et de I’albuminurie (A1-A3) est
apparue (Levin and Stevens, 2014). Ainsi, les personnes ayant un DFG supérieur ou égale a 90
mL/min/1,73 m? sont classées dans le premier stade ol le rein fonctionne normalement, un DFG
compris entre 60 et 89 mL/min/1,73 m? dans le deuxiéme stade avec une fonction légérement
diminuée. Le troisieme stade quant a lui est subdivisé en deux sous-groupes : avec un DFG compris
entre 45 et 59 mL/min/1,73 m? et compris entre 30 et 44 ml/min/1,73 m?2, ol le DFG est considéré
comme modérément a sévérement diminué, correspondant a I’insuffisance rénale chronique. Le
quatriéme stade ol le DFG diminue a 15-29 mL/min/1,73 m?, correspondant a I’insuffisance rénale
chronique sévere et le cinquiéme stade ol le DFG est inférieur a 15 ml/min/1,73 m?, correspondant
a I’insuffisance rénale terminale. A ce stade, le rein ne fonctionne quasiment plus. Des méthodes
de suppléances de filtration comme 1’hémodialyse ou la dialyse péritonéale sont envisagées. A
chacun de ces stades est associé une concentration d’albumine dans les urines. Ainsi, une normo-
albuminurie (stade A1) est diagnostiquée pour des concentrations d’albumines excrétées comprises
entre 10 et 29 mg/jour, une micro-albuminurie (stade A2) pour des concentrations comprises entre
30 et 300 mg/jour et une macro-albuminurie (stade A3) pour des concentrations supérieures a 300

mg/jour (tableau 2) (Levey et al., 2020).

- Diagnostique de I’atteinte de la fonction rénale

Le dépistage de la diminution de la fonction rénale et par conséquent de I’insuffisance rénale

chronique se fait par 1’estimation et/ou la mesure du débit de filtration glomérulaire.
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Tableau 2 : Pronostic de la MRC
grace a la stratification du débit
de filtration glomérulaire et de
I’albuminurie (Adapté Levin A et

al., 2014)

Persistent albuminuria categories
Description and range

Al A2 A3
mmr:nh:;m Moderately Severely
- increased increased
increased
=30 mg/g 30-300 mg/g =300 mg/g
<3 mg/mmol 3-30 mg/mmol | =30 mg/mmol

=90 |

60-89 |

_ G1 Normal or high
E
g G2 Mildly decreased
H
c = Mildly to erate
E g L dacr:erase:w ’
'E'E Moderately to
2 E - severely decreased
o3
E G4 Severely decreased 15-29
i
© G5 | Kidney failure <15

Remarque : les couleurs représentent le risque d’avoir une MRC. Vert : risque faible ;
Jaune : risque modéré ; Orange : risque élevé ; Rouge : risque tres élevé

I1.3.1 L’estimation du débit de filtration glomérulaire

En clinique, le débit de de filtration glomérulaire estimée (eDFG) est préféré. Cette estimation se

fait a I’aide de formules de prédictions qui se basent sur les taux de marqueurs sanguins et urinaires

comme la créatinine en prenant compte des parametres tels que 1’age, le sexe, la taille, le poids et

méme ’ethnie. De maniére systématique, le DFG est calculé par la clairance de la créatinine.

L’équation la plus utilisée pour calculer cette clairance est la formule de Cockroft-Gault (1).

L’équation de 1’étude MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) (2) normalisée par la surface

corporelle (1,73m?) quant a elle permet d’estimer le DFG contrairement a 1’équation (1) qui estime

la clairance de la créatinine (Bostom et al., 2002; Poggio et al., 2005). La formule du MDRD est
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préférée a celle de Cockroft et Gault, car elle ne prend pas en compte le poids, et elle est plus exacte

chez le sujet age.

(1) La formule de Cockroft-Gault pour I’estimation de la clairance de la créatinine

(140 — age)

— | * Poids * k
Créatininémie

(1) Clairance créatinine =

Age: année Poids:kg k:1,23 (homme) et 1.04 (fermme)

(2) La formule du MDRD (Modification of the Diet in Renal Disease) pour I’estimation
du débit de filtration glomérulaire.

(2) eDFG = 186 * (créatininémie * 0,0113) " 115% x 3ge 0203

* 1,21 pour Sujets d'origine africaine.  * 0,742 pour les femmes

(https://www.sfndt.org/professionnels/calculateurs/mdrds-ckd-epi-cockcroft)

11.3.2 La mesure du débit de filtration glomérulaire

Le DFG est mesuré a I’aide d’une molécule non toxique, librement filtrée, non-réabsorbée, non
métabolisée, non sécrétée par I’organisme et qui ne s’accumule pas dans les reins. Des traceurs
exogeénes comme 1’inuline, [*®*™TC]-diéthylénetriaminepentaacétique, [*?° I]-iothalamate, [** Cr]-
éthylenediaminetétraaacétique (EDTA) sont utilisés. Cependant, I’utilisation de tels marqueurs est
assez couteuse et d’autant plus lourde pour le patient, si les marqueurs utilisés sont radioactifs. Des
traceurs endogénes, comme la créatinine et la cystatine C peuvent étre utilisé. Le DFG est ainsi

déterminé par la clairance rénale. Cette clairance permet de mesurer 1’excrétion de la substance
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filtrée en un temps donné. Elle s’exprime en millilitres par minute et se calcule a I’aide de I’équation

suivante :

CR = (UxV)/P

Ou U = concentration de la substance dans 1’urine (mg/mL)
V = taux de formation de 1’urine (mL/min)
P = concentration de la substance dans le plasma (mg/mL)

I1.3.3 Diagnostic de I’atteinte tissulaire du rein : les marqueurs d’atteintes rénales

Dans le cadre de diagnostic et de suivi de 1’atteinte tissulaire du rein, le prélévement d’un morceau

de tissu rénal (biopsie) peut étre réalisé pour des analyses histologiques.

En effet, la maladie rénale s’accompagne d’atteintes histo-morphologiques du rein comme la
sclérose des vaisseaux des glomérules (glomérulosclérose) et la fibrose tubulointerstitiel (figure
7). Ces atteintes induisent une perte de I’intégrité de la barriére de filtration glomérulaire favorisant
la fuite de composants du sang dans les urines. En clinique, la détection de protéines (albuminurie,
protéinurie), d’hématies (hématurie) et de leucocytes (leucocyturie) dans les urines servent de

marqueurs d’atteintes de cette barri¢re de filtration.

4 )

Controéle Fibrose tubulointerstitielle

" — )

Figure 7 : Atteinte rénale : la fibrose tubulointerstitielle. (Données personnelles)
Photographies de reins colorés au rouge Sirius afin de visualiser la fibrose. Sur I’image de
droite, la couleur rouge représente un dépdt important de collagénes dans 1’interstitium.
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1.4 Les atteintes rénales

A ce jour, la classification des atteintes rénales, ou néphropathies n’est pas encore vraiment
standardisée. De ce fait, nous avons utilisé la classification des principales néphropathies faite dans

le rapport REIN (Réseau Epidémiologique et Information en Néphrologie), 2017.

I1.4.1 La néphropathie vasculaire due a I’hypertension

La néphropathie vasculaire (ou néphropathie hypertensive) associée a 1’hypertension artérielle
représente 22,3 % des maladies rénales chroniques. A plus ou moins long terme, cette hypertension
chronique, entraine une hyper filtration du sang aboutissant a des effets délétéres au niveau des
reins (artériosclérose, glomérulosclérose, fibrose). Parmi les facteurs qui contribuent au
développement de cette néphropathie: I’activité élevée du systéme nerveux sympathique,
I’activation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone et 1’altération de 1’excrétion de sels par les

reins (Hart and Bakris, 2010).

11.4.2 Les néphropathies diabétiques

En France, la néphropathie diabétique associée au diabete de type 2 représente 20,6 % des maladies
rénales chroniques. Le diabéte de type 1 représente seulement 1,8 % des néphropathies diabétiques.
La hausse de la prévalence du diabéte ainsi que la hausse de 1’espérance de vie de la population
font que I’incidence de la néphropathie diabétique tend a s’accroitre. En effet, la fédération
internationale du diabete prévoit qu'en 2045, 700 millions de personnes seront atteintes de diabéte
a travers le monde.

L’hyperglycémie chronique, caractérisée par une forte concentration de glucose dans le sang va

conduire a la formation de produits avancés de glycation (AGES) via les processus de glycation/
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glycoxydation des protéines (Vlassara and Palace, 2002). Au niveau endothélial, I’interaction des
AGEs avec leurs récepteurs induit une « dysfonction endothéliale ». Celle-ci, se caractérise par une
augmentation de la perméabilité vasculaire et de I’adhésion des monocytes (Singh et al., 2001). 1l
en résulte une inflammation au niveau des glomérules et de la région tubulointerstitielle (Navarro-

Gonzaélez et al., 2011; Wada and Makino, 2013).

I1.4.3 Les néphropathies glomérulaires (glomérulonéphrites)

Les glomérulonéphrites représentent 10,8% des maladies rénales chroniques. Elles correspondent
a une inflammation aigle et/ou chronique des glomérules. Une inflammation qui a long terme
induit la perte de la barriere de filtration glomérulaire, endommageant le rein et pouvant aboutir a
I’insuffisance rénale terminale (Donadio and Grande, 2002).

Parmi les glomérulonéphrites les plus fréquentes :

- La néphropathie a immunoglobulines A (IgA) ou maladie de Berger représente 3,4% des
glomérulonéphrites. Elle est caractérisée par un dépot de complexes immuns de type IgA au niveau
du mésangium des glomérules. Les causes sont diverses comme la surproduction d’IgA (Barratt
and Feehally, 2005) ou une O-glycosylation anormale de I’'IgA permettant la liaison aux cellules
mésangiales (Allen et al., 2001).

- La sclérose glomérulaire segmentaire et focale représente 2,4% des glomérulonéphrites. Elle est
caractérisée par une atteinte des podocytes (cellules impliquées dans la filtration glomérulaire). Des
mutations sur des protéines impliquées dans la liaison des podocytes (néphrine, podocyne
constituants du diaphragme de fente) peuvent causer cette pathologie (Hinkes et al., 2007,
McKenzie et al., 2007).

Des analyses histologiques sur des biopsies de rein sont nécessaires pour le diagnostic de ces

pathologies.
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I1.4.4 Les néphropathies tubulointerstitielles chroniques

Les néphropathies tubulointerstitielles chroniques représentent 10,6% des maladies rénales
chroniques. Elles correspondent a une inflammation aiglie et/ou chronique des tubules et de
I’interstitium, conduisant au développement d’atteintes histologiques (fibrose tubulointerstitielle)
et morphologiques (bosselure, taille asymétrique) des reins. A des stades plus tardifs, des lésions
vasculaires et des lésions de glomérulosclérose apparaissent. Des causes urologiques (i.e:
uropathies), médicamenteuses (i.e : cisplatine), toxiques (i.e : plomb, herbes chinoises), génétiques
(i.e : mutation du gene UMOD codant pour 1’'uromoduline), métaboliques (i.e : hypercalcémie),
infectieuses (i.e : tuberculose) sont & I’origine de ces néphropathies.

Parmi les néphropathies tubulointerstitielles les plus fréquentes :

- La polykystose rénale autosomique dominante représente 6,2% des néphropathies
tubulointerstitielles. Elle est caractérisée par la formation d’un ou plusieurs Kystes au niveau des
reins. Elle conduit a une augmentation de la taille des reins pouvant entrainer une insuffisance
rénale. Elle est causée par une mutation des genes PKD1 et PKD2 (Rossetti et al., 2002; Cornec-

Le Gall et al., 2013). C’est une maladie héréditaire.

- Les pyelonéphrites représentent 4,4% des néphropathies tubulointerstitielles.

Elles sont caractérisées par des infections bactériennes (i.e : Escherichia coli) des voies urinaires
qui atteignent le bassinet et le parenchyme rénal. 2,3% sont due a une uropathie obstructive acquise,
0,2% a une uropathie obstructive congénitale et 0,6% a une lithiase urinaire. L’obstruction ou la
présence de calculs rénaux au niveau vésical, urétéral et rénal va induire un écoulement moins
rapide de I’urine au niveau des uretéres, conduisant & une hydronéphrose (dilatation du rein)
pouvant aboutir & une atteinte tissulaire du rein, la fibrose tubulointerstitielle (Almodhen et al.,

2009; Simdes e Silva et al., 2013).
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11.4.5 Les néphropathies toxiques

Les néphropathies toxiques représentent 1,8 % des maladies rénales chroniques. Elles sont causées
par Dingestion, [I’inhalation et [I’injection chronique de médicaments, de produits
chimiques/biologiques, de métaux lourds et de solvants qui sont toxiques pour les reins. Ces
derniers entrainent des changements fonctionnels et/ou structuraux des reins qui sont irréversibles
(Schreiner and Maher, 1965; Van Vleet and Schnellmann, 2003). On peut citer comme exemples
de néphropathies toxiques :

- La néphropathie induite par I’ingestion de chlorure de mercure qui endommage le tubule
proximal.

- La néphropathie aux herbes chinoises ou néphropathie aux acides aristolochiques, qui induit une

fibrose rénale (Nortier et al., 2015; Yang et al., 2018).
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I11. La fibrose tubulointerstitielle

111.1 Généralités

La cicatrisation est un processus biologique fondamental permettant le remplacement du tissu
parenchymateux 1ésé par du tissu conjonctif. Quelle que soit 1’origine de la 1ésion tissulaire, le
processus de réparation comprend i) une phase inflammatoire ii) une phase de prolifération et iii)
une phase de remodelage (Wilkinson and Hardman, 2020). Sans contrOle, ce processus de
cicatrisation devient pathologique, on parle de fibrose.

La fibrose est un processus de cicatrisation mal contrdlé alternant en permanence prolifération
et remodelage excessif de la matrice extracellulaire aboutissant a la formation d’un tissu cicatriciel.
La modification structurale/architecturale des organes par ces cicatrices, conduit dans certains cas
a la perte de leurs fonctions. A titre d’exemple, la fibrose au niveau des poumons entraine un
épaississement et une rigidification du tissu pulmonaire (Wuyts et al., 2013). Cela a pour
conséquence de réduire le volume d’air qui rentre, conduisant ainsi a I’insuffisance respiratoire.
Cette cicatrisation pathologique peut affecter des organes comme le foie, les reins, le cceur, les

poumons et la peau (figure 8) (Weiskirchen et al., 2019).
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Figure 8 : La fibrose, un processus partagé par le foie, les reins, le cceur, les poumons et la

peau. (Adaptée de Weiskirchen et al., 2018)
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Au niveau des reins la fibrose peut atteindre i) les vaisseaux (artériosclérose), ii) les
glomérules (glomérulosclérose) et iii) les tubules et I’interstitium (fibrose tubulointerstitielle).
Quelle que soit 1’étiologic et la nature de la néphropathie, celle-ci aboutit a la fibrose
tubulointerstitielle (Schainuck et al., 1970). Aujourd’hui, il est admis que cette fibrose
tubulointerstitielle est un processus commun a toutes les néphropathies chroniques.

Dans le contexte de la maladie rénale chronique, cette fibrose tubulo-interstielle est
fortement corrélée avec la perte progressive de la fonction rénale (Schainuck et al., 1970; Nath,
1992). En effet, les travaux de Schainuck LI et al. montrent qu’indépendamment de la néphropathie
initiale, les patients ayant un débit de filtration glomérulaire inférieur a 60 ml/ min / 1.73 m? ont

une fibrose tubulointerstitielle qui est modérée voir sévére (figure 9).
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k Fibrose tubulo-interstielle (Score)

Figure 9 : Relation entre la fonction rénale et la fibrose tubulointerstitielle.
& Glomérulonephrites aigués ; © Glomérulonéphrites chroniques ; @
Néphropathies interstitielles ; I Néphrosclérose. (Adapté de Schainuck LI et al., 1970)
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Dans ce chapitre nous nous focaliserons sur les mécanismes moléculaires et cellulaires qui sont

impliqués dans le développement de la fibrose tubulointerstitielle.

I11.2 Les étapes de la fibrose tubulointerstitielle

La fibrose tubulointerstitielle peut étre décrite en trois phases : i) une phase inflammatoire ii) une
phase d’activation-prolifération de cellules sécrétrices de matrices extracellulaires (MEC) et iii)

une phase d’accumulation de la MEC.

i) La premiére phase est I’inflammation. Suite a un stress appliqué au niveau du rein, les cellules
résidentes sécretent des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires. Celles-ci vont induire le
recrutement et l’infiltration de cellules immunitaires (e.g. monocytes, lymphocytes T) dans
I’interstitium. Ces dernieres vont a leurs tours produire et sécrétées des cytokines pro-
inflammatoires (e.g. TNF-a), des facteurs de croissance profibrosantes (e.g. TGF-R3) et des radicaux
libres (Zeisberg et al., 2001) qui vont maintenir cet état inflammatoire (Cachofeiro et al., 2008;

Forbes et al., 2008).

ii) La phase suivante est une phase d’activation-prolifération. La seécrétion de facteurs de

croissances induit I’apparition et la prolifération de nouvelles cellules, les myofibroblastes.

iii) La dernicre étape de cette fibrose est I’accumulation de matrice extracellulaire (MEC). Ces
myofibroblastes sécreétent massivement des protéines de la MEC qui s’accumulent au niveau de
I’interstitium (Zeisberg and Neilson, 2010).

Cette cicatrisation pathologique est un processus dynamique et bien plus complexe qu’il n’y parait.
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111.2.1 L’inflammation

En condition physiopathologique ou d’infection, 1’organisme met naturellement en place un
systeme de défense, I’inflammation. Si elle n’est pas d’origine infectieuse, on parle d’inflammation
stérile (Gong et al., 2020). L’ inflammation va amorcer une réponse innée et/ou adaptative, mediée
par les leucocytes.

Ainsi, lors d’une atteinte non-pathogene du tissu rénal, les cellules Iésées vont initier une
réponse inflammatoire dite stérile en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires comme le TNF-a
et I’interleukin-6 (IL-6) ainsi que des « signaux de danger », les DAMPs (Danger Associated
Molecular Pattern) (Matzinger, 1994). Ces motifs sont reconnus par les leucocytes résidants dans
les tissus (i.e. macrophages, cellules dendritiques, mastocytes) grace a des récepteurs de types (i.e.
Pattern Recognition Receptor (PRR)) (Gong et al., 2020). Cette reconnaissance permet
I’activation/maturation de ces cellules qui sécrétent des chimiokines (i.e. monocyte
chemioattractant protein-1 (MCP-1)), des cytokines pro-inflammatoires et des espéces radicalaire
(espéces réactives a I’oxygene et a I’azote). Un gradient de concentration de chimiokines se forme
dans la circulation sanguine. Ainsi, lorsque les leucocytes circulants atteignent les vaisseaux
sanguins avec la plus forte concentration de chimiokines, elles adhérent fermement a I’endothélium
et initient un processus de « rolling ». Une fois a proximité du site d’inflammation, les leucocytes
cessent de rouler, et s’étirent a travers I’endothélium afin de rejoindre le site d’inflammation. Ce
processus s’appelle la diapédése (figure 10). Le rolling n’est possible qu’en raison de I’interaction
entre les intégrines présentes a la membrane des leucocytes, et des sélectines plaquettaires
(sélectines P) et endothéliales (sélectines E), exprimées par les cellules endothéliales et les
plaquettes. Les molécules d’adhésion vasculaires (VCAM) et intercellulaires (ICAM) permettent
I’adhésion des leucocytes a la paroi endothéliales (Fanelli et al., 2017).

Dans le contexte de la maladie rénale chronique, ce processus inflammatoire est maintenu dans
le temps, on parle d’inflammation chronique. Celle-ci aboutie a une réponse immunitaire adaptative
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faisant intervenir des lymphocytes T et B (Imig and Ryan, 2013). Nous nous intéresserons par la

suite aux médiateurs cellulaires de cette inflammation.

L-seloctin
gand Esclectin

Renal interstitium

Renal tubular basement membrane

Figure 10 : Etapes de recrutement leucocytaire (monocyte) dans I’interstitium.
(D’apres Alikhan MA et al., 2013)
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111.2.1.1 Les leucocytes

Les leucocytes ou globules blancs sont des cellules qui interviennent dans la réponse innée ou
adaptative du systéme immunitaire. On peut ainsi les diviser en deux groupes : i) Les cellules de
I’immunité innée comprenant les monocytes/macrophages/cellules dendritiques, les neutrophiles,
les €osinophiles et les basophiles, et ii) les cellules de I’immunité adaptative comprenant les

lymphocytes T et B.

a. Les monocytes/macrophages

Les macrophages appartiennent a la famille des phagocytes mononuclées. Ils représentent 2 a 10%
des leucocytes de 1’organisme. On distingue généralement deux classes : les macrophages issus de
la différenciation des monocytes circulant dans le sang et les macrophages résidants dans les tissus,
issus du développement embryonnaire (Epelman et al., 2014). Ces derniers agissent comme
d'importants médiateurs de l'inflammation et de la modulation de la réponse immunitaire
(Hashimoto et al., 2013). lls jouent un role essentiel dans la surveillance, ’homéostasie, et dans la
réparation tissulaire (Gordon, 1998). Ils sont capables de reconnaitre et de détruire par phagocytose
des débris cellulaires et des cellules en apoptose. Cette classe de macrophages spécifiques aux
tissus peuvent changer leurs phénotypes et leurs fonctions en réponse a des signaux micro-
environnementaux locaux lors d'une infection ou d'une atteinte tissulaire (Murray and Wynn,
2011).

Il convient de noter qu'il existe une variété de sous-populations de macrophages différentes (Cao
etal., 2015; Murray and Wynn, 2011). Bien qu'il s'agisse d'une classification simplifiée, ils sont le
plus souvent classés autour de 2 podles d’activation : activation classique (M1) et activation
alternative (M2). L’activation M1 représente les capacités a déclencher une réponse inflammatoire,
antimicrobienne et a promouvoir les réponses immunitaires adaptatives. L’activation M2
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représente les capacités a phagocyter les débris, a favoriser la cicatrisation, a contrer I'inflammation
destructrice et a supprimer I'immunité adaptative. Ces activités fonctionnelles sont médiées par des
mécanismes moléculaires qui impliquent pour la sous-population de macrophages M1 activés de
maniére classique, des cytokines pro-inflammatoires telles que l'interféron gamma (IFN-y) ou le
facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) et des enzymes telles que la nicotinamide adénosine
dinucléotides phosphate (NADPH) oxydase ou I’oxyde nitrique synthase inductible (iNOS)
(Mosser DM et al., 2008). Ces macrophages activés, liberent des cytokines inflammatoires comme
I’interleukine-6 (IL-6) et des espéces radicalaires de 1’oxygeéne qui favorisent 1’inflammation, le
stress oxydatif et par conséquent le développement de la fibrose rénale (Baud and Ardaillou, 1986;
Boyce et al., 1989; Ricardo et al., 2008) (figure 11, a.).

Quant a la sous-population de macrophages M2 activés de maniére alternative, leurs activités
fonctionnelles sont médiées par des cytokines anti-inflammatoires comme 1’interleukine-10 (IL-
10) et par des cytokines profibrosantes, comme le tissue Growth factor béta (TGF-R) (Gordon,
2003) (figure 11, b).

L’augmentation du nombre de macrophages dans le rein a été observée dans de nombreuses
formes d’insuffisance rénale chronique (Ferrario et al., 1985; Sean Eardley and Cockwell, 2005).
En effet, la production de médiateurs de 1’inflammation comme la chimiokine MCP-1/CCL2
(Monocyte chemoattractant protein-1) et son récepteur CCL2R permet le recrutement massif de
monocytes circulants vers le foyer de I’inflammation (Braga et al., 2018). Ces monocytes se
différencieront en macrophages et proliféreront grace au facteur de croissance CSF1 (colony-
stimulating factor-1). Ils pourront ainsi adopter les différents phénotypes M1/M2 précédemment

évoques (Tang et al., 2019).
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Figure 11 : Maturation des macrophages (Adaptée de Tang PMK et al., 2019)

a) Induction des macrophages M1 lors de I’inflammation b) Phénotypes et fonctions des macrophages
suite & une atteinte rénale.

Des études suggerent que les macrophages jouent un réle important dans la médiation de

I’inflammation et de la fibrose. En effet, suite a I’utilisation de liposomes enrichis avec du

clodronate chez le rat (mod¢le d’ischémie/reperfusion) et la souris (modele d’obstruction urétérale

unilatérale (OUU)), I’infiltration macrophagique dans I’interstitium rénal est diminuée, réduisant

I’inflammation et la fibrose tubulointerstitielle (Kitamoto et al., 2009; Ko et al., 2008). De plus,

des études cliniques réalisées sur 215 patients atteints de maladies rénales chroniques, suggérent

que le degré d'infiltration des macrophages est en corrélation avec la gravité de la Iésion rénale

(Eardley et al., 2006, 2008) (figure 12). Ces études suggérent un rdle pathogene des macrophages

dans la maladie rénale. Ainsi, les macrophages sont des acteurs clés et incontournables dans

I’inflammation associée a la fibrose tubulo-interstielle. A noter que, cette pathogénicité des
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macrophages dépend des signaux sécrétés au niveau rénal (Murray and Wynn, 2011). Pour
exemple, les macrophages participent activement & I'élimination des cellules apoptotiques et
nécrotiques pour résoudre les blessures et au remodelage de la matrice pour restaurer les tissus dans

les maladies rénales aigués et chroniques (Filardy et al., 2010; Huen and Cantley, 2015).
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Figure 12 : Corrélation entre les macrophages interstitiels et dommages chroniques
(0,755 ; p<0,001). (Adaptée de Eardley KS et al., 2006)

b. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques appartiennent également a la famille des phagocytes mononuclées
(Hettinger et al., 2013). Ces cellules dérivent des progeniteurs CDP (Common DC progenitor) de
la moelle osseuse (Kurts et al., 2020). lls existent deux types de cellules dendritiques différentiées
dans les tissus : les cellules dendritiques conventionnelles CD1c et CD2c. Dans le rein, les plus

abondants sont les CD2c (Stewart et al., 2019). Ces derniéres sont capables, comme les
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macrophages, de reconnaitre et de détruire par phagocytose des débris cellulaires et des cellules en
apoptose. Ces cellules sentinelles jouent également un rdle important dans la présentation de
I’antigéne aux lymphocytes T qui déclenche et régule la réponse immunitaire adaptative spécifique
a P’antigéne grace aux complexes majeurs d’histocompatibilité (Mellman and Steinman, 2001,
Fogg et al., 2006). Ces cellules résidentes sont capables de sécréter des cytokines pro-
inflammatoires comme le TNF-a (Dong et al., 2007; Kurts et al., 2020).

Des études suggerent que les cellules dendritiques jouent également un réle important dans la
médiation de I’inflammation et de la fibrose. En effet, Kitamoto et al. (2009) montrent dans leurs
études que la déplétion des cellules dendritiques avec du clodronate, atténue 1’apoptose tubulaire,
diminue les taux de cytokines profibrosantes TGF-8, diminuant ainsi I’inflammation et la fibrose.
Cette étude suggére ainsi le réle pathogene des cellules dendritiques dans 1’inflammation associée

a la fibrose tubulo-interstielle.

c. Les neutrophiles

Les neutrophiles ou polynucléaires neutrophiles représentent 40 a 70% des leucocytes. Ces
cellules de I’'immunité innée sont localisées essentiellement dans la circulation sanguine. Ces
cellules constituent la premiere ligne de défense contre les infections et sont de puissants
médiateurs de I’inflammation. Ainsi, lors d’une inflammation, elles vont rejoindre le site
inflammatoire par le processus de diapédese (Mayadas et al., 2014). Elles sont capables d'initier
les processus de phagocytose, de dégranulation et de destruction dépendante de la NADPH oxydase
et de la my¢€loperoxidase, enzymes essentielles pour la production d’especes radicalaires de
I’oxygene (ROS), de I’azote (RNS) et de 1’acide hypochloreux (HOCI) (Homburg and Roos, 1996;
Mayadas et al., 2014). Ces médiateurs vont amplifier I’inflammation, et notamment amplifier le

stress oxydant qui est concomitant a celle-ci (Heinzelmann et al., 1999).
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d. Les lymphocytes T et B

Les lymphocytes représentent 20 a 40% des leucocytes de 1’organisme. Ils proviennent des
cellules progénitrices lymphoides produites dans la moelle osseuse et le thymus. On distingue
généralement deux classes : i) les lymphocytes B ou cellule-B dont le développement et la
maturation se font dans la moelle osseuse et ii) les lymphocytes T ou cellule-T dont le
développement se fait dans la moelle osseuse et la maturation dans le thymus. Une fois mature, les
lymphocytes migrent dans les organes lymphoides secondaires (i.e. ganglions lymphatiques, rate)
via le sang ou ils seront activés s’ils rencontrent des antigénes spécifiques. D une maniére générale,
les cellules dendritiques jouent un rdéle important dans la présentation de I’antigéne aux
lymphocytes (Larosa and Orange, 2008). En effet, les cellules dendritiques rejoignent les nceuds
lymphatiques, ou elles exposent I’antigéne via les complexes majeurs d’histocompatibilités (CMH
I ou Il) se trouvant a leurs surfaces. Cet antigene exposé, est ensuite reconnu soit par les récepteurs
des cellules T (TCR) ou soit par les récepteurs des cellules B (BCR). Cette interaction permet
d’activer les lymphocytes. On parle de lymphocytes effecteurs. D’une vue simplifice, les
lymphocytes T activés, vont donner : les lymphocytes T-helper, possédant a leurs surfaces la
glycoprotéine CD4, et les lymphocytes T cytotoxiques, possédant a leurs surfaces la glycoprotéine
CD8 (Leahy, 1995). Selon le type de stimulus, les lymphocytes se différencient en I’un des 7
phénotypes connus : TH1, TH2, TH9, TH17, TH22, Tfh et Treg (Chatzileontiadou et al., 2021).
Une fois leurs phénotypes acquis, ces derniers vont pouvoir moduler la réponse immunitaire
adaptative. Pour exemple, les cellules Thl sont principalement importantes pour la défense de
I'nGte contre les agents pathogénes (i.e. virus, bactéries) (Szabo et al., 2003).

