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I-INTRODUCTION

A-Rappels sur la physiologie rénale

Le systéme urinaire se compose de différentes parties : les reins qui assurent les fonctions
de filtration, sécrétion et réabsorption, les uretéres et I’urétre qui permettent 1’acheminement des
fluides et la vessie qui assure la fonction de réservoir. L urine contient principalement de 1’eau,
de I'urée, de I’acide urique, de I’ammoniaque, des ¢lectrolytes ainsi que des toxiques exogenes.
Les protéines, les glucides et les lipides sont normalement indétectables. La présence de ces

substances dans ’urine est un indice de pathologie.

A.1-Principales fonctions du rein

A.1.1 Fonction endocrine

Le rein représente un véritable organe endocrine capable de synthése et de sécrétion d’un
grand nombre d’hormones et de médiateurs d’action locale. Il assure un rdle important dans la
régulation endocrine du volume extracellulaire et de la pression artérielle. La rénine est une
hormone exclusivement synthétisée dans le rein. Elle est responsable de I’étape limitante de
I’activation du systéme rénine-angiotensines-aldostérone aboutissant a la production d’un
vasoconstricteur puissant, I’angiotensine II. Les prostaglandines rénales jouent un réle important
dans ’adaptation de la microcirculation rénale en cas d’hypovolémie et dans I’excrétion rénale
du sodium. Le rein assure également la synthése et la libération de 1’érythropoiétine, principale

hormone stimulant la production médullaire des érythrocytes et régulant la masse globulaire.

A.1.2 Fonction exocrine

Le rein assure le maintien des volumes des fluides de I’organisme, mais également le
maintien du bilan et de la composition ionique d’un grand nombre d’ions monovalents et
divalents tels que Na*, K*, Ca**, Mg®" CI', H", HCO5", PO4>". Cette fonction, dite homéostasique,
est assurée par filtration glomérulaire et modifications tubulaires, celles-ci étant régulées. Les
modifications importantes de débit des urines et de leur composition traduisent les capacités du
rein a s’adapter a une situation physiologique ou pathologique. Le rein est la voie principale
d’excrétion des déchets métaboliques non volatils, certains d’entre eux étant potentiellement

toxiques. C’est le cas notamment pour ’urée, 1’acide oxalique et la créatinine. Le rein élimine un



grand nombre de produits chimiques exogenes (médicaments, toxines) et leurs métabolites, selon
un mécanisme propre a la molécule considérée. Il assure également la dégradation et le
catabolisme des hormones peptidiques telles que I’insuline, le glucagon, le parathormone, la

calcitonine et de facon générale le catabolisme des protéines de petit poids moléculaire.

A.2-Structure du rein

A.2.1 Le néphron

Le néphron est I'unité structurale et fonctionnelle du rein. On en dénombre environ un
million par rein chez I’homme. Le néphron est constitué¢ de plusieurs parties (figure 1) :
- Les corpuscules rénaux (figure 2), décrits pour la premiere fois par Malpighi en 1687, sont
constitués de la capsule de Bowman et du glomérule et sont situés dans le cortex rénal. La
structure du glomérule ainsi que ses roles seront détaillés dans une autre partie.
-Le tube proximal, formé du tube contourné proximal, du tube proximal droit et du tube proximal
médullaire réabsorbe 60 a 70% du filtrat glomérulaire.
- L’anse de Henlé, débutant par la partie terminale du tube proximal, se poursuit par une
succession de branches gréles et de segments larges. Un amas de cellules spécialisées, appelé
macula densa, se trouve dans le prolongement de 1’anse.
-Le tube distal rejoint les tubes collecteurs qui vont confluer dans le bassinet au niveau de la
papille rénale.
-Le tractus urinaire se prolonge enfin par deux conduits, les ureteres, par lesquels 1’urine parvient

dans la vessie.
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Figure 1: Représentation schématique d’un néphron efférente 5 adisis
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A.2.2 Le glomérule

Le glomérule est une structure complexe comprenant au moins 3 types cellulaires
différents : Les cellules endothéliales, les cellules mésangiales et les cellules viscérales

¢épithéliales ou podocytes (figure 3).

A.2.2.1 Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales sont un composant important de la paroi capillaire
glomérulaire. Comme les autres cellules endothéliales, elles se trouvent a I’interface entre les
compartiments sanguins et tissulaires (Savage 1994) et ont pour fonction de réguler le tonus
vasomoteur (King et al. 1991), I’hémostase (Gross et al. 2000), et le trafic des leucocytes
(Takano et al. 1995). L’endothélium forme une couche cellulaire extrémement fine (<0,15 pm)
et fortement fenestrée, qui entoure la circonférence de la lumicre des anses capillaires
glomérulaires. Alors que la membrane basale glomérulaire (MBG) soutient la plupart de
I’endothélium de la périphérie de 1’anse capillaire, la cellule endothéliale du hile glomérulaire est
en contact étroit avec les cellules mésangiales et la matrice mésangiale, sans MBG intermédiaire.
Les fenestrations sont des pores circulaires de 70 a 100 nm dans la membrane plasmique, qui
perforent 1’endothélium glomérulaire aplati. Bien que les fenestrations glomérulaires aient été
longtemps considérées comme étant dépourvues de diaphragme, des travaux assez récents ont
montré que, comme dans le cas des autres endothéliums fenestrés, les fenestrations glomérulaires
sont enjambées par un diaphragme (Rostgaard et al. 1997). Les microfilaments d’actine qui

entourent les fenestrations régulent la forme et le diamétre de celles-ci (Vasmant et al. 1984).

A.2.2.2 Les cellules mésangiales

Le mésangium glomérulaire occupe une place centrale dans le lobule glomérulaire auquel
sont fixés les capillaires (Kriz et al. 1990). L’ensemble mésangium-capillaires glomérulaires
forme un peloton sur lequel repose la membrane basale glomérulaire (MBG). Les cellules
mésangiales sont des cellules ayant les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des
cellules musculaires lisses et des macrophages. Elles possédent différentes fonctions, telles que
le maintien de I’architecture des capillaires glomérulaires (Sakai et al. 1987; Lemley et al. 1992),

la phagocytose des macromolécules et des complexes immuns (Schlondorff et al. 1990; Cortes-
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Hernandez et al. 2002) ainsi que la production de substances bioactives (Diaz-Cazorla et al.
1999) (Busiek et al. 1995; Rovin et al. 2001). Elles peuvent également communiquer directement
avec les cellules endothéliales par différents médiateurs : facteurs de croissance, cytokines,
médiateurs lipidiques (Saeki et al. 1991; Kitahara et al. 2005). Les cellules mésangiales en se
contractant peuvent diminuer le diamétre des capillaires glomérulaires et la surface de filtration.

Au niveau des prolongements cellulaires, les amas de microfilaments d’actine se lient a la
membrane basale glomérulaire grace a une protéine transmembranaire, I’ intégrine (Rupprecht et
al. 1996). 1l a d’ailleurs été rapporté que 1I’a8 intégrine était spécifique des cellules mésangiales
(Hartner et al. 1999). Au niveau de ces sites d’adhésion, plusieurs protéines associées a 1’actine
telles que ’a-actinine, la taline ou la vinculine ont été identifiées. Par ailleurs, certaines de ces

protéines du site d’adhésion jouent un rdle dans la transduction des signaux.

A.2.2.3 Les cellules épithéliales viscérales ou podocytes

Les podocytes sont des cellules hautement spécialisées, avec une organisation cellulaire
et une cytoarchitecture complexes (Mundel et al. 1995). Ainsi, les podocytes sont divisés en trois
segments, au plan structural et fonctionnel : le corps cellulaire, les expansions principales et les
pieds des podocytes (figure 4). Les corps cellulaires et les expansions principales ne sont
généralement pas directement attachés a la MBG mais sont plutdt des structures qui flottent
librement dans la lumiére de I’espace de Bowman, créant un sous-espace entre le corps cellulaire
et les pédicelles. Au contraire, les pieds des podocytes recouvrent le versant externe de la MBG
et sont entrelacés avec les cellules voisines, formant des fentes de filtration entre les cellules
adjacentes. Les corps cellulaires posseédent un noyau proéminent, un systéme golgien et un
réticulum endoplasmique bien développés alors que les pieds des podocytes contiennent peu
d’organelles. La présence d’une forte densité d’organelles dans les corps podocytaires témoigne
d’une grande activité catabolique et anabolique, nécessaire au maintien de 1’intégrité de la cellule

et a la syntheése des principaux composants de la MBG.
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Figure 4 : Représentation en microscopie électronique a balayage des corps cellulaires (CC) des
podocytes (P), a l'aspect de pieuvres dont les tentacules (FP) encerclent totalement les capillaires. D’apres
Pavenstadt H, Physiol Rev, 2003
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Les podocytes sont organisés d’une fagon polarisée avec un domaine membranaire
luminal et un domaine abluminal, qui sont séparés [’un de 1’autre au niveau du diaphragme de
fente.

A leur surface luminale, les podocytes sont recouverts d’un glycocalyx bien développé, composé
de plusieurs sialoglycoprotéines dont la podocalyxine (Kerjaschki et al. 1984; Kershaw et al.

1995).

7
NHERV-2

Podo- _»
calyxin

P-Cadherin

GQﬁOUDDOG
unuoconnu

e

1 3 U
Jo"¢ Integrin "o°

miniy < oo o] g
L Megann;ﬁ i "

IG'DQ"BDEQGL"

Figure 5: Représentation schématique de 1I’équipement moléculaire de la portion baso-latérale d’un
podocyte. D’aprés Kerjaschki, J Clin Invest, 2001

La semelle podocytaire est composée de protéines d’adhésion qui lient le podocyte a la matrice extracellulaire, telles
que I’ intégrine a3B1, la taline, la paxiline, le complexe des dystroglycanes et MAGI-1. La membrane apicale est
quant a elle constituée principalement de podocalyxine, de GLEPP-1 et de NHERV-2. La néphrine, la podocine,
Neph-1, FAT sont les composants majeurs du diaphragme de fente. Des protéines telles que la vinculine,
I’utrophine, CD2AP ou I’ezrine relient les différentes parties du podocyte au cytosquelette d’actine. Les points
d’interrogation indiquent des protéines encore non caractérisées.

Le revétement de surface contribue a la charge négative de la barri¢re de filtration mais est aussi
critique dans la formation et la préservation de I’architecture dynamique des expansions
podocytaires. D’autres protéines sont présentes dans la membrane du podocyte (Somlo et al.
2000) : la protéine des jonctions serrées ZO-1 (Kurihara et al. 1992), la tyrosine phosphatase
GLEPP-1 (Thomas et al. 1994), la podoplanine (Breiteneder-Geleff et al. 1997), la néphrine
(Ruotsalainen et al. 1999) et la podocine (Boute et al. 2000).
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Les pieds des podocytes ne sont pas statiques et contiennent un systéme contractile similaire a
celui observé dans les péricytes (figure 5). Cet appareil contractile est composé d’actine, de
myosine-2 et d’a-actinine- 4, de taline et de vinculine. Les faisceaux de filaments d’actine
forment des arches entre les pédicelles adjacents du méme podocyte (Drenckhahn et al. 1988).
Deux complexes majeurs d’adhésion ont été identifiés au niveau de I’interface podocyte-MBG
(figure 5) :

-Les complexes de dystroglycanes, situés au niveau des pieds des podocytes, permettent de faire
le lien entre la matrice extracellulaire et le cytosquelette d’actine (Regele et al. 2000) et sont
essentiels a I’intégrité¢ de la MBG (Kojima et al. 2004). Les principales protéines associées aux
dystroglycanes dans la MBG sont la laminine, 1’agrine, le perlecan et I'utrophine (Raats et al.
2000).

-Les filaments d’actine sont également connectés a la membrane basale glomérulaire sous-
jacente, en des points de contact focaux, par I’intermédiaire de ’intégrine os; (Adler 1992).
Ainsi, I’inactivation de I’intégrine a3 chez la souris entraine un défaut de formation des pieds
des podocytes (Kreidberg et al. 1996). Les intégrines sont également des récepteurs impliqués

dans la transduction des signaux liés a ’adhésion (Hynes 2002).

A.3-La filtration glomérulaire

La filtration glomérulaire s’effectue a travers la barriere de filtration glomérulaire. Celle-
ci comprend les trois couches cellulaires de la paroi capillaire : la plus interne, 1’endothélium
fenestré, la membrane basale glomérulaire et la couche de cellules podocytaires faisant face a
I’espace urinaire (Deen et al. 2001)(figure 6).

La taille des fenestrations de 1’endothélium est d’environ 70-100 nm de diamétre ce qui permet
un contact direct entre le sang et la MBG. Ainsi I’endothélium ne semble pas représenter une
barriere directe au passage des macromolécules. La MBG est une matrice extracellulaire
acellulaire composée de grandes protéines telles que le collagéne de type IV, les laminines , le
nidogeéne et les protéoglycanes (Hudson et al. 1993). Les interactions complexes inter- et intra-
moléculaires de ces molécules font de la MBG un échafaudage perméable unique procurant a la
paroi capillaire une certaine force et une certaine flexibilité. De plus, ce réseau protéique
fonctionne comme un filtre des macromolécules dépendant a la fois de la charge et de la taille
(Brenner et al. 1978; Caulfield et al. 1978; Kanwar et al. 1991). La charge négative a été
attribuée aux protéoglycanes riches en héparane sulfate (Kanwar et al. 1979). Les podocytes ont

leurs pieds qui couvrent la surface externe de la MBG de fagon tout a fait caractéristique. Entre
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les pieds des podocytes se trouve une fente étroite d’une largeur assez constante de 40 nm. Cette

fente contient une membrane ultra-mince, le diaphragme de fente, dont on pense qu’il sert de

filtre ultime pour les macromolécules plasmatiques (Karnovsky et al. 1972; Kanwar et al. 1991).

Bowman's space

Capillary lumen

Figure 6: Représentation en microscopie
électronique a transmission de la barriére de
filtration  glomérulaire, constituée  de
I’endothélium fenestré (GenC), de la membrane
basale glomérulaire (GBM) et des podocytes
(Pod). D’aprés Mathieson PW, Clin Exp
Immunol, 2003.

A partir d’études de traceurs, il a été proposé que le glomérule contienne deux filtres en série : la

MBG qui est le filtre grossier restreignant le passage des larges molécules et le diaphragme de

fente qui est un filtre plus fin et qui a une sélectivité dépendante de la taille, perméable

uniquement aux molécules plus petites que 1’albumine. Rodewald et Karnovsky ont proposé un

mod¢ele de diaphragme de fente basé sur des études en microscopie électronique de reins de

souris et de rats (Rodewald et al. 1974). Dans ce mod¢le, le diaphragme de fente est un réseau

protéique tridimensionnel qui a une structure extrémement ordonnée et périodique a type de

ponts formant un motif en fermeture éclair. Il a été suggéré que le diaphragme de fente contenait

des pores de 4 a 14 nm situés des deux cotés d’un filament central de la fermeture-éclair. Ces

pores seraient assez petits pour entraver le passage des protéines de la taille de 1’albumine dans

I’urine. Cette architecture a été validée par la découverte de la néphrine.
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B-Présentation du syndrome néphrotique idiopathique

B.1-Définition

Initialement décrite avec d’autres pathologies sous le terme de néphrose lipoidique, cette
maladie émerge en tant qu’entité a la suite des travaux de Rich en 1957. Classiquement, le
syndrome néphrotique (SN) est défini par I’association d’une protéinurie abondante supérieure a
3 g/24 h (supérieure a 50 mg/kg/jour chez I’enfant), d’une hypoalbuminémie inférieure a 30 g/l
et d’une hypoprotidémie inférieure a 60 g/l. Les oedémes et 1’hyperlipidémie sont fréquemment
associés au syndrome néphrotique mais ne font pas partie de la définition classique. La définition
du syndrome néphrotique est en fait quelque peu arbitraire et il faut savoir que le pronostic d’une
atteinte glomérulaire avec une protéinurie abondante persistante de plus de 3-4 g/24 h (on parle
alors de protéinurie néphrotique), méme sans hypoalbuminémie, n’est pas fondamentalement
différent de celui d’un syndrome néphrotique. Le terme idiopathique est principalement utilisé
pour décrire un groupe de glomérulopathies qui se manifeste principalement chez 1’enfant et dont
I’étiologie est inconnue. Lorsque le syndrome est associé a une autre maladie, on dit alors qu’il
est secondaire. Les principales causes de SN secondaire sont indiquées dans le tableau 1.