Dans le cadre de I’inflammation médiée au cours de la fibrose tubulointerstitielle, des études
suggerent que les lymphocytes jouent un réle important dans ce processus inflammatoire. En effet,

les lymphocytes TH-1 sont capables d’activer les macrophages via la sécrétion de cytokines pro-
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inflammatoires comme I’interféron gamma (IFN-y) ou le facteur de nécrose tumorale (TNF)
(Holdsworth et al., 1999).

Quant aux lymphocytes B, outre leurs roles dans la production d’anticorps, ils semblent aggraver
cette inflammation en favorisant le recrutement et I'infiltration de monocytes (Han et al., 2017) et

de neutrophiles (Inaba et al., 2020).
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Figure 13 : Les acteurs cellulaires de ’inflammation stérile médiée lors de la fibrose
tubulointerstitielle. (Adaptée de Gong TL et al., 2019)

a) Les cellules de I’'immunité innée. b) Les cellules non-immunitaires. c) Les cellules de

I’immunité adaptative.

Mastocytes,
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Une meilleure compréhension de lI'implication des différents types de leucocytes et leurs cinétiques
de recrutement dans le rein est essentielle a I'élaboration de stratégies thérapeutiques anti-

inflammatoires dans la fibrose tubulointerstitielle.

111.2.2 Stress oxydant

L’inflammation et le stress oxydant sont des processus interconnectés, perpétuant un cercle
vicieux aboutissant a la progression de nombreuses pathologies (Dhalla et al., 2000; Himmelfarb,
2004; Elmarakby and Sullivan, 2012; Lushchak, 2014). Le stress oxydant joue un réle important
dans la pathogénése de la maladie rénale chronique et sa progression vers 1’insuffisance rénale
terminale (Vodosek Hojs et al., 2020).

Le stress oxydant est défini comme un état de déséquilibre entre une production excessive
d’especes pro-oxydantes (i.e radicaux libres) et une dégradation insuffisante de ces derniéres par
des especes antioxydantes endogenes (i.e superoxides dismutases) (Sies, 2015). Il correspond a une
dérégulation de ’homéostasie du statut redox.

Nous définirons par la suite les principales espéces pro-oxydantes et les différents effecteurs de la

défense antioxydante endogene.

I11.2.2.1 Les espéces pro-oxydantes

111.2.2.1.1 Les espéces radicalaires et non-radicalaires

Une espece radicalaire ou radical libre est une espece chimique (i.e atomes, ions, molécules)
contenant un ou plusieurs électrons non appariés de type R". Ce dernier trés reactif, va réagir avec

d’autres électrons non appariés pour former une espéce non-radicalaire de type R-R.
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IIs existent différents types d’espéces radicalaires/non-radicalaires : i) les espéces réactives a
I’oxygeéne (ROS), les plus abondantes et ii) les espéces réactives a 1’azote (RNS). Parmi les
principales espéces réactives a I’oxygéne (ROS) sont retrouvés 1’anion superoxide (O2"), le radical
hydroxyle (OH"), le monoxyde d’azote (NO"), le radical dioxyde d’azote (NO2") et des radicaux
organiques dérivants des lipides (R’, RO’, ROO"). Parmi les espéces non-radicalaires sont
retrouvées le peroxyde d’hydrogéne (H20>) et I’acide hypochloreux (HOCI).

Les especes réactives a I’azote (RNS) quant a eux comprennent des espéces radicalaires comme
le monoxyde d’azote (NO"), le dioxyde d’azote (NO2") et des especes non-radicalaires comme le
peroxinitrite (ONOQ"), les nitrates NOgz", les nitrites NO>", le trioxyde de diazote (N2Oz3) et I’acide

nitreux HNO- (Daenen et al., 2019) (figure 14).
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Figure 14 : Régulation des espéces réactives a ’oxygeéne et leurs effets
(Adaptée de Ruiz Stacey et al., 2013)
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Dans des conditions normales, a des concentrations faibles/modérées, les ROS et les RNS
servent de seconds messagers et régulent ainsi de nombreux processus cellulaires comme la
différenciation, la prolifération et 1’apoptose. lls jouent un réle primordial dans la défense
immunitaire. En effet, lors d’une inflammation liée a un pathogéne, les leucocytes
polymorphonucléaires (i.e neutrophiles) produisent des ROS afin de 1’éliminer (Nguyen et al.,
2017).

A contrario, si la production de ROS/RNS devient importante et si la défense endogeéne n’est
plus suffisante pour retrouver I’homéostasie redox cela entraine I’apparition d’un stress oxydant.
Ce dernier conduit a I’oxydation/nitration des protéines, I’oxydation de I’ADN et a la peroxydation
des lipides (Daenen et al., 2019). Certains de ces produits d’oxydation (Tableau 3) sont utilisés
comme marqueurs de stress oxydant notamment dans la pathologie rénale (Vodosek Hojs et al.,
2020). Witko-Sarsat V et ses collaborateurs ont montré que 1’élévation de la concentration
plasmatique d’AOPP (Advanced Oxidation Protein Products) chez des patients atteints de MRC

était corrélée avec la perte de la fonction rénale (V et al., 1998).

Tableau 3 : Marqueurs du stress oxydant

Oxydation des protéines

Advanced oxidation protein products (AOPPs)
Advanced glycation end products (AGEs)
Carbonyles

Peroxidation des lipides

Malondialdehyde (MDA)

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARSSs)
4-hydroxynonenal (HNE)

F2-isoprostanes

Oxydation de 'ADN

8-hydroxyguanosine (8-OHG)
8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG)
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111.2.2.1.2 Source des ROS

La production de ROS peut étre médiee par des réactions enzymatiques et non enzymatiques
(Birben et al., 2012). L’anion superoxide O>" est formé par diverses enzymes comme les NADPH
(nicotine adenine dinucleotide phosphate) oxydases, les acides aminés oxydases et les xanthines
oxydases. La mitochondrie est la source principale d’anion superoxide via la chaine respiratoire
mitochondriale (Lushchak, 2014). Il est important de noter que le péroxisome et le reticulum
endoplasmique produisent aussi des O,". Cet anion superoxide est convertit en peroxide
d’hydrogéne par la superoxide dismutase. En présence d’ions métalliques (i.e Fe 2+ ou Cu?"), le
peroxyde d’hydrogeéne va donner des radicaux hydroxyles OH" via les réactions de Haber-weiss et

de Fenton (figure 15).

4 Réaction de Fenton )

Fe3+ + 02._ +“—> Fe2+ + 02
Fe?*+ H,0,— Fe3*+ HO® + OH

Réaction d’Haber-Weiss

Figure 15 : Réactions de Fenton et d’Haber-Weiss

Il est intéressant de noter que dans le cadre de la fibrose tubulo-interstitielle, les NADPH oxydases
(NOX-2, NOX-4) sont surexprimées (Bondi et al., 2010; Barnes and Gorin, 2011). L’inhibition de
ces NADPH oxydases dans un modele murin d’obstruction urétérale unilatérale induit une

diminution de la fibrose (Kim et al., 2015).
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111.2.2.2 La défense antioxydante

Pour réguler la production de pro-oxydant, notre organisme posséde une variété d’antioxydants.
Ils sont diviseés en deux catégories : i) les antioxydants enzymatiques dont la superoxide dismutase
(SOD), la catalase (CAT), et la glutathione peroxidase (GPx) et ii) les antioxydants non
enzymatiques comme les vitamines (i.e vitamines C et E), le gluthation (GSH), les caroténoides

(i.e B-carotene) et les polyphénols.

Seuls les antioxydants enzymatiques étudiés durant cette thése seront détailles.

111.2.2.2.1 Anti-oxydants enzymatiques

a. La superoxide dismutase

La superoxide dismutase (SOD) fait partie des enzymes antioxydantes les plus importantes dans la
détoxification des radicaux libres. Elle catalyse la dismutation de 1’anion superoxide (O2e-) en
peroxyde d’hydrogéne (H202) et en dioxygéne (02) (réaction 1) (McCord and Fridovich, 1969).
Cette enzyme existe sous trois formes qui different selon la nature de I’ion métallique ainsi que la
localisation cellulaire : i) la SOD a cuivre-Zinc (Cu/Zn-SOD ou SOD-1) localisée dans le cytosol,
ii) la SOD a manganese (Mn-SOD ou SOD-2) localisee dans les mitochondries et iii) la SOD

extracellulaire (EC-SOD ou SOD-3).

Réaction (1) 202" + 2H* — H202+ O2
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b. La catalase

La catalase permet la conversion du peroxyde d’hydrogéne (H202) en dioxygéne (O2) et eau
(H20) (reaction 2). Cette enzyme est composée de quatre chaines polypeptidiques comportant
chacune une molécule d’héme. Chaque sous unité est liée a la NADPH afin de la protéger contre

le peroxyde d’hydrogéne (H202) afin qu’elle reste active (Kirkman et al., 1999; Zelko et al., 2002).

Réaction (2) H202 — 2H20 + O2

c. Les glutathiones peroxidases

Les glutationes péroxidases sont des enzymes importantes car elles vont neutraliser les effets
néfastes du peroxyde d’hydrogéne. Elles sont Sélénio-dépendantes et permettent la réduction du
peroxyde d’hydrogéne (H202) et des peroxydes organiques (ROOH) en H2O grace a 1’oxydation
du glutathion (GSH) (réaction 3). 1l existe différentes formes de glutatione péroxidase comme la
GPX-1, une enzyme tétramérique, ubiquitaire et localisée dans le cytosol et les mitochondries et la

GPX-3, localisée dans le compartiment extracellulaire (Arthur, 2000).

Réaction (3) H202+2GSH — GSSG +2H20

Ces enzymes antioxydantes conferent a notre organisme une protection endogene contre le stress
oxydant dont I’impact dans les pathologies n’est plus a démontrer. Il est important de noter que la
régulation de 1’expression de ces enzymes se fait grace a un facteur de transcription, le Nrf2

(Nuclear factor erythroid-related factor2) (Itoh et al., 1997). En condition physiologique, ce facteur
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de transcription forme dans le cytosol un complexe avec Keap-1 (Kelch-like erythroid cell-derived
protein) ou il est ubiquitinylé puis dégradé par le protéasome. En présence de ROS, les groupements
thiols present sur Keap-1 sont modifiés, ce qui déstabilise sa conformation et libére Nrf2 qui est
transloqué dans le noyau. Dans le noyau, Nrf2 interagit avec le domaine ARE (Antioxidant
Response Element) et initie la transcription de génes codant pour les enzymes antioxydantes

(figure 16) (Itoh et al., 1997; Jaramillo and Zhang, 2013).
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Figure 16 : Voie de signalisation Nrf2-Keapl (Adaptée de Bellezza | et al., 2018)

En condition physiologique, Nrf2 forme un complexe avec Keap-1 puis il est
ubiquitinylé et dégradé par le protéasome. En présence de ROS, les groupements thiols
présent sur Keap-1 sont modifiés, ce qui libére Nrf2 qui est transloqué dans le noyau.
Dans le noyau, Nrf2 interagit avec le domaine ARE (Antioxidant Response Element) et
initie la transcription de génes codant pour les enzymes antioxydantes.
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111.2.3 Les Myofibroblastes

L’inflammation médiée par I’infiltration des cellules immunitaires ainsi que la sécrétion continue
de cytokines pro-inflammatoires et profibrosantes (i.e TGF-B, PDGF...) dans I’interstitium
conduisent a D’activation de cellules rénales résidantes en cellules sécrétrices de matrices

extracellulaires appelées myofibroblastes.

111.2.3.1 Une cellule, plusieurs origines

Les myofibroblastes sont des cellules spécialisées, aux propriétés contractiles qui sont
essentiellement issues de fibroblastes interstitiels résidents (Meran and Steadman, 2011; LeBleu et
al., 2013; Mack and Yanagita, 2015). Ces cellules ont été identifiées pour la premiere fois par
microscopie électronique dans la contracture de Dupuytren (Gabbiani and Majno, 1972). Elles
combinent les caractéristiques fonctionnelles des fibroblastes et les propriétés contractiles des
cellules musculaires lisses. En effet, ces cellules synthétisent et sécrétent des protéines de la matrice
extracellulaire comme de la fibronectine, des fibres de collagenes de type I et III et expriment 1’a-
actine des muscles lisses (a-SMA) qui constitue les fibres de stress. Méme si I’a-SMA est exprimée
au niveau des cellules musculaires lisses des vaisseaux sanguins du rein, une expression de novo
de celle-ci est observée dans I’interstitium du rein fibrosé (Campanholle et al., 2013) ; ce qui en
fait un marqueur incontournable des myofibroblastes. Ainsi, les myofibroblastes sont des cellules
effectrices clés dans la pathogénése de la fibrose tubulo-interstielle (Strutz and Zeisberg, 2006).
Néanmoins, leurs origines restent a ce jour un sujet de controverse. Des études de suivies de
marqueurs cellulaires (tableau 4) et I’utilisation de souris génétiquement modifiées (systéeme Cre-
Lox) (LeBleu et al., 2013) suggerent que d’autres cellules précurseurs contribuent a 1’apparition
des myofibroblastes dans I’interstitium du rein. En effet, ces cellules peuvent provenir de cellules

épithéliales des tubules par le processus de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (Grgic et
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al., 2012), de cellules endothéliales par le processus de transition endothélio-mésenchymateuse

(EndMT) (Zeisberg et al., 2008), de péricytes (cellules présentes autour de 1’endothélium des

vaisseaux) (Humphreys et al.,, 2010) et de macrophages par la transition macrophage-

myofibroblastes (MMT) (Wang et al., 2017b) (Figure 17).

Tableau 4. Caractéristiques et marqueurs des cellules interstitielles du rein (Adaptée

de Falke LL et al., 2015)

Cell type Marker* Feature
aSMA PDGFRPp S100 NTSE DES VIM Function Location

Fibroblast x £ 4 4/ X S ECM maintenance Interstitial
and structural support  In contact with the epithelium
to the parenchyma and epithelial basal membrane

Myofibroblast 4 4 4 x 4 Wound contraction Absent under physiological
Tissue healing conditions
response Present in the interstitium under

pathological conditions

Pericyte 4 4 x S J v Vascular stability Interstitial
Production of VEGF-A In contact with the endothelium
Chemical and/or and endothelial basement
mechanical sensation  membrane

VSMC J 7 7 » J/ 7 Regulating vascular Medial layer of blood vessels

wall tonus

=0wing to the overlap of marker expression, only ultrastructural analysis can discriminate between these four interstitial cell types. Other cell types, such as
leucocytes, also express these markers. Abbreviations: aSMA, aorta smooth muscle acting DES, desmin; ECM, extracellular matrix; NTSE, 5'-nuclectidase
(CD73); PDGFRp, plateletderived growth factor receptor, B; S10044, S100 calcium binding protein A4; VEGF, vascular endothelial growth factor A; VIM, vimenting

VSMC, vascular smooth muscle cell.
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Figure 17 : Les origines du myofibroblaste (Adaptée de Mack M et al., 2015)

FMT: Fibroblast-Myofibroblast Transition; MMT: Macrophage-Mesenchymal Transition;
EMT: Epithelio-Mesenchymal Transition; EndMT : Endothelio-Mesenchymal Transition
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A noter qu’une étude récente réalisée par Kuppe C et al. suggere grace a des analyses de
transcriptomiques spatiales (réalisées sur des reins fibrosés) que les cellules sécrétrices de matrices
(les myofibroblastes) proviennent bien des fibroblastes et des péricytes (Kuppe et al., 2021). La
différentiation des cellules en myofibroblastes et/ou 1’acquisition d’un phénotype

myofibroblastique sont influencées par la présence de niches fibrotiques (Yuan et al., 2019).

111.2.3.1.1 Différenciation des fibroblastes en myofibroblastes

Les fibroblastes résidents quiescents sont des cellules mésenchymateuses aplaties, allongées,
fusiformes qui possédent un noyau aplati et un petit réticulum endoplasmique. Ce sont des cellules
ubiquitaires, retrouvéees dans tous les tissus/organes de notre corps. Elles sont essentielles pour le
maintien normal de I’architecture des tissus. Dans des conditions physiologiques, elles participent
a la production de constituants de la MEC, d’enzymes protéolytiques (i.e métalloprotéinases
matricielles) et d’inhibiteurs de ces enzymes (i.e TIMPs (Tissue inhibitors of metalloproteases),
PAI-1 (Plasminogen activator inhibitor -1)) leurs permettant de réguler I’organisation de la matrice
extra cellulaire (MEC).

Dans le cadre de la fibrose tubulointerstitielle, ces cellules peuvent acquérir un phénotype dit «
activé/pro-fibrotique » avec un noyau composé d’un ou deux nucléoles, un réticulum
endoplasmique granuleux étendu reflétant leur capacité a synthétiser de maniére massive les
constituants de la MEC. Ces fibroblastes activés sont nommés myofibroblastes. Cette activation
peut se faire par le biais de : i) médiateurs profibrosants (i.e TGFB, PDGF...), ii) interactions entre
MEC et intégrines (a et B) et iii) signaux environnants (i.e hyperglycémie, ROS, hypoxie)

(Gabbiani and Majno, 1972; Zeisberg and Neilson, 2010; Zeisberg and Kalluri, 2015).

La différenciation des fibroblastes en myofibroblastes se fait de maniére séquentielle par

’acquisition d’un phénotype intermédiaire appelé proto-myofibroblaste (Desmouliére et al., 2005).
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Les proto-myofibroblastes sont caractérisés par la présence d’un variant de la fibronectine (FN),
I’ED-A (Extra Domain A) qui n’est pas exprimé par les fibroblastes. Ce phénotype proto-
myofibroblastique est acquis en réponse a une tension mécanique de la MEC environnante. En
effet, le cytosquelette d’actine des proto-myofibroblastes composé d’actines cytoplasmiques (de
types y et BB) va s’associer a des protéines contractiles comme la myosine Il non-musculaire. Cette
association induit une augmentation de la tension mécanique aux extrémités des fibres de stress
aboutissant a la formation de points focaux d’adhésions matures composés d’intégrines et de
protéines de liaisons d’actines qui forment le fibronexus (Tomasek et al., 2002; Hinz et al., 2003).
Ce complexe permet I'adhésion cellule-MEC et de générer une force contractile. Les filaments
d’actines sont ancrés a la membrane plasmique et sont se prolongent en au niveau extracellulaire
par des fibres de fibronectine qui sont liés aux fibres de collagénes de la MEC (Hinz, 2006). Ce
phénotype proto-myofibroblaste combiné avec la présence de cytokines profibrosantes (i.e TGFR,)
issues des cellules environnantes (cellules inflammatoires ou résidentes) entrainent une
réorganisation et une redistribution du cytosquelette d’actine, conduisant a I’incorporation d’a-
SMA dans les fibres de stress ainsi qu’a la formation de points focaux d’adhésions super-matures
(composés de tensine, d’a-SMA, d’ED-A fibronectine extracellulaire et d’intégrines a5B6). Ces
modifications permettent 1’acquisition d’un phénotype de myofibroblastes différenciés capable de
sécréter de la matrice péri-cellulaire composée de collagénes et de protéoglycanes (Tomasek et al.,

2002). Ce processus de transition fibroblastes en myofibroblastes est illustré en figure 18.
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Figure 18 : Etapes de différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. (Adaptée
de Tomasek J et al., 2002)

Les fibroblastes interstitiels se caractérisent par la production de fibronectine et 1’absence de
filaments d’actines, d’a-SMA et d’ED-A fibronectine. Sous une tension mécanique, les
fibroblastes produisent I’ED-A fibronectine, contiennent des fibres de stress et des points focaux
d’adhésions et deviennent des pro-myofibroblastes. En présence de cytokines profibrosantes (i.e
TGF-B) ces derniers synthétisent 1’a-SMA, produisent de manieére abondante I’ED-A
fibronectine et deviennent des myofibroblastes. La transition du fibroblaste en proto-
myofibroblaste est réversible (trait plein) alors que la redifférenciation des myofibroblastes en
fibroblastes semble étre irréversible.

111.2.3.1.2 La transition épithélio-mesenchymateuse (TEM) et/ou transition épithélio-
mésenchymateuse partielle (TEMp) ?

La transition épithélio-mésenchymateuse est un processus cellulaire durant lequel les cellules
épithéliales adoptent un phénotype de cellules mésenchymateuses. Celui-ci est caractérise par une

perte des marqueurs des cellules épithéliales (i.e E-cadhérine) et I’acquisition de marqueurs de
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cellules mésenchymateuses (i.e N-cadhérine, vimentine) aboutissant a un phénotype

myofibroblastique exprimant I’a-SMA et la fibronectine (Liu, 2004).

Au niveau rénal, ce concept a été mis en évidence lors d’études in vitro et in vivo (Yang and
Liu, 2001; Iwano et al., 2002). C’est un processus dynamique dont le déroulement est diviseé en
quatre étapes : i) Perte des jonctions cellule-cellule (i.e E-cadhérine, Zonula-Occludens-1 (Z0O-1)),
entrainant une dépolarisation des cellules. ii) Réorganisation du cytosquelette d’actine :
I’expression croissante de novo d’a-SMA induit le remplacement du cytosquelette de filaments
intermédiaires constitués de cytokératines par la vimentine. iii) Digestion de la membrane basale :
synthese et sécrétion de métalloprotéinases matricielles de type 2 et 9 (MMP-2 et 9) qui vont digérer
le collagéne de type IV et la laminine constitutifs de la membrane basale. iv) Migration,
infiltration/sécrétion de constituants de la MEC dans I’interstitium rénal aggravant ainsi la

progression de la fibrose.

Dans leurs étude, Yang J et ses collaborateurs (Yang and Liu, 2001) ont mis en évidence la
diminution progressive de 1’expression de la E-cadhérine et 1’augmentation progressive de
I’expression d’a-SMA en traitant des cellules épithéliales (rénales) du tubule proximal avec du
TGF-B (pro-fibrosant) (figure 19) et en utilisant un modeéle d’Obstruction Urétérale Unilatérale

murin (modele accéléré de fibrose) (Figure 20).
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Figure 19: Représentation graphique des abondances relatives de I’E-
cadhérine et de ’a-SMA apres traitement au TGF-R31 des cellules épithéliales
rénales. (Adaptée de Yang J et al., 2001)
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Figure 20: Micrographies représentatives montrant les modifications du profil
d'expression protéique de la E-cadhérine et de ’a-SMA apres OUU. (Adaptée de
Yang J et al., 2001)

Acet C : Souris SHAM. B et D : Souris OUU. A et B : E-cadhérine. C et D : a-SMA.. Les
pointes de fleche indiquent des cellules colorées positivement. E : Western blot démontre
une modification en fonction du temps dans I'expression de la E-cadhérine et de 'a-SMA
dans les reins obstrués aprés OUU.
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Des études cliniques suggeérent également que la TEM semble jouer un réle dans la pathogénése de
la fibrose rénale. En effet, I’absence de cytokératines, de zonula occludens 1 ainsi que la présence
de marqueurs de cellules mésenchymateuses (phénotype myofibroblastique) comme la vimentine
et du collagene de type | ont été observeés sur des biopsies de rein issues de patients atteints de la

maladie rénale chronique (Rastaldi et al., 2002).

Le concept de TEM est actuellement trés débattu par la communauté scientifique. Malgré la
présence de marqueurs de la TEM et du marqueur de fibroblaste (FSP1) au niveau de I’interstitium,
il semblerait que ceux-ci soient également retrouves au niveau de la membrane basale des tubules
(LeBleu et al., 2013; Rastaldi et al., 2002). Un nouveau concept semble émerger, celui de la
transition épithélio-mésenchymateuse partielle (Grande et al., 2015). En effet, des études récentes
ont démontré que suite a une Iésion au niveau des cellules épithéliales des tubules que ces derniers
subissent un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M. Cela a pour conséquence de diminuer
I’expression des marqueurs épithéliaux et d’augmenter la sécrétion de cytokines profibrosantes afin
de favoriser I’activation des fibroblastes résidants en myofibroblastes (Yang et al., 2010; Lovisa et
al., 2016). Ce processus de TEM partielle semble étre régulé par le facteur de transcription

Snail1(Snail family zinc finger) (Grande et al., 2015).

111.2.3.1.3 La transition endothélio-mésenchymateuse (EndMT)

La transition endothélio-mésenchymateuse est un processus cellulaire durant lequel les cellules
endothéliales adoptent un phénotype de cellules mésenchymateuses. Du fait que les cellules
endothéliales soient des cellules épithéliales spécifiques qui tapissent I’intérieur des vaisseaux
sanguins, ce processus est assimilé a une forme de TEM.
L’EndMT a été décrite pour la premiére fois dans le cadre de I’embryogenése du coeur (Eisenberg

and Markwald, 1995).
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Ce processus contribue également a la pathogénése de la fibrose rénale. En effet, Zeisberg et al.
ont montré grace a différents modéles murin de néphropathies qu’environ 30 a 50 % des
myofibroblastes présents dans [D’interstitium co-exprimés CD31 (marqueur de cellules
endothéliales), FSP1 et I’a-SMA (Zeisberg et al., 2008). Cette co-expression a également été
observée sur des biopsies de rein de patients atteints de MRC (Deng et al., 2016). Ces études
suggerent fortement que les cellules endothéliales jouent un réle important dans 1’apparition des
myofibroblastes associés a la fibrose tubulointerstitielle. La transition endothélio-
mésenchymateuse pourrait étre un processus clé dans la raréfaction des vaisseaux sanguins

observée suite a une hypoxie dans la maladie rénale chronique (Ballermann and Obeidat, 2014).

111.2.3.1.4 La transition macrophage-myofibrolaste

La transition macrophage-myofibroblaste (TMM) est un processus cellulaire durant lequel les
macrophages issus des monocytes dérivés de la moelle osseuse «adoptent » un phénotype
myofibroblastique (Wang et al., 2015a; Meng et al., 2016a; Wang et al., 2017b). Ce nouveau
concept a été décrit pour la premiere fois en 2015 par 1’équipe de Hui-Yao Lan. Les auteurs ont
utilisé des souris qui ont été irradiées afin de pouvoir injecter des cellules de moelle osseuse
fluorescentes (GFP*) issus de souris transgénique. Apres avoir réalisé une obstruction urétérale
unilatérale sur ces souris chimériques, ils ont pu mettre en évidence la co-expression d’a-SMA, du
F4/80 (marqueur de macrophages chez la souris) et de la GFP (cellules de moelle osseuse
fluorescentes) suggérant ce processus de TMM. En utilisant le méme design expérimental les
auteurs ont injecté des cellules de moelle osseuse fluorescentes (GFP*) issus de souris KO (Knock
Out) Smad3”/GFP* ou Smad3**/GFP*. Aprés avoir réalisé une obstruction urétérale unilatérale
sur ces souris chimériques, ils ont observé une diminution de la co-expression d’a-SMA, du F4/80
et de la GFP chez les souris Smad3”/GFP* suggérant que ce processus de TMM était médié par la

voie de signalisation TGF-3/Smad3 (Wang et al., 2015a) (figure 21). Ce phénoméne de TMM a
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également été observé sur des biopsies de rein issue de patients atteints de MRC (Meng et al.,

2016a).
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Figure 21: Mise en évidence de la transition macrophage-myofibroblaste dans la FTI.
(Adaptée de Wang S et al., 2016)

(A) Microscopie confocale montrant les cellules GFP* (green), a-SMA™ (red, myofibroblastes) et

F4/80" (blue, macrophages) chez les souris GFP+Smad3*/* + OUU et GFP*Smad3™ + OUU
(B) Quantification des analyses de microscopie confocale dans les reins obstrués (n = 6).

111.2.4 Accumulation de la matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est une structure tridimensionnelle dynamique composée de

fibres (i.e fibre de collagene), de glycoprotéines (i.e fibronectine), de protéoglycanes (i.e décorine)
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et de polysaccharides (i.e glycosaminoglycanes (GAGs)). Elle permet le maintien de I’architecture
des organes, I’homéostasie tissulaire et 1’adhérence des cellules (Bonnans et al., 2014).

L’accumulation de la MEC est dépendante de deux processus : i) la production et ii) la

dégradation.
Dans le contexte de fibrose tubulo-interstielle, la MEC s’accumule dans D’interstitium. Les
myofibroblastes sont les principales cellules responsables de la synthése de la MEC. En effet,
quelques soient leurs origines, sous 1’action de cytokines profibrosantes (i.e TGF-R, Connective-
tissue Growth factor (CTGF)), les myofibroblastes vont synthétiser et sécréter de maniére
importante différents constituants de la MEC (i.e majoritairement la fibronectine et les collagénes
de types | et 111) (Eddy, 2005). Plus la fibrose progresse, plus la MEC est modifiée. Des enzymes
comme la lysyl oxidase-like 2 (loxI2) et la transglutaminase tissulaire 2 (tg2) vont induire des
liaisons covalentes entre les fibres de collagénes et les protéines de la MEC, rendant ce réseau de
matrice interstitiel plus rigide et plus résistant a la protéolyse (Smith-Mungo and Kagan, 1998;
Johnson et al., 2003). A noter qu’une surexpression de la transglutaminase tissulaire 2 a été montrée
sur des biopsies rénales de patients atteints de MRC et que celle-ci est positivement corrélée a la
sévérité de la fibrose rénale (Johnson et al., 2003).

En paralléle de cette synthése de MEC, les myofibroblastes vont synthétiser et sécréter des
inhibiteurs des metalloprotéases matricilelles (MMP) dont le réle est de dégrader la MEC: i) les
TIMP (tissue inhibitor of metalloprotease), inhibiteurs des métalloprotéinases (MMP) et ii) PAI-1
(plasminogen activator inhibitor-1), inhibiteur de 1’activateur tissulaire du plasminogéne (t-PA) et
de I'urokinase (u-PA) dont la fonction est de générer la plasmine qui a son tour va activer les pro-
MMPs en MMPs actives. Ces inhibiteurs vont diminuer le taux de dégradation de la MEC
amplifiant le phénoméne d’accumulation de la MEC (figure 23) (Edwards et al., 1987).

En conditions pathologiques, cette accumulation continue de MEC conduit a une augmentation

progressive du volume de I’interstitium éloignant physiquement les néphrons des vaisseaux
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conduisant a une perte progressive des néphrons fonctionnels et finalement aboutissant a la perte

de la fonction rénale (Zeisberg and Kalluri, 2015).
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Figure 23 : Dégradation des protéines de la MEC par le systeme fibrinolytique et

métalloprotéinases

L’uPA catalyse la transformation du plasminogéne en plasmine. La plasmine participe a la
dégradation de la fibrine et de certaines protéines matricielles, mais aussi a ’activation de
la majorité des pro-MMP en MMP. Le PAI-1 inhibe I’activation du plasminogéne en
plasmine et les TIMPs inhibent I’activation des pro-MMP en MMP ce qui a pour effet
d’induire une accumulation de la MEC. u-PA/t-PA : activateurs du plasminogéne; PAI-1 :
inhibiteur des activateurs du plasminogéne de type 1 ; Pro-MMP : pro-métalloprotéases ;

MMP : métalloprotéinases ; TIMP : inhibiteurs des

MMP.

111.2.5 TGFR1 : le médiateur clé de la fibrose tubulo-interstielle

Le TGF-B (Transforming Growth Factor-f) est la cytokine la plus profibrosante connue et elle

joue un rdle majeur dans le processus de fibrose rénale. Le TGF-B va pourvoir moduler plusieurs
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réponses biologiques comme I’apoptose, la chimiotaxie, la prolifération, la différenciation ainsi
que la synthése de la MEC (lIsaka et al., 1993; Sato et al., 2003; Gentle et al., 2013; Moses et al.,

2016) (figure 22).

\‘ Differentiation into
fibroblasts/myofibroblasts
.
Mesangial Podocyt Endothelial
it cells Macrophages Fibroblasts

 Activation f Activation .1 Activation { Activation

e - l
/N iy l\g“g“o

-

l
%@ o Effacement s> oy :
Hypertrophy fSccretionof  and Apopiosis - ) é%)

{ Secretion of

and cytokines  detachment \ cytokines Tubular
proliferation from GBM \ 4 : l celleycle  Autophagy Apoptosis
Dysregulated arrest
Proliferation O
and migration /S O
& O O O

*  Endothelial Dysfunction

*_ CREDNY Uysiunction # Infiltration of +  Tubulointerstitial Matrix Deposition

*  Glomerular Matrix Deposition Gl ot
*  Podocyte Depletion el T'ubularloss
I ! T
‘RU 5 e i TUBULOINTERSTITIAL
GLOMERULOSCLEROSIS | ¢&—————— | INFLAMMATION |— FIBROSIS

. *———-—')
PROGRESSIVE LOSS OF NEPHRONS

Figure 22 : TGFp et ses roles dans la maladie rénale chronique. (Adaptée de Huynh P et al., 2019)

TGFp induit la différenciation des cellules rénales en myofibroblastes qui moduleront différentes
réponses cellulaires.

Chez le mammifeére, le TGF-B existe sous 3 isoformes TGF-B1, TGF-p2 et TGF-B3 qui font
partie de la superfamille des TGF qui comprend également les protéines osseuses morphogéniques
(BMP). A noter que la BMP-7 est un inhibiteur naturel de la fibrose rénale (Zeisberg et al., 2005;

Zhang et al., 2005). Le TGF-B1 est I’isoforme la plus impliquée dans la fibrose.
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Lors de la phase inflammatoire, le TGF- est sécrétée sous une forme latente associée en N-
terminal avec le pro-domaine LAP (Latency-Associated Peptide) qui permet sa liaison non-
covalente avec des protéines appelées LTBP (latent-TGFp binding proteins) de la MEC (Annes et
al., 2003; Robertson et al., 2015). L’activation du TGF-P peut étre induite par diverses protéases
(i.e MMP-2, MMP-9, plasmine, thrombospondine). Une fois libérée le TGF-B se dimérise et peut
interagir avec 3 types de récepteurs TBRI, TBRII et TBRIII. TPRI et TRRII sont des récepteurs
membranaires a activité sérine/thréonine kinase. TBRIII est un protéoglycane (bétaglycan) ancré a
la membrane, permet de présenter le TGF-f aux récepteurs de type II (Lopez-Casillas et al., 1994).
L’interaction du dimére de TGF-p avec le récepteur TBRII induit un changement conformationel
permettant le recrutement de TPRI et la phosphorylation de ce dernier. La transduction
intracellulaire du signal est médiée par la phosphorylation des Smads associées au récepteur, R-
Smads (Smad2/3) par la sous-unité TRRI. Une fois phosphorylés, les R-Smads s’associent a la co-
Smad (Smad4). Le complexe résultant est ensuite transloqué dans le noyau ou il va pouvoir se lier
aux Smad-binding elements (SBE) situés au niveau des promoteurs des genes cibles via Smad3 ou
smad2. L’interaction de Smad3 avec le SBE va induire la transcription de genes profibrotiques,
comme ACTA2 (codant pour I’a-SMA), Coll(codant pour le collagéne I) et TIMP1 & 2 (codant
pour les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases) (Edwards et al., 1987; Meng et al., 2016b).

C’est la voie de signalisation dite « canonique » de TGF-B dépendants des Smads.

Il est important de noter que des boucles de rétro-contrdles négatives existent via Smad7 et
Smurfl/2 (SMAD ubiquitylation regulatory factor). Elles vont inhiber respectivement le
recrutement de Smad4 et dégrader le complexe récepteurs TBRII-TBRI via le protéasome
(Massagué,  2000;  Bottinger and  Bitzer, 2002; Brown et al, 2007).
IIs existent d’autres voies de signalisations de TGF-p non-Smads (figure 24). En effet, le complexe

de récepteurs activés peut induire d’autres voies de signalisations comme la voie des MAPK
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(mitogen-activated protein kinase), Rho-GTPase et PI3SK/Akt/mTOR (Zhang, 2009). A titre
d’exemple, le TGF-B peut induire I’expression d’a-SMA durant le processus d’EMT via des voies
de signalisations impliquant aussi bien la voie Wnt/3-caténine que la voie des Rho-GTPase (Masszi

etal., 2003; Tan et al., 2014).
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Figure 24 : Le TGF-B, voie de signalisation classique par les Smads et les voies de
signalisation « non-Smad » (Adaptée Sureshbabu et al., 2016)

L'activation du TGF-B1 se produit avec la libération du complexe latent de protéine de liaison
TGF-B (LTBP) par les protéases. La signalisation du TGF-B1 est initiée lors de la liaison du
TGF-B1 actif avec le récepteur du TGF-f de type II (TBRII) et de la formation du complexe
hétéromérique TRRI-TPRII, conduisant a la phosphorylation de Smad2 / 3, a I'oligomérisation
avec Smad4 et a la translocation nucléaire ultérieure pour réguler la transcription des genes
ECM. Smad7 sert de régulateur négatif de la signalisation du TGF-p1. TGF-B1 active
également la signalisation indépendante de Smad telle que la MAPK, médiée par la voie Ras-
Raf-MEK-ERK, et la kinase 1 activée par TGF-p (TAK1), médiée par la protéine TABI.
L'activation de TAK1 induite par TGF-f1 conduit a I’activation des voies de signalisations
MKK4-IJNK et MKK3-p38 et a l'activation des facteurs de transcription activator protein 1
(AP-1) et du facteur de transcription activating transcription factor 2 (ATF-2),
respectivement, et & I'activation de NF -kB pour médier les réponses profibrotiques.
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V. Les approches thérapeutiques

La fibrose rénale est le principal processus sous-jacent a la progression de I’insuffisance rénale
chronique vers I’insuffisance rénale terminale. A ce stade, la perte de la fonction rénale est
tellement importante que les seules thérapies qui existent sont des thérapies de substitutions comme
la dialyse et la transplantation rénale.

Depuis de nombreuses années, 1’objectif de la communauté scientifique est de trouver une ou
plusieurs thérapies pour ralentir voire stopper la progression de la fibrose rénale. Malgré de
nombreuses études précliniques et cliniques réalisées ou en cours, il n’y a toujours pas de
traitements efficaces pour la fibrose.

Dans cette partie, nous parlerons d’études précliniques et cliniques qui mettent en exergues des

traitements qui semblent ou semblaient prometteurs.

Les thérapies employées ont pour cible les différentes phases de la fibrose tubulo-interstitielle : i)
I’inflammation, ii) I’apparition des myofibroblastes et iii) ’accumulation de la matrice extra

cellulaire.

IV.1 LES CIBLES

1V.1.1 L’inflammation

Suite a une lésion rénale, quel que soit son étiologie, les cellules résidentes sécretent des
chimiokines pro-inflammatoires, notamment la chimiokine MCP-1/CCL2 (Monocyte

chemoattractant protein-1) qui favorise le recrutement de monocytes sanguins vers le foyer
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inflammatoire grace a son interaction le récepteur CCL2R. Ces monocytes une fois dans le tissu se
différencient en macrophages qui sont en partie responsables de la production de ROS et de
cytokines profibrosantes (i.e TGF-B). Ces derniers favorisent I’activation des fibroblastes en
myofibroblastes. Ainsi, le ligand-récepteur CCL2-CCL2R semble étre une cible thérapeutique de

choix.

Plusieurs études précliniques montrent que 1’utilisation d’antagonistes au récepteur CCL2
réduisent la FTI (Anders et al., 2003). En effet, 1’utilisation d’antagonistes comme le RS-504393
(petite molécule développée par Roche/iconix) et le propagermanium (connu sous le nom de DMX-
200, un polymere) dans un modele murin d’OUU diminuent I’infiltration macrophagique ainsi que
I’expression de I’a-SMA et du collagene | (Kitagawa et al., 2004). Le propagermanium est en essai
clinique de phase 2 (NCT03627715) en cours sur des patients atteints de néphropathie diabétique.
Ce composé semble réduire de 36 % I’albuminurie. CCX140-B (un autre antagoniste,
NCTO01447147) quant a lui réduit I’albuminurie de 16 % (de Zeeuw et al., 2015).

Des antagonistes au récepteur CCL1 ont également été investigués. Anders et al. (2002) ont
utilisé un antagoniste non-peptidique du récepteur CCL1, BX47. lls ont montré dans un modéle
d’OUU que ce dernier réduit entre 40 et 60 % I’infiltration macrophagique interstitielle. Une
diminution de I’accumulation des collagénes interstitiels a été également observée (Anders et al.,
2002). A ma connaissance, mise a part des études précliniques, aucune étude clinique utilisant des

antagonistes aux récepteurs CCL1 n’a été entreprise.

IV.1.2 L apparition des myofibroblastes

D’autres approches thérapeutiques consistent a cibler I’apparition des myofibroblastes incluant

ainsi I’inhibition des facteurs pro-fibrosants et les cascades de signalisations qui y sont associées.
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IV.1.2.1 Inhibition de la cytokine pro-fibrosante TGF-

Plusieurs stratégies thérapeutiques ont été utilisées pour inhiber la cytokine pro-fibrosante TGF-
3. Parmi elles, I’utilisation d’anticorps bloquants comme le fresolimumab (GC1008) (Trachtman
etal., 2011; Vincenti et al., 2017). Cet anticorps de type IgG a été concu de facon a neutraliser les
3 isoformes du TGF-R. Les essais cliniques de phase 1 et 2 (NCT0046432, NTC01665391) réalisés
sur des patients atteints de sclérose glomérulaire segmentaire focale ont permis de déterminer un
temps de demi-vie de 14 jours et d’observer une diminution de 50 % voire totale de la protéinurie.
Cependant, aucun marqueur de la FTI n’a été investigué. D’autres anticorps bloquants comme le
LY2382770 ont été testé sur des patients atteints de néphropathie diabétique. Cependant, I’essai en
phase 2 (NCT01113801) semble étre interrompu pour un manque d’efficacite.

D’autres stratégies ont été mis en place pour inhiber TGF-8 par ’utilisation de petite molécules
inhibitrices comme la pirfénidone dont les études précliniques ont montré la diminution de
I’expression de TFG- 3 et de certains collagenes (Col-I, Col-1V) (Cho and Kopp, 2010). Dans une
étude clinique réalisée chez des patients atteints de sclérose glomérulaire segmentaire cette
molécule semble ralentir la perte de la fonction rénale de 25 % (Cho et al., 2007). Par ailleurs,
aucune amélioration du débit de filtration glomérulaire n’a été observée chez des patients atteints
de néphropathie diabétique (Sharma et al., 2011). Néanmoins, cette molécule semble étre
prometteuse, qu’un nouvel essai clinique TOP-CKD (Trial of Pirfenidone to Prevent Progression
in Chronic Kidney Disease - NCT04258397) a été amorcé. Cet essai clinique de phase 2 sera réalisé
sur 200 patients atteints de MRC avec un eGFR>20 ml/min/1.73 m?. Elle a pour objectif d’évaluer
I’efficacité de la pirfénidone (1335 mg/jour) sur la FTI en utilisant I’imagerie a résonnance
magnétique (IRM) et le dosage de marqueurs urinaires (i.e MCP-1, propeptide N-terminale du

procollagéne de type 111 (PIIINP)).
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IV.1.2.2 Inhibition de récepteurs a tyrosine kinase

Parmi les traitements les plus prometteurs, le Nintedanib (BIBF1120) est une petite molécule
inhibitrice ciblant plusieurs récepteurs de type tyrosine kinase (i.e PDGFR, FGFR, VEGFR).
Depuis 2020, elle est approuvée par la FDA (Food Drug administration) pour traiter la fibrose
pulmonaire (Richeldi et al., 2014). Ce traitement semble étre prometteur pour la FTI rénale.
D’autant plus, qu’il a ét¢ montré sur un modele de fibrose rénal induit par 1’acide folique que la
molécule atténuait la fibrose rénale, en inhibant 1’activation des fibroblastes en myofibroblastes,
en diminuant ainsi la surproduction et I’accumulation de protéines de la matrice extracellulaire (Liu

etal., 2017).

1V.1.3 L’accumulation de la matrice extra cellulaire

L’augmentation de la synthese et une diminution de la dégradation de la MEC conduisent
progressivement a son accumulation dans I’interstitium rénal formant ainsi un tissu cicatriciel. Un
tissu cicatriciel qui dans le temps est moins facile voire impossible a remodeler par les
métalloprotéinases (i.e MMP-2, MMP-9) (Lampi and Reinhart-King, 2018).

Dans le contexte de la FTI, aucune stratégie thérapeutique n’a été considéré pour cibler la MEC.
Néanmoins, des essais précliniques sur la fibrose pulmonaire et hépatique semblent montrer

I’importance d’inhiber des acteurs clés dans la rigidification de la MEC.

IV.1.3.1 Inhibition de la lysyl oxidase

Une étude préclinique montre que 1’utilisation d’un inhibiteur de la lysyl oxydase (LOX),

I’aminopropionitrile (BAPN), réduit ’accumulation de collageénes liés de maniere covalente. De
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plus, une réversion de la fibrose hépatique a été observe (Liu et al., 2016). Cependant, aucune étude
clinique n’a été mené a ce jour.

Quel que soit la stratégie thérapeutique utilisée, petites molécules inhibitrices et anticorps
monoclonaux la déstabilisation du réseau matriciel semble étre un enjeu attrayant pour la réversion

de la fibrose.

IV.1.4 Blocage du systeme rénine-angiotensine

A ce jour, le seul traitement qui semble ralentir 1’évolution de la fibrose c’est le blocage du
systeme rénine-angiotensine par 1’utilisation seul ou combinés i) d’inhibiteurs de 1’enzyme de
conversion (IEC) de I’angiotensine I et des antagonistes du récepteur 1 a I’angiotensine II (ARAII).
Dans la FTI, I’angiotensine Il est un médiateur pro-fibrosant qui va contribuer a la production de
cytokines pro-inflammatoires (i.e TNF-a), pro-fibrosantes (i.e TGF-8, CTGF), a I’accumulation
de la MEC par la production d’inhibiteurs de 1’activateur tissulaire du plasminogéne (PAi) et a la
génération de ROS par la stimulation de NADPH-oxydases par I’intermédiaire de son récepteur
transmembranaire AT1R (Klahr et al., 1995; Wolf, 1998; Nguyen Dinh Cat et al., 2013; Ruiz-
Ortega et al., 2006; Eddy and Fogo, 2006).

Ainsi, le blocage du systeme rénine-angiotensine par 1’utilisation d’IEC et d’ARAII permet de
ralentir la progression vers l’insuffisance rénale terminale et donc vraisemblablement la

progression de la FTI.

IV.1.5 Le stress oxydant

Le stress oxydant joue un réle important dans la pathogénese de la maladie rénale chronique et

sa progression vers l’insuffisance rénale terminale (Vodosek Hojs et al., 2020). Ce stress,
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caractérisé par une production excessive d’espéces pro-oxydantes (i.e ROS) et une dégradation
insuffisante de ces derniers par des especes antioxydantes endogenes est une cible thérapeutique
de choix. En effet, une augmentation de la défense antioxydante endogéne ou [’apport

d’antioxydants exogeénes pourraient étre bénéfique pour la résolution de la FTI.

IV.1.5.1 Les polyphénols

Les polyphénols sont I’un des groupes d’antioxydants naturels les plus retrouvés dans notre
alimentation. On les retrouve dans les légumes, les fruits, les plantes, les céréales ainsi que dans
les boissons et les aliments qui en sont dérivés (vin, thé...) (Manach et al., 2004; Pérez-Jiménez et
al., 2010). Depuis ces derniéres années, des études cliniques, épidémiologiques et nutritionnelles
mettent en exergues les bienfaits d’'une consommation de ces derniers dans la prévention des
maladies métaboliques, neurodégénératives et du cancer (Scalbert et al., 2005; Afshin et al., 2014;
Flores-Pérez et al., 2016; Colizzi, 2019). Par ailleurs, selon 1’étude EPIC (European Prospective
Investigation into Cancer and Nutrition), un total de 437 polyphénols différents sont consommés
dont 94 polyphénols consommés a une concentration supérieure a 1 g par jour (Zamora-Ros et al.,

2016). Les polyphénols pourraient étre un atout majeur dans la régression de la FTI.

IV.1.5.1.2 Classification et structure des polyphénols.

A ce jour, il existe plus de 8000 composés polyphénoliques identifiés dans différentes plantes
(Tsao, 2010). lls sont classés dans différentes familles en fonction du nombre de noyaux
aromatiques possédes et de nombre de groupements hydroxyles (-OH) liés.

Ils sont ainsi classes en 4 familles : i) les acides phénoliques, ii) les flavonoides, iii) les stilbénes et

iv) les lignanes (Manach et al., 2004).
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a. Les acides phénoliques

Les acides phénoliques peuvent étre divises en deux groupes : les dérivés d’acide benzoique avec
une structure de type C1-C6 et les dérivés d’acide cinnamique avec une structure de type C6-C3.
Parmi, les acides hydroxybenzoiques nous pouvons citer : I’acide gallique, 1’acide protocatéchique
et I’acide syringique. Quant aux acides hydroxycinnamiques nous pouvons citer : I’acide caféique,
I’acide coumarique, 1’acide férulique et 1’acide chlorogénique (figure 25). Ces derniers peuvent
étre libre ou sous forme estérifiés. Pour exemple, 1’acide chlorogénique est un acide caféique

esterifié avec un acide quinique.

4 N
Acides hydroxybenzoiques Acides hydroxycinnamiques
Ry R,
0
R R 0
OH \
R; OH

R;= R, = OH, R; = H : Protocatechuic acid R, = OH : Coumaric acid
R, = R,= R;= OH : Gallic acid R, =R, = OH : Caffeic acid

R, =0CHj;, R, = OH : Ferulic acid

OH
\_ Chlorogenic acid Y,

Figure 25 : Structure des acides phénoliques
Les acides phénoliques sont divisés en deux groupes : les dérivés d’acide benzoique et
les dérivés d’acide cinnamique.
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b. Les flavonoides

Les flavonoides sont des molécules ayant une structure de type C6-C3-C6. Ils sont constitués
de deux noyaux aromatiques (A et B) reliés a un hétérocycle oxygéné (cycle C). Le niveau
d’hydroxylation de I’hétérocycle C permet de distinguer différents sous-groupes comme les
flavonols, les flavones, les flavanones, les flavanols, les isoflavones, les chalcones et les
anthocyanes (figure 26). Parmi les flavonols, nous avons des composés comme la quercétine et le
kaempférol. Ces derniers existent majoritairement sous forme glycosylée (i.e quercetine-3-O-

rutinoside (Rutine)).

R R,
R, R;

LI, |

: o g

OO ey e
3

OH 0 OH 0 OH

OH
Flavonols Flavanones Flavanols

\ Flavones Anthocyanins Isoflavones /

Figure 26: La famille des flavonoides (Adaptée Bhooshan K et al., 2009)

Ils sont constitués de deux noyaux aromatiques (A et B) reliés a un hétérocycle oxygéné
(cycle C). lls sont divisés en flavonols, les flavones, les flavanones, les flavanols, les
isoflavones, les chalcones et les anthocyanes.



c. Les stillbénes

Les stilbenes sont composés de 2 noyaux aromatiques liés par un groupe éthylénique (figure

27). Parmi les stilbénes, nous avons le resvératrol. Ce dernier est retrouvé dans le vin rouge a des

concentrations comprises entre 0,3 et 2 mg/L. 1l possede des effets cardioprotecteurs (Magyar et

al., 2012; Scalbert and Williamson, 2000).

4 OH)
HO N
_ OH Resveratrol )

Figure 27 : Structure du resvératrol

d. Les lignanes

Les lignanes sont caractérisés par une structure de type C6-C3-C3-C6 comportant deux unités

phénylpropanes qui sont formées par la dimérisation de deux résidues d’acides cinnamiques (figure

28). Parmi les lignanes, nous retrouvons le secoisolariciresinol qui est considéré comme un phyto-

oestrogene.

\_ secoisolariciresinol Y,

Figure 28 : Structure du secoisolariciresinol
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IV.1.5.1.3 Propriétés antioxydantes des polyphénols

De par leurs structures, les polyphénols sont de puissants antioxydants qui sont capable de
neutraliser les radicaux libres (ROS, RNS) en leur donnant soit un électron soit un atome

d’hydrogéne. En plus du piégeage de radicaux libres, les polyphénols sont capables de chélater les

métaux. En effet, ils peuvent directement inhiber la réduction de Fe®* lors des réactions de Fenton,

empéchant ainsi la formation de radicaux hydroxyles (OH") (Perron and Brumaghim, 2009). Leurs

capacités de neutraliser directement les radicaux libres dépend du degré d’hydroxylation et de la
position des groupements hydroxyles sur les noyaux aromatiques. En effet, des groupements
hydroxyles positionnés en ortho- et /ou en para- augmentent leurs activité antioxydantes de certains

polyphénols (Rice-Evans et al., 1996; Gocer and Gulgin, 2011).

A cette capacité antioxydante intrinseque des polyphénols s’ajoute leurs capacités a moduler
I’expression d’enzymes antioxydantes comme la supéroxide dismutase, la catalase, la glutathione
peroxydase via la voie de signalisation Nrf2/keap1/ARE. Cependant, le mécanisme d’activation de
cette voie par les polyphénols est encore mal connu. La translocation du facteur de transcription
Nrf2 serait induite par I’interaction des polyphénols avec le récepteur Ah (aryl hydrocarbon)

cytosolique (Zhang et al., 2003; Kohle and Bock, 2006).

IV.1.5.1.4 Polyphénols et Fibrose tubulo-interstielle

Plusieurs études précliniques et cliniques montrent que I’utilisation des polyphénols pourraient
ralentir la progression de la FTI.
Le resvératrol appartenant a la famille des stilbenes, possede des propriétés anti-inflammatoires et
antioxydantes (Kitada et al., 2011). Dans un modele murin de fibrose rénale accélérée (OUU),

Liang et ses collaborateurs ont pu mettre en évidence que le resvératrol diminuait le dépdt de
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collagénes dans I’interstitium, diminuait 1’expression génique de cytokines pro-inflammatoire
(TNF-a), et pro-fibrosantes (TGF-R) et diminuait la concentration de malondialdehyde (MDA), un
marqueur du stress oxydant. Ces résultats suggérent que le resvératrol posséde des propriétés anti-
fibrosantes qui pourrait étre intéressantes dans le cadre de la FTI. Cependant, une étude pilote dont
I’objectif a été d’évaluer les effets du resvératrol sur I’inflammation et le stress oxydant chez des
patients non-dialysés atteints de MRC révele qu’une supplémentation de 500mg en resvératrol
pendant 4 semaines ne permettait pas d’avoir des effets anti-inflammatoires et antioxydants sur ces
patients (Saldanha et al., 2016). Les auteurs suggerent une autre étude avec une dose plus élevée et
sur une durée plus longue.