En se basant sur des études histologiques, le syndrome néphrotique idiopathique peut se diviser
en trois sous types : Les Lésions Glomérulaires Minimes (LGM), la Hyalinose Segmentaire et
Focale (HSF) et la Néphropathie Membraneuse (MN). Dans la suite de l’exposé, je ne

m’intéresserai qu’aux formes de LGM et de HSF.

B.2-Les Lésions Glomérulaires minimes
B.2.1 Incidence

Chez I’enfant, les Lésions Glomérulaires Minimes représentent la forme la plus commune
de syndrome néphrotique, soit 35 a 80% des cas recensés selon la provenance ethnique (Churg et
al. 1970; White et al. 1970; Webb et al. 1996; Bonilla-Felix et al. 1999). Chez I’adulte, elle
représente entre 15 et 25% des cas et constitue ainsi la troisiéme cause de syndrome néphrotique,
juste derriére la forme avec dépdts extra-membraneux et celle avec 1ésions de hyalinose
segmentaire et focale (Haas et al. 1997). Les Iésions de LGM sont plus fréquentes dans les
populations hispaniques, asiatiques, arabes et caucasiennes que dans les populations afro-
américaines (Sharples et al. 1985; Pontier et al. 1994; Korbet et al. 1996; Baqi et al. 1998;

Bonilla-Felix et al. 1999). Selon la provenance ethnique, 1’incidence de la LGM peut varier, chez
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I’enfant de moins de 16 ans, de 2 a 16 cas pour 100 000 (Arneil 1961; Schlesinger et al. 1968;
Feehally et al. 1985; Sharples et al. 1985). Les études plus anciennes ont rapporté des incidences
de LGM plus élevées chez I’enfant que les études plus récentes. Cette observation peut
s’expliquer par le fait que I’incidence des 1ésions de HSF a augmenté au cours de ces dernicres
années tandis que celle de LGM semble avoir diminué (D'Agati 1994; Haas et al. 1997; Bonilla-
Felix et al. 1999; Filler et al. 2003).

Tableau 1 : Principales causes secondaires de syndrome néphrotique

Causes secondaires de Syndrome Néphrotique

Infections Hépatite B et C, HIV 1
Malaria, Syphilis
Toxoplasmose
EBV

Médicaments, drogues Pénicillamine, Pamidronate
Médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens

Interferon
Or, mercure
Héroine, lithium

Manifestations allergiques Piqiire d’abeille, allergénes alimentaires
Pollen, poussiére

Dermatite de contact
Venins ou poisons végétaux

Désordres immunitaires Maladie de Castleman, maladie de Kimura
Lymphomes, sarcomes, carcinomes
Leucémie
Maladie de Hodgkin

Autres maladies rénales Lupus érythémateux systémique

Reflux vésico-urétéral, uropathie malformative

Autres causes Diabéte, obésité, hypertension
Prééclampsie
Réduction de masse rénale

B.2.2 Histologie

B.2.2.1 Microscopie optique

Le glomérule apparait complétement normal en microscopie optique, avec une membrane
basale glomérulaire et une disposition cellulaire normales. Des changements glomérulaires
minimes, tels que un gonflement et une vacuolisation des cellules épithéliales accompagnés

d’une l1égere prolifération de la matrice extracellulaire, sont habituellement observés (figure 7A).
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Cependant, une l1égére hypercellularité mésangiale peut étre retrouvée (Churg et al. 1970; Habib
et al. 1971; Cameron et al. 1974). La présence de vacuoles lipidiques, a I’origine de I’appellation
de la néphrose lipoidique, et de changements dégénératifs au niveau des tubules proximaux sont
classiques. Des anomalies tubulaires focales et occasionnellement un glomérule sclérotique sont
également compatibles avec ce diagnostique. Ces dernieres se définissent par une obstruction,
par de larges dépdts hyalins, une dilatation ainsi qu’un amincissement des cellules épithéliales,
une atrophie accompagnée d’un épaississement des membranes basales tubulaires, la présence de
cellules voilées dans I'interstitium et de dépots calciques. Les modifications vasculaires sont
absentes chez I’enfant (White et al. 1970; Habib et al. 1971) alors qu’elles sont age dépendantes
chez I’adulte (Jao et al. 1973).

B.2.2.2 Microscopie électronique

Contrairement au peu d’anomalies observées en microscopie optique, des changements
ultrastructuraux sont présents, tout particuliecrement au niveau des podocytes et du mésangium
(figure 8). La fusion des pieds des podocytes, décrite pour la premiere fois par Farquhar et al. en
1957 (Farquhar et al. 1957), est nettement visible et son intensité semble corréler avec le degré
de protéinurie (Jao et al. 1973; Powell 1976). Cependant, une étude récente montre qu’il n’existe
pas de corrélation entre ces deux phénomenes (van den Berg et al. 2004). Comme le montre une
é¢tude en microscopie électronique sur des rats néphrotiques traités a 1’aminonucléoside
(Arakawa 1970; Carroll et al. 1973), il n’y a pas vraiment fusion mais oedéme et rétractation
podocytaire, conduisant a I’effacement des pieds. Les autres modifications épithéliales consistent
en la formation de microvillosités, la présence de nombreuses gouttelettes de réabsorption
protéique et moins fréquemment en 1’augmentation du nombre d’organelles et de lysosomes. Les
membranes basales glomérulaires ont un aspect quasi-normal et sont dépourvues de dépots
pariétaux. Les cellules endothéliales sont souvent gonflées (Kawano et al. 1971). La formation
de fibrine intra capillaire ainsi qu’une agrégation des plaquettes peuvent également étre
observées (Jao et al. 1973). Les altérations du mésangium se traduisent par une hyperplasie des
cellules mésangiales (Kawano et al. 1971) qui augmentent leur production de matrice et des
dépots osmiophiles localisés au niveau de la face interne de la membrane basale. Ces altérations

de structure sont non spécifiques et sont probablement la conséquence d’une protéinurie massive.
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B.3-La Hyalinose Segmentaire et Focale

B.3.1 Incidence

La hyalinose segmentaire et focale est un ensemble hétérogéne d’affections ayant en
commun une lésion histologique glomérulaire peu spécifique mais individualisée en raison de sa
localisation initiale particuliére. La forme primitive de hyalinose segmentaire et focale représente
7 a 20% des lésions glomérulaires de I’adulte et de I’enfant néphrotiques (Habib et al. 1971;
Cameron 1996; Korbet et al. 1996). Son incidence a progressivement augmenté et constitue a
présent la 1ésion la plus fréquemment trouvée dans le rein adulte natif, représentant entre 30 et
50% des cas de syndrome néphrotique adulte (Haas et al. 1997). Chez ’enfant, les 1ésions de
HSF représentent la seconde cause de syndrome néphrotique idiopathique, soit environ 20 a 30%
des cas (Ingulli et al. 1991). 11 a été mis en évidence dans la littérature que la maladie avait une
plus grande incidence dans les populations noires et hispaniques que dans les populations

caucasiennes (Bakir et al. 1989; Ingulli et al. 1991).

B.3.2 Aspects cliniques et progression

Les Iésions de hyalinose segmentaire et focale ont été décrites pour la premiere fois par
Rich en 1957 dans un groupe d’enfants néphrotiques (Rich 1957). A la définition habituelle du
syndrome néphrotique peuvent s’ajouter une hématurie microscopique, de 1’hypertension et une
insuffisance rénale. Le syndrome est alors qualifié¢ « d’impur ».

Le degré de protéinurie au moment du diagnostique est un facteur prédictif de I’évolution
des Iésions de HSF. La présence d’une protéinurie conséquente (3-3.5g/24h) est souvent associée
a une mauvaise évolution du syndrome néphrotique primitif: en effet, 50% des patients
protéinuriques atteindront le stade d’insuffisance rénale terminale (IRT) en 6 a 8 ans (Cameron
et al. 1978; Velosa et al. 1983; Korbet et al. 1994; Rydel et al. 1995). Les patients présentant une
protéinurie massive (>10g/24h) évolueront vers ’IRT en seulement 3 ans pour la majorité
d’entre eux (Brown et al. 1978; Rydel et al. 1995). Inversement, les patients avec une protéinurie
non néphrotique ont une évolution plus favorable, puisque plus de 80% d’entre eux présentent
une bonne fonction rénale 10 ans aprés le diagnostique (Korbet et al. 1986; Rydel et al. 1995).
Un autre facteur indicatif de 1’évolution des Iésions est la présence et le degré de créatinémie
(Velosa et al. 1983; Wehrmann et al. 1990; Ingulli et al. 1991; Rydel et al. 1995). Une
créatinémie supérieure a 1,3 mg/dL est associée a une mauvaise survie rénale en comparaison

avec une créatinémie inférieure a 1,3 mg/dL. Par ailleurs, aucune corrélation n’a pu étre établie
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entre la progression des Iésions de HSF et 1’age, le sexe ou la présence d’hématurie et

d’hypertension chez le patient (Pei et al. 1987; Banfi et al. 1991; Rydel et al. 1995).

B.3.3 Histologie

Les lésions de hyalinose segmentaire et focale comportent trois types d’altérations
caractéristiques : podocytaires, scléreuses et hyalines. Cette 1€sion est dite segmentaire, c’est-a-
dire qu’elle ne touche qu’une partie du glomérule et focale, parce qu’elle ne touche que certains

glomérules.

B.3.3.1 Microscopie optique

En microscopie optique et au stade précoce, la hyalinose segmentaire et focale comporte
une atteinte focale souvent localisée dans les glomérules juxtamédullaires (Rich 1957) avec un
¢épaississement du matériel mésangial, une adhésion du floculus a la capsule de Bowman
(synéchie floculocapsulaire) et une condensation de matériel hyalin amorphe (figure 7B). Une
hypercellularité mésangiale modérée ainsi qu’une occlusion partielle de la lumiére capillaire par
des dépodts hyalins sont fréquemment observés: ces Iésions semblent étre proportionnelles a
I’atteinte glomérulaire (Habib et al. 1971; Hyman et al. 1973). L’occlusion par des dépots
hyalins représente 1’insudation de protéines plasmatiques dans une paroi capillaire glomérulaire
anormalement perméable. Cette lésion évolue secondairement vers une glomérulosclérose
segmentaire puis enfin diffuse de 1’ensemble du glomérule. Dans de rares cas, des 1ésions
tubulaires peuvent prédominer (Hayslett et al. 1969).

L’étude en microscopie a fluorescence peut se révéler soit négative soit présenter des dépots
segmentaires d’IgM ou de complément (C3) au niveau des 1ésions. Plus rarement, du Clq
(variant aussi appelé néphropathie a Clq, (Jennette et al. 1985; Markowitz et al. 2003), du C4 et

des B-lipoprotéines peuvent €tre mis en €vidence.
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Glomérule optiquement normal Svynéchie floculo-
yneetie loclo Zone de sclérose

B capsullaire

Figure 7 : Histologie en microscopie optique de glomérules présentant des lésions glomérulaires minimes (A)
ou des lésions de hyalinose segmentaire et focale (B). D’aprés Eddy AA, Lancet, 2003.

Figure 8: Représentation en microscopie électronique a transmission de la barriére de filtration glomérulaire
d’un patient avec des lésions de LGM. Les pieds de podocytes (P) sont fusionnés (fléche jaune) et la fente de
filtration est désorganisée (fléche rouge). D’aprés Eddy AA, Lancet, 2003.
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B.3.3.2 Microscopie électronique

En microscopie ¢électronique, la 1ésion initiale est un effacement diffus des pédicelles,
analogue a celui observé au cours des lésions glomérulaires minimes. On peut observer ensuite
un collapsus segmentaire d’anse capillaire avec repli de la membrane basale glomérulaire et
inclusion de tissu amorphe et de gouttelettes électrodenses hyalines et lipidiques finement
granulaires (Nagi et al. 1971; Hyman et al. 1973; Velosa et al. 1975). Des cellules spumeuses
occupent volontiers la lumicre des capillaires collabés. Dans ces cas, on observe une
dégénérescence des podocytes, souvent avec détachement de la membrane basale sous-jacente
ou une nécrose cellulaire (Churg et al. 1975). Des vacuoles lipidiques peuvent étre observées,
aussi bien au sein des dépoOts anormaux que dans le cytoplasme des cellules endothéliales et

mésangiales.

B.3.3.3 Variants histologiques

En plus des lésions segmentaires glomérulaires « classiques », d’autres observations
histologiques ou variants ont pu étre inclus dans le diagnostique de HSF primitive (Schwartz et
al. 1993; Schwartz et al. 1995).

Certains patients avec un syndrome néphrotique et une HSF présentent une lésion segmentaire
faisant face au pole tubulaire, appelée « tip » lésion. Cette Iésion pourrait identifier un sous-
groupe de patients avec des caractéristiques cliniques, notamment une meilleure réponse aux
stéroides (Stokes et al. 2004). Cette notion est cependant fortement controversée, car la ‘tip’
lésion s’observe dans d’autres atteintes glomérulaires avec 1ésions podocytaires
(glomérulonéphrite extramembraneuse par exemple). Une autre variante histologique, décrite
sous le nom de "collapsing focal glomerulosclerosis", avec sclérose et collapsus marqué de
toutes les anses capillaires d'un méme glomérule, souvent associée a des 1ésions tubulaires, serait
fréquente au cours de la néphropathie due a l'infection par le VIH, ou encore dans les HSF
idiopathiques cortico-résistantes (Weiss et al. 1986; Detwiler et al. 1994; Laurinavicius et al.
1999). La présence de Iésions de « collapsing » évoque souvent un mauvais pronostic avec une

progression rapide vers I’insuffisance rénale terminale (Grecevska et al. 1999).
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B.4-Liens entre les lésions de LGM et de HSF

Le fait que des Iésions de LGM puissent évoluer vers des Iésions de HSF a fait I’objet
d’un long débat. Ahmad et Tejani ont reporté, dans une étude effectuée sur 49 patients présentant
des 1ésions initiales de LGM, que plus de 50% d’entre eux évoluaient vers des lésions de HSF
dans une période d’étude de 10 ans (Ahmad et al. 2000). Cependant, la présence de lésions
initiales de LGM ou de HSF est difficile a déterminer puisque peu d’enfants sont biopsié€s avant
le début de leur traitement par corticostéroides (Mallick 1991). 11 a été suggéré que la présence
continue d’une protéinurie pouvait contribuer a la transformation des Iésions de LGM en HSF
(Tanaka et al. 2000). Des études sur les syndromes néphrotiques congénitaux supportent
I’hypothése que ces deux Iésions seraient les évolutions d’une méme maladie, puisque les
patients atteints d’une méme anomalie génétique peuvent présenter aussi bien une LGM qu’une
HSF (Karle et al. 2002). De méme, les premicres lésions observées suite a une récidive apres
transplantation sont de type LGM et évoluent ensuite vers des 1ésions de HSF. Malgré cela, il n’a
toujours pas été clairement démontré si les 1ésions de LGM et de HSF étaient étiologiquement

liées.

C-Traitement du Syndrome Néphrotique Idiopathique

Les 1ésions glomérulaires minimes isolées sont caractérisées par une réponse favorable a
la corticothérapie dans plus de 90% des cas, et un bon pronostic a long terme. A I’inverse, les
patients chez lesquels la biopsie rénale objective des 1ésions de hyalinose segmentaire et focale

sont fréquemment résistants a la corticothérapie.

C.1-Traitements de premiere intention

La corticothérapie ne doit pas débuter trop précocement dans la mesure ou des rémissions
spontanées peuvent survenir dans 5% des cas. La corticothérapie est débutée lorsque le
diagnostic de néphrose idiopathique est trés vraisemblable ou aprés que la biopsie rénale ait été
effectuée. La prednisone est donnée a la dose initiale de 60 mg/m”/j pendant 30 jours.
Généralement, la protéinurie disparait entre le 8™ et le 14°™ jour. Le traitement est poursuivi a
la méme dose en alternance un jour sur deux pendant un mois, puis la dose est diminuée de 15
mg/m” tous les 15 jours. La durée totale du traitement lors de la premiére poussée est ainsi de

quatre mois et demi. Lorsque la durée du traitement de cette premicre poussée est plus courte, le
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pourcentage de patients qui présentent une rechute est plus élevé (Brodehl 1991). Si la
protéinurie persiste a la fin du premier mois de traitement, la corticothérapie doit étre augmentée.
Une persistance de la protéinurie a ’issue de ce traitement définit le syndrome néphrotique

corticorésistant.