D’autres polyphénols comme 1’acide caféique phenetyl ester (CAPE) semble réduire la FTI chez
des souris atteintes de néphropathie diabétique via les voies de signalisation TGF/Smad et
AKt/NFKb/INOS (Wang et al., 2017a). Dans le modéle murin d’OUU, I’épigallocatéchine 3-O-
gallate, diminue le dépot de collageénes/fibronectine dans I’interstitium, diminue 1’expression
protéique de cytokines pro-inflammatoire (TNFa, MCP-1, IL-1R) et inhibe la transition épithélio-
mésenchymateuse (TEM) (Wang et al., 2015b). Le tableau 5 résume les polyphénols qui ont été

étudiés pour leurs propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires dans le cadre de la MRC.
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Tableau 5. Les polyphénols ayant des effets néphroprotecteurs dans le cadre de la

MRC.
Activité anti-inflammatoire/ anti-fibrosante Activité antioxydante
Quercetin J, FGF T™SOD
J Protéinurie et glucosurie
J Protéinurie
4 NLRP3
Curcumin JVEGF JNOand | ONOO-
JTGF-B J 02-and | H202
L CTGF T™SOD
J, Excretion Albumine dans urine ™ CAT
J, Créatinine plasmatique T™Nrf2
JiNOS and J, COX-2 J Péroxydation lipidique
JTNF-a T™GST
JMCP-1 T™HO-1
JINK/NF-kB T™GPX
J NLRP3
Resveratrol J, NF-kB TNrf2
J Excretion Albumine dans urine J Hémoglobine glyquée
J-Hémoglobine glyquée J ROS
J F4/80 J,8-0HdG
J Fibronectine et collagénes J Péroxydation lipidique
JSmad 3 T Enzymes antioxydantes
J Cytokines pro-inflammatoires
Ursolic acid GIL-6 J Péroxydation lipidique
J NF-kB T™SOD
L TNF-a
4 MCP-1
JIL-1B
J, Excretion Albumine dans urine
Epigallocatechin-3-gallate .| NF-kB TNrf2
L NLRP3 T™GPx
4 MCP-1 T™HO-1
L TNF-a J AGE et péroxydation lipidique
LIL-1B L ROS
LTGF-B
JpSmad 2/3
Ja-SMA

J Collagénes letlll
4 Snai1(TEM)

Caffeic acid

J NF-kB

JMCP-1

JTNF-a

JIL-1B

J F4/80

JTGF-B

J a-SMA

J Collagénes |, lll et fibronectine

TSOD

™ CAT

T Nrf2

T™GPx

J Péroxydation lipidique
J Oxydation protéique
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Ces quelques exemples montrent bien que les propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-
fibrosantes des polyphénols sont des propriétés recherchées pour ralentir voire stopper 1’évolution

de laFTI.

IV.1.5.1.5 Biodisponibilité des polyphénols

La bioactivité des polyphénols dépend d’un paramétre important, la biodisponibilité. La
biodisponibilité des polyphénols est la proportion de polyphénols qui est digérée, absorbée et
métabolisée par notre organisme. La biosdisponibilité différe selon le type de polyphénols absorbés
(Manach et al., 2004). Apres ingestion, les polyphénols pourront soit traverser directement la
barriére intestinale ou soit étre métabolisés dans les entérocytes de I’intestin gréle via les systemes
enzymatiques de désintoxication de phase | (oxydation, réduction et hydrolyse) et de phase Il
(glucuronidation, méthylation et sulfatation). Les polyphénols ou les métabolites formés rejoignent
le foie via la veine porte. Au niveau du foie, les polyphénols non conjugués ou les métabolites vont
subir des modifications par les enzymes de phase | et Il et étre libérés dans la circulation
systémique. Une fois dans la circulation systémique, le polyphénol parent ou ses métabolites
peuvent aller dans les tissus afin d’y exercer leurs bioactivités, ou étre excrétés dans la bile ou par
les reins. Les métabolites sécrétés par la voie biliaire subiront une déconjugaison (glucuronidase)
afin d’étre réabsorbés. Ce recyclage entérohépatique pourrait expliquer le fait que certains
polyphénols restent plus longtemps dans 1’organisme (Cardona et al., 2013; Manach et al., 2004).
Ainsi, les métabolites circulants peuvent différer tant de la structure et de la bioactivité du composé
parent dont ils sont issus. La microflore du systeme digestif est également un déterminant important
dans la biodisponibilité des polyphénols conjugues avec des sucres (forme glycosylée). Une partie
de ces polyphénols conjugués peuvent étre hydrolysés au niveau de I’intestin gréle, étre absorbés

et pourront rejoindre la circulation systémique via le systeme porte hépatique. Les autres
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polyphénols non absorbés peuvent étre métabolisés par la microflore présente au niveau du colon
afin de rejoindre de la méme manieére la circulation systémique via le systéme porte hépatique. Les

polyphénols non absorbés sont excrétés par voie fécale (Cardona et al., 2013; Marin et al., 2015).

/ Dietary polyphenols

Bile

Not absorbed

—

]ycones

k- Y.

Figure 30 : Absorption et métabolisme des polyphénols issus de I’alimentation
(Marin L et al., 2015)
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IV.1.5.2 Les plantes médicinales de la Réunion : riche en polyphénols

Depuis des millénaires, les plantes médicinales sont utilisées par ’homme pour leurs
nombreuses propriétés thérapeutiques. Des vertus thérapeutiques qui sont associées a une richesse
en composés phytochimiques biologiquement actifs. Aujourd’hui, avec 1I’évolution technologique
dans le fractionnement, 1’isolation et la caractérisation structurales / physico-chimique de ces
composés font que la recherche de nouvelles molécules thérapeutiques a partir de plante est en
plein essor.

Nous avons la chance a La Réunion d’avoir une biodiversité végétale qui est riche. En effet, selon
I’union internationale pour la conservation de la nature (IUCN), La Réunion possede 848 especes
de plantes indigenes dont 254 especes endémiques de La Réunion. Grace a un travail collaboratif
entre ’APLAMEDOM (Association pour les Plantes Aromatiques et Médicinales de La Réunion),
I’ADPAPAM (Association pour le Développement, la Défense et la Promotion des Plantes a
Parfums Aromatiques et Médicinales), des botanistes et des pharmaciens, La Réunion posséde a ce
jour 27 plantes médicinales inscrites a la pharmacopée francaise (figure 31). Certaines de ces
plantes sont utilisées en médecine traditionnelle pour leurs propriétés anti-inflammatoires,

antioxydantes, antidiabétiques et hypocholestérolémiantes (Poullain et al., 2004).

Dans cette these, nous nous sommes intéresses a une de ces plantes médicinales, Antirhea

Borbonica.
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Badamier Bois de demoiselle Bois d’arnette Bois jaune

Bois d’olive blanc Bois d’olive noir Bois d’'osto  Bois de péche marron Bois de quivi

Fleur jaune Guérit vite

Tombé

Lingue café Patte poule Tamarin

Figure 31 : Les 27 plantes médicinales de La Réunion inscrites a la pharmacopée
francaise
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1V.1.5.2.1 Antirhea Borbonica

a. Généralités

Antirhea Borbonica plus communément connu sous son nom
vernaculaire de Bois d’Osto, est une plante endémique de la Réunion
appartenant a la famille des Rubiacées. Cette plante pousse dans les
foréts humides entre 150 et 1200 métres d’altitude. Elle peut atteindre

10 metres de hauteur.

En médecine traditionnelle, cette plante est consommée sous forme de tisane ou de décoction. Elle
posséde des propriétés anti-inflammatoires, anti-diarrhéiques, antidiabétique et antiulcéreuses

gastriques. En usage externe, elle favorise la cicatrisation (Lavergne, 2016).

b. Données scientifiques

Des études récentes reportent que cette plante préparée sous forme d’infusion posséde de fortes
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires. Ces propriétés ont été associées a une forte teneur
en polyphénols (3%). En effet, des études in vitro et in vivo ont montré sur différents modéles
cellulaires et animaux qu’un extrait enrichi en polyphénols de la plante médicinale Antirhea
borbonica  diminuait la concentration de ROS et diminuait la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (IL-6, TNF- o, MCP-1) (Marimoutou et al., 2015; Arcambal et al., 2020; Ghaddar
et al., 2020). Les propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires de cette plante médicinale

pourraient probablement permettre de ralentir 1’évolution de la FTL
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Nous avons vu dans la partie bibliographique 1’importance des phénomeénes inflammatoires et du
stress oxydant dans le processus de fibrose rénale. Nous avons également montré que, a 1’exception
des inhibiteurs de I’enzyme de conversion et des antagonistes du récepteur AT1 de 1’angiotensine
I1 qui sont les seuls médicaments a étre utilisés en clinique permettant un ralentissement de la
progression de la fibrose rénale et donc un ralentissement de la progression vers I’insuffisance
rénale terminale, il n’y avait, a ce jour, aucun traitement anti-fibrosant. D’autre part, nous avons
montré que les vertus thérapeutiques des plantes médicinales de la Réunion qui sont inscrites a la
pharmacopée francaise étaient vraisemblablement associées aux polyphénols (molécules aux
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires) présents dans ces plantes. Toutefois il n’existe que

tres peu de preuves scientifiques permettant de valider in vivo ces vertus thérapeutiques.

En me focalisant sur une plante médicinale (Antirhea borbonica), endémique de la Réunion,
et la fibrose rénale, ’objectif principal de mon projet de thése a été d’étudier le potentiel

thérapeutique anti-fibrosant des polyphénols présents dans cette plante.

Mes travaux ont été rapportés dans deux publications :

- Article 1 : Veeren B, Ghaddar B, Bringart M, Khazaal S, Gonthier MP, Meilhac O, Diotel N,
Bascands JL. Phenolic Profile of Herbal Infusion and Polyphenol-Rich Extract from Leaves of the
Medicinal Plant Antirhea borbonica: Toxicity Assay Determination in Zebrafish Embryos and

Larvae. Molecules. 2020 Sep 29;25(19):4482. doi:10.3390/molecules25194482.

- Article 2 : Veeren B, Bringart M, Turpin C, Rondeau P, Planesse C, Ait-Arsa |, Gimié F, Marodon

C, Meilhac O, Gonthier MP, Diotel N, Bascands JL. (Scalbert and Williamson, 2000; Magyar et

al., 2012) Biomedicines. 2021 Mar 30;9(4):358. doi: 10.3390/biomedicines9040358.
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Article 1 : Profil phénolique d’une infusion et d’un extrait enrichi en polyphénols préparés a
partir de feuilles de la plante médicinale Antirhea borbonica : détermination de la toxicité

chez les embryons et les larves de poisson zébre.

Bryan Veeren, Batoul Ghaddar, Matthieu Bringart, Shaymaa Khazaal, Marie-Paule Gonthier,

Olivier Meilhac, Nicolas Diotel, Jean-Loup Bascands

Publié dans Molecules 2020, 25, 4482

Dans ce premier article, nous avons procedé a la caractérisation des composés polyphénoliques de
deux préparations de plantes. A partir de broyat de feuilles séchées d’Antirhea borbonica, nous
avons procédé a une extraction aqueuse (infusion) et a une extraction hydro-acétonique. A partir
de ces extraits, nous avons respectivement déterminé la teneur en acides phénoliques totaux et en
flavonoides totaux grace aux tests colorimétriques de Folin-Ciocalteu et de Zychen. Afin de
procéder a I’identification et a la quantification précise de ces polyphénols, nous avons développé
une méthode de séparation par chromatographie liquide couplée a un détecteur UV et a un
spectrométre de masse de haute résolution de type Q-orbitrap (HPLC-ESI-UV-MS/MS). Nous
avons retrouveé les mémes composés phénoliques et flavonoides dans les deux types d’extraits mais
bien slr dans des proportions différentes.

La capacité antioxydante des extraits a également été évalué par le test de DPPH.

Une fois la caractérisation de ces extraits faites, nous avons déterminé la dose létale 50 (DLso : dose
a laquelle est observée 50% de mortalité) de ces extraits sur le modele de poisson zebre (embryons
et larves). Ce test de toxicité a été mis en place sur la base des directives de ’OCDE (Organisation
de coopération et de développement économiques) qui définissent les différents « endpoints »

comme la coagulation des embryons, I’absence de formation de somites, le non-détachement de la
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queue, 1’absence de battements du cceur a suivre sur les 96 H du test pour les embryons. Pour les
larves, seul 1’absence de battements cardiaque est suivie. Dans cette étude nous avons pu
déterminer les DLso ainsi que les doses maximales qui n’induisent pas de mortalité ou d’anomalies

morphologiques.
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Article 1 Molecules 2020, 25, 4482

Phenolic profile of herbal infusion and polyphenol-rich
extract from leaves of the medicinal plant Antirhea
borbonica: toxicity assay determination in zebrafish
embryos and larvae.

Bryan Veeren!, Batoul Ghaddar!, Matthieu Bringart!, Shaymaa Khazaal', Marie-Paule Gonthier?,
Olivier Meilhac?, Nicolas Diotel, Jean-Loup Bascands'*

1.Université de La Réunion, INSERM, UMR 1188, Diabéte athérothrombose Thérapies Réunion Océan Indien
(DETROI), Plateforme CYROI, 2 rue Maxime Riviere, 97490, Sainte-Clotilde, Réunion, France.
* Correspondence: jean-loup.bascands@inserm.fr

Abstract: Antirhea borbonica (A. borbonica) is an endemic plant from Mascarene archipelago in Indian Ocean
commonly used in traditional medicine for its health benefits. This study aims (1) at exploring polyphenols
profiles from two types of extracts: aqueous (herbal infusion)- and acetonic (polyphenol rich)- extracts
from A. borbonica leaves and (2) at evaluating their potential toxicity in vivo for the first time. We first
demonstrated that whatever the type of extraction both extracts displayed significant antioxidant
properties, acid phenolic and flavonoid contents. By using selective liquid chromatography-tandem mass
spectrometry, we performed the polyphenol identification and quantification. Among the 19 identified
polyphenols, we reported that the main ones were caffeic acid derivatives and quercetin-3-O-rutinoside.
Then, we did a Fish Embryo Acute Toxicity to assess the toxicity of both extracts following the OECD
guidelines. In both zebrafish embryos and larvae, the polyphenols-rich extract obtained by acetonic
extraction followed by evaporation and resuspension in water exhibits a higher toxic effect with a median
lethal concentration (LCso: 5.6 g/L) compared to the aqueous extract (LCso: 20.3 g/L). Our data also reveal
that at non-lethal concentrations 2.3 and 7.2 g/L for polyphenol-rich extract and herbal infusion
respectively, morphological malformations such as spinal curvature, pericardial edema and
developmental delay may occur. In conclusion, our study strongly suggests that toxicity of medicinal
plants should be systematically carried out and considered when studying therapeutic effects on living
organismes.

Keywords: Antirhea borbonica; medicinal plants; polyphenols; Zebrafish; toxicity; LC-MS/MS.

1. Introduction

Réunion island, a French volcanic overseas department belonging to the Mascarene Archipelago
(Indian ocean) has never been connected to any other landmasses [1] and is described as one of the 36
world’s biodiversity hotspots [2]. It displays a wide and rich flora with a high percentage of endemic
species. Many of the indigenous and endemic plants from Reunion island have been and are still used for
traditional medicine [3]. Although some studies have reported potential therapeutic effects of these plants
in order to combat hypertension [4], oxidative stress, inflammation [5], parasitosis (i.e. plasmodium) and
virus (i.e Chikungunya, Dengue and Zika) [6-8], their deep content characterization as well as their real
efficiency in vivo remains largely unknown.

Since 2012, 22 medicinal plants have been registered at the French pharmacopeia [9]. Among these
medicinal plants, Antirhea borbonica (A. borbonica) leaves are peculiarly interesting as widely used in
traditional medicine for treating among others diabetes, urinary tract infection, diarrhoea, haemorrhage,
rheumatism and also kidney stones [3,10]. Most of these interesting presumptive effects have been
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attributed to the antioxidant and anti-inflammatory properties of A. borbonica leaves. Based on these
beneficial effects, it has been previously reported that polyphenol-rich extracts from A. borbonica exhibited
strong antioxidant and anti-inflammatory effect, in vitro, on preadipocytes, cerebral endothelial cells and
red blood cells [5,11,12] as well as, in vivo, in a mouse stroke model [13] and a diet-induced overweight
zebrafish model [14]. Importantly these antioxidant and anti-inflammatory biological effects were
associated to the capacity of polyphenols to regulate key molecular targets such as ROS-producing and
detoxifying enzymes, the redox-sensitive translational factor Nrf2 and improve vasoactive markers in these
in vitro and in vivo pathological models [5, 11, 12, 13, 14].

Because A. borbonica seems to display therapeutic effects correlated to its polyphenol content, a
thorough investigation was required to determine its precise phenolic profile composition and its
subsequent potential toxicity. To the best of our knowledge, although registered in French pharmacopeia
and despite the various therapeutic effects suggested in a number of in vitro studies (see above), no
developmental toxicity study has been reported for none of these 22 medicinal plants.

In the present study, we compared the precise phenolic profile of aqueous- and acetonic (polyphenol
rich)- extracts from dried leaves of A. borbonica by performing LC-MS/MS analysis. In a second part, we
investigated the potential toxicity of several concentrations of these extracts using zebrafish model.
Zebrafish (Danio rerio) due to its small-size, high reproductive ability, rapid embryogenesis and
organogenesis, has become the most famous cost-effective alternative model used for large-scale and high-
throughput toxicological and physiopathological studies [15,16]. The transparency of zebrafish embryos
and larvae enables real-time visualization and imaging of drug-effects throughout the developmental
process. This laboratory model is widely used to test compounds toxicity. We consequently determine the
median lethal concentration (LCso) in a zebrafish embryo and larvae models.

2. Results

2.1. Determination of total antioxidant activity and phenolic / flavonoid contents aqueous and acetonic extracts.

Due to their traditional use, A. borbonica leaves are used for herbal infusion, we assessed the
antioxidant capacity of A. borbonica aqueous extract and to parallel it with polyphenols-rich extract
obtained by acetonic solvent-assisted extraction, supposed to contain the maximal yield of
polyphenols. To this end the 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay was performed. As
shown in Figure 1A, both extracts displayed, compared to ascorbic acid (40 g GAE/L) (94.7 £ 0.5%),
an important antioxidant capacity, up to 90.7 + 0.6% and 84.8 + 1.2% (* p < 0.05 vs. 40 g/L of acetonic
extract and $¥p < 0.01 vs. 40 g/L (GAE) ascorbic acid) for polyphenol rich- and aqueous-extracts,
respectively. The DPPH assay on both A. borbonica extracts at different concentrations (40, 30, 22.5,
16.9,12.7,9.5,7.2 and 2.3 g GAE/L is shown in Figure S1 A. The antioxidant activity is reported in
Table 1 as ICso, the required concentration for 50% reduction of the DPPH radical. A minimum
ICs0 value of 3.1 £ 0.3 g/L for the acetonic extract, followed by the ICso value of aqueous extract (3.3
* 0.3 g/L). These results confirm an important free radical-scavenging activity of both extracts
compared to ascorbic acid (2.8 + 0.1 g/L).
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Figure 1. Antioxidant capacity, total phenolic acid and flavonoid contents from A. borbonica extracts. (A) Total
antioxidant capacity of polyphenols-rich extracts from A. borbonica was measured by DPPH assay. Ascorbic
acid was used as positive control. The results are expressed as % of reduced DPPH. (B) Total phenolic
contents of acetonic and aqueous extracts from A. borbonica were determined by using the Folin-Ciocalteu
colorimetric assay at concentration 40 g/L (plant dried powder). The results are expressed as mg gallic acid
equivalent (GAE)/100 g plant dried powder. (C) Total flavonoid contents determined by using the aluminum
chloride colorimetric assay. The results are expressed as mg quercetin equivalent (QE)/100g plant dried
powder. Data are means + SD of three independent experiments. * p <0.05, ** p <0.001 (vs. 40 g/L of acetonic
extract) and % p < 0.01 (vs. 40 g/L (GAE) ascorbic acid).

Table 1. Antioxidant activities of polyphenols-rich extracts from A. borbonica were measured by DPPH assay.
Ascorbic acid was used as positive control. The ICso values were obtained by plotting the percentage of free
radical-quenching activity against logarithm of the different concentrations ranging from 40-2.3 g/L (plant
dried powder) for aqueous and acetonic extracts. The results were expressed in g/L. Data are mean + SD of
three independent experiments.

ICso (g/L)
Ascorbic acid Acetonic extract Aqueous extract
2.8+0.1 31+03 33+0.3

Total phenolic acid and flavonoid contents of acetonic and aqueous extracts were measured by the
Folin-Ciocalteu and aluminum chloride colorimetric methods, respectively, for the following range of
concentration of A. borbonica (40, 30, 22.5,16.9,12.7,9.5,7.2 and 2.3 g/L) (Figure S1 B, C). The highest phenolic
content was exhibited by the acetonic extract with 1778.9 + 34.1 (*** p < 0.001 (vs. 40 g/L of acetonic extract)
mg GAE/100 g dried powder followed by the aqueous extract with 1146.9+14.7 mg GAE/100 g dried powder
at a concentration of 40 g/L (Figure 1B). As shown in Figure 1C, the acetonic extract exhibited the highest
flavonoid content with 1005.6 + 19.3 mg QE/100 g dried powder followed by the aqueous extract with
648.3£8 (*** p < 0.001 (vs. 40 g/L of acetonic extract) mg QE/100 g dry powder at the concentration 40 g/L.

2.2. Characterization of polyphenols from Antirhea borbonica acetonic extract

In order to determine the composition of A. borbonica acetonic extract, a high-resolution accurate mass
spectrometry analysis was performed using a Q-Exactive™ Plus mass spectrometer (Table 2). The
identification of polyphenols was based on their exact mass, their elemental composition, and their
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fragmentation behavior (Figure S2) in comparison with standards and databases. The high-resolution
accurate mass spectrometry analysis revealed the presence of 19 compounds including phenolic acids and
flavonoids in A. borbonica acetonic extracts (Table 2). Similar profiles were obtained from A. borbonica
aqueous extract (Table 51).
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Table 2. Identification of 19 compounds in Antirhea borbonica acetonic extract by LC HESI-UV-MS/MS in negative mode.

Peak number RT (min) Compound Molecular formula Mass error (ppm) [M-H]- MS/MS fragments mzCloud Best Match (%)
1 0.52 D-Quinic acid C7H1206 0.4 191.0554 111.0076 85.5
2 2.17 Protocatechuic acid C7HO4 0.13 153.0184 109.0283 82.7
3 2.63 3-Caffeoylquinic acid C16H180v 1.03 353.0877 191.0554, 179.0343, 173.0447, 135.0441 85
4 3.47 5-Caffeoylquinic acid C16H1809 1.03 353.0877 191.0554, 179.0343, 173.0447, 135.0441 88.3
5 3.68 Caffeic acid CoHs O4 0.2 179.0341 135.0441 80.2
6 4.09 p-Coumaroyl quinic acid isomer C1sH1sOs 1.3 337.0931 191.0550, 173.0446 ,163,0392 84.6
7 4.18 p-Coumaroyl quinic acid isomer C1sH1sOs 1.3 337.0931 191.0550, 173.0446 ,163,0392 84.6
8 4.2 o/m-Coumaric acid CoHsOs 0.2 163.0391 119.049 81.2
9 4.36 Feruloylquinic acid Ci7H2009 0.5 367.1035 191.0550, 173.0446 _
10 4.43 p-Coumaric acid CoHsOs 0.1 163.0391 119.049 81.2
11 4.74 Quercetin-3-O-rutinoside (Rutin) C2H30016 1.6 609.1466 300.0274 94.8
12 4.94 Quercetin-3-O-galactoside C21H20012 1.33 463.0884 300.0274 90.9
13 5.01 Quercetin-3-O-glucoside C21H20012 1.33 463.0884 300.0274 90.9
14 5.26 Kaempferol-O-hexoside Ca1H200u 1.35 447.0935 284.0326 83.7
15 5.45 Kaempferol-O-hexoside Ca1H200u 1.35 447.0935 284.0326 83.7
16 5.82 3,5-Dicaffeoylquinic acid C2sH24012 1.04 515.1196 353.0878, 191.0554, 179.0343, 173.0447, 135.0441 83.6
17 6.02 3,4-Dicaffeoylquinic acid C2sH24012 1.04 515.1195 353.0878, 173.0447, 191.0554, 179.0343, 135.0441 88.1
18 6.2 4-Caffeoylquinic acid Ci1sH1s09 1.03 353.0877 173.0447, 191.0554, 179.0343, 173.0447, 135.0441 86.3
19 6.36 1,4/4,5-Dicaffeoylquinic acid CosH24O12 1.04 515.1194 353.0878, 173.0447, 191.0554, 179.0343, 135.0441 89.1

101



NL: 4 63ES
NCF: FTMS- p ESIFul
m1mm:-:|-15mum;

12032020 _Cuanti_Bois_
OstodSpowrcent_10ul-
sample

Relative Abundance

NL: 1.39E5S
UV_VIS_ 280 nm
12032020 _Quanti_Bois_

-
£ an P Osto3Spourcent_ sample
gw
— E@[:f| o4
gdo ] w.ﬂ-x)
L L=
20 T g -y = & i o © wn % © oo [\(Per= oo
E 0 oe ch-?arr: gg‘?ﬂmﬂ‘ﬂ v oo - _ S W_.“__L
ML: 105E5
P UV_VIS_ 310 nm

12032020 _Quanti_Bois_
Osto3Spourcent_sample

Relative Absorbance

o8 882888

Tirne (rmin)

Figure 2. Spectra obtained for a representative A. borbonica acetone-evaporated extract. (A) Representative total ion chromatogram obtained in negative mode.
(B) UHPLC-UV chromatograms obtained at 280 nm (C) and 310 nm. Typical total ion chromatogram obtained in negative mode and UV chromatograms at
280 nm/ 310 nm. The different molecules are numbered according to their retention times.
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Chromatographic peak 1 (0.52 min) (Figure 2A) showed a precursor ion [M-H]- at m/z 191.0554 with a
predicted molecular formula C7H1Os (mass error 0.4 ppm), suggesting the presence of quinic acid. MS2
spectrum (Figure S2 A) indicated a base peak at m/z 111.0076 associated with successive loss of two water
molecules and a -CO2 group from quinic acid.

Chromatographic peak 2 (2.17 min) showed a precursor ion [M-H]- at m/z 153.0184, with the
following composition C7Hs504 (mass error 0.13 ppm) and a MS2 base peak at m/z 109.0283 resulting from
removal of a -CO2 group (Figure S2 B). Assignation to protocatechuic acid was achieved by using a
commercial standard.

Chromatographic peaks 3, 4 and 18 showed a precursor ion [M-H]- at m/z 353.0878 with the following
predicted molecular formula CisHi7O9 (mass error 1.03 ppm), suggesting the presence of caffeoylquinic acid
isomers (CQA). Indeed, the MS2 spectra (Figure S2 ], C, D) shows the same fragmentation pattern with a
base peak at m/z 191.0554 due to the loss of caffeic acid moiety, main product ions at m/z 179.0343
corresponding to loss of quinic acid moiety, m/z 173.0447 to water loss from quinic acid and m/z 135.0441
to loss of a -CO2 group from caffeic acid. Among these three isomers, only peak 18 (6.2 min) had a MS2 base
peak at m/z 173.0447 allowing the identification of 4-CQA, which is consistent with the 4-acylated mono-
acyl CGAs [17] (Figure S2 ]). Peaks 3 (2.63 min) and 4 (3.47 min) (Figure 2A) can be easily distinguished by
their fragmentation. These peaks had both the same MS2 base peak at m/z 191.0554 which is consistent with
3-CQA and 5-CQA acylation but different intensities for the MS2 ion at m/z 179.0343 as previously reported
[18-20]. They were identified as 3-CQA and 5-CQA, respectively (Figure S2 C,D).

Chromatographic peak 5 (3.68 min) had a precursor ion [M-H]- at m/z 179.0350 with a predicted
molecular formula CoH7Os (mass error 0.2 ppm), suggesting the presence of caffeic acid. A MS2 base peak
was observed at m/z 135.0441 corresponding to loss of -CO2 group from caffeic acid. Furthermore, its
identity was confirmed by comparing the fragmentation spectra and the retention time of a caffeic acid
reference standard.

Chromatographic peaks 6 (4.09 min) and 7 (4.18 min) showed a precursor ion [M-H]- at m/z 337.0931,
which has the predicted molecular formula CisHi7Os (mass error 0.1 ppm), corresponding to p-
coumaroylquinic acid isomers (p-CoQA). These two peaks had the same MS2 base peak at m/z 191.0550
and secondary ions at m/z 173.0446 and 163,0392 corresponding to the dehydrated forms of quinic acid and
coumaric acid, respectively. Peaks 6 and 7 were identified as 3-or 5- p-coumaroylquinic acids [21, 22] (Figure
S2 L, M).

Chromatographic peaks 8 (4.2 min) and 10 (4.43 min) with a precursor ion [M-H]- at m/z 163.0391
which had the predicted molecular formula C1sHi7O9 (mass error 0.2 ppm), could be coumaric acid isomers.
Indeed, these two peaks had the same MS2 ion at m/z 119.049 corresponding to removal of a -CO2 group
from coumaric acid. The identification was further confirmed by comparing the MS2 fragmentation
behaviour and the retention time of a p-coumaric acid reference standard. Therefore, peak 8 was identified
as m/o-coumaric acid and peak 10 as p-coumaric acid (Figure S1 P).

For the chromatographic peak 9 (4.36 min), a precursor ion [M-H]- at m/z 367.1035 with a predicted
molecular formula Ci7H19O9 (mass error 0.5 ppm) was detected, suggesting the presence of feruloylquinic
acid (FQA). The MS2 base peak at m/z 191.0550 associated with quinic acid and product ion at m/z 173.0444
were often found for the 5-FQA [23] (Figure S2 O).

Chromatographic peak 11 (4.74 min) shows a precursor ion [M-H]- at m/z 609.1464, with the following
composition C2zH2O16 (mass error 1.6 ppm) and a MS2 base peak at m/z 300.0274 resulting from the neutral
loss of a disaccharide rutinose linked to quercetin. Its identification as quercetin-3-O-rutinoside (rutin) was
confirmed by comparing the MS2 fragmentation pattern and the retention time of its commercial standard
(Figure S1 E).

Chromatographic peak 12 (4.94 min) and 13 (5.01 min) show a precursor ion [M-H]- at m/z 463.0884,
with the following composition C21H19O12 (mass error 1.33 ppm) and a MS2 base peak at m/z 300.0274
resulting from the neutral loss of a hexose linked to quercetin. Their identification as quercetin-3-O-
galactoside (hyperoside) (peak 12) and quercetin-3-O-glucoside (peak 13) (Figure S2 F) was solved by
comparing their MS2 fragmentation pattern and their retention time to a hyperoside commercial standard
that allowed a reliable discrimination.
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For the chromatographic peaks 14 (5.26 min) and 15 (6.45 min), a precursor ion [M-H]- at m/z 447.0935
with a predicted molecular formula C21H19O11 (mass error 1.35 ppm) was detected, suggesting the presence
of kaempferol hexosides. The MS2 base peak at m/z 284.0326 linked to the loss of hexoside part, reinforced
their identification (Figure S2 G).

For the chromatographic peaks 16, 17 and 19, a precursor ion [M-H]- at m/z 515.1195 with a predicted
molecular formula CzsH2O12 (mass error 1.04 ppm) was detected, suggesting the presence of di-
caffeoylquinic acid isomers (di-CQA). The main MS2 product ions were at m/z 353.0878 due to the loss of
the caffeic acid moiety, m/z 191.0554 corresponding to quinic acid, m/z 179.0342 corresponding to caffeic
acid, m/z 173.0447 corresponding to a dehydrated quinic acid and m/z 135.0440 corresponding to a
decarboxylated form of caffeic acid. Interestingly, among these four isomers, only peak 16 (5.82 min) had a
MS2 base peak at m/z 191.0554, allowing the identification of the 3,5-diCQA (Figure S2 H). The other three
isomers had a MS2 base peak at m/z 173.0447 which is consistent with the 4-acylated mono-acyl CGAs. In
this way, the peak 17 (6.02 min) was assigned to 3,4-diCQA due to a higher intensity of the quinic acid
product ion (m/z 191.0554) than the remaining peaks (Figure S2 I). Due to the lack of standards, peak 19
(6.36 min) was tentatively characterized as either 1,4-diCQA or 4,5-diCQA (Figure S2 Q) [17,18]. Of note,
for most of the identified compounds we found an 80% coverage with the MS2 spectra from the mzCloud
Database.

2.2.1. Phenolic acids quantification by UHPLC-ESI-MS

Quantification by mass spectrometry highlighted a high abundance of cinnamic and benzoic acid
derivatives in both extracts (Table 3, Figure S3). Most of the compounds were found in significantly higher
concentration in acetonic versus aqueous extracts: 0.002162 vs 0.000703 mg/mL of caffeic acid, 0.007596 and
0.001437 mg/mL of dicaffeoylquinic acids isomers and 0.004070 and 0.002415 mg/mL of protocatechuic acid.
Interestingly, the concentration of caffeoylquinic acid isomers (5-CQA / 3-CQA) was higher in aqueous
relative to acetonic extracts (0.010163 vs 0.005559 mg/mL). Anyway, the total amount of phenolic acids and
flavonoids is higher in the acetonic extract than the aqueous extract. These results highlight a notable
amount of phenolic acids in both A. borbonica extracts.

Table 3. Quantification of polyphenols-rich acetonic and aqueous extracts from A. borbonica by HPLC-ESI-
MS. The analysis was performed by using a Q-Exactive™ Plus mass spectrometer at a concentration of 40
g/L. The concentrations of the different compounds were expressed as ng/mL. Data are mean + SD of three
independent experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01 *** p < 0.001 (vs. 40 g/L of acetonic extract). CQA:
Caffeoylquinic acid. Di-CQA: Dicaffeoylquinic acid.

Concentration in acetonic Concentration in aqueous
extract (mg/mL) extract (mg/mL)

Peak Phenolic acids

5 Caffeic acid 0.002162 + 0.000066 0.000703 + 0.000039***
10 p-Coumaric acid 0.002755 + 0.000728 0.001768 + 0.000176*

8 m/o-Coumaric acid 0.000470 + 0.000003 0.000208 + 0.000004

4 5-CQA 0.004718 + 0.000279 0.008558 + 0.000477***
3 3-CQA 0.000840 + 0.000093 0.001604 + 0.000157***
17 3,4-diCQA 0.004704 + 0.000326 0.000503 + 0.000034***
19 1,4/4,5-diCQA 0.000262 + 0.000020 0.000090 + 0.000003**
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16 3,5-diCQA 0.002629 + 0.000161 0.000842 + 0.000029***

2 Protocatechuic acid 0.004070 + 0.000250 0.002415 + 0.000387***
Total 0.023061 0.016693
Flavonols
11 Quercetin-3-O-rutinoside 0.011933 + 0.002018 0.003977 + 0.000473***
12 Quercetin-3-O-galactoside 0.001791 + 0.000204 0.000591 + 0.000033***
14/15 Kaempferol hexosides 0.000216 + 0.000054 0.000044 + 0.000005**
Total 0.013941 0.004612

Quantification by mass spectrometry confirmed the abundance of flavonol derivatives in both extracts
(Table 3, Figure S3). Interestingly, we found 3 times more quercetin-3-O-rutinoside and quercetin-3-O-
galactoside in acetonic than in aqueous extract, and 5 times more kaempferol-hexoxides in acetonic than in
aqueous extract. These results confirmed the presence of notable amounts of flavonoids in both A. borbonica
extracts.

2.3. Zebrafish embryo and larvae acute toxicity test.

2.3.1. Survival and lethality curves on zebrafish embryos

In order to investigate the toxic effect of polyphenols-rich acetonic and aqueous extracts from A.
borbonica, a Fish Embryo Acute Toxicity (FET) test was performed according to the OECD guidelines [24].
Briefly, fertilized zebrafish eggs (0-3 hpf) were incubated with different concentrations of A. borbonica
(acetonic or aqueous extract) until 96 hpf (developmental day 4), the extract being freshly renewed every
day. Within the first day (0 hpf — 24 hpf), none of the embryos survived at the highest concentrations of
acetonic (16.9 g/L) and aqueous (40-22.5 g/L) extracts (Figure 3A, B) as shown by coagulated eggs (Figure
4A, representative picture).

Obviously, the mortality rate is dose dependent (Figure 3A-F). As shown in Figure 3C and D, the
median lethal concentration (LCso) corresponding to the concentration that induced 50% of mortality, was
lower with the acetonic extract than with the aqueous extract (5 + 0.2 g/L vs 17.6 = 1.7 g/L, respectively),
demonstrating the higher toxicity of the acetonic extract. At non-lethal concentrations (2.3 g/L and 7.2 g/L
for acetonic and aqueous extracts, respectively), incubation with polyphenols-rich acetonic and aqueous
extracts from A. borbonica leads to developmental delay and malformations (Figure 4A-D). Although 90%
hatching was measured in the E3 medium, a significant decrease of 75% and 38% in hatching was observed
at 96hpf for the acetonic (2.3 g/L) and aqueous (7.2 g/L) extracts, respectively. This percentage reached 0%
at 7.2 g/L (acetonic) and 9.5 g/L (aqueous) (Figure 4B). For the hatched embryos, who have been exposed to
the two types of extracts we observed 21 + 3 % and 15 + 1.6% of pericardial edema with 2.3g/l of acetonic
and aqueous extracts respectively, this percentage reaching 50% with 7.2gL of aqueous extract (Figure 4C).
Spinal curvature was observed in 14 + 2 % and 15 + 1.5 % of these hatched embryos exposed respectively to
acetonic and aqueous extracts and reached 50% at 7.2 g/l of aqueous extract of A. borbonica (Figure 4D).
Taken together these data demonstrate the deleterious impact of such non-lethal concentrations during
zebrafish development.

The toxicity of polyphenols-rich acetonic and aqueous extracts from A. borbonica was also studied in
zebrafish larvae from 3 to 5 dpf. Indeed, at 3 dpf the swimming larvae already displayed functional livers
and kidney allowing to metabolize a variety of compounds [25-27]. As a consequence, the toxicity of the
respective extracts could be different in zebrafish embryos and larvae. By treating the zebrafish larvae for 2
days in a way similar than in embryos, the respective LCso values were determined for both extracts (Figure
3E, 3F). As in embryo, the LCso is higher with the aqueous extract than with the acetonic one (20.3 g/L vs 5.6
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Figure 3. Survival curves for 96 hpf zebrafish embryos exposed with acetonic (A) or aqueous (B) extracts
from A. borbonica at high concentrations 16.9 g/L (acetonic) and 40 g/L (aqueous), low concentration 2.3 g/L
(acetonic and aqueous), and E3 was considered as control. Median lethal concentration curves (LCso) for 96
hpf zebrafish embryos and 72 hpf larvae exposed to acetonic (C & E) or aqueous (D & F) extracts at different
concentrations ranging from 16.9-1.3 g/L (acetonic) and 40-2.3 g/L (aqueous) during 4 and 2 days,
respectively. The LCso values were expressed in g/L. Data are mean + SD of three independent experiments.
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+ 0.4 g/L). In addition, although no significant differences in LCso were observed between embryos and
larvae, the LCso is weakly higher for larvae than for embryo (20.3 g/L vs 17.6 + 1.7 g/L, respectively). Our
data strongly suggest that even at non-lethal concentrations, these extracts can lead to developmental defects.
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Figure 4. Morphological malformations and delayed development of zebrafish embryos/larvae exposed to A. borbonica extracts. Panel A: From left to right, coagulated
egg (at 24 hpf), delayed hatching, spinal curvature, pericardial edema and control embryos/larvae (96 hpf). Arrows indicated the presence of pericardial edema (PE) and
spinal curvature (SC). Hatchability rates after 4 days of exposure with acetonic and aqueous extracts at 2.3, 7.2 and 9.5 g/L were represented in B. C and D represent the
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percentage of PE and SC, respectively. E3 medium was used as positive control. Data are mean + SD of three independent experiments. $%p < 0.001 (vs. E3 (acetonic)),
** p <0.001 (vs. acetonic extract) and ## p < 0.001 (vs. E3 (aqueous)).
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3. Discussion

Over years, natural phenolic compounds have represented major preventive and/or therapeutic
compounds for improving health issue. Indeed, many epidemiological studies have exhibited the
beneficial effect of polyphenol-rich diet on cancer, diabetes, obesity, cardiovascular and
neurodegenerative diseases [28-35]. Réunion island, a famous biodiversity hotspot, exhibits a wide and
rich flora with 22 medicinal plants registered to the French pharmacopeia [9]. These plants are known
for their use in traditional medicine [3], and have been reported to be rich in polyphenols [36]. However,
they are only poorly characterized concerning their contents, toxicities and their real in vivo preventive
and/or therapeutic properties.

Among these medicinal plants, A. borbonica belonging to Rubiaceae family, is peculiarly interesting
as widely used in traditional medicine for treating among others diabetes, urinary tract infection,
diarrhoea, haemorrhage, rheumatism and also kidney stones [10]. Interestingly, in an ischemia-
reperfusion stroke mouse model exposed to hyperglycemia, A. borbonica polyphenols display
neuroprotective effects preventing the elevation of brain pro-inflammatory cytokine (IL-6) level and
exerting its antioxidant property by decreasing reactive oxygen species (ROS) [13]. More recently a
preventive protective effect of A. borbonica aqueous extract was evidenced in a diet-induced overweight
model in zebrafish displaying oxidative stress and blood-brain barrier leakage [14].

In this work, to the best of our knowledge, we performed for the first time the in-depth
characterization of the polyphenol content of A. borbonica aqueous and acetonic extracts demonstrating
the presence of new molecules never described before for that plant. Furthermore, although used in
humans, the safety profile of A. borbonica is largely unknown and no toxicological studies have been
carried out so far. We consequently provided data concerning the toxicity of the A. borbonica aqueous
and acetonic extracts on relevant in vivo physiological models using zebrafish embryo and larvae.

Polyphenol content of aqueous and acetonic extracts

A quantification by high resolution-mass spectrometry of the acetonic and aqueous extracts
revealed the presence of polyphenols derivatives belonging to phenolic acid and flavonoid classes
known to be the most abundant in plant and plant-based foods [37, 38]. From a qualitative point of
view, no difference was observed between both extracts. Interestingly, although herbal infusion allows
a very powerful polyphenols extraction yield, from a quantitative point of view, the total amount of
phenolic acids and flavonoids remains a little higher in the acetonic extract than the aqueous extract.
This result was expected since it is well known that the polyphenols solubility depends on the solvent
polarity and the kind of extraction used [39-41].

In this work, we have identified 19 main polyphenols. Among them, we observed that the major
compounds of both extracts were quercetin-3-O-rutinoside, caffeoyl- and dicaffeoyl- quinic acids
isomers, protocatechuic acid, coumaric acids isomers and caffeic acid. These results were consistent
with previous ones reported from our laboratory [5]. However, we provide a significant input to this
previous work since our MS? spectral analysis identified new compounds such as quercetin-3-O-
rutinoside, protocatechuic acid and coumaric acids isomers.

The identification of these new compounds could be explained by a different geographical location
of A. borbonica leading to different environmental conditions such as moisture, illumination, altitude
and temperature [42]. Furthermore, in these previous studies, conventional C18 reverse-phase column
was used while in the present study we used a pentafluorophenyl-phase column known to offer a
greater selectivity for several compound classes such as aromatic, isomeric compounds, achieved not
only by hydrophobic interactions as C18 reverse-phase but also by aromatic, -7, dipole-dipole, ionic
interactions and hydrogen bonding [43].

High phenolic acid and flavonoid contents are often associated with high antioxidant capacity of
plant extract [44, 45]. These compounds are characterized by one or several aromatic rings with at least
one hydroxyl group [37]. This particular chemical structure conferred them different antioxidant
activities, due to their ability to directly scavenge free radicals by donating proton/electron [46,47] or by
activating antioxidant signaling pathways [48]. Interestingly, DPPH experiment highlighted the strong
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capacity of both extracts to reduce the DPPH radicals due to their high content in bioactive molecules.
These high antioxidant properties for the acetonic extract are consistent with previous study [5].

Aqueous and acetonic extracts of Antirhea borbonica exhibit developmental and toxicity at high concentrations.

Despite the beneficial effects of natural polyphenols, the safe consumption of beverages from
medicinal plants remains poorly studied. Indeed, polyphenols can also display adverse effects
including carcinogenic/genotoxic ones, act as endocrine disruptors, disturb iron absorption, and also
interact with drugs [49]. We consequently decided to investigate for the first time the potential toxicity
of the medicinal plant A. borbonica by using the zebrafish model. Whilst classical approach for
assessment of drugs and plant extracts toxicity is time consuming, expensive and requires in vitro and
in vivo models (mainly rodents), the zebrafish embryo model emerged as a relevant tool for a first
toxicological screening approach. This developmental model is widely used to assess drug toxicity [15],
and appears as a relevant model given the strong genic homology (more than 70% of human genes have
an orthologue in zebrafish). As well, zebrafish display many evolutionary conserved organs and
physiological processes [16], and exhibits a high fertility rate as well as transparent eggs allowing their
easily monitoring at the different stages of organogenesis [50].

In the present study, we used the fish embryo acute toxicity test (FET) designed by OECD and
known to be a reference in the field [24]. At the highest doses tested (40-16.9 g/L), 100% of mortality was
observed at 24 hpf for both extracts, in spite of the chorion presence which potentially acts as a barrier.
The toxicity of both plant extracts evidenced that the acetonic extract was more toxic than the aqueous
extract (LCso: 5 + 0.2 g/L vs 17.6 = 1.7 g/L, respectively). Such a toxicity may be associated with the high
bioactivity of the plant extracts or the presence of others phytochemical compounds such as alkaloids
and terpenes knowns to be produced for the defense against abiotic and probiotic stresses in plants.
Previous studies have reported that alkaloids significantly contribute to the toxic effect of various plants
[51-53].

Interestingly, for the highest non-lethal concentrations (2.3 g/L (acetonic), 7.2 g/L (aqueous)), we
observed a delay in hatching in a concentration- and exposure time-dependent manner. A significant
hatching reduction of 38% and 75% was observed at 96 hpf for the aqueous (7.2 g/L) and acetonic (2.3
g/L) extracts, respectively. Hatching normally occurs between 72-96 hpf. Although this remains to be
investigated, we can speculate that the delayed hatching observed in our experimental conditions for
treated embryo may be induced by an impairment in the hatching process such as the production-
secretion of hatching enzymes (zhel), cathepsin L (catL1) involved in this physiological process [54] as
well as in the expression of genes (Zip10 and Zntla) involved in zinc metabolism known to be essential
in the development of the hatching gland [55]. In the chorion, a decrease in larvae motricity due to a
delay in the muscular development or an altered larval morphology may also explain the delayed
hatching.

As well, we noticed several malformations such as spinal curvature and presence of pericardium
edema. These defects are known to occur in presence of toxic molecules leading to kidney impairments
or kidney malformations [56-58]. Further investigations are needed to identify the presence of
compounds or metabolites inside the zebrafish embryos responsible for the acute toxicity of A. borbonica
extracts.

We also aimed at identifying the potential toxicity of our extracts in larvae (from 3 to 5 dpf). At 3
dpf, zebrafish larvae exhibit functional liver and kidney suggesting the possible metabolism of several
compounds [59, 60]. Interestingly, the study of the toxicity of polyphenols-rich acetonic and aqueous
extracts from A. borbonica in zebrafish larvae from 3 to 5 dpf, revealed no significant differences in the
median lethal concentrations between larvae and embryos, 5+0.2 g/L vs 5.6+0.4 g/L. and 17.6 +1.7 g/L vs
20.3 g/L for acetonic and aqueous extracts, respectively.

Medicinal plants known as “green gold” are widely used in traditional medicine for centuries
across the world. The relatively toxic effect of the medicinal plant relies on different parameters such as
plant part used, composition, preparation method and concentration. Among plant-based beverages
preparation, the infusion is the most commonly used after decoction. Therefore, we studied the
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potential toxic effect of an aqueous extract from A. borbonica on zebrafish embryos. A median lethal
concentration of 17.6 + 1.7 g/ was found. This concentration is higher than the concentration
recommended by the herbalist for this method of preparation, around 1-4 g for 1 liter. However, we
must remain vigilant about taking this aqueous extract which can have teratogenic effects, especially
during pregnancy.

Conclusions

In this study, we identified new major polyphenols such as quercetine-3-O-rutinoside,
protocatechuic acid and coumaric acids isomers which have to be taken into account regarding anti-
oxidant and anti-inflammatory effect of A. borbonica. We report for the first time the potential embryonic
and larval toxicity at high concentrations of both acetonic and aqueous extracts from the medicinal plant
A. borbonica by using the zebrafish embryo model. The present work will be useful to supplement
current data on medicinal plant registered at the French pharmacopeia and more generally can be
considered as a “proof of concept study” for further analysis of medicinal plants.

4. Materials and Methods

4.1. Reagents/Standards

Folin-Ciocalteu reagent, sodium carbonate, sodium nitrite, aluminum chloride, DPPH, caffeic acid,
caffeoyquinic acid, p-coumaric acid, protocatechuic acid, kaempferol, hyperoside, rutin hydrate and
dimethylsufoxide (DMSO) were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Solvents as
acetone, acetonitrile, methanol and water (HPLC-MS grade) were purchased from Carlo erba (Peypin,
France).

4.2. Plant material

Antirhea borbonica J.F Gmelin (A. borbonica) powder (leaves) was obtained from APLAMEDOM
institute (Association pour les plantes aromatiques et médicinales de La Réunion) and registered under
the following code: DéETROI.002/2018 stating the date of collection and the GPS coordinates
(21°05'44.9”S, 55°39'06.6"E), altitude: 770m. The pharmacist and director of APLAMEDOM performed
the botanical identification of A. borbonica. The dried (air-dried protected from direct light) leaves were
reduced to powder by using a laboratory grinder. Crushed leaves of A. borbonica were conserved at -
20°C.

4.3. Preparation of the plant extracts

Acetonic extract from A. borbonica was obtained after dissolving 1g of crushed leaves in 25 mL of
an aqueous acetonic solution (70%, v/v). After incubation at 4°C for 90 min, the mixture was centrifuged
at 3500 rpm at 4°C for 20 min and polyphenol-rich supernatant was collected and dried by using a rotary
evaporator. The extract was resuspended with identical volume of E3 medium (classical embryonic
medium), filtered with 20 pm membrane and stored at —20°C until analysis.

Aqueous plant extract (40 g/L) was prepared by infusion technique. Briefly, 1 g of crushed leaves
was added with 25 mL of boiled E3 medium for 10 minutes under stirring. The resultant extract was
filtered with 20 pm membrane, aliquoted and stored at -20°C until analysis.

For toxicity test using fertilized eggs and larvae zebrafish, aqueous extract was prepared every day
extemporaneously.

4.4. Measurement of the total antioxidant capacity of polyphenol-rich plant extracts

The total antioxidant capacity was assessed by using the 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
radical scavenging assay. Briefly, in a 96-well microplate, 200 uL of a 0.25 mM DPPH solution and 40
pL from different concentrations (40-2.5 g/L (GAE)) of acetone-evaporated or aqueous extracts were
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added and incubated at 25 °C for 30 min. Ascorbic acid solutions prepared at the same concentrations
range (gallic acid equivalent) were used as antioxidant standard. The absorbance (Abs) was read at 517
nm (FLUOstar Optima, Bmg Labtech). The percentage of free radical-quenching activity of DPPH was
calculated from the following formula:

(1) Antioxidant Capacity (%) = [(AbScontrol-Astample) / AbScontrol] x 100

Inhibitory concentrations (ICs) values corresponding to the concentrations reducing 50% of the
initial DPPHe values were obtained by plotting the percentage of free radical-quenching activity against
logarithm of the different concentrations ranging from 16.9-1.4 g/L (acetonic) and 40-2.5 g/L (aqueous).
Once the concentration values were transformed, a nonlinear regression (log (inhibitor) vs. response-
variable slope) was applied to obtain a sigmoid curve.

4.5. Determination of phenolic acid content

The total phenolic acid contents in acetone-evaporated and aqueous extracts were determined by
using the Folin—Ciocalteu assay [61] with slight modifications. Briefly, in a 96-well microplate, 25 uL of
plant extract, 125 pL of Folin-Ciocalteu’s phenol reagent (Sigma Aldrich) and 100 puL of 75 g/L sodium
carbonate (Sigma) were added and incubated at 50°C for 15 min and then at 4°C for 3 min. The
absorbance was measured at 760 nm (FLUOstar Optima, Bmg Labtech). A calibration curve between
12.5-300 uM was prepared using a standard solution of gallic acid (Sigma-Aldrich, Germany). The total
phenolic acid contents were expressed as mg gallic acid equivalent (GAE) per 100 g dried plant powder.

4.6. Determination of flavonoid content

The total flavonoid content was determined by using the aluminum chloride (AICI3) colorimetric
assay, adapted from Zhishen et al. [62]. For this measurement, 100 puL of sample were mixed in a 96-
well microplate with 6 uL of 5% aqueous sodium nitrite (NaNO2) solution. After 5 min, 6 uL of 10%
aqueous AICI3 were added and the mixture was vortexed. Then, after 1 min incubation, 40 pL of 1 M
NaOH were added. The absorbance was read at 510 nm (FLUOstar Optima, BMG Labtech). A
calibration curve between 6.25-300 uM was prepared using a standard solution of quercetin. The total
flavonoid contents were expressed as mg quercetin equivalent (QE) per 100 g dried plant powder.

4.7. Polyphenolic compounds identification and quantification by LC-UV-ESI-MS/MS

Polyphenols extracted from A. borbonica acetone-evaporated or aqueous extracts were identified
by ultra-high-performance liquid chromatography coupled with diode array detection and HESI-
Orbitrap mass spectrometer (Q-Exactive™ Plus, Thermo Scientific). Briefly, 10 puL of sample were
injected using an UHPLC system equipped with a Thermo Fisher Ultimate 3000 series WPS-3000 RS
autosampler and then separated on a PFP column (2.6 um, 100 mm x 2.1 mm, Phenomenex, Torrance,
CA, United States). The column was eluted with a gradient mixture of 0.1% formic acid in water (A)
and 0.1% formic acid in acetonitrile (B) at the flow rate of 0.450 mL/min, with 5% B at 0.00 to 0.1 min,
35% B at 0.1 to 7.1 min, 95% B at 7.2 to 7.9 min and 5% B at 8.0 to 10 min. The column temperature was
held at 30°C and the detection wavelength were set to 280 nm and 310 nm allowing identification of
phenolic acids and flavonoids, respectively.

For mass spectrometer conditions, a Heated Electrospray Ionization source II (HESI II) was used.
Nitrogen was used as drying gas. The mass spectrometric conditions were optimized as follows: spray
voltage 2.8 kV, capillary temperature 350°C, sheath gas flow rate 60 units, aux gas flow rate 20 units
and S lens RF level 50. Mass spectra were registered in full scan mode from m/z 100 to 1500 in negative
ion mode at a resolving power of 70,000 FWHM at m/z 400. The automatic gain control (AGC) was set
at 1e6. The MS/MS spectra were obtained by applying a relative higher energy collisional dissociation
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(HCD) energy of 25%. Identification of the compounds of interest was based on their retention time,
exact mass, elemental composition, MS fragmentation pattern and comparisons with available
standards and the advanced mass spectral database, m/z Cloud, https://www.mzcloud.org. Data were
acquired by XCalibur 4.1 software (Thermo Fisher Scientific Inc.) and processed with compound
discoverer 2.1 and Skyline 20.1 software. (MacCoss Lab.)

4.7.1. Preparation of standard solution, calibration curves and method validation

Standard stock solutions of caffeic acid, caffeoylquinic acid, kaempferol, quercetin-3-O-rutinoside,
quercetin-3-O-galactoside, protocatechuic acid, coumaric acid were dissolved in methanol at
concentration of 1 mg/mL. A mixed stock solution containing 10 pug/mL of each polyphenol standard
was prepared in methanol. Calibration standard solutions were prepared by dilution of the mixed stock
solutions in 0.1% formic acid in water to obtain the desired calibration curves ranging from10 to 4000
ng/mL. The quality control (QC) samples were prepared at 25 ng/mL, 250 ng/mL and 4000 ng/mL and
analysed in triplicate within each batch.

The calibration curves were built by plotting the peak area of the analytes against the
corresponding analytes concentrations with linear regression using standard samples at nine
concentrations. The calibration curves of each polyphenols had a correlation coefficient (R2) of 0.99.
Method accuracy was estimated by calculating the percent deviation observed in the analysis of QC
samples and expressed by relative error. Intraday precision was estimated by analysing QC samples at
three concentration levels (25, 250, 4000 ng/mL) of the seven analytes within 24 h (n=8). Inter-day
accuracy was estimated by repeated analysis of QC samples (n=8).

The variability was expressed as the relative standard deviation (RSD, %) and the accuracy was
expressed as the relative error (RE, %). The limit of quantification (LOQ) was defined as the lowest
analytical concentration of the calibration curve at which the measured precision expressed as relative
standard deviation (RSD) was within 20% and the accuracy expressed as relative error (RE) was in the
range of 20%.