C.2-Syndrome Néphrotique Idiopathique corticosensible

Dans environ 90% des cas chez I’enfant, la néphrose idiopathique est corticosensible.
Environ 30% des enfants présentent uniquement une poussée et sont ensuite définitivement
guéris a la suite de la corticothérapie. Dix a 20% des enfants rechutent plusieurs mois apres
I’arrét du traitement, mais la guérison survient en général aprés deux ou trois épisodes qui
répondent a une cure standard de corticothérapie. Dans 40 a 50% des cas, les enfants présentent
des rechutes fréquentes, dés que la corticothérapie est diminuée ou arrétée. Si la cortico
dépendance persiste, d’autres traitements doivent étre envisagés. La Société Frangaise de

Néphrologie Pédiatrique recommande d’utiliser successivement :

goLevamisole : le 1évamisole est un immunostimulant qui utilisé a la dose de 2.5 mg/Kg un jour
sur deux permet de diminuer les doses de corticoides et augmente le taux de rémission (Niaudet
et al. 1984; Bagga et al. 1997; Davin et al. 2005). Malheureusement, les récidives sont fréquentes
trois mois apres 1’arrét du traitement (1991). Le traitement est généralement bien toléré : les rares
effets secondaires incluent une leucopénie, des éruptions cutanées et une toxicité hépatique

(Bagga et al. 2000).

goLes agents alkylants : Le cyclophosphamide (Endoxan®) administré per os a la dose de 2
mg/kg/j pendant 12 semaines entraine 66% de rémission a deux ans chez les sujets qui récidivent
fréquemment, et 33% de rémission chez les sujets corticorésistants (Latta et al. 2001). Le
chlorambucil donne des résultats similaires a la dose 0.2 mg/kg/j pendant 2 mois. Leur utilisation
est limitée par leurs effets secondaires : toxicité médullaire, infections, rarement alopécie ou
cystite hémorragique. Le risque gonadique est évité si la dose totale ne dépasse pas 200 mg/kg
pour le cyclophosphamide et 10 mg/kg pour le chlorambucil. Le mechlorethamine (moutarde

azotée) a pu étre efficace dans certains cas (Broyer et al. 1985).

g Les inhibiteurs de calcineurine : La ciclosporine A (CsA) et le tacrolimus (FK506) agissent

en inhibant la voie d’activation calcium-dépendante impliquée dans la transcription du géne de
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I’IL-2. La ciclosporine A est apparue comme un médicament important pour traiter les rechutes
fréquentes et les patients corticodépendants. Environ 80% d’entre eux répondent a la CsA
(Niaudet et al. 1994; Eddy et al. 2003). Cependant, de nombreux patients nécessitent une faible
dose de stéroides en plus de la CsA pour rester en rémission (Hulton et al. 1994). Les
expériences avec le tacrolimus sur des patients présentant des rechutes fréquentes sont limitées.
Les avantages potentiels du tacrolimus incluent peu d’effets secondaires d’ordre esthétique pour
le patient ainsi qu’une réduction modeste de la néphrotoxicité, de I’hypertension et de

I’hyperlipidémie.

g Mycophénolate Mofétil (MMF) : Ce médicament inhibe spécifiquement la prolifération des
lymphocytes T et B en bloquant la synthése de purines «de novo». L’action du MMF a été testée
sur des patients présentant une grande corticodépendance et n’ayant pas répondu au lévamisole
et aux agents alkylants. Le traitement avec le MMF a une dose de 25-30 mg/kg/j a montré une
réduction significative du taux de rechutes (Day et al. 2002). Les effets secondaires sont faibles,
mais I’arrét du traitement entraine la récidive des rechutes (Bagga et al. 2003).

La liste ci-dessus n’est pas exhaustive mais reprend les principales drogues utilisées et leurs

effets .

C.3-Syndrome Néphrotique Idiopathique corticorésistant

Il n’existe pas de consensus sur le traitement de la néphrose corticorésistante. Ces
patients présentent de forts risques de complications ainsi qu’une évolution progressive vers
I’insuffisance rénale terminale. De nombreux protocoles ont ét¢ essayés : les plus importants
ainsi que leurs résultats sont répertoriés dans le tableau 2. Les corticoides a fortes doses, en
particulier sous forme de bolus de methylprednisone, associés ou non aux alkylants, ont pu
donner plus de 50% de rémissions complétes et ont significativement diminué 1’évolution vers
I’insuffisance rénale chronique. Il semble également que ces formes corticorésistantes soient une
bonne indication de la ciclosporine : administrée pendant un mois et associée a des doses
modérées de corticoides prescrits pendant 5 mois supplémentaires, pres de 50% des patients
évoluent vers une rémission complete. D’autres études ont dénoté par ailleurs une rémission
apres traitement avec le tacrolimus chez des patients ne répondant pas a la ciclosporine (Loeffler

et al. 2004; Tsugawa et al. 2004).
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Tableau 2 : Résumé des essais cliniques sur les patients atteints de syndrome néphrotique corticorésistant.
CP : Cyclophosphamide, CsA : Ciclosporine A, MP : methylprednisone, iv : intraveineux, N : nombre de patients.

Etude N Traitement Rémission
Azathioprine et prednisolone vs. Prednisolone Pas de rémission
Abramovicz et al (1970) 31 )
et placebo pendant 3 mois
CP (per 0s) et prednisolone vs. prednisolone Pas de rémission
Auteur inconnu (1974) 31
pendant 3 mois
CP (per 0s) et prednisolone vs. prednisolone ~ 25% dans chaque groupe
Tarshish et al (1996) 60 , ’
pendant 12 mois
CP (iv) et prednisolone (gr.I) vs. CP (per 0s) et 100% dans gr.I ; 25%
Elhence et al (1994) 13 ]
prednisolone (gr.II) gr.ll
CsA (gr.]) vs. traitement symptomatique (gr.II)  40% dans gr.I, 0% dans
Ponticelli et al (1993) 20 )
pendant 6 mois gr.ll
CsA vs. placebo pendant 6 mois 33.3% dans le groupe
Lieberman et al (1996) 31
CsA
CP (iv) et prédnisolone (gr.I) vs. 53.8% dans le gr.I,
Mantan et al (2004) 49 .
dexamethasone (iv) (gr.IT) 47.8% dans le gr.II
Niaudet et al (1994) 65 CsA et prednisolone pendant 6 mois 41.5%
Rennert et al (1999) 10 CP (iv) et prednisolone pendant 6 mois 70%
Tune et al (1995) 32 MP (iv), CP (per 0s) et prednisolone 60%
MP (iv), CP (per 0s) et prednisolone (gr.I) vs.  85.7% dans gr.I et 40%
Adhikari et al (1997) 12 . _ ‘ & e ’
CP (iv), MP (iv) et prednisolone (gr.II) dans gr.I1
MP ou dexamethasone (iv), CP (per 0s) et 65%
Hari et al (2001) 65 ) )
prednisolone pendant 52 semaines
Dexamethasone (iv) vs. MP (iv) [CP (per o0s) 35.1% dans le gr.l et
Hari et al (2004) 81 ]
et prednisolone dans les 2 groupes] 33.1% dans le gr.II
Gulati et Kher (2000) 20 CP (iv) et prednisolone pendant 6 mois 65%
Bajpai et al (2003) 24 CP (iv) et prednisolone pendant 6 mois 29%

26



D-La Récidive du Syndrome Néphrotique Idiopathique apres

transplantation rénale

D.1-Définition

Cette définition doit étre clairement établie car il est rétrospectivement observé de
grandes variations dans les critéres pris en compte pour le diagnostic de récidive. La récidive est
suspectée en présence d’une protéinurie importante (>1g/24h chez ’adulte (Dantal et al. 1991;
Kim et al. 1994) ou > 50 mg/kg/j chez I’enfant (Cochat et al. 1993), en général d’apparition
rapide aprées la transplantation, accompagnée ou non d’un syndrome néphrotique. La récidive est
ensuite confirmée sur des bases histologiques avec la mise en évidence sur le transplant rénal de
lésions glomérulaires compatibles avec un syndrome néphrotique idiopathique. Cependant, la
démonstration pour affirmer la récidive de HSF n’est pas obligatoire (Verani et al. 1986; Korbet
et al. 1988; Morales et al. 1988). En effet, la ou les biopsies précoces ne retrouvent pas les
lésions de HSF qui apparaissent aprés un délai variable (de quelques semaines a quelques
années). Le détachement des cellules épithéliales qui peut étre observé précocement a aussi été

proposé comme une des toute premicres 1ésions caractéristiques de HSF (Verani et al. 1986).

Une classification de la récidive en fonction de son délai d’apparition a également été proposée
(Cameron et al. 1989):

¢ Récidive immédiate dans les 48h suivant la transplantation et/ou la reprise de la diurése

¢ Récidive précoce dans les 3 premiers mois

¢ Récidive tardive apres 3 mois.

La récidive « classique » est dans 90% des cas immédiate ou précoce.

D.2-Incidence et évolution

La récidive de syndrome néphrotique apres transplantation a été décrite pour la premicre
fois par Hoyer en 1972 (Hoyer et al. 1972). Le taux de récidive varie en fonction des différentes
séries et se situe en général autour de 20-30% pour une premiére transplantation, avec des
extrémes allant de 5.6% a 75% (Hoyer et al. 1972; Dantal et al. 1996, Hariharan et al. 1998;
Wuhl et al. 1998; Choi et al. 2001; Yakupoglu et al. 2004). Une récidive sur le premier greffon
se reproduit généralement sur la deuxieme greffe (75 a 80%) (Cameron 1991; Stephanian et al.
1992; Ramos et al. 1994). Cependant, certains succes de retransplantation ont été obtenus apres

un long délai d’attente en hémodialyse (Hosenpud et al. 1985; Cameron et al. 1989).
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L’ évolution aprés récidive est trés variable mais malgré les quelques rares cas de rémission
spontanée (Striegel et al. 1986; Franco et al. 1987; Stephanian et al. 1992), 50 % environ des
récidives vont entrainer I’échec de la transplantation (Habib et al. 1987; Cameron 1991; Dantal
et al. 1991). La reprise de fonction du transplant est généralement retardée et ce quelle que soit
I’origine du greffon (donneur cadavérique ou vivant) (Kim et al. 1994). Une étude rapporte
¢galement que les patients récidivant présenteraient plus de rejets aigus (Kim et al. 1994),

observation qui n’est pas systématiquement retrouvée (Dantal et al. 1996).

D.3-Facteurs de risques de la récidive

Il n’existe pas de tests prédictifs de la récidive a ce jour mais plusieurs observations
cliniques permettent de distinguer des populations a plus haut risque.

L’age de début de la maladie est un facteur important en pédiatrie, bien que plusieurs
différences soient retrouvées en fonction des études. Globalement, le risque de récidive est plus
¢levé chez les enfants dont la maladie initiale s’est déclarée entre 1’age de 6 et 15 ans et oscille
entre 40 et 53% (Cheigh et al. 1983; Habib et al. 1987; Senggutuvan et al. 1990; Cameron 1991;
Ingulli et al. 1991; Cameron 1993). Chez I’adulte, la récidive est possible quel que soit I’age
d’installation de la maladie initiale (Dantal et al. 1991; Artero et al. 1992).

L’intervalle de temps séparant le début du syndrome néphrotique et la transplantation
n’est pas différent entre les groupes avec et sans récidive (Artero et al. 1992). En revanche, la
rapidité d’évolution de la maladie initiale, de son début apparent jusqu'a I’insuffisance rénale
terminale nécessitant la dialyse, est plus courte en cas de récidive (Leumann et al. 1980; Lewis
1982; Habib et al. 1987; Dantal et al. 1991; Artero et al. 1992; Cheong et al. 2000). Le seuil de
trois années est fréquemment cité mais cette notion ne fait pas 'unanimité (Maizel et al. 1981,
Cameron 1991).

Toutes les formes histologiques regroupées sous le nom de syndrome néphrotique
idiopathique sont susceptibles de récidiver sur les greffons. Cependant, la présence d’une
prolifération diffuse sur les biopsies des reins propres est reconnue comme I’un des ¢léments
prédictifs le plus important (Maizel et al. 1981; Lewis 1982; Habib et al. 1987; Cameron et al.
1989; Conlon et al. 1999). Chez I’enfant, le taux de récidive varie de 20% en 1’absence de
prolifération a 80% en présence d’une prolifération mésangiale diffuse (Striegel et al. 1986).
D’autres parametres tels que 1’age du donneur, le sexe, la provenance ethnique, le temps

d’ischémie froide, la présence de diabete ou les incompatibilités HLA, le délai d’attente en
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hémodialyse n’interviennent pas dans I’incidence de la récidive (Dantal et al. 1991; Cosio et al.
1999).

En résumé, une maladie initiale déclarée avant 15 ans, une progression rapide vers
I’insuffisance rénale terminale (< 3 ans) et la présence d’une prolifération mésangiale diffuse sur

la biopsie native sont considérés comme des facteurs prédictifs de la récidive.

D.4-Les traitements de la récidive

En régle générale, les récidives observées apres transplantation sont résistantes aux
corticoides et au cyclophosphamide (Pinto et al. 1981), bien que quelques cas de rémission aient
été décrits apres 1’utilisation de bolus de méthylprédnisone chez ’enfant (Mauer et al. 1979).
J’évoquerai dans ce paragraphe les principaux outils thérapeutiques utilisés pour traiter ou

contenir la progression de la récidive.

D.4.1 La ciclosporine A

L’introduction de la ciclosporine A n’a pas modifié le taux de récidive en comparaison
avec le traitement conventionnel associant corticostéroides et azathioprine (Pirson et al. 1986;
Voets et al. 1986; Tomlanovich et al. 1988; Vincenti et al. 1989; Banfi et al. 1990; Schwarz et al.
1991). Néanmoins, il n’est pas exclu qu’elle puisse moduler la sévérité de celle-ci comme le
suggerent les quelques cas de rémissions rapportés apres traitement a la ciclosporine A (Habib et
al. 1987; Morales et al. 1989; Green et al. 1990; Cattran et al. 1999). Plusieurs auteurs ont
rapporté¢ un controle de la protéinurie chez des enfants transplantés avec une récidive de HSF
présumée grace a la prise per os de ciclosporine (Ingulli et al. 1991; Srivastava et al. 1994;
Raafat et al. 2004). Dans ces études, le nombre de patients était limité, les doses de ciclosporine
trés fluctuantes (allant de 15 a 35 mg/kg/j) et la période de suivi assez courte. Une administration
précoce en i.v de la ciclosporine aprés récidive sur le transplant a également été proposée en
pédiatrie: les résultats sont encourageants puisqu’une baisse importante de la protéinurie a été
observée chez 82% des enfants traités (Salomon et al. 2003). Cependant, 1’utilisation de cette

stratégie ne s’est pas avérée totalement satisfaisante chez 1’adulte (Ranchin et al. 1996).
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D.4.2 Les autres drogues

Tacrolimus : Le remplacement de la ciclosporine par le tacrolimus chez des patients présentant
une récidive immédiate de syndrome néphrotique n’a pas abouti a des résultats trés concluants
(McCauley et al. 1993). Il a méme été rapporté dans une étude chez un adulte présentant une
récidive tardive que la ciclosporine A était plus efficace que le tacrolimus (Kessler et al. 1999).
Néanmoins, cette observation ne fait pas ’'unanimité puisqu’une étude récente effectué¢e chez
I’enfant démontre 1’effet inverse (Tsugawa et al. 2004).

Anti-inflammatoires non stéroidiens : Plusieurs ¢études anciennes ont démontré que
I’indométhacine (Kooijmans-Coutinho et al. 1993) et le méclofénamate (Torres et al. 1984)
entralnaient une chute importante et durable de la protéinurie, sans altération de la fonction
rénale. Malheureusement, ces observations n’ont pu étre reproduites par d’autres équipes
(Cameron 1991).