4.8. Zebrafish husbandry

Adult AB wildtype zebrafish (Danio rerio, AB strain) were housed in the zebrafish facility of the
CYROI/DéTROI, La Réunion (A974001). They were maintained under standard conditions of
photoperiod (14 hours dark/10 hours light), temperature (28.5°C), conductivity (400 pS) and pH (7.4).
Zebrafish were fed daily (3 times a day) with commercially available food (Planktovie, GEMMA 300).
All animal experiments were performed in CYROI/DéTROI (UMR 1188) and conducted in accordance
with the French and European Community Guidelines for the Use of Animals in Research (86/609/EEC
and 2010/63/EU).

4.9. Developmental toxicity test (zebrafish embryos)

The day before the starting of the toxicity test assay, breeding males and females (optimal ratio 2:1)
were placed in the same tank but were physically separated. The next day, 1h after light onset, fish
couples were allowed to spawn for 1h. The eggs were collected, rinsed with fish water system, randomly
mixed and quickly distributed in the different concentrations of A. borbonica aqueous and acetone-
evaporated extracts prepared with E3 medium. The treatment is performed between 1- and 3-hours post
fertilization (dpf) for embryos and between 3-5dpf for larvae. The quality of the spawn (>70% of
fertilization) was checked for fitting with the OECD recommendations (guidelines 236: Fish Embryo
Acute Toxicity (FET) Test) [24]. The fertilized eggs were selected using a stereomicroscope and
dispatched in a 24 well-plate as follows: in each well, five fertilized eggs were placed in 2 mL of the
respective concentrations of either A. borbonica aqueous extract (40, 30, 22.5, 16.9, 12.7, 9.5, 7.2 and 2.3
g/L) or A. borbonica acetone-evaporated extract (16.9, 12.7,9.5,7.2, 5.4, 4, 3, 2.3, 1.7 and 1.3 g/L) diluted
in E3 medium. The concentration range was chosen on the basis of traditional use which consists of
infusion of 1-4 g of dried leaves in 1 liter of boiled water for 10 minutes. Because A. borbonica has been
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registered at the French pharmacopeia this concentration was supposed to be non-toxic in adult. Thus,
the lowest doses tested were 2.3 g/L and 1.3 g/L for aqueous and acetone-evaporated extract,
respectively.

A total of 20 eggs or 10 larvae were tested for each concentration. These experiments were repeated
three times independently. The 24 well-plate was incubated at 26°C +/- 1°C. Negative controls (E3
medium only) and positive controls (E3 medium + 25% DMSQO) were also placed in the 24 well-plate.

The treatment was renewed each day using a freshly prepared A. borbonica extracts. Zebrafish
development was carefully checked by using a stereo microscope (Nikon SMZ18) at 24, 48, 72 and 96
hpf looking at four apical observations as indicators of lethality according to the OECD guidelines 236:
(i) coagulation of fertilized eggs, (ii) lack of somite formation, (iii) lack of detachment of the tail-bud
from the yolk sac, and (iv) lack of heartbeat. At the end of the exposure period, acute and developmental
toxicity (teratogenicity) were determined according to the OECD ruled based on a positive outcome in
any of the four apical observations recorded. The percentage of mortality was determined by using the
following equation:

(2) Mortality (%) = (Number of dead embryos / Total number of embryos) x 100

Lethal concentrations (LCso) corresponding to the concentration that induced 50% of mortality
were obtained by plotting the percentage of cumulative mortality at 96 hpf against logarithm of the
different concentrations. A nonlinear regression (log (inhibitor) vs. response-variable slope was applied
to obtain a sigmoid curve. In addition, morphological abnormalities such as spinal curvature, delay in
pigmentation, delay in eyes color and delay hatching were recorded.

4.10. Statistical analyses

Data are expressed as the mean + standard deviation (SD) from at least three independent
experiments performed in triplicate. Statistical analyses and determination of ICso/LCs0 were performed
with Graph-Pad Prism 6.3 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Comparison between more
than 2 groups was determined by using one-way ANOVA followed by Dunnett’s test. A p-value <0.05
was considered statistically significant.

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1, Figure S1: title, Table S1:
title, Video S1: title.Supplementary Materials: The following are available online. Figure S1: Total phenolic acid,
flavonoid contents and antioxidant capacity from A. borbonica extracts. Figure S2: Fragmentation pattern of each
identified compound obtained in negative mode. Figure S3: Quantification of polyphenols-rich acetonic and
aqueous extracts from A. borbonica by UHPLC-ESI-MS. Table S1: Identification of 20 compounds in Antirhea
borbonica herbal infusion by LC-HESI-UV-MS/MS in negative mode. Table S2: Percentage of coagulated embryos
at 1dpf and of developmental malformations (Pericardial Edema (PE); Spinal Curvature (SC)) for embryos at 4dpf
and larvae at 5dpf.
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Figure S1. Total phenolic acid, flavonoid content and antioxidant capacity from A. borbonica extracts.

(A) The total antioxidant capacity of polyphenols-rich extracts from A. borbonica (A.b) were measured by DPPH
assay at different concentrations ranging from 40 to 2.3 g GAE/L. Ascorbic acid was used as positive control. The
results were expressed as % DPPH reduced. (B) The total phenolic contents of an acetonic and aqueous extracts
from A. borbonica were determined by using the Folin-Ciocalteu colorimetric assays at different concentrations
ranging from 40 to 2.3 g/L (dried plant powder). The results were expressed as mg gallic acid equivalent (GAE)/100
g dried plant powder. (C) The total flavonoid contents were determined by using the aluminum chloride
colorimetric assay. The results were expressed as mg quercetin equivalent (QE)/100g dried plant powder. Data are
mean + SD of three independent experiments. * p < 0.05, ** p <0.01, ** p <0.001 (vs. acetonic extract).
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Figure S2. The fragmentation pattern of each identified compounds obtained in negative mode.

(A) Quinic a. (B) Protocatechuic a. (C) 3-Caffeoylquinic a. (D) 5-Caffeoylquinic a. (E) Quercetin-3-O-rutinoside (F) Quercetin-
3-O-glucoside (G) Kaempferol-O-hexoside (H) 3,5-Dicaffeoylquinic a. (I) 3,4-Dicaffeoylquinic a. (J) 4-Caffeoylquinic a. (K)
Caffeic a. (L) p-Coumaroylquinic a. (M) p-Coumaroylquinic a. (N) o/m-coumaric a. (O) Feruloylquinic a. (-ORz2) (P) p-
coumaric a. (Q) 1,4-Dicaffeoylquinic a.(-OR1) / 4,5-Dicaffeoylquinic.a (-ORz) .
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Figure S3. Quantification of polyphenols-rich acetonic and aqueous extracts from A. borbonica by UHPLC-ESI-

MS.

The analysis were performed by using a Q-Exactive plus mass spectrometer at different concentrations ranging
from 40 to 2.3 g/L (dried plant powder). (A) Caffeic a. (B) p-Coumaric a. (C) o/m-Coumaric a. (D) 5-Caffeoylquinic
a. (E) 3-Caffeoylquinic a., (F) 3,4-Dicaffeoylquinic a., (G) 1,4/4,5-Dicaffeoylquinic a. (H) 3,5-Dicaffeoylquinic a. (I)
Quercetin-3-O-rutinoside (J) Quercetin-3-O-glucoside (K) Protocatechuic a. The concentrations of compounds were
expressed as ng/mL. Data are mean * SD of three independent experiments. * p <0.05, ** p <0.01 (vs. acetonic

extract). Item 2 Under limit of quantification (<LOQ).
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Table S1. Identification of 20 compounds in Antirhea borbonica herbal infusion by LC-HESI-UV-MS/MS in
negative mode

Compound Molecular formula M?;;:)r or [M-HJ
D-(-)-Quinic acid C7H1206 0.4 191.0554
Gallic acid C7Hs0s 0.2 169.0142
Protocatechuic acid C7HeOs 0.13 153.0184
3-Caffeoylquinic acid C16H1809 1.03 353.0877
5-Caffeoylquinic acid C16H1809 1.03 353.0877
Caffeic acid Co Hs Os4 0.2 179.0341
p-Coumaroyl quinic acid isomer Ci16Hi180s 1.3 337.0931
p-Coumaroyl quinic acid isomer Ci16H180s 1.3 337.0931
o/m-Coumaric acid CoHsOs 0.2 163.0391
Feruloylquinic acid C17H2009 0.5 367.1035
p-Coumaric acid CoHsOs 0.1 163.0391
Quercetin-3-O-rutinoside (Rutin) C27H30016 1.6 609.1466
Quercetin-3-O-galactoside (hyperoside) C21H20012 1.33 463.0884
Quercetin-3-O-glucoside C21H20012 1.33 463.0884
Kaempferol-O-hexoside C21H200n 1.35 447.0935
Kaempferol-O-hexoside C21H200n 1.35 447.0935
3,5-Dicaffeoylquinic acid Ca5H24012 1.04 515.1196
3,4-Dicaffeoylquinic acid CasH24012 1.04 515.1195
4-Caffeoylquinic acid C16H1809 1.03 353.0877
1,4/4,5-Dicaffeoylquinic acid Ca5H21012 1.04 515.1194
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Discussion & perspectives (Publication 1)

Cette etude a permis de montrer que les extraits aqueux et hydro-acétonique d’Antirhea
borbonica possédaient tous les deux de fortes teneurs en acides phénoliques/ flavonoides. Ces
dernieres étaient plus élevées pour I’extrait hydro-acétonique que pour I’extrait aqueux et cela
quelle que soit la méthode de quantification utilisée (polyphénols totaux vs spectrométrie de

masse).

Les analyses de spectrométrie de masse ont permis 1’identification de 19 polyphénols. Parmi
les acides phénoliques majoritaires identifiés sont retrouvés des dérivés d’acide caféique
comme les isomeres d’acide caffeoylquinique (acide chlorogénique) et les isomeres d’acide
dicaffeoylquinique. 1l est intéressant de noter que pour les flavonoides, la rutine (quercetine-3-
O-rutinoside) est majoritaire. Nous avions pu identifier 7 nouveaux polyphénols qui n’ont
jamais été reporté pour cette plante a savoir des isoméres et des dérivés de 1’acide coumarique
(i.e p-coumaric acid, p-coumaroyl quinic acid), I’acide protocatéchuique et I acide
feruloylquinique. De plus, la présence de polyphénols dans les deux types d’extraits leur a

conféré une capacité antioxydante comprise entre 85 et 91% par la méthode du DPPH.

Il est important de noter que dans cette étude nous avons utilisé des extraits enrichis en
polyphénols et que d’autres composés phytochimiques comme des alcaloides, des terpenes et
des caroténoides peuvent étre présents. De plus, la méthode HPLC-MS/MS a été optimisée pour
la séparation et la détection de composés de types acide phénolique/flavonoides. Nous
pourrions a I’avenir développer des méthodes HPLC-MS/MS plus spécifiques pour les
composés phytochimiques cités précédemment afin d’avoir une caractérisation plus précise des

plantes médicinales de La Réunion.

126



11 s’agit de la premicre étude toxicologique visant a déterminer la DLsp d’extraits d’une plante
médicinale, a la fois sur le développement embryonnaire (ceufs de poisson zébre) mais aussi
sur un organisme vivant (larve de poisson zebre). Gréace a ce modele nous avons pu déterminer
des DLso plus élevées chez la larve que I’embryon. Il est rassurant de noter que ces
concentrations toxiques sont tres en dessus des concentrations utilisees en médecine
traditionnelle. De plus, nos résultats montrent que méme a des doses non létales il peut y avoir
des effets sur le développement embryonnaire.

Cette étude toxicologique sur les différents stades de développement du poisson zebre est une
preuve de concept qui permettra d’évaluer la toxicité des autres plantes médicinales ou méme
d’évaluer la toxicité d’autres types de composés. Néanmoins, cette preuve de concept peut étre
amelioré en allant plus loin dans la caractérisation de cette toxicité. En effet, une analyse
métabolomique par spectrométrie de masse peut permettre d’identifier le ou les composés
responsables de cette toxicité. Par la suite, le ou les composés cibles potentiellement
responsables peuvent étre testés sur ce modéle de poisson zebre. 1l serait également intéressant
de déterminer par spectrométrie de masse la présence et la quantité des divers polyphénols et
métabolites dans les organes (cerveau, foie, ceeur, rein).

Pour aller plus loin dans les effets de ces composés sur le rein notamment rechercher
d’éventuels effets néphrotoxiques (sur le développement et post développement) nous pourrons
utiliser le modéle de poisson zebre transgénique (wtlb:EGFP) qui permet de visualiser les
néphrons en vert. De méme en utilisant le modeéle d’insuffisance rénale aigue induite par la
gentamicine (Hentschel DM et al, 2005) il sera possible d’étudier le potentiel thérapeutique
régenératif a la fois au niveau histologique et fonctionnel (mesure du débit de filtration

glomérulaire) de doses non toxiques de polyphénols.
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Article 2 : L’acide caféique, un des acides phénoliques majoritaires de la plante

meédicinale Antirhea borbonica, réduit la fibrose tubulointerstitielle rénale.

Bryan Veeren, Matthieu Bringart , Chloe Turpin, Philippe Rondeau , Cynthia Planesse , Imade
Ait-Arsa , Fanny Gimié , Claude Marodon , Olivier Meilhac , Marie-Paule Gonthier , Nicolas

Diotel , Jean-Loup Bascands

Publié dans Biomedicines 2021, 9, 358

Dans ce deuxieme article, nous avons étudié le possible effet anti-fibrosant d’un extrait
d’Antirhea borbonica enrichit en polyphénols par extraction acétonique en utilisant le modele
d’obstruction unilatérale urétérale (OUU) chez la souris. Ce modele est tres utilisé en recherche
préclinique car il reproduit de maniere accélérer (cing jours) le développement de la fibrose
tubulointerstitielle. Ce mod¢le consiste a ligaturer I’uretére gauche empéchant 1’évacuation de
I’urine. Cette accumulation d’urine dans le rein conduit a une dilatation des tubules et & une
hydronéphrose qui génére en quelques jours une fibrose tubulointerstitielle sévere. Ce modeéle
permet donc d’établir des preuves de concept quant a I’efficacité de composés sur la progression
de la fibrose tubulointerstitielle rénale. Nos expériences montrent un effet curatif de 1’extrait
enrichit en polyphénols. Cet effet curatif anti-fibrosant a été reproduit par 1’acide caféique qui
est le polyphénol majoritaire d’Antirhea borbonica. Pour la premiere fois nous avons pu
montrer la distribution spatiale de cet acide caféique (administré par gavage oral) au niveau du

rein en utilisant I’imagerie par spectrométrie de masse (systeme DESI).
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Caffeic Acid, One of the Major Phenolic Acids of the
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Abstract: The renal fibrotic process is characterized by a chronic inflammatory state and oxidative
stress. Antirhea borbonica (A. borbonica) is a French medicinal plant found in Reunion Island and known
for its antioxidant and anti-inflammatory activities mostly related to its high polyphenols content. We
investigated whether oral administration of polyphenol-rich extract from A. borbonica could exert in
vivo a curative anti-renal fibrosis effect. To this aim, three days after unilateral ureteral obstruction
(UUO), mice were daily orally treated either with a non-toxic dose of polyphenol-rich extract from A.
borbonica or with caffeic acid (CA) for 5 days. The polyphenol-rich extract from A. borbonica, as well as
CA, the predominant phenolic acid of this medicinal plant, exerted a nephroprotective effect through
the reduction in the three phases of the fibrotic process: (i) macrophage infiltration, (ii) myofibroblast
appearance and (iii) extracellular matrix accumulation. These effects were associated with the mRNA
down-regulation of Tgf-f, Tnf-a, Mcpl and NfkB, as well as the upregulation of Nrf2. Importantly, we
observed an increased antioxidant enzyme activity for GPX and Cu/ZnSOD. Last but not least,
desorption electrospray ionization-high resolution/mass spectrometry (DESI-HR/MS) imaging
allowed us to visualize, for the first time, CA in the kidney tissue. The present study demonstrates that
polyphenol-rich extract from A. borbonica significantly improves, in a curative way, renal
tubulointerstitial fibrosis progression in the UUO mouse model.

Keywords: Antirhea borbonica; kidney fibrosis; polyphenols; caffeic acid; antioxidant enzymes; DESI-
imaging

1. Introduction

A common deleterious consequence of most chronic kidney diseases (CKD) is the interstitial
accumulation of extracellular matrix leading to tubulointerstitial fibrosis, which is closely correlated
with the loss of renal function [1-4]. The process of renal fibrosis can be seen as an ongoing wound-
healing process maintained by a chronic inflammatory reaction [5,6]. Halting renal fibrosis progression
appears as a relevant therapeutic strategy to at least delay CKD progression. Although significant
progress in the understanding of the molecular mechanisms occurring during fibrosis has been made
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[6], specific antifibrotic drugs and/or treatments are still clearly lacking. To the best of our knowledge
the only drugs used in clinic to slow down the progression of CKD are angiotensin-converting enzyme
inhibitors and angiotensin type I receptor blockers [7-9]. Diabetic kidney disease remains the main
cause of CKD, leading to end-stage kidney disease in both type 1 and type 2 diabetes [10]. Recently,
sodium—glucose linked transporter-2 (SGLT2) inhibitors appeared to be the most promising
nephroprotective drugs in diabetic kidney disease [11,12]; however, an antifibrotic effect has only been
evidenced in animal studies [13]. There is thus a need and ample space to develop new therapeutic
approaches targeting tubulointerstitial fibrosis in the kidney for combatting these pathological
processes [14].

Chronic infiltration of immune cells in renal tissue, as well as chronic hypoxia and oxidative stress,
are clearly involved in the initiation and progression of the chronic fibrosis process. At present, targeting
chronic inflammation and oxidation seems to be a reasonable option to slow down renal fibrosis
progression. Indeed, a number of experimental studies have demonstrated the efficiency of targeting
inflammation and oxidative stress [14-17]. However, translation to the clinic is either missing or has
been, most of the time, disappointing due to non-desirable side effects [14-17]. In addition, due to the
chronicity of renal diseases one might wonder if a long-term specific anti-inflammatory treatment
would promote susceptibility to infection. Taken together, it seems that targeting a single factor or
pathway is not sufficient to efficiently prevent renal tubulointerstitial fibrosis. Therefore, it is
understandable that a growing number of studies have investigated the health benefit of traditional
medicine, also called natural/herbal medicine, including medicinal plants, which can be considered as
a “multidrug” therapy. However, regarding the use of herbal medicine in the prevention and treatment
of CKD, and more precisely tubulointerstitial fibrosis, very few studies have been carried out mainly
due to the dramatic consequences associated with the ingestion of Chinese herbal medicine containing
aristolochic acid [18,19]. It is thus very important to perform rigorous preclinical investigations to assess
the presence of nephrotoxic molecules, as well as the beneficial and/or deleterious/toxic effects of these
plants/molecules, particularly in the context of kidney disease.

In Reunion Island, since 2012, 27 medicinal plants have been registered at the French pharmacopeia
[20] (https://ansm.sante.fr/, accessed on 30 March 2021). Most of them are known for their antioxidant
and anti-inflammatory activities related mostly to their polyphenols content. However, although a

number of studies (mostly in vitro studies) have reported various potential therapeutic effects such as
antihypertensive [21], antioxidant, anti-inflammatory [22], antiviral [23], antiplasmodial and anti-
Chikungunya effects [24], as well as an inhibitory effect on Dengue and Zika virus infection [25], the in
vivo validation phase for further medical uses of these effects on preclinical models is missing.

Antirhea borbonica (A. borbonica) leaves are peculiarly interesting, as they are widely used in
traditional medicine for treating, among others, diabetes, urinary tract infection, diarrhea, hemorrhage,
rheumatism and also kidney stones [26,27]. Our laboratory has shown that A. borbonica exhibited strong
antioxidant and anti-inflammatory effects, in vitro, on preadipocytes, cerebral endothelial cells and red
blood cells [22,28,29]. Those antioxidant and anti-inflammatory biological effects were mainly
associated with the capacity of polyphenols to down-regulate on one hand key molecular targets such
as IL6, MCP-1 and NF-kB, and on the other hand increase superoxide dismutase (SOD) as well as the
redox-sensitive translational factor Nrf2. In addition, the in vitro studies showed that predominant
polyphenols such as quercetin, chlorogenic and caffeic acids were able to reduce free radicals through
DPPH and AAPH radical-scavenging tests [22,28,29].

More recent data obtained in vivo also highlight a preventive protective effect of A. borbonica
aqueous extract in a zebrafish diet-induced overweight model in displaying cerebral oxidative stress
and blood-brain barrier leakage [30], as well as in a mouse stroke model [31]. Registration at the French
pharmacopeia supposes that the medicinal plants are devoid of toxic effects in humans. Most of the
time, this statement is based on ethnobotany investigations, mainly oral information/folk knowledge,
claiming that the consumption of the plant is free from toxicities and side effects. However, regarding
A. borbonica, to the best of our knowledge, no in vivo preclinical study investigating a putative
nephroprotective effect has been reported. We have recently reported a detailed (qualitative and
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quantitative) phenolic profile as well as the antioxidant activity of aqueous and organic extracts of A.
borbonica and determined the LCsoof both extracts on a zebrafish embryos model [32] according to the
OECD (Organisation for Economic Co-operation and Develpoment) guidelines, allowing us to safely
investigate in vivo the effect of A. borbonica in a kidney disease context.

Because of the potential therapeutic interest of A. borbonica against renal tubulointerstitial fibrosis,
but also because we have previously reported [32] that the main polyphenols of A. borbonica was caffeic
acid (CA) and since it is now well admitted that the absorption of CA derivatives results in free CA as
secondary metabolites [33], the aims of our study were (i) to look for the presence of nephrotoxic
molecules, (ii) to evaluate the renal antifibrotic effect of A. borbonica as well as CA in the in vivo
unilateral ureteral obstruction (UUO) mouse model and (iii) to investigate the presence of putative
specific antifibrotic molecules from A. borbonica at the renal tissue level.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and Reagents

Folin—Ciocalteu reagent, sodium carbonate, sodium nitrite, aluminum chloride, 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and caffeic acid (CA) were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Solvents such as acetone, acetonitrile and methanol were purchased from Carlo Erba (Peypin, France).

2.2. Plant Material

Antirhea borbonica ].F Gmelin (A. borbonica) powder prepared from the dried leaves was obtained
from the APLAMEDOM institute (Association pour les Plantes Aromatiques et Médicinales de la
Réunion) and registered under the following code: DETROI.002/2018, stating the date of collection and
the GPS coordinates (21°05'44.9”S, 55°39'06.6”E), altitude: 770 m. The pharmacist and director of
APLAMEDOM performed the botanical identification of A. borbonica. A. borbonica powder was stored
at —20 °C until polyphenol extraction.

2.3. Nephrotoxic Compounds Identification and Quantification of Polyphenols by UPLC-UV-ESI-MS/MS

Polyphenolic extract from A. borbonica was prepared by dissolving 1 g of crushed leaves in 25 mL
of an aqueous acetonic solution (70%, v/v). After incubation at 4 °C for 90 min, the mixture was
centrifuged at 3500x g rpm at 4 °C for 20 min and polyphenol-rich supernatant was collected and stored
at -80 °C until analysis. Identification of polyphenols was carried out by ultra-high-performance liquid
chromatography (UHPLC) coupled with diode array detection and a HESI-Orbitrap mass spectrometer
(Q Exactive Plus, Thermo Fisher). A 10 puL sample volume was injected using an UHPLC system
equipped with a Thermo Fisher Ultimate 3000 series WPS-3000 RS autosampler and then separated on
a PFP column (2.6 pm, 100 mm x 2.1 mm, Phenomenex, Torrance, CA, United States). The column was
eluted with a gradient mixture of 0.1% formic acid in water (A) and 0.1% formic acid in acetonitrile (B)
at the flow rate of 0.450 mL/min, with 5% B at 0.00 to 0.1 min, 35% B at 0.1 to 7.1 min, 95% B at7.2t0 7.9
min and 5% B at 8.0 to 10 min. The column temperature was held at 30 °C and the detection wavelengths
were set to 280 and 310 nm.

For mass spectrometer conditions, a Heated Electrospray Ionization source II (HESI II) was used.
Nitrogen was used as drying gas. The mass spectrometric conditions were optimized as follows: spray
voltage = 2.8 kV, capillary temperature = 350 °C, sheath gas flow rate = 60 units, aux gas flow rate = 20
units and S lens RF level = 50. Mass spectra were registered in full scan mode from m/z 100 to 1500 in
negative ion mode at a resolving power of 70,000 FWHM at m/z 400. The automatic gain control (AGC)
was set at 1le6. The MS/MS spectra were obtained by applying a relatively higher energy collisional
dissociation (HCD) energy of 25%.

Identification of the compounds of interest was based on their retention time, exact mass, elemental
composition, MS fragmentation pattern and comparisons with available standards and the advanced
mass spectral database, m/z Cloud (https://www.mzcloud.org). The search for nephrotoxic compounds
was carried out based on their exact mass in the MS spectrum (Extract Ions Chromatograms (XICs)).
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Data were acquired by XCalibur 4.2 software (Thermo Fisher Scientific Inc.) and processed with
compound discoverer 2.1, and Skyline 20.1 software (MacCoss Lab.) was used to confront raw files with
our “in house” database.

2.4. Desorption Electrospray lonization-High Resolution/Mass Spectrometry (DESI-HR/MS) Imaging

The 2D automated Omni Spray Kidney tissues were flash-frozen in nitrogen and stored at -80 °C
before DESI-HR/MS imaging. For DESI-MS imaging and histology, 12 um thickness kidney sections
were collected and mounted on SuperFrost™ Plus glass slides.

ion source from Prosolia Inc. (Indianapolis, USA) coupled to a Q-Exactive™ Plus mass
spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) was used to perform the mass spectrometry
imaging experiment. A solution of methanol with 0.1% formic acid (HPLC-MS grade, Carlo Erba) was
used as the extraction and ionization spray solvent, delivered by a syringe pump at a flow rate of
5 uL/min. All imaging experiments were carried out with the following experimental conditions
including source parameters: 2.8 kV capillary voltage, 250 °C capillary temperature, 60% S-lens RF level
and 86 psi nitrogen nebulizing gas pressure, and including geometrical parameters: ~1 mm spray tip-
to-surface distance and a spray incident angle of 60°. Mass spectra were registered in full scan mode
with the mass spectrometer operating in negative mode. Survey full scan mass spectra were acquired
in the 50 to 500 m/z range at resolving power 70,000 (at m/z 400) with an automatic gain control (AGC)
target of 3¢ and maximum injection time of 200 ms. DESI-HR/MS imaging of tissues was performed in
start point-constant velocity scan mode, with a scan rate of 185.2 um/s and a spatial resolution of 100
pm.

Mass spectra were acquired using XCalibur 4.2 software (Thermo Fisher Scientific Inc.). The
XCalibur mass spectral files (.raw) were converted to mZML then to imzML [34]. MSIQuant software
[35] was used to generate the selected ion images.

Periodic acid-Schiff (PAS) staining was performed on the same tissue sections after DESI-MSI to
visualize tissue structure.

2.5. Animal Model: Unilateral Ureteral Obstruction (UUO)— Biodistribution and Pharmacokinetic Studies

All reported experiments were performed at the GIP-CYROI technological platform’s animal
facility (A974001), conducted in accordance with NIH guidelines for the care and use of laboratory
animals, and were approved by the French authorities (APAFIS#7347-2016100314466830v5, approved
on 04 September 2017). C57BL/6] mice (male, 6 weeks old) were purchased from Janvier, (Le Genest
Saint Isle, France) and housed in a pathogen-free, temperature-controlled environment with a 12-12 h
light/dark photocycle. Animals had free access to food and tap water, to avoid dehydration-related
hypovolemia. All mice were fed with a normal diet.

The unilateral ureteral ligation was performed as previously described [36]. Briefly, under oxygen—
isoflurane anesthesia and through a longitudinal, left abdominal incision, the ureter was exposed and
ligated with a 6/0 nylon thread at the uretero—pelvic junction. In sham operations, the ureter was
exposed but not ligated and repositioned. To reduce pain Buprenorphine (0.01 mg/kg) (Buprecare
centravet, Maison-Alfort, France) was injected i.p before surgery and 12 h later. Except for the
preventive experiment where A. borbonica polyphenol-rich extract was administered by gavage 1 day
before UUO and then every day for 5 days, the treatment with A. borbonica polyphenol extract (25
mg/kg) or CA (25 mg/kg) was initiated 3 days after UUO and continued for 5 days. A. borbonica
polyphenol extract (25 mg/kg) or CA (25 mg/kg) were resuspended in distilled water just before gavage.
The control group received only the vehicle (distilled water). At the end of the different protocols, mice
were sacrificed and the kidneys were removed, and a transverse section was fixed in Carnoy’s solution
for 24 h and subsequently embedded in paraffin for immuno-histological analysis. Several pieces of
renal cortex were snap-frozen in liquid nitrogen and stored at -80 °C for mRNA, enzyme activities and
MS/MS analysis.
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For biodistribution study, one day before sacrifice animals were placed in metabolic cages to collect
urine overnight. CA and its metabolites were measured by UPLC-MS/MS in liver and kidney tissues
and urine.