Inhibiteurs de I’enzyme de conversion : Les résultats concernant 1’effet des inhibiteurs de
I’enzyme de conversion sur la récidive du SNI aprés transplantation se sont avérés assez
décevants. En effet, sur neuf patients traités, seulement un a présenté une baisse significative de
sa protéinurie (Artero et al. 1992). Cependant, I’utilisation de I’inhibiteur de I’enzyme de

conversion constitue un traitement de base.

D.4.3 Les traitements du plasma

Etant donné la rapidité de la récidive de HSF apres transplantation rénale, la présence de
facteur(s) plasmatique(s) capables d’altérer le greffon a été suggérée. Ainsi, plusieurs traitements

visant a diluer ou oter ce facteur du sérum des patients récidivants ont été testés.

D.4.3.1 Les échanges plasmatiques

L'échange plasmatique consiste en I'¢limination d'une quantité importante de plasma
remplacée de fagon concomitante par des solutions de substitution de nature colloidale.
L'extraction du plasma fait appel a deux principes différents, I'un basé sur une centrifugation du
sang qui peut étre continue ou discontinue, 'autre sur une filtration a travers une membrane
microporeuse. Le plasma extrait est remplacé par des fluides de substitution et le plasma du
patient est éliminé.

Des séries d’échanges plasmatiques ont été réalisées précocement apres le diagnostique

de récidive et ont entrainé une diminution importante de la protéinurie, voire une rémission
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(Dantal et al. 1991; Artero et al. 1994; Torretta et al. 1995). Les facteurs d’échec des échanges
plasmatiques sont la présence de 1ésions de HSF sur le transplant et une prise en charge tardive.
L’administration simultanée de doses importantes de cyclosporine A (Mowry et al. 1993), de
bolus de corticoides et/ou de cyclophosphamide (Cheong et al. 2000), d’inhibiteurs de 1’enzyme
de conversion (Rodicio et al. 1990) ou d’indométacine (Kooijmans-Coutinho et al. 1993)
améliorerait D’efficacité des échanges plasmatiques en prolongeant 1’effet sur la protéinurie
(Cochat et al. 1993; Cochat et al. 1996). Toutefois, ces effets restent transitoires, la protéinurie
revenant a son niveau pré-traitement dans des délais variables (Laufer et al. 1988; Cochat et al.

1993).

D.4.3.2 Les colonnes d’immunoadsorption

L’immunoadsorption sur colonne de protéine A permet 1’élimination sélective des
immunoglobulines G de sous classes 1, 2, et 4 et dans une moindre mesure les IgG3, IgM et IgA
(Langone 1982). Plusieurs ¢études ayant décrit des anomalies de répartition des
immunoglobulines dans les phases actives de SNI (détaillées dans le chapitre E.3.2), un
protocole d’immunoadsorption sur protéine A a été mis en place en vue de traiter précocement la
récidive de HSF (Dantal et al. 1994; Belson et al. 2001). Les résultats se sont avérés tres
encourageants puisque pour la premicre étude, sur dix patients, huit ont vu leur protéinurie
Malheureusement, cet effet bénéfique est transitoire puisque la protéinurie retrouve son niveau
initial 28 jours apres 1’arrét du traitement.

Devant ces résultats positifs, d’autres supports ont été utilisés tels que les colonnes
d’affinit¢ anti Ig humaines (thérasorb) (Dantal et al. 1998), ou plus récemment les colonnes
d’affinité au tryptophane (Bussemaker et al. 2001), cette derniére ayant entrainé une baisse
importante de la protéinurie chez le patient traité. Cependant, 1’effet spécifique de la colonne de
protéine A sur la récidive de HSF est remis en cause puisque cette approche est également

capable de réduire la protéinurie dans les SN d’origines différentes (Esnault et al. 1999).

E-Hypothéses étiologiques du syndrome néphrotique idiopathique

La recherche des mécanismes a I’origine du syndrome néphrotique idiopathique ont fait
I’objet d’un travail de longue haleine. Toute la difficulté de I’étude repose sur la grande

hétérogénéité de ce syndrome. En effet, comme nous 1’avons vu lors de la présentation du SNI,
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des patients présentant les mémes symptomes ne réagiront pas de la méme fagon aux traitements
et a la transplantation. Bien qu’a ce jour, aucun facteur ni aucun mécanisme n’aient pu
véritablement étre validés, I’implication d’un ou plusieurs facteurs circulants ainsi que celui du
systéme immunitaire semble indéniable. De plus, le role cible du podocyte a également été mis
en ¢vidence grace a la description de mutations de protéines podocytaires dans les formes
génétiques. Au cours de ce chapitre, je détaillerai les différents acteurs potentiels impliqués, de

pres ou de loin, dans I’apparition et/ou la progression du SNI.

E.1-Anomalies génétiques dans le syndrome néphrotique idiopathique

L’approche génétique des formes familiales de HSF a permis une avancée décisive dans
la compréhension de certains mécanismes moléculaires qui régissent le fonctionnement de la
barriére de filtration glomérulaire. Bien que les SNI ne soient habituellement pas considérés
comme des maladies héréditaires, les composantes génétiques impliquées dans leur pathogénie
sont indiscutables : des formes familiales, bien que rares, ont été rapportées a la fois dans les
formes corticorésistantes et plus rarement dans les formes corticosensibles (Fuchshuber et al.
2001). Des études génétiques récentes chez 1’homme ont permis d’identifier différents génes
impliqués dans les formes héréditaires de syndromes néphrotiques corticorésistants et codant

pour des protéines podocytaires (tableau 3).

E.1.1 Anomalies impliquant des genes de structure

E.1.1.1 La néphrine

Le géne NPHSI1 est localisé sur le chromosome 19q13 et constitue le premier géne décrit
associé au syndrome néphrotique humain (Kestila et al. 1998). Ce geéne code pour la néphrine,
protéine transmembranaire de 136 kDa de la super-famille des immunoglobulines, exprimée
spécifiquement dans le podocyte. Cette protéine est par ailleurs un composant majeur du
diaphragme de fente (figure 8) qui permet de relier les pieds des podocytes le long de la
membrane basale glomérulaire (Ruotsalainen et al. 1999). En effet, il est proposé que les
molécules de néphrine adjacentes sont capables d’interagir les unes avec les autres grace a une
dimérisation homophilique et de former une structure en « fermeture éclair», visible en
microscopie é€lectronique (Kestila et al. 1998). Les molécules de néphrine peuvent également

interagir avec d’autres molécules du diaphragme de fente, telles que la podocine. Récemment,

32



trois protéines homologues a la néphrine, Nephl, Neph2 et Neph3, ont été identifiées chez le
rongeur (Donoviel et al. 2001; Sellin et al. 2003).

Des mutations de la néphrine ont été décrites chez les patients atteints de syndrome
congénital finlandais (Kestila et al. 1998). Cette forme de syndrome néphrotique se caractérise
par une apparition trés rapide des premiers symptomes, généralement chez le nouveau-n¢, ainsi
qu’une progression rapide vers I’insuffisance rénale. Les recherches de mutations dans le geéne
NPHS1 ont montré qu’a coté de deux mutations habituellement rencontrées en Finlande (Finmajor
et Finpinor), de nombreuses autres mutations réparties sur I’ensemble du geéne peuvent aussi
provoquer un SN congénital. Il a également ét¢ montré que certaines mutations peuvent étre a
I’origine de formes moins sévéres de la maladie (Koziell et al. 2002). Ces différences de
phénotype peuvent étre partiellement expliquées par des variations d’adressage de la protéine
mutée, comme 1I’a montré 1’équipe de K. Tryggvason dans un mode¢le cellulaire (Liu et al. 2001;
Nishibori et al. 2004). Un traitement par le 4-phénylbutyrate a permis de réorienter certaines de
ces protéines mutées vers la membrane plasmique, fournissant une base rationnelle pour la
recherche de nouveaux traitements (Liu et al. 2004). De rares cas de récidive apres
transplantation rénale ont été rapportés, et ces récidives ont pu étre expliquées par la présence

d’anticorps anti-néphrine dans le sérum du receveur (Wang et al. 2001; Patrakka et al. 2002).

E.1.1.2 La podocine

L’équipe de C.Antignac a localisé puis identifié par clonage positionnel le gene NPHS2
sur le chromosome 1g25-q31, impliqué dans une entité particuliéere de syndrome néphrotique
corticorésistant de transmission autosomique récessive (Fuchshuber et al. 1995). Ce géne code
pour une protéine de 42 kDa, nommée podocine, exclusivement exprimée dans les podocytes
(Boute et al. 2000), au niveau du diaphragme de fente (Roselli et al. 2002; Ruf et al. 2004). Cette
protéine fait partie de la famille des stomatines et posséde une structure originale en épingle a
cheveux : son domaine central est ancré dans la membrane plasmique alors que ses extrémités
amino et carboxy terminales sont situées dans le cytoplasme (Roselli et al. 2002).

La podocine est un composant de la membrane basale glomérulaire associ¢ au raft
lipidique et localisé au niveau du diaphragme de fente (Huber et al. 2003)(figure 9). Elle joue un
role essentiel dans le transport de la néphrine a la membrane ainsi que dans la signalisation
intracellulaire du podocyte. Les souris knock-out pour la podocine développent des lésions
podocytaires et une protéinurie avant la naissance puis meurent d’urémie apres quelque jours de

vie (Roselli et al. 2004).
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Depuis son identification, de nombreuses ¢tudes ont montré que des mutations dans ce
gene pouvaient étre retrouvées dans 10 a 20% des formes sporadiques de 1’enfant (Karle et al.
2002; Maruyama et al. 2003; Yu et al. 2005). Des mutations du géne NPHS2 ont également été
décrites chez 1’adulte mais, dans la plupart des cas, les patients sont hétérozygotes
composites pour une mutation sévere et pour un polymorphisme (R229Q) retrouvé a 1’état
hétérozygote dans 4% de la population générale (Tsukaguchi et al. 2002). Comme pour la
néphrine, il a ét¢ montré que des formes mutées de la podocine ne sont pas adressées a la
membrane plasmique et restent bloquées dans le réticulum endoplasmique (Nishibori et al.
2004). Les patients présentant une mutation du gene NPHS2 déclarent la maladie trés tot dans
I’enfance, et évoluent rapidement vers I’insuffisance rénale. La maladie ne récidive apres

transplantation que dans trés peu de cas (Weber et al. 2004).

TRPC6

ACTN4 > Podocine

& 4

WTI
SD

CD2AP

Néphrine

GBM

Figure 9 : Principaux composants podocytaires associés a un syndrome néphrotique chez ’homme.
SD : diaphragme de fente, GBM : Membrane basale glomérulaire

E.1.1.3 La CD2AP

La CD2 associated protein (CD2AP) a été tout d’abord décrite comme une protéine
capable de s’associer au domaine cytoplasmique du récepteur CD2 et de faciliter ainsi la liaison
des cellules T aux cellules présentatrices d’antigéne (Dustin et al. 1998). Cette protéine de 80
kDa est également exprimée dans les podocytes, les cellules du tube collecteur et dans les
cellules des tubules proximaux (Li et al. 2000). C’est donc logiquement que les souris knock-out

pour le géne CD2AP développent un syndrome néphrotique précoce, évoluent rapidement vers
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I’insuffisance rénale terminale et décédent vers I’age de 6-7 mois (Shih et al. 1999). Cette
léthalité précoce peut étre palliée si ’expression de CD2AP est restaurée dans les podocytes a
I’aide d’un transgéne (Grunkemeyer et al. 2005). Une co-immunoprécipitation de CD2AP avec
une protéine de fusion codant pour la néphrine a permis de mettre en évidence une association de
ces deux protéines au sein du diaphragme de fente (Shih et al. 1999). Plus récemment, les mémes
auteurs ont montré que les souris haplo-insuffisantes pour CD2AP développaient des 1ésions
glomérulaires minimes a partir de 9 mois et présentaient une susceptibilité accrue au stress
glomérulaire (Kim et al. 2003). En parall¢le, ils ont montré que deux patients présentant une
hyalinose segmentaire et focale idiopathique avaient une mutation dans un site consensus
d’¢épissage du géne CD2AP a I’état hétérozygote. Cependant, ces résultats doivent étre confirmés

chez I’homme puisqu’a ce jour, aucun autre cas n’a été décrit dans la littérature.

E.1.1.4 L’ga-actinine 4

Deux geénes ont pu étre localisés dans le cadre de formes autosomiques dominantes de
« hyalinose segmentaire et focale primitive » : 'un en 19q13 et I’autre en 11q21-22 (Smoyer et
al. 1997; Kaplan et al. 2000). L’a-actinine 4, qui joue un rdle important dans la fonction du
cytosquelette non musculaire, a été décrite comme augmentée précocément dans certains
modeles animaux de syndrome néphrotique (Kos et al. 2003). L’identification de mutations de
I’a-actinine 4 chez des patients ayant une forme autosomale dominante de HSF a permis de
mettre en évidence I’importance du cytosquelette dans les fonctions glomérulaires (Kaplan et al.
2000). D’autres mutations sur le méme géne ont depuis été décrites chez I’homme, en particulier
des mutations non sens. Ces mutations sont responsables d’une plus grande avidité de I’a-
actinine 4 avec l’actine F, suggérant que les caractéristiques mécaniques des podocytes sont
altérées dans ce cas (Smoyer et al. 1997).
La protéine « normale » est exprimée largement chez ’homme de fagon ubiquitaire et en
particulier dans le podocyte glomérulaire mais le fait que la maladie se déclare uniquement dans
le glomérule reste obscure. Cette observation est retrouvée chez 1’animal, et ce aussi bien pour
des souris knock-out (Kos et al. 2003) que pour des souris surexprimant une forme mutée de 1’a-
actinine 4 (Michaud et al. 2003), suggérant un polymorphisme important de cette protéine li¢ aux
lésions de hyalinose segmentaire et focale. Cependant a ce jour, tout comme CD2AP, peu de

formes familiales se sont avérées liées a une mutation de cette protéine (Aucella et al. 2005;

Sako et al. 2005).
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E.1.1.5 Transient Receptor Potential 6 (TCRP6)

Le géne TCRP6 est localisé sur le chromosome 1124 et a récemment été associé avec le
syndrome néphrotique chez I’homme (Reiser et al. 2005). Ce canal ionique est exprimé dans les
podocytes et est constitutif du diaphragme de fente (Freichel et al. 2004). TRCP6 est un membre
de la superfamille des canaux ioniques cation sélectif. La sous famille des TRCP (TRCP1-7) est
un groupe de canaux cationiques perméables au calcium, indispensables pour I’augmentation de
la concentration intracellulaire de calcium aprés I’engagement des récepteurs couplés a la
protéine G ainsi que des récepteurs tyrosine kinases. Récemment, des mutations de ce géne ont
été rapportées dans une famille atteinte d’une forme autosomale dominante de SNI/HSF en
Nouvelle Z¢lande (Reiser et al. 2005). Les différents variants décrits semblent tous associés a
une augmentation importante de la voie calcique in vitro (Freichel et al. 2004). Ainsi, une
régulation cellulaire complexe de I’homéostasie calcique par TCRP6 semble indispensable pour
le bon fonctionnement du podocyte, et les mutations de ce géne pourraient entrainer des

modifications de 1’état protéinurique.

E.1.1.6 Autres

L’invalidation chez la souris des geénes codant pour la protéine NEPH1 (Donoviel et al.
2001), protéine ayant des homologies de séquence avec la néphrine et exprimée dans le
podocyte, et pour FAT1 (Ciani et al. 2003), protocadhérine géante localisée au niveau du
diaphragme de fente, provoque aussi la survenue d’un syndrome néphrotique chez la souris. De
méme, les souris déficientes pour la podocalyxine (Doyonnas et al. 2001) ou pour la tyrosine
phosphatase GLEPP-1 (Wharram et al. 2000) présentent de séveres anomalies de leur structure
podocytaire. Cependant aucune mutation d’homologues humains de ces génes n’a été décrite

chez I’homme.

E.1.2 Anomalies impliquant des facteurs de transcription

E.1.2.1 Le gene WT1

Le géne de la tumeur de Wilms (WT1) est localisé sur le chromosome 11p13 et a été
découvert et identifié a I’origine comme un gene suppresseur de tumeur inactivé dans un type de
tumeur de Wilms (Orloff et al. 2005). WT1 posséde plusieurs isoformes, dont quatre principaux,

produits grace a I’utilisation de deux sites d’épissage alternatif. De plus, les modifications post-
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transcriptionnelles peuvent amener le nombre d’isoformes protéiques de WT1 a au moins 24
(Pelletier et al. 1991). WT1 est exprim¢ dans les podocytes et est nécessaire a leur bon
fonctionnement puisqu’il intervient dans la régulation de la synthése de la néphrine (Wagner et
al. 2004). Les mutations de WT1 sont principalement observées dans les cas sporadiques de
tumeurs de Wilms et sont fréquemment associées aux syndromes de Frasier et de Denys-Drash
(Barbaux et al. 1997; Guo et al. 2002; Patek et al. 2003). Ces deux syndromes sont caractérisés
par un dysfonctionnement gonadique et une néphropathie progressive avec lésions de HSF ou
une sclérose mésangiale diffuse apparaissant tres tot chez 1’enfant.

Le géne PAX2 code pour un facteur de transcription exprimé précocément durant le
développement et est un gene cible de WT1. L’expression de PAX2 est diminuée quand celle de
WTI est augmentée dans les glomérules matures. Les souris déficientes pour PAX2 mais aussi
pour WT1 ne développent pas de reins, attestant de I’importance de ces facteurs de transcription
dans le développement métanéphrique. Par ailleurs, la surexpression de PAX2 génére de

nombreuses anomalies rénales (Dressler et al. 1993).

E.1.2.2 Le gene SMARCAL1

Le géne SMARCALI est localisé sur le chromosome 2q34-36 et les transcrits de ce géne
sont exprimés de fagon ubiquitaire dans tous les tissus chez I’homme (Coleman et al. 2000). Des
mutations du géne SMARCALI sont responsables du syndrome de Schimke qui associe au
syndrome néphrotique une dysplasie spondylo-épiphysaire, un déficit immunitaire et des
accidents vasculaires cérébraux (Boerkoel et al. 2002). Le géne SMARCALI1 code pour une
protéine de la famille SNF2, impliquée dans le remaniement de la chromatine survenant lors de
la réplication de I’ADN et la régulation de ’expression des génes (Coleman et al. 2000). Une
hypothése séduisante pour expliquer I’atteinte rénale dans le syndrome de Schimke est donc

I’implication de SMARCALI1 dans la régulation de I’expression de protéines podocytaires.
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Tableau 3 : Principaux génes associés au syndrome néphrotique idiopathique chez ’Homme

Gene Symbole Chromosome Transmission Pathologie Fonctions

-Localisée au niveau du SD

-interagit avec CD2AP et
L SN congénital )
Néphrine NPHSI 19q13 podocine
finlandais, HSF
-r6le dans la signalisation

intracellulaire

-Co-localise avec la néphrine

Autosomale
récessive -interagit avec CD2AP et la
Podocine NPHS2 1925 SN précoce, HSF  néphrine
-r6le dans la signalisation
intracellulaire
Syndrome de -protéine nucléaire (SNF2)
SMARCAL1 2q34-36 Schimke associé a un -role dans le remaniement de la
SN/ HSF chromatine
a-actinine -se lie au cytosquelette d’actine
IV AT Lo S e -r6le dans la mobilité cellulaire
-canal ionique constitutif du SD
TRPCE R g2l /Zzz?z:;ie SN avec lésions de  -role dans les variations de la
HSF concentration calcique dans les
podocytes
WT1 — 11pl3 Syndromes de Denys -Facteur de transcription

Drash et Frasier

-interagit avec la néphrine et la

CD2AP CD2AP 6p12 22? SN avec Iésions HSF  podocine

-se lie au cytosquelette d’actine

E.1.2.3 Le gene LMX1B

Des mutations dans ’homéodomaine riche en cystéine LIM du facteur de transcription
LMXI1B provoque le syndrome de nail-patella, une maladie autosomale dominante, qui se traduit
par des anomalies squelettiques, une hypoplasie des ongles et une néphropathie (Morello et al.
2002). Les podocytes de souris LMXI1B-/- ont un nombre réduit de prolongements, sont
dysplastiques, et présentent un diaphragme de fente atypique, indiquant une anomalie de
développement. Cependant, ces podocytes expriment des niveaux normaux de néphrine,

synaptopodine, ZO-1, a-intégrine et laminines au niveau de la membrane basale glomérulaire
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(Hamano et al. 2002; Miner et al. 2002; Rohr et al. 2002). Plusieurs sites d’accrochage de
LMXI1B sur les régions régulatrices supposées de CD2AP et de la podocine ont été identifiés. De
plus, des expériences in vitro de cotransfection ont démontré que LMXI1B s’accrochent a ces
régions et peut activer la transcription des protéines du diaphragme de fente. Ainsi, LMX1B
régule I’expression de plusieurs genes podocytaires essentiels pour la différenciation et la
fonction des podocytes. Ces résultats indiquent que la baisse d’expression de plusieurs protéines
podocytaires spécifiques pourraient contribuer au syndrome de nail-patella associant une

néphropathie.

E.1.2.4 Autres

Podl est un facteur de transcription « hélice-boucle-hélice » qui est fortement exprimé
dans le mésenchyme des tissus en développement tels que le cceur, les poumons, les intestins et
les podocytes (Quaggin 2002). Les souris déficientes en Podl ne parviennent pas a développer
des glomérules matures, et le développement podocytaire semble arréter a I’étape du corps en S
(Quaggin et al. 1999). Récemment, 3896 genes exprimés différentiellement chez des souris
knock out pour Pod1 par rapport a des souris sauvages ont été identifiés, dont I’a8 intégrine (Cui
et al. 2005).

Il a ét¢ montré que le géne murin de segmentation kreisler était nécessaire dans la
différenciation podocytaire (Sadl et al. 2002). Contrairement a LMXB1 et a Podl, kreisler
semble étre impliqué dans les phases terminales de la différenciation des podocytes, incluant
I’¢laboration de I’architecture des prolongements cytoplasmiques (Sadl et al. 2002). Suite a ces
observations, il serait intéressant de déterminer si une baisse de I’expression de kreisler est

responsable de 1’effacement des pieds podocytaires.

E.2-Implication d’un ou plusieurs facteur(s) circulant(s)

Parallélement aux formes génétiques se situent les formes corticosensibles et celles
récidivant apres transplantation, suggérant d’une part un role des lymphocytes T et d’autre part
celui d’un ou plusieurs facteur(s) circulant(s) dans I’initiation et/ou la progression de la maladie.
Au cours de ce chapitre, je décrirais les observations cliniques, les expériences in vivo et in
vitro qui ont permis d’étayer cette hypothése et d’en faire le principal axe de recherche et enfin

les tentatives de caractérisation biochimique des facteurs circulants dans le SNI/LGM et HSF.
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Les difficultés a caractériser ce facteur démontrent la complexité d’un tel processus et

I’implication plus que probable de plusieurs acteurs.

E.2.1 Observations cliniques

Hoyer et al. fut le premier a évoquer la présence d’un facteur circulant aprés avoir
observé qu’une protéinurie pouvait récidiver immédiatement apres transplantation d’un rein
normal chez un receveur ayant présenté des 1ésions de HSF (Hoyer et al. 1972). A I’inverse, la
transplantation de reins issus d’un donneur présentant un SNI avec Iésions de LGM ou de HSF
chez un patient dont I’atteinte rénale n’était pas due a un syndrome néphrotique entraine la
disparition de la protéinurie (Ali et al. 1994; Rea et al. 2001). Ces derni¢res observations
démontrent bien la présence d’un ou plusieurs facteur(s) de perméabilité sérique(s)
spécifiquement chez les patients atteints de SNI, et excluent I’hypothése d’un facteur intra-rénal.
D’autres travaux, bien qu’anecdotiques, ont également rapporté la transmission de la protéinurie
d’une mere atteinte de SNI/HSF a son feetus durant la gestation (Lagrue et al. 1991; Kemper et
al. 2001). La protéinurie de I’enfant disparait quelques semaines aprés la naissance, suggérant
que I’atteinte rénale observée chez celui-ci est due a un facteur présent dans la circulation de la
mere, et qui plus est, capable de traverser la barriére placentaire.

Enfin, comme je I’ai évoqué dans la partie se rapportant aux traitements de la récidive, les
traitements du plasma ont un effet bénéfique mais transitoire sur la protéinurie des patients
(Artero et al. 1994; Dantal et al. 1998; Andresdottir et al. 1999; Bussemaker et al. 2001). Cette
chute de la protéinurie est probablement due a I’épuration du facteur de perméabilité du plasma
des patients et/ou a sa dilution. La réapparition rapide de la protéinurie apres I’arrét des échanges

suggere la synthése du facteur en continu, malgré les traitements immunosuppresseurs.

E.2.2 Facteurs dans le SNI corticosensible

En 1985, Levin et al. ont proposé que les patients ayant un SN corticosensible
présentaient une désorganisation générale des charges négatives de la membrane due a une
protéine circulante cationique (Levin et al. 1985). En effet, les charges négatives seraient
neutralisées par le facteur cationique au niveau de la membrane basale glomérulaire, entrainant
alors une fuite de protéines plasmatiques dans I'urine. Cette hypothése est en accord avec
d’autres travaux qui ont décrit une baisse des charges négatives au niveau de la MBG dans le

SNI/LGM (Guasch et al. 1993). Expérimentalement, 1’équipe de Levin a montré que le bleu
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Alcian (colorant cationique) se fixait en moindre quantité a la surface des globules rouges de
patients présentant une rechute de leur SNI/LGM en comparaison des mémes patients en
rémission et de patients atteints d’une autre maladie rénale non associée au SNI. Une protéine
cationique a méme pu é&tre isolée a partir des sérums et des urines de patients SNI/LGM en
poussée (Levin et al. 1989). Cependant, ces travaux sont restés sans suite puisque aucun transfert
chez I’animal ni aucune caractérisation biochimique n’ont été effectués. D’autres équipes ont
tenté de reproduire ces expériences et ont obtenu des résultats assez disparates (Murugasu et al.
1990). I1 a méme été démontré que les résultats obtenus étaient dus a un effet non spécifique

inhérent au syndrome néphrotique (Ramjee et al. 1996; Klinger et al. 1997).

Une autre hypothese émise par Lagrue et al. (Lagrue et al. 1975; Lagrue et al. 1975), se
basant sur des travaux antérieurs de Pick (Pick et al. 1969), consiste en ’existence d’un facteur
circulant appelé VPF (Vascular Permeability Factor) qui pourrait moduler non seulement la
perméabilité glomérulaire mais également la perméabilité vasculaire. Ce VPF est produit in vitro
apres stimulation de PBMC de patients SNI/LGM par la concanavaline A (con A) et est mis en
¢vidence par un test consistant a mesurer le degré d’extravasation du colorant bleu Evans quand
la solution est injectée en sous-cutané chez le cochon d’inde (Pick et al. 1969). Le VPF est une
molécule thermosensible, détruite par la digestion a la pepsine mais résistante a la Dnase (Lagrue
et al. 1975). Sa masse moléculaire a été estimée a 12 kDa et son pl a 6.4 (Sobel et al. 1977). Le
groupe de Lagrue a identifié¢ le VPF comme étant une lymphokine différente de I’IL-2 (Heslan et
al. 1991) produite par les lymphocytes T CD4+ (Heslan et al. 1986; Tomizawa et al. 1990).
D’autres travaux ont confirmé que le VPF était bien d’origine lymphocytaire (Tomizawa et al.
1985) et que sa production était inhibée par la ciclosporine A (Maruyama et al. 1992) et les
stéroides (Matsumoto 1997). Plus récemment, il a été reporté une augmentation de la production
de VPF apres stimulation par I’'IL-12 (Matsumoto et al. 1998), I’'[L-2 et I’'[L-15 (Matsumoto et
al. 1999) et une inhibition de sa synthése apres stimulation par 1’IL-4 (Matsumoto et al. 1999),
I’IL-10 et I'IL-13 (Matsumoto et al. 1997), ce qui en fait une cytokine plutét de type Thl.
Cependant, le VPF s’est révélé incapable d’induire une protéinurie ou une modification des
charges de barriére capillaire glomérulaire in vivo. De plus, ce facteur ne semble pas spécifique
du SNI/LGM puisqu’il a été également décrit dans d’autres glomérulopathies (Lagrue et al.

1975; Bakker et al. 1982).

D’autres facteurs de perméabilité issus de la stimulation de lymphocytes T de patients

SNI/LGM par la con A ont été rapportés : Bakker a décrit un facteur, le GPA (Glomerular
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Polyanion), capable d’affecter les charges de la barriere de perméabilité glomérulaire suite a une
incubation in vitro sur des sections de reins (Bakker et al. 1982; Bakker et al. 1986).

D’autres ont montré que 1’injection de surnageant de culture de PBMC de patients stimulés a la
con A étaient capables d’induire une protéinurie chez le rat, aprés infusion soit dans I’artére
rénale (Boulton Jones et al. 1983; Maruyama et al. 1989; Tanaka et al. 1992), soit dans la veine
caudale (Yoshizawa et al. 1989). Yoshizawa a nommé ce facteur GPF, pour Glomerular
Permeability Factor. La méme stratégie d’investigation a été utilisée a partir de la production
d’hybridomes T humains provenant de cellules de patients SNI/LGM. L’injection de ces
surnageants en intraveineuse a pu induire une protéinurie chez des rats Wistar ainsi qu’une
réduction du nombre de sites anioniques glomérulaires (Koyama et al. 1991). Bien que des
similitudes soient observées entre GPF et VPF, il a ét¢ montré que ces deux facteurs étaient
différents (Kondo et al. 1999), indiquant que plusieurs facteurs sont probablement impliqués

dans I’induction de la protéinurie.

Un suppresseur soluble de la prolifération cellulaire a été¢ mis en évidence dans le sérum
et 'urine de patients SNI/LGM. Ce facteur, appelé SIRS (Soluble immune response suppressor)
est détecté grace a sa capacité a inhiber la formation de plages cellulaires de lymphocytes T
stimulés (Schnaper et al. 1985; Cheng et al. 1989). Le SIRS a un poids moléculaire de 100 a 150
kD et est inhibé par la catalase, le lévamisole, le 2-mercaptoéthanol, par acidification, par
traitement protéasique (Schnaper et al. 1985) et par les corticostéroides (Cheng et al. 1989). Sa
présence n’est ni spécifique du SNI/LGM, ni un facteur prédictif de la réponse aux traitements
des patients. Sa production est induite par I’histamine et par une substance sérique retrouvée
dans les surnageants de cellules CD4+ de patients. Cette substance, d’un poids moléculaire
compris entre 13 et 18 kD, peut stimuler la sécrétion du SIRS par les lymphocytes T CD8+
(Schnaper 1990). Par ailleurs, elle peut étre dégradée par la protéase K et par 1’ébullition mais

résiste a 1’acidification et & un température de 56°C.

Le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) est un facteur potentiel de modulation de
la perméabilité (Dvorak et al. 1999) produit in vitro par les cellules immunes activées
(Bottomley et al. 1999). In vivo, les podocytes non 1ésés sont une source majeure de VEGF et les
récepteurs au VEGF sont présents sur ’endothélium glomérulaire et les cellules mésangiales
(Thomas et al. 2000). Plusieurs travaux suggerent que les fenestrations de 1’endothélium
glomérulaire seraient dépendantes de VEGF étant donné que celles de 1’endothélium continu

sont induites par ce facteur (Roberts et al. 1995; Roberts et al. 1997). In vitro, VEGF est capable
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d’altérer la perméabilit¢ des monocouches endothéliales (Esser et al. 1998; Hippenstiel et al.
1998; Chang et al. 2000), ce qui pourrait faire de lui un facteur de perméabilité glomérulaire.
Afin de vérifier cette hypothése, I’équipe de Brenchley a comparé 1’expression de ’ARNm de
VEGF chez des patients SNI/LGM en rémission et en poussée, mais n’a relevé aucune
différence, ni dans le plasma, ni dans les urines (Webb et al. 1999). De plus, dans cette méme
étude, ils n’ont pas réussi a induire une protéinurie chez le rat aprés une injection de VEGF en
systémique, échec qui avait été reporté par une autre équipe dans un modele de rein de rat
perfusé (Klanke et al. 1998). Néanmoins, une augmentation de ’ARNm de VEGF a été mise en
¢vidence dans un modele animal de néphrose (Horita et al. 1998) et dans des biopsies de patients
SNI/LGM par hybridation in situ (Bailey et al. 1999), suggérant que 1’expression de VEGF serait
secondaire a la protéinurie. Les résultats actuels ne permettent cependant pas de considérer

VEGF comme un facteur de perméabilité glomérulaire mais plutét comme un facteur protecteur.