For pharmacokinetics study, the animals were submitted to UUO and 3 days later they were fasted
overnight and then treated with a single dose of CA (25 mg/kg) or vehicle (n = 3/group). Blood samples
(90 uL) were collected at time O (before treatment), 30 min, 60 min, 180 min and 360 min post-treatment.
CA concentrations were measured by UPLC-HESI-Q-orbitrap (Q Exactive Plus).

2.6. Determination of Phenolic and Flavonoid Contents —Measurement of the Total Antioxidant Capacity of
Polyphenol-Rich Plant Extract Administered Orally

The total phenolic acid content in A. borbonica extract was determined by using the Folin—-Ciocalteu
assay [37] and expressed as mg gallic acid equivalent (GAE) per 100 g dry plant powder. The total
flavonoid content was determined by using the aluminum chloride (AlCls) colorimetric assay [38] and
expressed as mg quercetin equivalent (QE) per 100 g dry plant powder.

The total antioxidant capacity of A. borbonica extract was assessed through the 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay using vitamin C positive control. The absorbance (Abs)
was read at 517 nm (FLUOstar Optima, Bmg Labtech). The percentage of free radical-quenching activity
of DPPH was calculated from the following formula:

Antioxidant capacity (%) = [(AbSvehicle- AbSsample)/Absvehicte] x 100

2.7. Immunohistochemistry and Histological Analysis

Kidneys were fixed in Carnoy’s solution, dehydrated and embedded in paraffin. From kidney
sections, routine histology and immunohistological staining and analysis were performed as previously
described [39]. Three to four um thickness sections were cut and used for routine staining (hematoxylin—
eosin and Sirius red staining) and immunohistochemistry. The extent of Sirius red staining on the
kidney section was scored from 0 to 4+ as follows: 0: no staining; 0.5: <10%; 1: 10-25%; 2: 25-50%; 3: 50—
75%; and 4: >75%. For immunohistochemistry, mouse renal tissue was first de-waxed in toluene and
rehydrated through a series of graded ethanol washes before incubation with 3% hydrogen peroxide
for 10 min at room temperature to block endogenous peroxidase activity. Specific primary antibodies
were incubated (1 h at room temperature) on mouse kidney sections for the detection of macrophages
with anti-mouse F4/80 (RM2900; Caltag laboratories Inc., Burlingame, California, USA; dilution 1/250);
rabbit anti-alpha smooth muscle actin antibodies (ab5694-abcam; dilution 1/250). The sections were
subsequently stained with the Dako Envision system (K4000 (primary antibodies from mouse) and
K4002 (primary antibodies from rabbit)) according to manufacturer’s instruction. Sections were finally
counterstained with hematoxylin. Negative controls for the immunohistochemical procedures included
substitution of the primary antibody with nonimmune sera at a similar immunoglobin concentration.
Sections were scanned using a NanoZoomer S60 (Hamamatsu) and image analysis was realized in a
blind fashion using Image J software (https://imagej.nih.gov/ij/, accessed on 30 March 2021).

2.8. RT-gPCR

Total RNA was isolated from mouse kidneys with TRIzol™ reagent (Invitrogen). One microgram
of total RNA was reverse transcribed with random hexamer primers and Superscript II reverse
transcriptase (Applied Biosystems). The quantitative real-time polymerase chain reaction was
performed in a 96 well plate using SYBR green™ master mix (Eurogentec). Analysis of GAPDH was

performed to normalize gene expression and the relative mRNA fold changes between groups were
AACt
2_

calculated using the method. Primer sequences are listed in Table 1.

Table 1. Primers used for reverse transcribed-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR).

Transforming growth factor-beta (Tgf-$); tumor necrosis factor alpha (Tnf-a); nuclear factor kappa B (Nf-
xB); murine macrophage (F4/80); nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2); monocyte chemotactic
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protein (Mcp1); fibronectin (Fn); collagen type I and III (Col I, Col III) ; alpha smooth muscle actin (a-

Sma); catalase (Cat); glutathione peroxidase (Gpx); manganese-dependent superoxide dismutase

(MnSOD); copper/zinc superoxide dismutase (Cu/ZnSOD).

Mouse gene Sequence
Tof-p Forward CCTGAGTGGCTGTCTTTTGA
Reverse CGTGGAGTTTGTTATCTTTGCTG
Tnf-a Forward TCCCAGGTTCTCTTCAAGGGA
Reverse ACAAGGTACAACCCATCGGC
Nf-xB Forward GTGATGGGCCTTCACACACA
Reverse CATTTGAACACTGCTTTGACT
F4/30 Forward ACCACAATACCTACATGCACC
Reverse AAGCAGGCGAGGAAAAGATAG
NIf2 Forward TCCCATTTGTAGATGACCATGAG
Reverse CCATGTCCTGCTCTATGCTG
Mcp1 Forward GCAGTTAACGCCCCACTCA
Reverse CCAGCCTACTCATTGGGATCA
Fn Forward CTTTGGCAGTGGTCATTTCAG
Reverse ATTCTCCCTTTCCATTCCCG
Col | Forward CATAAAGGGTCATCGTGGCT
Reverse TTGAGTCCGTCTTTGCCAG
Col Il Forward GAAGTCTCTGAAGCTGATGGG
Reverse TTGCCTTGCGTGTTTGATATTC
o-Sma Forward GTGAAGAGGAAGACAGCACAG
Reverse GCCCATTCCAACCATTACTCC
Gapdh Forward CTTTGTCAAGCTCATTTCCTGG
Reverse TCTTGCTCAGTGTCCTTGC
Cat Forward CCTCCTCGTTCAGGATGTGGTT
Reverse CGAGGGTCACGAACTGTGTCAG
Gpx Forward TGCTCATTGAGAATGTCGCGTCTC
Reverse AGGCATTCCGCAGGAAGGTAAAGA
MnSod Forward ATGTTGTGTCGGGCGGCG
Reverse AGGTAGTAAGCGTGCTCCCACACG
Cu/ZnSod Forward GCAGGGAACCATCCACTT

Reverse

TACAACCTCTGGACCCGT
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2.9. Protein Isolation from Kidney Tissue, Antioxidant Activities (Mn-SOD, Cu/Zn-SOD, GPX, CAT) and
Protein Carbonylation

For enzymatic activities determination, protein isolation from kidney tissue was performed as
follow: between 10 to 30 mg of kidney tissues previously collected and stored at —80 °C were
homogenized with a TissueLyser II (Qiagen) in 150 pl of Tris buffer (Tris (25 mM), EDTA (1 mM), pH
7.4). After centrifugation (5000x g/min, for 10 min), the supernatant was used for protein quantification
and enzymatic assays. The total protein level of lysate was quantified by the bicinchoninic acid assay
(BCA).

SOD activity was assayed by monitoring the rate of acetylated cytochrome c reduction by
superoxide radicals generated by the xanthine/xanthine oxidase system. Measurements were
performed in a reagent buffer (xanthine oxidase, xanthine (0.5 mM), cytochrome c (0.2 mM), KH2POx
(50 mM), EDTA (2 mM), pH 7.8) at 25 °C. The specific MnSOD activities were determined in the same
conditions after incubation of samples with NaCN (1 mM) which inhibits Cu/ZnSOD activities. Assays
were monitored by spectrophotometry at 560 nm. SOD activities were calculated using a calibration
standard curve of SOD (up to 6 unit/mg). Total SOD, MnSOD and resulting Cu/ZnSOD activities were
expressed as international catalytic units per mg of proteins.

The total activity of glutathione peroxidase (GPX) was determined with cumene hydroperoxide as
substrate. The rate of glutathione oxidized by cumene hydroperoxide (6.5 mM) was evaluated by the
decrease in NADPH (0.12 mM in Tris buffer) at 340 nm in the presence of NaCN (10 mM), reduced
glutathione (0.25 mM) and glutathione reductase (1 U/mL) in Tris buffer (50 mM, pH 8). GPX activity
was expressed as international units per gram of proteins.

The catalase (CAT) activity assay was carried out on 40 ug of protein lysate in 25 mM Tris—HCI
(pH 7.5). Blanks were measured at 240 nm just before adding 80 uL of H20: (10 mM final) to start the
reaction. Catalase activity was determined by measuring the absorbance at 240 nm and was calculated
using a calibration standard curve of an increasing amount of catalase between 12.5 and 125 unit/mL.
Catalase activity was expressed as international catalytic units per mg of proteins.

The protein carbonylation was determined as described previously [40] by the carbonyl ELISA
assay based on the recognition of protein-bound DNPH in carbonylated proteins with an anti-DNP
antibody.

2.10. Statistics

Individual data are presented as dot plots next to the average for the group. Comparison between
two groups of values was achieved by using a two-tailed unpaired Welch’s t-test. For statistical
comparisons involving more than two experimental groups, analysis of variance (ANOVA) followed
by Dunnett’s test was used. Statistical analyses and the determination of the area under the curve (AUC
(0360)) were performed with Graph-Pad Prism 6.3 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Data
are mean + SD. A p-value < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Detection and Identification of Nephrotoxic Components

In the present study, based on their exact mass in MS spectrum, we focused on the detection and
identification of known nephrotoxic molecules (Table S1) in the polyphenol-rich plant extract from A.
borbonica. None of these molecules were found in the A. borbonica extract. This reassuring result prompts
us to investigate, in vivo, the putative nephroprotective effect of a non-toxic concentration of
polyphenol-rich extract from A. borbonica.
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3.2. Phenolic/Flavonoid Contents and Total Antioxidant Activity of Orally Administered Polyphenol-Rich
Extract from A. borbonica.

Based on our previous study [32], the dose of 25 mg/kg was chosen for mice gavage and
corresponded to the lowest dose (1.4 g/L) tested on the zebrafish (embryos/larvae) model, showing no
toxicological effect. As shown in Figure 1A, the quantity of polyphenol administered by gavage is not
negligible since we found total contents of phenolic acids and flavonoids of 47.6 + 8.5 mg GAE/100 g
dried powder and of 27.1 + 3.2mg QE/100 g dried powder, respectively. In addition, A. borbonica extract
exhibited an antioxidant capacity accounting for 37% of the positive control ascorbic acid (Figurel B).
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Figure 1. Total phenolic acid and flavonoid contents (A) and antioxidant capacity (B), from A. borbonica
extract administered by gavage. (A) Total phenolic contents were determined by using the Folin—
Ciocalteu colorimetric assay and total flavonoid contents were determined by using the aluminum
chloride colorimetric assay. The results are expressed as mg gallic acid equivalent (GAE)/100 g and as
mg quercetin equivalent (QE)/100 g plant dried powder. (B) Total antioxidant capacity was measured
by DPPH assay. Positive control ascorbic acid was used at the same phenolic acid concentration (47 mg
GAE) as that provided by the A. borbonica extract. The results are expressed as % of reduced DPPH. Data
are means * SD of three independent experiments. * p < 0.05 vs. ascorbic acid.

3.3. Preventive Experiment: Effects of Polyphenol-Rich Extract from A. borbonica on Body and Kidney Weight
and Diuresis in a UUO Model.

In order to ascertain that the 5 days of treatment with A. borbonica (25 mg/kg) did not result in
unexpected adverse effects, we investigated the body weight before and after the treatments, and the
diuresis and the left kidney weight at the end of the experiments. As shown in Table 2, neither the UUO
treatment nor the UUO + A. borbonica treatment led to a significant change in animal body weight,
kidney weight and diuresis.

Table 2. Effect of A. borbonica (A. b) extract on body weight, left kidney weight and diuresis. Values are

means + SD; n =7 animals/group.

Group n Body Weight (g) Left Kidney Weight (g) Diuresis /24h (mL)
Sham 7 22.02 £2.64 0.134 £0.01 1.06 +0.44
UUO + veh 7 2158 +1.54 0.136 £0.01 1.26 +0.6
UUO + Ab 25mg/kg 7 20.49 +1.20 0.122 + 0.008 1.06 + 0.6
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3.4. Preventive Effect of Polyphenol-Rich Extract from A. borbonica in UUO-Induced Tubulointerstitial
Fibrosis

To determine the possible nephroprotective effect of polyphenol-rich extract from A. borbonica, we
administrated it by gavage one day before the UUO and allowed the mice to survive for 5 days with a
daily A. borbonica gavage. The sham group received the vehicle (distilled water). At the end of the
experimental procedure (day 5), we assessed interstitial collagen deposition by the analysis of Sirius
red-stained renal sections (Figure 2A). In this “proof of concept” study, identification of a
nephroprotective effect leads us to pursue the investigation, otherwise we do not go any further.
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Figure 2. Preventive effect of A. borbonica (A. b) 25 mg/kg on renal tubulointerstitial fibrosis induced by
unilateral ureteral obstruction (UUO) in mice. (A) Experiment design: black arrows indicate daily gavage
with 25 mg/kg A. b. (B) Renal tubulointerstitial fibrosis highlighted with the Sirius red staining, arrows
indicate interstitial fibrosis. (C) qPCR analyses of mRNA-macrophage infiltration (F4/80) and
myofibroblasts (a-Sma); n =5 per group. * p <0.05 compared to Sham; $ p <0.05 compared to UUO + Veh.
Scale bar =100 pm.

Pretreatment with polyphenol-rich extract from A. borbonica (25 mg/kg) for 5 days significantly
decreased tubulointerstitial collagen accumulation as shown by the Sirius red staining (Figure 2B).
Because interstitial collagen accumulation is strongly associated with an increase in macrophage
infiltration (F4/80) in the kidney and the appearance of myofibroblasts (a-SMA), we examined the
mRNA expression of these two markers. Whereas UUO increased the gene expression of F4/80 and a-
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SMA, both markers were significantly decreased in the group treated with polyphenol-rich extract from
A. borbonica (Figure 2C).

This very first experiment performed on a reduced number of animals and the rapid evaluation of
the three phases of the fibrotic process (inflammation, myofibroblasts appearance and interstitial
collagens accumulation) allowed us to make the decision to continue the evaluation of the polyphenol-
rich extract from A. borbonica.

3.5. Curative Effect of Polyphenol-Rich Extract from A. borbonica in UUO-Induced Tubulointerstitial Fibrosis.

To truly evaluate the nephroprotective effect of polyphenol-rich extract from A. borbonica, we
administrated the solution, by gavage, 3 days after surgery for 5 days (Figure 3A). A. borbonica extract
significantly reduced macrophage infiltration and myofibroblast appearance, assessed by F4/80 (Figure
3B) and a-SMA (Figure 3C) immunostaining, respectively, and confirmed by qPCR analysis. Moreover,
A. borbonica extract decreased extracellular matrix accumulation assessed by Sirius red staining (Figure
3D).

A
Uuo A.b gavage
? 1 1 l 1 1 Kidney1 removal
do d3 ds8
Timeline
Sham UUO+Veh UUO+A.b
B ke 3 0 e 10
g F4/80
S 8 -n
2 =
2 4 a_AA
§ j — aA
<& N “
& \,\sd?‘ o.\"p%
C -
AB 310 a-Sma -
L6 2e ==
2 Za _}:— it
52 £ - a" a
& | =
° & & 5
D N o\’o—
‘ 4
3
Es
B2
| 4 5
21
b :

Figure 3. Curative effect of A. borbonica (A. b) 25 mg/kg on renal tubulointerstitial fibrosis induced by
unilateral ureteral obstruction (UUO) in mice. (A) Experiment design: the black arrows indicate daily

gavage with A. b. (B) Macrophage infiltration revealed by F4/80 immunostaining, arrows indicate

macrophages. (C) Accumulation of myofibroblasts revealed by alpha SMA staining, arrows indicate

myofibroblasts. (D) Renal tubulointerstitial fibrosis shown by Sirius red staining, arrows indicate

interstitial fibrosis. Sham-operated group (Sham), unilateral ureteral obstruction group receiving vehicle

(UUO + Veh) and unilateral ureteral obstruction group receiving polyphenol-rich extract from A. b (UUO

+ A. b 25 mg/kg). For each staining, quantitative results are shown on the right part of the figure (scatter

dot plot), as well as renal mRNA expression of F4/80 and a-Sma; n =7 per group. * p < 0.05, ** p <0.01,

compared to Sham; $ p < 0.05 compared to UUO + Veh. Scale bar = 100 pm.
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To better understand the molecular mechanisms by which A. borbonica could reduce renal fibrosis,
we analyzed the expression of genes encoding key proteins known to be involved in UUO. Shown in
Figure 4A is the UUO-induced overexpression of the mRNA of profibrotic cytokines (TGF-f, TNF-a)
and NF-KB, a nuclear factor known to control cytokines production. We also observed the
overexpression of Nrf2, a redox-sensitive nuclear transcription factor involved in the regulation of
antioxidant enzyme genes expression. The mRNA Mcp-1 encoding for the chemokine MCP-1 (also
known as CCL2) which is involved in monocyte/macrophage recruitment was overexpressed by UUO.
As expected, UUO induced the expression of fibronectin, type I and III interstitial collagens” mRNA.
Oral administration of A. borbonica extract blunted significantly the UUO-induced expression of most
of these genes. Interestingly, A. borbonica extract induced a significant increase in the mRNA expression
of Nrf2, suggesting the stimulation of the antioxidant defense system.
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Figure 4. A. borbonica (A. b) extract restores normal inflammatory and oxidative stress states induced by
unilateral ureteral obstruction (UUO). (A) Expression of genes involved in inflammatory and fibrotic
responses in obstructed kidney, (B) antioxidant enzyme expression and activity (act) and (C) protein
carbonyl concentration in obstructed kidney. n =7 per group. * p <0.05, ** p <0.01, compared to Sham; #
p <0.05, % p <0.01 compared to UUO + Veh.

These results prompt us to investigate the gene expression and enzyme activities of catalase (CAT),

glutathione peroxidase (GPX) and Mn- and Cu/Zn-superoxide dismutase (SOD). As shown in Figure
4B, gene expression did not change for Cat. Gpx was increased by UUO whereas Mn- and Cu/Zn-SOD
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expression was not modified when compared to the sham group. A. borbonica extract treatment
significantly increased Mn- and Cu/Zn-SOD mRNA expression compared to the sham group, but this
increase was not significant when compared to the UUO untreated group. Interestingly, we found that,
when compared to the UUO group, A. borbonica extract treatment was associated with a significant
increase in both GPX and Cu/Zn-SOD enzyme activities. More precisely, UUO did not change the GPX
enzyme activity but significantly decreased Cu/Zn-SOD activity, and A. borbonica extract administration
significantly increased GPX and brought back to control values Cu/Zn-SOD activities.

Protein carbonylation is considered as a major hallmark of oxidative damage. The disturbance of
redox homeostasis in the UUO model could explain the significant increase in protein carbonyl level in
obstructed kidneys, as shown in Figure 4C. Interestingly, this increase was totally suppressed by A.
borbonica extract treatment (Figure 4C).

3.6. Biodistribution of Caffeic Acid and Its Metabolite 24 Hours After Administration of A. borbonica
Polyphenol-Rich Extract (25 mg/kg) in Mice Kidney, Liver and Urine

In the next step, we aimed at evaluating the biodistribution of the main polyphenols of A. borbonica
and caffeic acid derivatives by using mass spectrometry, in order to identify metabolites that may
explain the previously observed biological effects. As shown in Table 3, the caffeic acid (CA) was
detected as a secondary metabolite in the UUO animals treated with A. borbonica polyphenol extract,
and was significantly higher in obstructed kidneys when compared to sham and vehicle groups (0.144
+0.013 vs. 0.006 £ 0.006 pM, respectively, *** p < 0.001). Similarly, significantly elevated concentrations
of the methylated form of CA, namely ferulic acid (FA), were detected in the A. borbonica-treated UUO
mice group (1.119 + 0.132 vs. 0.076 = 0.060/0.064 + 0.011 uM, respectively, *** p < 0.001). No metabolite
difference was noticed between each group for liver samples. Nonetheless, the highest concentrations
of CA and FA were found in urine (96.599 + 19.704 vs. 38.002 + 5.021 uM, respectively), indicating
excretion, at least in part, by the kidneys. As expected, A. borbonica polyphenols were detected in the
liver. Caffeic acid and its secondary metabolite FA reach the systemic circulation to be delivered to
organs. These findings prompt us to investigate the effect of the CA molecule in this kidney fibrosis
model.

Table 3. Distribution of caffeic acid (CA) and its methylated metabolite, ferulic acid (FA), in obstructed
kidney, liver and urine after ingestion of 25 mg/kg of A. borbonica (A. b). The concentrations were
measured by UPLC-HESI-Q-Orbitrap (Q-Exactive™ Plus) and expressed in (uM). ** p <0.01, *** p <0.001,
compared to UUO + Vehicle. Values are means + SD; nn =7 animals/group.

Concentration Sham UUO + Vehicle UuoO + Ab
(mM) 25mg/kg

Kidney obstructed

Caffeic acid 0.006 + 0.005 0.006 + 0.006 0.144 + 0.013 ***
Ferulic acid 0.076 + 0.060 0.064+ 0.011 1.119 +£ 0132 ***
Liver

Caffeic acid 0.026 + 0.006 0.031 £ 0.003 0.037 £ 0.001
Ferulic acid 0.391 +0.074 0.388 + 0.104 0.426 + 0.099
Urine

Caffeic acid 24,912 £ 6.401 21.161 + 6.856 96.599 + 19.704 ***
Ferulic acid 10.376 + 3.505 12.551 + 3.307 38.002 + 5.021 **
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3.7. Caffeic Acid (CA) Administration Mimics A. borbonica Extract’s Nephroprotective Effects

The presence of CA in mice obstructed kidney (Table 3) and the fact that CA and derivatives were
the most abundant polyphenolic compounds of A. borbonica [32] suggests that CA could mimic A.

borbonica extract’s nephroprotective effects.
We thus investigated if we could reproduce the observed nephroprotective effects of A. borbonica

by daily oral administration of CA from day 3 after UUO for 5 days (Figure 5A).
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Figure 5. Curative effect of caffeic acid (CA) 25 mg/kg on renal tubulointerstitial fibrosis induced by
UUO in mice. (A) Experiment design, black arrows indicate daily gavage with CA. (B) Macrophage
infiltration F4/80, arrows indicate macrophages. (C) Accumulation of myofibroblasts alpha SMA, arrows
indicate myofibroblasts. (D) Tubulointerstitial fibrosis (Sirius red), arrows indicate interstitial fibrosis.
Sham operated group (Sham), unilateral ureteral obstruction group receiving vehicle (UUO + Veh) and
unilateral ureteral obstruction group receiving caffeic acid (UUO + CA 25 mg/kg). For each staining
quantitative results are shown on the right part of the figure (scatter dot plot), as well as renal mRNA
expression of F4/80 and a-Sma; n =7 per group. * p < 0.05, ** p <0.01, compared to Sham; #p < 0.05, $¥p <
0.01 compared to UUO + Veh. Scale bar = 100 pm.

Immunohistological analysis showed a significant protective effect of CA on macrophage
infiltration (Figure 5B), accumulation of myofibroblasts (Figure 5C) and renal tubulointerstitial fibrosis
(Figure 5D). The overexpression of the mRNA levels of genes involved in the inflammatory and fibrotic
responses in obstructed kidneys was downregulated by CA, except for the transcription factor Nrf2
(Figure 6A), as previously described above for A. borbonica. We also observed that CA significantly
increased CAT and Cu/ZnSOD enzyme activities (Figure 6B). However, the stimulation of the activity
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of these antioxidant enzymes by CA resulted in a slight decrease in carbonyl level which did not reach

statistical significance (Figure 6C).
Taken together these data strongly suggest that the phenolic compound CA found in A. borbonica.
could actively participate in the observed nephroprotective effects in the UUO model.
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Figure 6. Caffeic acid (CA) 25 mg/kg restores normal inflammatory and oxidative stress parameters

induced by UUO in mice. (A) Expression of genes involved in inflammatory and fibrotic responses in

obstructed kidney, (B) antioxidant enzymes gene expression and activities and (C) the protein carbonyl

concentration in obstructed kidney. n =7 per group. * p <0.05, ** p <0.01, compared to Sham; * p < 0.05,

% p <0.01, %% p <0.00lcompared to UUO + Veh.

3.8. Plasma and Kidney Pharmacokinetic of Caffeic Acid

To evidence that CA participates in the nephroprotective effects of A. borbonica extract, we decided
to undertake plasma and kidney pharmacokinetics of CA in order to optimize the visualization protocol
of the CA presence in the obstructed kidneys by using DESI-HR/MS imaging. To this end, three days
after UUO, mice were administrated by oral route a unique dose of CA (25 mg/kg) and then were
sacrificed at 30, 60, 180 and 360 min. Caffeic acid (CA) and ferulic acid (FA) concentrations in both the
plasma and kidney were assessed by using UPLC-HESI-Q-orbitrap (Q-Exactive™ Plus).
As shown in Figure 7A and Table 4, CA exhibited a significant peak plasma concentration of 50.5
£ 9.8 UM (Cmax) within 30 min (#max) suggesting its rapid absorption. However, due to hepatic first-pass
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metabolism, a limited bioavailability was noticed (0.4 %). Indeed, a significant ferulic acid (FA) peak
plasma concentration (68.3 + 8.3 uM) appeared at the same tmaxas CA. Comparison of the area under the
curve (AUC) for plasma showed a significantly higher AUC (360) for CA than FA for UUO-CA treated
mice (4964 + 97.3 vs. 4648 + 91.1, respectively), suggesting that CA stays longer in plasma than FA
(Figure 7B). Notably, no plasma CA and FA peak was registered for the vehicle group. In the kidneys
(Figure 7C, 7D), one hour after CA administration, CA and FA concentrations were significantly higher
(x5) in the obstructed kidneys compared to the contralateral kidneys (5.3 +1.1 and 4.5+ 0.8 pM vs. 0.3 +
0.1 and 0.4 £ 0.1 puM, respectively). Interestingly, a significantly high AUC (-360) was calculated for CA
and FA in the obstructed kidneys compared to the contralateral kidneys (881 + 17.2 and 1073 + 21 vs.
100 + 2 and 98.5 + 11, respectively) indicating their accumulation in the obstructed kidney (Figure 7D).
Taking these data into account we set up a DESI-HR/MS experiment to visualize the spatial distribution
of CA in the obstructed kidney 1 h after CA gavage.
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Figure 7. Pharmacokinetic study of caffeic acid (CA) and ferulic acid (FA) after oral administration of
CA (25 mg/kg) in 3 days-UUO mice. (A) Plasma concentration—time profiles of CA and its circulation
metabolite, ferulic acid (FA), in UUO mice. (B) Corresponding area under the curves (AUC) of CA and
FA in plasma. (C) Concentration—time profiles of CA and FA in obstructed and contralateral kidneys.
(D) Corresponding area under the curves (AUC) of CA and FA in obstructed and contralateral kidneys.
Concentrations were determined using UPLC-HESI-Q-orbitrap (Q-Exactive™ Plus). ** p < 0.01, ** p <
0.001, *** p < 0.0001 compared to UUO + Vehicle, ¥% p < 0.0001, compared to caffeic acid; 55 p < 0.01, 58§
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Values are means + SD; n = 3 animals/time.
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Table 4. Pharmacokinetic parameters at the dose 25 mg/kg of caffeic acid (CA) orally administered in
UUO mice. AUC represents the calculated area under the curve between 0 and 360 min. Cmax is the
maximum concentration achieved. tmax is the required time to achieve Cmax. Bioavailability (F) is the
fraction of the administered dose that is available to the systemic circulation. Values are means; 1 =3

animals/time.
Parameter Oral Administration (Gavage)
Caffeic Acid
AUC (0-360) 4964
Cmax (UM) 50.5
fmax (mMin) 30
F (%) 0.4

3.9. Visualization of Orally Administered Caffeic Acid (CA) in the Obstructed Kidney

The spatial distribution of CA (m/z 179.0340) and FA (m/z 193.0506) in mice obstructed kidney is
shown in Figure 8A, B respectively. When compared to PAS staining (Figure 8D) we observed the
presence of CA in the renal cortex where the dilated tubules are found, and thus where tubulointerstitial
fibrosis will appear and progress. Caffeic acid is also present in renal papilla, suggesting CA urinary
elimination. Taken together our data highlight that CA exerts an antifibrotic effect in the UUO mouse
model.
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Figure 8. Visualization of caffeic acid (CA) and its circulating metabolite, ferulic acid (FA), 1 h post oral

administration of CA 25 mg/kg in the obstructed kidney tissue of mice. Desorption electrospray

ionization-high resolution/mass spectrometry (DESI-HR/MS) Imaging of (A) caffeic acid (m/z 179.0340),
(B) ferulic acid (m/z 193.0506) and (C) m/z 255.2318 used to show the negative fingerprint of tissue and
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the corresponding Periodic Acid Schiff (PAS) staining (D). (E) DESI-HR/MS mass spectrum ranging from
m/z 50 to 500. The Synapt Blue-Red-Yellow color scale was used.