L’héparanase, une enzyme capable de digérer les héparanes sulfates et produite par les
cellules immunitaires, est un facteur de perméabilité séduisant puisqu’elle pourrait dégrader les
sites anioniques de la barriere capillaire qui sont essentiels dans le maintien de la sélectivité de
charge et de la filtration protéique (Sewell et al. 1989). Le clonage du géne de 1’héparanase
humain ainsi que la mise en évidence d’une forte expression constitutive de ’ARNm de
I’héparanase dans les PBMC (Hulett et al. 1999; Vlodavsky et al. 1999) suggérent un rdle
physiologique important de cette enzyme dans la biologie des cellules immunitaires. Une étude
récente a montré une expression dérégulée de I’héparanase chez des enfants atteints de
SNI/LGM en poussée, comparé aux mémes patients en rémission et a des sujets sains (Holt et al.
2005), renfor¢ant I’hypothese d’une implication de cette protéine dans 1’étiologie du syndrome
néphrotique corticosensible. Des études complémentaires sont néanmoins nécessaires afin de

mieux caractériser le role de I’héparanase.

Bakker et al. ont caractérisé un facteur plasmatique de 100 kDa chez les patients atteints
de SNI/LGM , capable de réduire le nombre de sialoglycoprotéines glomérulaires in vivo et
d’induire une protéinurie chez le rat (Bakker et al. 1988; Cheung et al. 1996). Ce facteur
vasoactif, qui posséde une activité¢ similaire aux kallikréines, est présent dans le plasma sain
humain et murin. Sa concentration est diminuée chez les patients SNI/LGM en rechute mais son
activité est augmentée (Bakker et al. 1988). In vitro, ce facteur nommé 100 KF est capable de
moduler la perméabilité de cellules endothéliales humaines et réduit I’expression cellulaire des

sites anioniques de I’ectoATPase (Cheung et al. 1996). Grace a des expériences de perfusion
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dans un rein de rat, il a été montré que ce facteur réduit le nombre de sites anioniques de la
lamina rara interne, suggérant que les cibles in vivo sont I’endothélium glomérulaire et la
membrane basale subendothéliale (Cheung et al. 1996). Ce facteur 100 KF a été identifié comme
étant I’hémopexine (Cheung et al. 1999; Cheung et al. 2000). L’hémopexine est produite par les
cellules mésangiales stimulées par le TNFa (Kapojos et al. 2003) et posséde une activité
protéase capable de réduire le nombre d’ectoapyrases et de sialoglycoprotéines glomérulaires
(Bakker et al. 2005). Par ailleurs, I’activit¢ protéasique de I’hémopexine est augmentée
spécifiquement chez les patients SNI/LGM en rechute, comparée a celle des mémes patients en
rémission, a des patients SNI/HSF ou présentant d’autres formes de glomérulopathies primitives
(Bakker et al. 2005). Les patients SNI/LGM pourrait donc posséder une isoforme active de
I’hémopexine capable d’altérer la membrane basale glomérulaire. Cette protéine est a ce jour le

facteur plasmatique le mieux caractérisé dans le syndrome néphrotique corticosensible.

E.2.3 Facteurs dans le SNI corticorésistant

Zimmerman et al. ont montré que l’injection intra-aortique chez un rat de sérum
provenant d’un patient ayant récidivé son SNI/HSF provoque I’apparition immédiate d’une
protéinurie et d’une albuminurie (Zimmerman 1984). Par contre, aucune protéinurie n’est
apparue apres l’infusion de sérums de patients SNI n’ayant pas présenté de récidive apres
transplantation ou de sérums de patients présentant une autre forme de syndrome néphrotique. La
transmission d’un facteur circulant dans cette expérience semble trés spécifique des patients

présentant une récidive aprés transplantation.

D’autres travaux effectués par 1’équipe de Savin ont également décrit la présence d’un
facteur sérique chez des patients SNI/HSF récidivant leur maladie initiale apres transplantation
(Savin et al. 1996). Pour cela, un test in vitro a été mis au point sur des glomérules isolés de rat
immergés dans un milieu hypotonique afin d’estimer indirectement la présence d’un facteur de
perméabilité (Savin et al. 1992). Le principe biophysique de ce test assimile le glomérule isolé a
un systéme clos, séparé du milieu extérieur par une membrane semi-perméable, la barricre de
filtration. Quand cette barriére est intacte et donc imperméable aux protéines, le glomérule
soumis a un choc hypoocontique augmente de volume par transfert d’eau. Si la membrane est
1ésée, elle devient perméable a 1I’albumine et le glomérule n’augmente pas de volume puisque le
transfert peut se faire librement. Cette variation de volume est estimée grace a un systéme vidéo

d’analyse d’images et est exprimée en tant que variable de perméabilité a I’albumine, Palb.
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Les sérums de patients SNI/HSF présentant ou non une récidive ont été testés et comparés a ceux
d’individus sains et de patients protéinurique non HSF. Le test a révélé que les patients ayant
récidivé possédaient un Palb significativement plus ¢élevé, et ce méme avant transplantation, en
faisant alors le premier test prédictif de récidive (Savin et al. 1996; Dall'Amico et al. 1999). En
revanche, la valeur de Palb ne permet pas de prévoir la corticosensibilité ou la corticorésistance
d’un patient, ni son évolution (Trachtman et al. 2004). De plus, toujours dans la maladie initiale,
le traitement par la ciclosporine n’a pas d’effet sur le Palb et aucune différence de cette valeur
n’a été observée chez les patients en rechute et en rémission (Cattran et al. 2003).

Par précipitation au sulfate d’ammonium et apres avoir 0té les lipides et les Ig, cette équipe a
réussi a purifier partiellement le facteur. Celui-ci est capable de s’accrocher a des colonnes de
protéine A, d’héparine, et d’échangeuse faible d’anion, mais pas a la con A ou a des échangeuses
de cations (Savin et al. 1996). Le facteur est présent dans la fraction de 70% de sulfate
d’ammonium, et il est sensible a la dénaturation et aux protéases (Sharma et al. 1999). Tout
d’abord estimé entre 100 et 120 kD (Savin et al. 1992), le facteur aurait une masse moléculaire
comprise entre 30 et 50 kD (Sharma et al. 1999). L’injection de la partie enrichie en ce facteur en
intraveineux a des rats induit une augmentation significative de la protéinurie (Sharma et al.

2002). Cependant, a ce jour, ce facteur n’a toujours pas été caractérisé.

Une technique trés similaire pour mesurer la perméabilité glomérulaire a été utilisée par
Godfrin en 1996. Le systeme vidéo a été remplacé par 1’utilisation d’un compteur a particules
pour évaluer le changement de volume des glomérules. Cette variante permet de mesurer un
grand nombre de glomérules : 1500 en moyenne au lieu de 5. Les essais réalisés avec le sulfate
de protamine ont montré une augmentation de la perméabilité¢ glomérulaire (GVV : Glomerular
Volume Variation) due a la neutralisation des sites anioniques de la barriére glomérulaire
(Godfrin et al. 1996).

Dans une étude comparant le GVV de sérums de patients SNI récidivant ou non et de
patients néphrotiques non SNI, il a ét¢ montré que les patients HSF présentent une augmentation
de leur GVV avant transplantation et que ceux ne récidivant pas voient leur GVV diminuer.
Cependant, aucune prédictivité de la récidive n’a pu étre mise en évidence avant transplantation
grace a ce test chez les patients SNI/HSF présentant une récidive (Godfrin et al. 1997).

L’équipe de Soulillou a pu isoler le facteur « HSF » sur des colonnes d’immunoabsorption de
protéine A et a montré qu’il était capable d’induire une protéinurie chez le rat. Le facteur actif a
été estimé inférieur a 100 kD suggérant que ce dernier ne correspond pas simplement a une IgG

(Dantal et al. 1994). Des études complémentaires a partir de colonnes d’immunoabsorption anti-
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IgG ont montré que le facteur était capable de s’y accrocher (Dantal et al. 1998). En utilisant la
méme méthode de fractionnement que Savin, cette équipe a elle aussi trouvé que la fraction
active correspondait a la fraction de 70%. Cependant, une activité a également été trouvé apres
fractionnement de plasma d’individus sains et aprés I’injection de solution saline seule, mettant
en évidence I’importance des contréles lors des expérimentations in vivo (Le Berre et al. 2000).
Apres purification, une bande spécifique, correspondant a I’orosomucoide, a été isolée du plasma
des patients récidivant. Malheureusement, ’injection de la protéine purifiée en intra artériel chez

le rat n’a pu entrainer de protéinurie.

D’autres molécules ont été décrites pour leur capacité a augmenter le Palb de glomérules
isolés : la protamine (Savin et al. 1992), les superoxydes (Dileepan et al. 1993), le complément
(Li et al. 1994; Savin et al. 1994), le monoxyde d’azote (Li et al. 2001), certaines cytokines telles
que le TNFa (McCarthy et al. 1998) ou le TGFB (Sharma et al. 2000), les anticorps anti-B1
intégrine (Adler et al. 1996), les éicosanoides (Sharma et al. 2000). Récemment, Musante a
décrit plusieurs protéines isolées a partir de sérum de patients SNI/HSF et induisant une
perméabilité glomérulaire in vitro: 1’apolipoprotéine J, la vitronectine, des isoformes de
I’albumine, la chaine gamma du fibrinogéne et une sérine protéase (Musante et al. 2002).

Il semble que les mécanismes permettant au(x) facteur(s) circulant(s) d’augmenter la
perméabilité glomérulaire lors de la récidive dépendent plutoét d’un métabolisme cellulaire actif
que d’une neutralisation de charges. Cette conclusion se base sur la rapidité de la récidive, la
faible quantité de facteur requise, sa charge anionique plutdt que cationique et le fait que de

nombreux inhibiteurs peuvent empécher 1’augmentation de la perméabilité.

E.2.4 Existence de contre-facteurs

Plusieurs facteurs ont été décrits comme pouvant prévenir une élévation du Palb:
certaines apolipoprotéines (Candiano et al. 2001), les inhibiteurs de cyclooxygénases (McCarthy
et al. 2002) et de calcineurine (Sharma et al. 1996; Sharma et al. 1996). Les plasmaphéreses sont
¢galement capables de diminuer le Palb (Artero et al. 1994; Savin et al. 1996) tout comme la

protéinurie.

Une augmentation de Palb a également ¢t¢ décrite avec le sérum de patients NPHS2
avant transplantation et chez les mémes patients présentant une récidive apres transplantation

(Carraro et al. 2002). Aucune corrélation n’a pu étre mise en évidence entre le taux de
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protéinurie et I’augmentation de Palb. Par contre, cette ¢lévation pourrait étre due a la perte d’un
facteur antagoniste protecteur dans les urines. Cette hypothése a d’ailleurs été confirmée
ultérieurement puisque la méme équipe a montré que 1’addition de ['urine d’un patient
néphrotique mais pas d’individu sain simultanément avec le sérum d’un patient SNI bloquait
I’augmentation de Palb (Carraro et al. 2003). Ces résultats trés intéressants suggerent la présence
d’un contre facteur sérique chez les individus sains ainsi que la perte de ce facteur protecteur
chez les patients SNI.

Cette hypothése avait été évoquée plus tot par 1’équipe de Savin (Sharma et al. 2000), montrant
que I’addition de sérum d’un individu sain a du sérum de patient SNI/HSF « actif » prévenait
I’augmentation de Palb. Cet effet bénéfique décrit est dose-dépendant et le facteur protecteur
semble étre enrichi dans la fraction a 80% de sulfate d’ammonium.

Récemment, grace a 'utilisation d’une culture de podocytes murins immortalisés, il a ét¢ montré
que du sérum normal pouvait inverser la délocalisation de la néphrine entrainée suite a une
incubation de ces cellules avec du sérum de patients SNI/HSF (Coward et al. 2005).
L’hypothése d’un contre-facteur pourrait expliquer la difficulté de transférer une albuminurie a
I’animal ainsi que la difficulté a obtenir des résultats reproductibles dans les tests in vitro.
Cependant, certaines observations cliniques suggerent plutot la production plus importante d’un
facteur de perméabilité que la disparition d’un facteur protecteur chez les patients SNI (Herve et

al. 2005).

E-3-Anomalies du systétme immunitaire dans le SNI

Comme nous I’avons vu précédemment, 1’existence de facteurs de perméabilité capables
d’altérer le filtre glomérulaire a pu étre caractérisée, et la plupart de ces facteurs provenaient de
surnageants de lymphocytes T activés in vitro. Ainsi, les lymphocytes T et leurs produits
(cytokines, lymphokines...) ainsi que les autres cellules de I’'immunité ont été activement étudiés
au cours de la maladie initiale, et a bien moindre échelle dans le phénoméne de récidive. Dans
cette partie, essentielle a la compréhension de mon travail de thése, je détaillerai le rationnel
d’une telle hypothése ainsi que les anomalies décrites jusqu’a ce jour dans les cellules

immunitaires.

E.3.1 Observations cliniques

Shalhoub a été¢ le premier en 1974 a émettre 1'hypothése qu'une altération du systeme

immunitaire T des patients atteints de SNI serait responsable de la sécrétion d'un médiateur
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circulant, toxique pour le glomérule (Shalhoub 1974). Il existe en effet un faisceau d'arguments
cliniques évocateurs indirects d'une telle hypothése : I'association du SNI a des hémopathies
lymphoides comme des leucémies lymphoides chroniques (Row et al. 1975; Moulin et al. 1992;
Yahata et al. 2000; Sahiner et al. 2004), la maladie de Hodgkin (Couser et al. 1977; Peces et al.
1991; Stephan et al. 1997) et certaines observations de thymomes (Varsano et al. 1980;
McDonald et al. 1992; Karras et al. 2005). La néphrose peut également survenir dans un contexte
d’activation du systeme immunitaire déclenchée par une infection virale (Burstein et al. 1993;
Tanawattanacharoen et al. 2000). A Dl’inverse, la rémission du syndrome néphrotique peut
survenir au cours d’une maladie infectieuse connue pour induire une immunosuppression T (en

particulier la rougeole) (Lin et al. 1986).

L’incidence d’une atopie est également plus importante chez les patients atteints de SN
que chez les sujets sains (Thomson et al. 1976; Yap et al. 1983). En 1959, Hardwicke et al. ont
pour la premiére fois reporté une association du syndrome néphrotique avec une hypersensibilité
au pollen (Hardwicke et al. 1959). Depuis cette étude, beaucoup d’observations ont décrit
I’association du syndrome néphrotique avec des réactions allergiques dues a des allergénes
inhalés (Williamson 1970; Wittig et al. 1970; Reeves et al. 1975; Sandberg et al. 1977; Florido et
al. 1992), des vaccinations (Kuzemko 1972; Macario et al. 1995), des aliments (Law-Chin-Yung
et al. 1977; Sandberg et al. 1977; Howanietz et al. 1985; Genova et al. 1987; Lagrue et al. 1989),
et des piqlres d’insectes (Tareyeva et al. 1982; Cuoghi et al. 1988). Le role du lymphocyte T est
aussi évoqué par l'effet curatif de différents traitements immunosuppresseurs (corticostéroides et

cyclosporine A) (Tejani et al. 1988; Durkan et al. 2001).