4. Discussion

Medicinal plants are usually perceived as safe medication. However, plants can also contain many
toxic substances that may be a risk to the kidneys [41,42]. Here, we first looked for the presence of
known nephrotoxic molecules and showed that no toxic molecule, at least associated with Chinese
herbal nephrotoxicity [43], was present in A. borbonica. These results made us confident to investigate
in vivo the putative nephroprotective effect of A. borbonica.

Although rarely found in humans, the complete obstruction of the ureter in the UUO model
mimics, in an accelerated manner, the different stages leading to renal tubulointerstitial fibrosis [44]. It
includes inflammation associated with macrophage infiltration and the up-regulation of pro-fibrotic
molecules, as well as the appearance and the accumulation of myofibroblasts, which are the main cell
type responsible for the secretion of extracellular matrix proteins [44]. Because of the highly
reproducible fibrotic response this UUO model is now well recognized to test the antifibrotic potency
of candidate molecules [45].

In the present study, we provide evidence that the oral administration of polyphenol-rich extract
from A. borbonica significantly attenuates, in vivo, renal interstitial fibrosis. We showed that this
nephroprotective effect goes through reduction in the three phases of the fibrosis process (macrophage
infiltration, myofibroblast appearance and extracellular matrix accumulation). An increasing number
of studies using the UUO model have reported similar effects, mainly observed in a preventive way,
from polyphenol-rich extracts of various origins such as Elsholtzia ciliate [46] and Nigella sativa [47], but
also from polyphenol molecules such as curcumin from Curcuma longa [48], icariin, an active flavonoid
from the Epinedium genus [49], resveratrol [50], quercetin, a flavonoid present in vegetables and fruits
[51], and epigallocatechin-3-gallate, a green tea polyphenol [52]. In line with these studies, our results
show, for the first time, that either in a preventive or curative treatment A. borbonica significantly
attenuates macrophage infiltration. This anti-inflammatory effect leads to a strong decrease in
myofibroblast appearance in the tubulointerstitial space and consequently to a reduced
tubulointerstitial fibrosis, as evidenced by the down-regulation of Fn mRNA, as well as Col I and III at
the mRNA and protein levels. As expected, this was associated with the mRNA down-regulation of
pro-inflammatory and pro-fibrotic cytokines (Tgf-f, Tnf-a), a chemokine (Mcp1), and a transcription
factor (Nf-xB).

As polyphenols are known to exert antioxidant effects [53], we studied the expression of Nrf2,
which is a major transcription factor involved in the regulation of antioxidant enzymes [54,55]. We
found that UUO induced an increase in Nrf2 gene expression. This up-regulation was expected since
UUO is known to induce oxidative stress [56], which in turn stimulates Nrf2 gene and protein
expression [57]. In addition, we observed that polyphenol-rich extract from A. borbonica further
stimulated Nrf2 gene expression. It suggests that polyphenols from A. borbonica have the capacity to
stimulate Nrf2. This result was consistent with the, now well admitted, effect of polyphenols such as
Nrf2 activator [58]. To further get insights into the nephroprotective mechanism of polyphenol-rich
extract from A. borbonica, we measured antioxidant enzymes known to be up-regulated by Nrf2.
Whereas polyphenol-rich extract from A. borbonica was without significant effect on the mRNA
expression of Cat, Gpx and Sod when compared to the UUO-untreated animals, we observed a
significant increase in the enzyme activities of GPX and Cu/ZnSOD. Although most of the studies using
the UUO model to investigate the renal effects of polyphenols have focused on the protein expression
of antioxidant enzymes [49,59], our data are consistent with the few works that investigated the
antioxidant enzyme activity, showing that the renal enzyme activities of CAT and total-SOD are
significantly reduced in the obstructed kidney [47,60]. The decrease in these main antioxidant activities
in the UUO model are generally associated with an increase in reactive oxygen species which can lead
to protein damage and the formation of oxidized compounds such as carbonylated proteins [61].
Whereas polyphenol-rich extract from A. borbonica had no effect on CAT and Mn-SOD enzyme
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activities, our data show a significant increase in GPX and Cu/ZnSOD enzyme activities. These results
specify more clearly the mechanism of action of A. borbonica. In addition, the beneficial effect of A.
borbonica on both enzymes” activities seems to be strong enough to protect proteins from the oxidative
damage induced by UUO.

We have previously reported [32] that CA and derivatives were the most abundant polyphenolic
compounds of A. borbonica. In order to explore the mechanism of action of polyphenol-rich extract from
A. borbonica, we investigated if we could reproduce the observed curative nephroprotective effects of A.
borbonica extract by oral administration of CA. It is now well known that CA exhibits antioxidant and
anti-inflammatory properties [62], and that administration of caffeamide derivatives have shown
antifibrotic effects in renal ischemia reperfusion [63], as well as in the UUO model [64]. However, to the
best of our knowledge, the oral administration of the CA molecule has never been studied in the UUO
model. Since CA is the main phenolic acid found in A. borbonica [32], to properly investigate if CA
participates in the antioxidant and anti-fibrotic effects observed with the polyphenol-rich extract from
A. borbonica, we had to study the effect of oral administration of CA in the representative UUO renal
tubulointerstitial fibrosis model. Our results clearly show that oral administration for 5 days of CA (25
mg/kg), 3 days after UUO, significantly decreased macrophage infiltration, myofibroblast appearance
and extracellular matrix accumulation. This was associated with the down-regulation of pro-
inflammatory and pro-fibrotic cytokines, as well as a significant increase in Nrf2 mRNA expression and
CAT and Cu/ZnSOD enzyme activities. This increase in Nrf2 is consistent with in vitro data showing
that CA [65] and CA derivatives [66] exert their protective effect via the Nrf2 pathway. The results
obtained with CA administration on antioxidant enzyme activities are slightly different from the effect
observed with A. borbonica polyphenol-rich extract. Indeed, when compared to the UUO + Veh group,
we observed a significant increase in CAT activity, and the increase in GPX activity was not significantly
different. In addition, we did not observe a significant effect on carbonylated proteins. In fact, the
observed effect on antioxidant enzyme activity with the polyphenol-rich extract from A. borbonica may
result from the combination of the different polyphenols” effects. Thus, these discrepancies could be
related to the administered CA dose, which is much higher than the CA concentration in the
polyphenol-rich extract from A. borbonica.

To provide more evidence that polyphenols can exert their biological effects at the kidney level, we
used the DESI imaging technique to visualize and provide evidence that CA, given by oral route, is
rapidly present in the kidney, strongly suggesting bioavailability of CA in the kidney. Our data are
consistent with the biodistribution study of Omar et al. [67] which used [3-#C]trans-caffeic acid.
However, we observed a low bioavailability (F = 0.4%) probably due to an important metabolic activity
in the intestine and liver prior to reaching the main blood stream. The presence of the CA metabolite
ferulic acid, produced by the action of catechol-O-methyl transferase, confirms this hypothesis as
previously reported [68,69]. DESI-HR/MS imaging allowed us to visualize, for the first time, CA and FA
in the renal cortex. Regardless of the quantity of CA that reached the kidney tissue, our data strongly
suggests that CA is involved in the nephroprotective effect of the polyphenol-rich extract from A.
borbonica.

5. Conclusions

The present study demonstrates, for the first time, that both polyphenol-rich extract from A.
borbonica and CA, which is the predominant polyphenol, significantly improves, in a curative way, renal
tubulointerstitial fibrosis in the UUO mouse model, especially via their antioxidant and anti-
inflammatory properties. Further studies will be necessary to validate this antifibrotic effect on chronic
models of renal disease, such as diabetic nephropathy. Notably, we cannot rule out that part of the
observed nephroprotective effects of A. borbonica could be mediated by other polyphenols present in the
plant extract, such as quercetin and kaempferol. Indeed, further investigations will be necessary to
determine the individual and synergistic effects between the main polyphenols found in A. borbonica, to
better understand this nephroprotective effect before considering clinical trials.
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Donneées supplémentaires

Table S1. The known nephrotoxic molecules not detected by UPLC-HESI-Q-Orbitrap (Q-Exactive™

Plus) in A. borbonica extract.

Avristolochic acid

Anthraquinone

Alkaloids

Miscellaneous

Avristolochic acid |
Avristolochic acid 11

Alizarin

Damnacanthal

Morindone

Rubiadin

Rubiadin 1-methyl ether
Galiosin

Munjistin

Pseudopurpurin
Alizarin-2-O-Glucoside
Alizarin-O-B-glucuronide
Alizarin-1-O-sulfation
Xanthopurpurin
Purpurin-1-O-B-glucuronide
2-Methyl-1,3,6-hydroxy-9,10-
Anthraquinone-O-B-D-glucoside
Nordamnacanthal
6-Hydroxyrubiadin

Lucidin

Lucidin ethyl ether

Lucidin w-methyl ether

Calycanthine
Tetrandrine
Dauricine
Brucine
Strychnine
Veratrine
Aconitine
Pyrrolizidine

Podophyllotoxin

Alisol A 24 acetate

Bakuchiol (terpene)

Geniposide (iridoid)

Esculentoside A (saponine) triterpene
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Discussion & perspectives (Publication 2)

Dans un premier temps, cette étude a permis de démontrer qu’un extrait enrichi en
polyphénols d’Antirhea Borbonica atténuait de fagon préventive et curative la FTI rénale dans
le modele d’OUU. Ces effets néphroprotecteurs passent par la réduction des 3 phases du
processus de fibrose : i) I’infiltration macrophagique, ii) I’apparition des myofibroblastes et iii)
I’accumulation de la matrice extra cellulaire. En effet, I’extrait enrichi en polyphénols a atténué
I’infiltration macrophagique (marqueur F4/80). Ces effets anti-inflammatoires ont conduit a
une atténuation de [’apparition des myofibroblastes dans [’espace tubulointerstitiel et en
conséquence a une réduction de la FTI, comme en témoigne la diminution de I’expression d’a-
SMA, de la fibronectine ainsi que des collagenes | et 111 (ARNm et protéines). Ces effets ont
¢été associés a la régulation négative de ’ARNm des cytokines pro-inflammatoires (TNF-q,
I’IL-6), d’une chimiokine (MCP-1), d’un facteur de transcription (NFkb) et d une cytokine pro-
fibrosante (TGF-B). Cet extrait a également atténué le stress oxydant comme en témoigne la
diminution de 1’oxydation des protéines (carbonyles). Cet effet a été associé a la régulation
positive du facteur de transcription Nrf2 qui est connu pour réguler a la hausse 1’expression de
genes codants pour des enzymes antioxydantes. Nous n’avons pas observé d’augmentation
significative au niveau des genes codant pour les SOD, GPx et Cat. Cependant, une
augmentation de ’activité enzymatique de la GPX et de la Cu/ZnSOD a été mise en évidence.
Il est important de noter que les polyphénols sont eux-mémes des antioxydants.

Des analyses de métabolomique ciblé par HPLC-MS/MS ont permis de détecter la présence
d’acide caféique et de I’acide férulique (métabolites circulant de ’acide caféique) issu du
métabolisme des polyphénols d’Antirhea borbonica au niveau du tissu rénal, dans les urines et
le foie. Il était important pour nous de faire ces analyses afin d’identifier le ou les composés

responsables de ces effets néphroprotecteurs.
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Dans un deuxiéme temps, nous avons pu montrer que 1’acide caféique atténuait la FTI rénale
de la méme maniere que 1’extrait enrichi en polyphénols. Cependant, a la différence de 1’extrait,
I’acide caféique a augmenté 1’expression génique ainsi que 1’activité enzymatique des enzymes
antioxydantes (CAT, GPX, MnSOD et la Cu/ZnSOD).

Dans un troisi¢éme temps, afin de s’assurer de la biodisponibilité des composés qui sont
administrés par voie orale, une étude de pharmacocinétique d’absorption de 1’acide caféique
(polyphénol majoritaire d’Antirhea borbonica) réalisée sur des souris ayant subis une OUU, a
permis de mettre en évidence que ’acide caféique et 1’acide férulique étaient retrouvés dans la
circulation systémique. Cette étude a permis de mettre également en évidence 1’accumulation
de ces composés au niveau du rein obstrué. Pour aller encore plus loin, nous avons grace a
I’imagerie par spectrométrie de masse (systeme DESI) pu imager pour la premiere fois la
distribution spatiale de 1’acide caféique au niveau du cortex rénal. Ces résultats suggerent que
les effets néphroprotecteurs de ’extraits enrichie en polyphénols d’Antirhea borbonica sont
médiés en partie par 1’acide caféique. Toutefois, on ne peut éliminer I’implication des autres
polyphénols (quercetine, kaempferol) présents dans 1’extrait acétonique. L’étude individuelle
de ces composés, mais également en association les uns avec les autres, permettra de déterminer

I’implication de chacun d’eux dans cet effet antifibrosant.

Cette ¢tude pourrait servir de preuve de concept afin d’évaluer rapidement le potentiel

néphroprotecteur des autres plantes médicinales de la Réunion.

Néanmoins, elle présente quelques limites.
- Le modele d’OUU utilisé, permet d’obtenir de maniere rapide une fibrose rénale au niveau du
rein obstrué sans qu’il y ait de perte de la fonction rénale (fonction rénale compensé par 1’autre

rein qui n’est pas obstrué). Or chez les personnes atteintes de MRC, il y a une perte de la
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fonction rénale qui est corrélée a la FT1 qui est progressive. Ce modéle ne permet donc pas de
mimer la chronicité. Une alternative & ce modele, le modéle de souris db/db
uninéphrectomisées. Ce modéle de néphropathie diabétique permet d’avoir une perte
progressive (sur des mois) de la fonction rénale corrélée a la FTI. C’est ce qui se rapproche le
plus de ce qui se passe chez le patient atteint de néphropathie diabétique. Ainsi, sur ce modele
nous pourrions investiguer les effets néphroprotecteurs de 1’extrait enrichi en polyphénols
d’Antirhea borbonica et de I’acide café¢ique. Des mesures du débit de filtration glomérulaire
(DFG), d’albuminurie, d’hématurie et de créatininurie permettront d’apprécier les effets sur la
fonction rénale. Gréace a des analyses par électrophorese capillaire couplée a la spectrométrie
de masse du peptidome urinaire, I’efficacité du traitement pourra étre évaluée par 1’utilisation
d’un set de biomarqueurs urinaires humanisés comme cela a été rapporté par Klein J et al.,
2016. Cette approche non-invasive associée au fait que ces plantes médicinales sont déja
utilisées en médecine traditionnelle faciliterait une éventuelle étude translationnelle chez
I’homme.

- En complément a cette étude, la mise en place d’un modéle de fibrose rénale in vitro (cellules
rénales du tubule proximales) permettrait d’investiguer un peu plus les mécanismes
moléculaires ainsi que les voies de signalisations impliquées dans les effets anti-
inflammatoires, antioxydants et anti-fibrosant des plantes médicinales.

- Dans notre étude, une semi-quantification des polyphénols dans les différentes matrices
biologiques (urine, tissus) a €¢t€¢ mise en place. Néanmoins, 1’utilisation de polyphénols lourds
ou deutérés permettrait de réaliser une quantification absolue, plus précise de ces polyphénols.

Mais cette approche est bien plus codteuse.
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1. Antioxidants (Basel). 2020 May 12;9(5):415. doi: 10.3390/antiox9050415.

Antirhea borbonica Aqueous Extract Protects Albumin and Erythrocytes from

Glycoxidative Damages.

Delveaux ], Turpin C, Veeren B, Diotel N, Bravo SB, Begue F, Alvarez E, Meilhac O,

Bourdon E, Rondeau P.

Abstract 1

Diabetes constitutes a major health problem associated with severe complications. In
hyperglycemic conditions, chronically increased oxidation and glycation of circulating
components lead to advanced glycation end-products (AGEs) formation, a key
contributor in diabetes complication progression. In line with literature documenting
the beneficial properties of herbal teas, this study evaluates the antioxidant/glycant
properties of Antirhea borbonica (Ab). Ab aqueous extract effects were tested on
human albumin or erythrocytes submitted to methyl glyoxal-mediated glycoxidative
damages. By using mass spectrometry, Ab aqueous extracts revealed to be rich in
polyphenols. All tested biomarkers of oxidation and glycation, such as AGE,
ketoamine, oxidized thiol groups, were decreased in albumin when glycated in the
presence of Ab aqueous extract. Ab extract preserve erythrocyte from methylglyoxal
(MGO)-induced damages in terms of restored membrane deformability, reduced
oxidative stress and eryptosis phenomenon. Antioxidant capacities of Ab extract on
erythrocytes were retrieved in vivo in zebrafish previously infused with MGO. These
results bring new evidences on the deleterious impacts of glycation on albumin and
erythrocyte in diabetes. Furthermore, it reveals antioxidant and antiglycant properties
of Ab that could be used for the dietary modulation of oxidative stress and glycation
in hyperglycemic situations.DOI: 10.3390/antiox9050415 PMCID: PMC7278591 PMID:
32408712
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2. Sci Rep. 2020 Sep 2;10(1):14496. doi: 10.1038/s41598-020-71402-2.

Impaired brain homeostasis and neurogenesis in diet-induced overweight

zebrafish: a preventive role from A. borbonica extract.

Ghaddar B, Veeren B, Rondeau P, Bringart M, Lefebvre d'Hellencourt C, Meilhac O,
Bascands JL, Diotel N.

Abstract 2

Overweight and obesity are worldwide health concerns leading to many physiological
disorders. Recent data highlighted their deleterious effects on brain homeostasis and
plasticity, but the mechanisms underlying such disruptions are still not well
understood. In this study, we developed and characterized a fast and reliable diet-
induced overweight (DIO) model in zebrafish, for (1) studying the effects of
overfeeding on brain homeostasis and for (2) testing different preventive and/or
therapeutic strategies. By overfeeding zebrafish for 4 weeks, we report the disruption
of many metabolic parameters reproducing human overweight features including
increased body weight, body mass index, fasting blood glucose levels and liver
steatosis. Furthermore, DIO fish displayed blood-brain barrier leakage, cerebral
oxidative stress, neuroinflammation and decreased neurogenesis. Finally, we
investigated the preventive beneficial effects of A. borbonica, an endogenous plant
from Reunion Island. Overnight treatment with A. borbonica aqueous extract during
the 4 weeks of overfeeding limited some detrimental central effects of DIO. In
conclusion, we established a relevant DIO model in zebrafish demonstrating that
overfeeding impairs peripheral and central homeostasis. This work also highlights the
preventive protective effects of A. borbonica aqueous extracts in DIO, and opens a way
to easily screen drugs aiming at limiting overweight and associated neurological

disorders.
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3. ACS Med Chem Lett. 2019 Apr 4;10(5):743-748.
doi: 10.1021/acsmedchemlett.8b00643. eCollection 2019 May 9.

Synthesis and Automated Labeling of [(18)F]Darapladib, a Lp-PLA(2) Ligand, as
Potential PET Imaging Tool of Atherosclerosis.

Guibbal F, Meneyrol V, Ait-Arsa, Diotel N, Patché ], Veeren B, Bénard S, Gimié F,
Yong-Sang J, Khantalin I, Veerapen R, Jestin E, Meilhac O.

Abstract 3

Atherosclerosis and its associated clinical complications are major health issues in
industrialized countries. Lipoprotein-associated phospholipase A2 (Lp-PLA2) was
demonstrated to play an important role in atherogenesis and to be a potential risk
prediction factor of plaque rupture. Darapladib is one of the most potent Lp-PLA2
inhibitors with an IC50 of 0.25 nM. Using its affinity for Lp-PLA2, we describe herein
the total synthesis of darapladib radiolabeling precursor and the automated
radiolabeling process for positron emission tomography (PET) imaging via an
arylboronate moiety. The tracer thus obtained was tested in a mouse model of
atherosclerosis (ApoE  KO) and compared with the widely wused
[18F]fluorodeoxyglucose ([18F]FDG) PET tracer, known to label metabolically active
cells. [18F]Darapladib showed a significant accumulation within mice aortic
atheromatous plaques dissected out ex vivo compared to [18F]FDG. Incubation of the
radiotracer with human carotid samples showed a strong accumulation within the

atherosclerotic plaques and supports its potential for use in PET imaging.
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4. Free Radic Res. 2019 Feb;53(2):150-169. doi: 10.1080/10715762.2018.1529866. Epub
2019 Mar 1.

Advanced glycation end-products disrupt human endothelial cells redox

homeostasis: new insights into reactive oxygen species production.

Dobi A, Bravo SB, Veeren B, Paradela-Dobarro B, Alvarez E, Meilhac O, Viranaicken
W, Baret P, Devin A(6), Rondeau P.

Abstract. 4

Advanced glycation end-products (AGEs) trigger multiple metabolic disorders in the
vessel wall that may in turn lead to endothelial dysfunction. The molecular
mechanisms by which AGEs generate these effects are not completely understood.
Oxidative stress plays a key role in the development of deleterious effects that occur
in endothelium during diabetes. Our main objectives were to further understand how
AGEs contribute to reactive oxygen species (ROS) overproduction in endothelial cells
and to evaluate the protective effect of an antioxidant plant extract. The human
endothelial cell line EA.hy926 was treated with native or modified bovine serum
albumin (respectively BSA and BSA-AGEs). To monitor free radicals formation, we
used H2DCF-DA, dihydroethidium (DHE), DAF-FM-DA and MitoSOX Red dyes. To
investigate potential sources of ROS, nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) oxidase and mitochondrial inhibitors were used. The regulation of different
types of ROS by the polyphenol-rich extract from the medicinal plant Doratoxylon
apetalum was also studied for a therapeutic perspective. BSA-AGEs exhibited not only
less antioxidant properties than BSA, but also pro-oxidant effects. The degree of
albumin glycoxidation directly influenced oxidative stress through a possible
communication between NADPH oxidase and mitochondria. D. apetalum
significantly decreased intracellular hydrogen peroxide and superoxide anions mainly
detected by H2DCF-DA and DHE respectively. Our results suggest that BSA-AGEs
promote a marked oxidative stress mediated at least by NADPH oxidase and
mitochondria. D. apetalum plant extract appeared to be an effective antioxidant

compound to protect endothelial cells.
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5. Mol Nutr Food Res. 2020 Jul;64(13):€1900779. doi: 10.1002/mnfr.201900779. Epub
2020 Jun 16.

Protective Effects of Antioxidant Polyphenols against Hyperglycemia-Mediated
Alterations in Cerebral Endothelial Cells and a Mouse Stroke Model.

Arcambal, Tailé ], Couret D, Planesse C, Veeren B, Diotel N, Gauvin-Bialecki A,
Meilhac O, Gonthier MP.

SCOPE: Hyperglycemia alters cerebral endothelial cell and blood-brain barrier
functions, aggravating cerebrovascular complications such as stroke during diabetes.
Redox and inflammatory changes play a causal role. This study evaluates polyphenol
protective effects in cerebral endothelial cells and a mouse stroke model during
hyperglycemia. METHODS AND RESULTS: Murine bEnd.3 cerebral endothelial cells
and a mouse stroke model are exposed to a characterized, polyphenol-rich extract of
Antirhea borbonica or its predominant constituent caffeic acid, during hyperglycemia.
Polyphenol effects on redox, inflammatory and vasoactive markers, infarct volume,
and hemorrhagic transformation are determined. In vitro, polyphenols improve
reactive oxygen species levels, Cu/Zn superoxide dismutase activity, and both
NAPDH oxidase 4 and nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) gene
expression deregulated by high glucose. Polyphenols reduce Nrf2 nuclear
translocation and counteract nuclear factor-xappa B activation, interleukin-6 secretion,
and the altered production of vasoactive markers mediated by high glucose. In vivo,
polyphenols reduce cerebral infarct volume and hemorrhagic transformation
aggravated by hyperglycemia. Polyphenols attenuate redox changes, increase vascular
endothelial-Cadherin production, and decrease neuro-inflammation in the infarcted
hemisphere. CONCLUSION: Polyphenols protect against hyperglycemia-mediated
alterations in cerebral endothelial cells and a mouse stroke model. It is relevant to

assess polyphenol benefits to improve cerebrovascular damages during diabetes.
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6. Sci Rep. 2021 Jan 27;11(1):2291. doi: 10.1038/s41598-021-81638-1.

Altered high-density lipoprotein composition and functions during severe COVID-
19.

Begue F, Tanaka S, Mouktadi Z, Rondeau P, Veeren B, Diotel N, Tran-Dinh A, Robert
T, Vélia E, Mavingui P, Lagrange-Xélot M, Montravers P, Couret D, Meilhac O.

Abstract. 6

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic is affecting millions of patients
worldwide. The consequences of initial exposure to SARS-CoV-2 go beyond
pulmonary damage, with a particular impact on lipid metabolism. Decreased levels in
HDL-C were reported in COVID-19 patients. Since HDL particles display antioxidant,
anti-inflammatory and potential anti-infectious properties, we aimed at characterizing
HDL proteome and functionality during COVID-19 relative to healthy subjects. HDLs
were isolated from plasma of 8 severe COVID-19 patients sampled at admission to
intensive care unit (Day 1, D1) at D3 and D7, and from 16 sex- and age-matched
healthy subjects. Proteomic analysis was performed by LC-MS/MS. The relative
amounts of proteins identified in HDLs were compared between COVID-19 and
controls. apolipoprotein A-I and paraoxonase 1 were confirmed by Western-blot
analysis to be less abundant in COVID-19 versus controls, whereas serum amyloid A
and alpha-1 antitrypsin were higher. HDLs from patients were less protective in
endothelial cells stiumalted by TNFa (permeability, VE-cadherin disorganization and
apoptosis). In these conditions, HDL inhibition of apoptosis was blunted in COVID-
19 relative to controls. In conclusion, we show major changes in HDL proteome and

decreased functionality in severe COVID-19 patients.
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7. Int J Mol Sci. 2021 Jan 30;22(3):1385. doi: 10.3390/ijms22031385.

Hyperglycemic Condition Causes Pro-Inflammatory and Permeability Alterations
Associated with Monocyte Recruitment and Deregulated NFxB/PPARY Pathways
on Cerebral Endothelial Cells: Evidence for Polyphenols Uptake and Protective
Effect.

Tailé J, Patché ], Veeren B, Gonthier MP.

Abstract. 7

Hyperglycemia alters the function of cerebral endothelial cells from the blood-brain
barrier, increasing the risk of cerebrovascular complications during diabetes. This
study evaluated the protective effect of polyphenols on inflammatory and
permeability markers on bEnd3 cerebral endothelial cells exposed to high glucose
concentration. Results show that hyperglycemic condition increased nuclear factor
kappa B (NFxB) activity, deregulated the expression of interleukin-1 beta (IL-1p3),
interleukin-6 (IL-6), tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), cyclooxygenase-2 (COX-2),
inducible nitric oxide synthase (iNOS), interleukin-10 (IL-10) and endothelial-
leukocyte adhesion molecule (E-selectin) genes, raised MCP-1 secretion and elevated
monocyte adhesion and transendothelial migration. High glucose decreased occludin,
claudin-5, zona occludens-1 (ZO-1) and zona occludens-2 (ZO-2) tight junctions
production and altered the endothelial permeability. Characterized polyphenolic
extracts from the French medicinal plants Antirhea borbonica, Ayapana triplinervis,
Dodonaea viscosa and Terminalia bentzoe, and their major polyphenols quercetin,
caffeic, chlorogenic and gallic acids limited the pro-inflammatory and permeability
alterations caused by high glucose. Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARY) agonist also attenuated these damages while PPARYy antagonist aggravated
them, suggesting PPARY protective action. Interestingly, polyphenols improved
PPARy gene expression lowered by high glucose. Moreover, polyphenols were
detected at the intracellular level or membrane-bound to cells, with evidence for breast
cancer resistance protein (BCRP) efflux transporter role. Altogether, these findings
emphasize the ability of polyphenols to protect cerebral endothelial cells in
hyperglycemic condition and their relevance for pharmacological strategies aiming to

limit cerebrovascular disorders in diabetes.
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