E.3.2 Anomalies des Immunoglobulines

Certaines anomalies de répartition des immunoglobulines ont été décrites principalement
dans le SNI a Iésions glomérulaires minimes (Giangiacomo et al. 1975)(Aro et al. 1984). Lors
des poussées, le taux d’IgG sérique est diminué, le taux d’IgA tend & diminuer mais est aussi
décrit comme normal (Chan et al. 1987; Mishra et al. 1997), et le taux d’IgM est fortement
augmenté (Giangiacomo et al. 1975; Aro et al. 1984; Chan et al. 1987; Mishra et al. 1997). Le
taux des différentes Ig décrites précédemment tend a retrouver des valeurs normales lors de la
rémission du SNI, sauf pour les IgM. Au vu de ces résultats, il a été suggéré que les patients SNI

présentaient une anomalie au niveau des cellules T responsables du switch I[gM/IgG.
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Les allergies sont associées avec une ¢lévation de la production des IgE par les
lymphocytes B. C’est donc logiquement que plusieurs travaux ont rapporté une élévation du taux
d’IgE sérique chez les patients présentant un syndrome néphrotique (Schulte-Wissermann et al.
1979; Lagrue et al. 1984; Mishra et al. 2004), aussi bien en rechute qu’en rémission. Un taux
d’IgE plus ¢€levé a été décrit chez les patients SNI avec des rechutes fréquentes, suggérant que la
concentration d’IgE puisse étre un indicateur prédictif de la réponse aux stéroides (Shu et al.
1988). Cependant cette hypothese n’a pas été validée par d’autres travaux (Laurent et al. 1989).
D’autres études s’intéressant a la présence d’IgE dans les glomérules de patients SN donnent des

résultats controversés (Gerber et al. 1971; Lewis et al. 1973).

E.3.3 Perturbations des fonctions lymphocytaires

E.3.3.1 Anomalies du phénotype

L’activation des cellules T est le premier événement déclenché lors d’une réponse
immune et est dépendante d’une interaction entre les CPA (Cellules Présentatrices d’ Antigeénes)
et les récepteurs de surface du lymphocyte T. Une baisse du ratio CD4'/CD8" a été décrite
durant la phase néphrotique dans la plupart des cas (Topaloglu et al. 1994; Daniel et al. 1997),
suggérant le recrutement de cellules T cytotoxiques lors des poussées. Récemment, une
restriction du répertoire avec une expression sélective de certaines familles de génes V[ a été
mise en évidence au niveau de la région hypervariable CDR3 de la chaine f du TCR des
lymphocytes T CD8" chez des patients SNI présentant des rechutes fréquentes (Frank et al.
2000), confirmant I’implication de cette sous-population.

Une expansion des lymphocytes T qui expriment le marqueur CD25 (chaine o du
récepteur a 1I’IL-2) (Kobayashi et al. 1994; Neuhaus et al. 1995) ainsi que des lymphocytes T
CD4" et CD8" exprimant le marqueur des cellules mémoires CD45RO a également été décrite
(Yan et al. 1998). Une augmentation du nombre de cellules NK (Natural Killer) a été rapportée
durant la rechute, mais cette observation reste isolée (Daniel et al. 1997). L’expression du
marqueur CD25 au cours des poussées peut refléter une activation des cellules T CD4" ou bien
traduire le recrutement d’une sous population mineure dotée de fonctions régulatrices (Baecher-
Allan et al. 2001). Cette derniére éventualité est compatible avec certaines études fonctionnelles
qui ont montré une diminution de I’immunité & médiation cellulaire et une réduction de la
capacité des lymphocytes a proliférer en présence de mitogenes (Fodor et al. 1982; Matsumoto et

al. 1984; Hewitt et al. 1992). Le role spécifique et une meilleure caractérisation des lymphocytes
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T régulateurs restent a établir dans le SNI. Tous ces résultats suggerent 1’implication de
lymphocytes T activés dans la phase néphrotique du SNI.

Une étude récente, se basant sur 1’analyse du transcriptome du méme individu en poussée
et en rémission par la technique SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), a montré qu’une
population significative de lymphocytes T périphériques lors de la phase active possédaient un
phénotype de type naif pouvant correspondre a des thymocytes (Mansour et al. 2005). En effet,
une augmentation du marqueur membranaire CD62L, exprimé sur les cellules naives et impliqué
dans le « homing » thymique, a été décrite dans la poussée de SNI/LGM (Sahali et al. 2002;
Mansour et al. 2005).

E.3.3.2 Anomalies de distribution des cytokines

D’autres travaux se sont penchés sur la production des cytokines par les PBMC ou les
lymphocytes T des patients SNI. Les cytokines sont de petites protéines qui jouent le role de
médiateurs solubles de fagon autocrine ou paracrine. Les cytokines sont produites et ont pour
cible les cellules immunes et non immunes. Selon leur profil de production cytokinique, les
lymphocytes T helper (Th) peuvent se diviser en cellules Thl ou Th2. Les cellules Thl
produisent essentiellement de I’interferon y (IFNy), du TNFa (Tumor Necrosis factor), et de
I’IL-2, qui activent les réactions cytotoxiques et inflammatoires. A 1’inverse, les cellules Th2
produisent de I’IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 et IL-13, impliquées dans la régulation des réponses
antigéniques et inflammatoires. (Abbas et al. 1996; Romagnani et al. 1997) (figure 10).
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Figure 10 : Dichotomie des lymphocytes T CD4" vers un profil Th1 ou Th2

Suite 4 une stimulation, les cellules T CD4" naives deviennent ThO et possédent a la fois les caractéristiques des Th1
et des Th2 (production d’IL-2, d’IL-4 et d’IFNy). Si la stimulation persiste, les cellules ThO vont évoluer soit vers un
profil Thl, soit vers un profil Th2. Les cytokines produites par les cellules Thl sont I’'IL-2, 'IFNy et le TNFa., alors
que celles produites par les lymphocytes Th2 sont I’'IL-4, I’IL-5, I’IL-10 et I’'IL-13. Les lymphocytes Thl jouent un
role central dans ’immunité a médiation cellulaire, que ce soit pour les réactions de type hypersensibilité retardée
(action de I’IFNy sur les macrophages) ou de type cytotoxique (action de I’IL-2 sur les lymphocytes cytotoxiques et
les cellules NK). Les lymphocytes Th2 jouent un réle important dans les réactions allergiques par la sécrétion d’IL-4
qui stimule la production d’IgE et I'IL-5 qui active les €osinophiles. L’IL-4, I'IL-6 et I'IL-10 stimulent les
lymphocytes B. Chaque sous-population posséde la capacité de s’auto-amplifier : 1’IL-2, produite par les Thl,
stimule la prolifération des Th1; I’IL-4 produite par les Th2, stimule la prolifération des Th2. Il existe également une
inhibition réciproque des deux sous-populations : I’'I[FNy inhibe la génération des Th2, tandis que I’'IL-4 et I’'IL-10
inhibent la génération des Thl. Des cellules autres que les lymphocytes T peuvent également produire des cytokines
affectant I’équilibre entre les lymphocytes Thl et Th2. C’est le cas de I’'IL-12 et de I'IFNa, produits par les
macrophages et les cellules dendritiques, qui stimulent puissamment la génération des Thl. A D’inverse, les
basophiles et les mastocytes produisent de 1’IL-4 et I'IL-6, qui stimulent les Th2.

De nombreuses études de 1’expression des cytokines ont été entreprises chez les patients
SNI en poussée et sont répertoriées dans le tableau 4. Les résultats obtenus sont trés fluctuants et

parfois contradictoires. Plusieurs raisons peuvent étre évoquées pour expliquer ces variations :
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(1) de nombreuses études ont été réalisées sur des cellules stimulées in vitro, ne tenant pas
compte des contraintes cellulaires et moléculaires qui prévalent in vivo (2) une variabilité dans
les différentes techniques de dosage (3) certains patients présentent un terrain atopique, ce qui
peut fausser les profils observés (4) et enfin, il existe une dispersion considérable du niveau
d’expression des cytokines selon la situation immunologique antérieure de chaque patient. En
dépit de ces critiques, il semble qu’une augmentation du TNFa (Koyama et al. 1991; Suranyi et
al. 1993; Bustos et al. 1994; Cho et al. 2003), de I'IFNy (Neuhaus et al. 1995; Daniel et al. 1997)
et de I’II-13 (Kimata et al. 1995; Yap et al. 1999) soit le plus souvent retrouvée au cours des

néphroses.

Tableau 4 : Synthése des données de la littérature concernant le niveau d’expression des cytokines dans le
SNI (d’apreés D.Sahali, Actualités Néphrologiques 2003-Nécker)

Cytokine Augmentée Diminuée Inchangée
IL-1 . ccceoe
IL-2 Xy cece
IL-4 . Sees
IL-6 .
IL-8 oo oo .
IL-10 .
IL-12 oo . .
IL-13 oo
IL-18 o
TNFa eeece
IFNy oo .

Chaque point correspond aux données rapportées dans la littérature.

Les études décrites dans le tableau 4 ont toutes analysé un panel de cytokines
prédéterminées. Grace a I’utilisation du clonage soustractif et différentiel des génes d’un patient
SNI/LGM en poussée et en rémission en I’absence de traitements, 1’équipe de D.Sahali a montré
que I’expression du récepteur B2 de I’'IL-12, spécifique des lymphocytes Thl, était réprimée en
poussée (Sahali et al. 2002). Cette observation suggére une activation précoce des lymphocytes T

CD4" vers la voie Th2.
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Les cytokines étant des facteurs solubles, leur action sur des glomérules a été testée
d’autant plus que le podocyte posséde constitutivement des récepteurs a 1’'IL-4, I’IL-10, I’'IL-13
(Van Den Berg et al. 2000) (Parry et al. 2001) et au TNFa (Aten et al. 2000). Sur des cultures
podocytaires, il a ét¢ montré que I’IL-4 et I’[L-13 pouvaient altérer directement 1’expression de
certaines protéines, le transport ionique et 1’activité d’enzymes lysosomales comme la cathépsine
L et I’héparanase (Van Den Berg et al. 2000) (Van Den Berg et al. 2002). L’IL1-f et le TNFa,
cytokines proinflammatoires, ont un effet sur I’expression de la néphrine par les podocytes
(Huwiler et al. 2003) et sur la réorganisation du cytosquelette des cellules épithéliales viscérales
(Koukouritaki et al. 1999). 11 est difficile de transcrire in vitro un phénoméne in vivo, étant donné
que le filtre glomérulaire est une structure complexe avec de multiples interactions qui ne
peuvent étre reproduites fidélement in vitro. Cependant, I’effet de 1’IL-4 sur la barriére capillaire
glomérulaire a été démontré in vivo dans deux études chez la souris transgénique pour 1’[L-4.
Les souris surexprimant ce gene développent des lésions similaires a celles de HSF, une
protéinurie et des dépots d’Ig au niveau de la barriere glomérulaire (Erb et al. 1997). Dans une
autre ¢étude, des souris transgéniques pour 1’IL-4 mais incapables de synthétiser des
immunoglobulines ont été générées et ont présenté les mémes signes que les précédentes souris
transgéniques (Ruger et al. 2000). Ces résultats indiquent que 1’attaque glomérulaire ne semble
pas due aux dépdts immuns observés.

Pour conclure, 'INS est associée a des anomalies complexes et variées du systéme
immunitaire, comme 1’atopie et un profil cytokinique de type Th2. Bien que les cytokines
puissent agir directement sur les podocytes et la barriére de filtration glomérulaire, 1’action d’une

seule cytokine semble insuffisante in vivo pour induire la maladie.

E.3.3.3 Anomalies des voies de régulation et d’activation

L’hypothése d’une dysrégualtion des lymphocytes T dans le SNI a été émise depuis
longtemps sur des observations indirectes mais aucune publication n’a vraiment décrit un tel
phénoméne au niveau moléculaire. Récemment, grace a des techniques sophistiquées, plusieurs
groupes ont décrit des anomalies dans les voies de régulation et d’activation des lymphocytes T

de patients SNI/LGM, résumées dans la figure 11.
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¢ Anomalies « générales »

D. Sahali et son équipe, en comparant le transcriptome du méme patient SNI/LGM en
poussée et en rémission grace a la technique du clonage soustractif et différentiel (Sahali et al.
2002), ont pu isoler 84 transcrits surexprimés lors de la phase néphrotique. Parmi ces transcrits,
42 correspondent a des génes de fonction connue, 12 & des génes identifiés mais de fonction
inconnue et 30 a des transcrits inconnus. Parmi les génes connus, 18 sont impliqués dans les
voies de signalisation recrutées lors de 1’activation du complexe TCR. Trois protéines jouant un
role dans la réorganisation du cytosquelette et la redistribution des intégrines dans les
lymphocytes T (Fyb/Slap, Grancalcine, L-Plastine), ont également une augmentation de leurs
transcrits en poussée vs. rémission. La présence d’un nombre important d’ARN messagers
générés par épissage alternatif inhabituel a pu étre observée a partir de génes impliqués dans des
fonctions diverses : facteurs transcriptionnels, cytokines, organisation du cytosquelette,
transmission des signaux. Ces épissages alternatifs inhabituels ont pu étre reliés a la sous
régulation dans le SNI/LGM de deux protéines riches en sérine, SRp75 et SRp40, impliquées
dans le phénoméne d’épissage (Grimbert et al. 2005).

Beaucoup de genes différentiellement exprimés sont impliqués dans la voie de NFxB (Nuclear
Factor kB), comme I’'IL-183, p38 Map Kinase, Traf6, Macropain (sous unité a2 du protéasome),

suggérant une anomalie de régulation de cette voie chez les patients SNI/LGM en poussée.

g Dysrégulation de la voie NFxB

Dans les lymphocytes T inactivés, I’hétérodimere principal NFxB p50/p65 est séquestré
dans le compartiment cytoplasmique par son inhibiteur IkB. L’activation de NFxB requiert donc
I’¢élimination de IxB. La phosphorylation de IkB au niveau des résidus sérines 32 et 36 permet
son ubiquitinylation puis sa dégradation par le protéasome. NFkB, libéré, peut alors migrer vers
le noyau ou il va se lier a des éléments de réponse présents sur les promoteurs de génes cibles et
en activer la transcription. Ce systeme est doté¢ d’un rétrocontrdle strict puisque le complexe
NF«B induit également la transcription de son propre inhibiteur IxB, qui va bloquer en retour
cette activation (rétrocontrole négatif). La voie de NFxB a ét¢ montré fortement activée dans les
lymphocytes T CD4" au cours des poussées de néphrose et réprimée en rémission (Sahali et al.
2001). L’activation de NFxB persiste tant que la maladie est active alors qu’elle devrait étre
rapidement réprimée du fait du rétrocontréle négatif, suggérant une rupture de la boucle de
régulation durant les poussées. De plus, I’inhibition de la synthése des cytokines observée au

cours des rémissions pourrait étre secondaire au blocage de NFxB (Almawi et al. 2002).
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Deux mécanismes au moins contribuent a la dérégulation de NFkB dans les lymphocytes T de
patients SNI/LGM : une suractivation du protéasome et une dégradation accrue de I’ARNm
codant pour IkB, associées a un défaut de transactivation de son gene (Sahali et al. 2001).
D’autres études, moins détaillées, ont également rapporté une régulation de la voie NFkB
lors des rémissions : grace a la technique SAGE, Mansour et al. ont montré une induction de la
kinase de IxB ainsi qu’une répression de la transcription de IxB au cours des rémissions.
L’expression de NFkB dans les greffons de patients SNI/HSF a été analysée et a montré que les
patients récidivant aprés transplantation avaient une augmentation de NFxB dans le rein
(Schachter et al. 2000). Récemment, une augmentation de la phosphorylation de la MAP kinase
p38, impliquée dans la voie d’activation de NFkB, a également été reportée dans les reins de

patients présentant différents types de glomérulopathies (Koshikawa et al. 2005).

¢ Activation de la voie c-maf

Le clonage soustractif et différentiel a également permis d’identifier une sur-expression
de c-maf, un proto-oncogéne membre de la famille des facteurs de transcription a fermeture
éclair leucine. Grace a des techniques de retard sur gel, il a ét¢é montré que c-maf est
spécifiquement recruté au cours du SNI/LGM : au cours des poussées, c-maf est localisé dans le
noyau des lymphocytes T CD4" (forme active) alors que lors des rémissions, il se trouve dans
leur cytoplasme (forme inactive) (Valanciute et al. 2004). La seule cytokine connue régulée par
c-maf est I’IL-4, hors celle ci est faiblement exprimée lors des poussées. Suite a des expériences
de cotransfection de c-maf et p65 dans des lymphocytes Jurkat et d’inhibition de la voie NFkB,
les résultats ont montré que la transactivation du geéne de I’'[L-4 par c-maf était bloquée par
I’hyperactivit¢ de NFkB dans le SNI/LGM (Valanciute et al. 2004). Les conséquences de
I’activation de c-maf chez les patients SNI sont encore a déterminer, mais elles pourraient
conduire a I’expression du ou des facteurs de perméabilité par les cellules immunitaires.
Toujours grace aux banques soustraites, un géne inconnu a été isolé, étudi¢ puis nommé Tc-mip
(Truncated c-maf inducing protein). Le transcrit Tc-mip est produit par épissage de I’ARN
primaire codant pour le geéne c-mip, et différe de celui-ci par la troncation du domaine
pleckstrine. L’ARNm de Tc-mip ainsi que la protéine ne sont ni présents chez les individus
sains, ni chez les patients atteints d’autres glomérulopathies, alors qu’ils sont fortement exprimés
dans les lymphocytes TCD4" principalement des patients SNI/LGM. La surexpression de Tc-mip
dans des cellules Jurkat est capable d’induire 1’expression de c-maf, de transactiver le géne de

I’'IL-4 et d’inhiber la synthése de I'IFNy, événements caractéristique d’une réponse Th2. Par
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ailleurs, cette surexpression est responsable de la phosphorylation de Src, d’adhésions
intercellulaires, et d’une redistribution cellulaire du cytosquelette associée a la L-Plastine, grace
a une activation indépendante de la voie PI3 kinase (Phosphatidyl Inositol 3) (Valanciute et al.
2004).

L’activation concomitante de plusieurs voies, en particulier NFkB et c-maf, n’est pas
habituelle et pourrait expliquer les variabilités d’expression des cytokines rapportées dans la
littérature. Ces résultats offrent une base moléculaire a une hypothése énoncée il y a plus de
trente ans, postulant que le syndrome néphrotique idiopathique résulterait d’une réponse immune
anormale médiée par le lymphocyte T. Les mécanismes et phénomenes déclencheurs d’une telle

dérégulation des facteurs de transcription sont encore a élucider.
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Figure 11 : Schéma récapitulatif des principales anomalies lymphocytaires T observées lors des poussées de
SNI/LGM.

Au niveau membranaire, une augmentation de 1’expression des marqueurs CD62L, R-IL2 (CD25) et une baisse de
I’expression du récepteur 2 de I’IL-12 (R-IL12[B2) ont été décrites lors des poussées de SNI/LGM. Au niveau des
voies de régulation, une suractivation du facteur de transcription NFxB, résultant d’une dégradation accrue et d’un
défaut de transactivation de son inhibiteur IkB a été rapportée dans les lymphocytes T des patients. Une
suractivation du protooncogeéne c-maf due a I’expression de la protéine tronquée Tc-mip a également été décrite.
Cette suractivation transcriptionnelle peut étre a I’origine de la synthése de cyokines telles que I’IFNy, le TNFa et
I’IL-13, fréquemment retrouvées en exces dans le sérum des patients, et de la synthése d’un facteur de perméabilité.
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F-Modzéles d’étude du Syndrome Néphrotique Idiopathique

La compréhension des mécanismes a 1’origine de [Datteinte glomérulaire et du
détachement des podocytes lors du syndrome néphrotique a été possible grace a I’utilisation de
modeles in vitro et in vivo. Nous verrons au cours de ce chapitre les principaux modeles d’études

cellulaires et animaux utilisés et les découvertes fondamentales qu’ils ont pu nous procurer.

F-1 Modzéles in vitro

L’emploi de modeles in vitro a déja été évoqué dans le chapitre relatif aux facteurs de
perméabilité, notamment grace a 1’utilisation de tests sur les glomérules isolés. Je ne reviendrai
pas sur ce test mais je détaillerai principalement les cultures podocytaires immortalisées murines
et humaines.

F.1.1 Culture de podocytes immortalisés

Les cultures primaires de podocytes différenciés montrent une faible prolifération et sont
difficiles a propager, ce qui rend leur utilisation difficile pour des expériences nécessitant une
grande quantit¢ de matériel. De plus, des contaminations par d’autres types cellulaires
glomérulaires peuvent avoir lieu lors des premiers passages en culture. C’est pour cela que des
cultures immortalisées de podocytes on été mises au point a partir de souris transgéniques
exprimant I’antigene large T du SV40 sensible a la température, sous le contrdle d’un promoteur
H-2Kb inductible par I'interféron (Mundel et al. 1997). Ces cellules possédent la capacité de
proliférer a 33°C en présence d’IFNy (conditions permissives) et de se différencier en cellules
matures en 14 jours a 37°C sans IFNy (conditions non permissives). En effet, le passage a 37°C
provoque une différenciation qui se traduit par un élargissement du corps cellulaire vers une
forme irréguliere avec la formation de prolongements cytoplasmiques semblables a des

pédicelles (figure 12).
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Figure 12: Aspect de culture de podocytes non-différenciés et différenciés en microscopie optique

A) Morphologie en cobblestone caractéristique obtenue sous conditions permissives (33°C, +TNFa). Les cellules
forment une monocouche lorsqu’elles ont atteint la confluence. B) Cellules différenciées et arborisées en conditions
non permissives (37°C, -TNFa). Les cellules se sont étendues et ont développé un large noyau ainsi que des
prolongements (fléches) (d’apres P. mundel, 1997).

Une lignée cellulaire de podocytes immortalisés humains a également été établie selon le
méme principe (Saleem et al. 2002). Ces cellules podocytaires différenciées expriment les
marqueurs spécifiques des podocytes in vivo tels que la synaptopodine, la P-cadhérine, la
podocine, CD2AP et la néphrine en assez faible quantité. Récemment, une nouvelle lignée
podocytaire immortalisée de souris exprimant plus abondamment la néphrine au niveau des
ponts de contact a été générée (Schiwek et al. 2004). Une lignée de cellules endothéliales
immortalisées a également été mise au point, complétant les outils de recherche in vitro (Rops et
al. 2004). Ces cellules semblent étre de bons modeles pour les études de signalisation et de

modifications structurales.

F.1.2 Apport des cultures podocytaires

F.1.2.1 Modifications structurales

L’effacement des pieds des podocytes ainsi que leur détachement est un événement
majeur et précoce qui intervient dans la plupart des maladies glomérulaires associées a une
protéinurie. Cet événement s’accompagne d’une réorganisation du cytosquelette d’actine, mais
les mécanismes moléculaires impliqués dans ce phénoméne sont peu clairs. L’équipe de P.
Mundel a montré que I’incubation des podocytes immortalisés en culture avec de la protamine
ou I’aminonucléoside de puromycine induisaient une rétractation des podocytes et un
détachement de la matrice, s’accompagnant d’une réorganisation du cytosquelette d’actine et des

points focaux. Ces modifications sont accompagnées d’une augmentation des tyrosine-
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phosphorylations, et I’incubation des podocytes avec un inhibiteur de phosphatases provoque les
mémes désordres, montrant 1’importance des phosphorylations dans le phénomene de
détachement podocytaire (Reiser et al. 2000). La kinase liée a I’intégrine (ILK) a d’ailleurs été
montrée comme ¢&tant activée aprés incubation et désorganisation des podocytes par
I’aminonucléoside de puromycine, avec une localisation privilégiée au niveau des points
d’adhésions focaux (Kretzler et al. 2001). La méme étude a montré une augmentation des
transcrits de I’'I[LK au niveau des glomérules de patients atteints de syndrome congénital
finlandais et dans les glomérules d’un mode¢le murin protéinurique. L’ILK induit la translocation
et la colocalisation de la B-caténine et de LEF-1 (Lymphoide Enhancer Factor 1), qui est un
facteur de transcription T, dans le noyau. L’inhibiteur de I’ILK, le MCS5, est capable de bloquer
la translocation de la B-caténine, le détachement podocytaire et la répression de la P-cadhérine et
de CD2AP dans le modéele de puromycine (Teixeira Vde et al. 2005), tout comme le facteur de
croissance a I’insuline (Bridgewater et al. 2005). Ces résultats trés intéressants demandent a étre
confirmés chez les patients atteints de la forme immune de SN mais pourraient apporter une
nouvelle stratégie thérapeutique dans le traitement de la protéinurie.

Une ¢étude récente a testé 1’effet de I’incubation de plasmas de patients SNI sur des
cultures de podocytes humains immortalisés (Coward et al. 2005). Il a ét¢ montré que les
podocytes exposés a du plasma « normal » présentaient une distribution de la néphrine, de la
podocine et de CD2AP au niveau de la membrane plasmique, alors que 1’exposition de ces
cellules avec du plasma néphrotique entrainait une délocalisation de ces protéines dans le
cytoplasme. Cette délocalisation est accompagnée d’une altération de la voie intracellulaire
calcique médiée par la phosphorylation de tyrosines kinases. Ces observations rejoignent les
anomalies décrites plus haut dans les modéles puromycine, suggérant I’implication d’une kinase

dans I’atteinte glomérulaire des patients SNI.

F.1.2.2 Apoptose

La réduction du nombre de podocytes est un événement déterminant dans le
développement de la glomérulosclérose, d’autant que les podocytes dans le rein adulte sont
incapables de se régénérer pour compenser cette perte. Le détachement du podocyte de la
membrane basale glomérulaire suivi de I’apoptose est un phénoméne connu sous le terme
d’anoikis (Frisch et al. 1994). Le TGFp est une cytokine qui est augmentée lors de I’agression

glomérulaire. Grace a I’utilisation des podocytes immortalisés en culture, deux roles distincts du
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TGFP ont pu étre établis : d’une part, la sécrétion autocrine du TGF[B2 induit I’arrét de la phase
GO0/G1 et la différenciation des podocytes grace a I’induction d’une voie Smad3-dépendante de
I’inhibiteur de kinase cycline-dépendante p15 (Cdkn2b). D’autre part, les podocytes exposés au
TGFB1 recombinant a forte concentration entrent en apoptose, et ce grace a une suppression de
Cdkn2b et a une activation de la kinase pro-apoptotique p38 (Wu et al. 2005). Une autre étude a
montré que le TGFB1, ainsi que ’aminonucléoside de puromycine, nécessitait 1’inhibiteur de
caspase cycline-dépendante p21 ainsi que Bel-2 (Wada et al. 2005).

Le VEGF est un facteur anti-cytotoxique qui est produit par les podocytes suite a une
agression. Il a ét¢ montré que le VEGF exogéne, mais également endogeéne (produit par les

podocytes), pouvait prévenir I’apoptose en phosphorylant la néphrine (Foster et al. 2005).

F-2 Mod¢éles animaux

De nombreux modéles ont été établis chez le rat afin de mimer les différents évenements
impliqués dans la glomérulosclérose humaine. Suite a la mise au point des techniques de genes
knock out, des modéeles de souris ont également été développés mais la manipulation de petits
animaux reste délicate surtout en ce qui concerne les mesures physiologiques. Cette partie
détaillera les modeles animaux dits « mécaniques », obtenus apres ablation partielle ou totale du
rein, puis les modeles « chimio-induits » et « immuno-induits » et pour finir les modeles

spontanés tels que le rat Buffalo/Mna utilisé dans le laboratoire.

F.2.1 Les modeles mécaniques

Le mode¢le de réduction néphronique chez le rat a été décrit initialement en 1932, grace
aux investigations de I’équipe de Brenner entre autre (Chanutin 1932; Hostetter et al. 1981).
L’ablation d’une large portion de la masse rénale entraine une augmentation graduelle de la
protéinurie et une hyperperfusion progressive, une hyperfiltration, une hypertrophie et des
l1ésions segmentaires et focales affectant dans un premier temps les glomérules juxtamédullaires
comme dans la forme de SNI humaine (Morrison et al. 1966; Shimamura et al. 1975; Hostetter et
al. 1981). Une glomérulosclérose précoce apparait 4 semaines apres I’ablation rénale par ligation
puis, au bout de 8 semaines, la sclérose segmentaire affecte 20% des glomérules et
s‘accompagne d’une fibrose tubulointersticielle. Les animaux meurent d’urémie entre la 14°™ et

la 16°™ semaine (Hostetter et al. 1981; Yoshida et al. 1988).
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Techniquement, on distingue la néphrectomie unilatérale, et la néphrectomie 5/6°™, qui
consiste en 1’ablation d’un rein associée a 1’ablation de 2/3 du rein controlatéral par ligation des
branches de I’artére rénale. Suite a 1’ablation et au phénomeéne de dilatation capillaire (Lax et al.
1992), une hypertrophie glomérulaire, associée a une hypertrophie cellulaire et a une

hyperplasie, s’installe. L hyperplasie domine dans le modéle de néphrectomie 5/6°™

, alors que
I’hypertrophie est la cause majeure de progression apres une uni-néphrectomie. L’expression de
proto-oncogenes tels que c-fos, c-myc et c-ras apparait rapidement aprés la néphrectomie
(Kujubu et al. 1991; Lee et al. 1998). La capacité limitée des podocytes a proliférer, a cause de
leur forte expression de I’inhibiteur de kinase cycline-dépendante p27“P'(Shankland 1999), se
traduit par un détachement des cellules épithéliales, suite au gonflement des glomérules en
réponse a I’ablation. Un autre inhibiteur de kinase cycline-dépendante, p21, semble jouer un role
important dans le mécanisme d’hypertrophie engendré par la néphrectomie 5/6°™ (Megyesi et al.
1999).

La sclérose est le résultat d’une synthése de matrice exacerbée par rapport a sa
dégradation. La dérégulation de la synthése de matrice extracellulaire est influencée par de
nombreux facteurs de croissance, cytokines et chimiokines (Schena 1999). Ainsi, le PDGF
(Platelet Derived Growth factor), les TGFf et a, les hormones de croissance, I’EGF (Epithelial
Growth Factor), I’endothéline et le PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1) ont pu étre
impliqués dans la progression des 1ésions suite a une néphrectomie (Fogo 1999; Fogo 2000).

Les modeles mécaniques se sont avérés de bons modeles pour 1’étude de mécanismes a 1’origine
de DI’hypertrophie compensatrice et de sclérose, mais restent limités et assez éloignés des

mécanismes a I’origine du SNI.

F.2.2 Modeles inductibles

F.2.2.1 Modéles chimio-induits

L’un des modeles le plus utilisé est la néphropathie induite par I’aminonucléoside de
puromycine (PAN). Le PAN est un toxique spécifique du podocyte, et la néphropathie associée
peut étre induite de plusieurs fagcons chez le rat : soit par plusieurs injections intra-péritonéales,
soit par une administration unique en intraveineuse, associées ou non a une néphrectomie
unilatérale (Glasser et al. 1977; Diamond et al. 1986; Anderson et al. 1988; Fogo et al. 1988).
Suite a une seule injection en intraveineuse (50 mg/Kg), une phase précoce néphrotique apparait
associée a un pic de protéinurie apres 10 jours, et présente des 1ésions semblables aux 1ésions de

3 éme

LGM avec un effacement complet des pieds des podocytes. Entre la 10™ et la 1 semaine,
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les premiéres lésions de sclérose segmentaire apparaissent et a la 18°™ semaine, environ 10 a
15% des glomérules montrent des 1ésions de HSF bien caractérisées (Diamond et al. 1986). La
cinétique d’apparition des lésions est accélérée si 1’on associe une uni-nephrectomie a des
injections répétées de PAN intrapéritonéales (premicre dose a 10 mg/Kg puis 40 mg/Kg toutes
les 4 semaines) (Glasser et al. 1977; Fogo et al. 1988).

L’adriamycine, une drogue chimiquement différente du PAN, est capable d’induire des

lésions identiques chez le rat. L’adriamycine, injectée en i.v. (2 injections de 2 mg/Kg, 3
semaines d’intervalle), provoque également une protéinurie précoce associée a un effacement
des pieds des pédicelles peu aprés la deuxiéme injection. Les reins montrent une sclérose
segmentaire apres 18 semaines, puis une progression de la glomérulosclérose avec une fibrose
tubulointersticielle au bout de 24 semaines (Okuda et al. 1986; Fogo et al. 1988).
Les mod¢les de néphropathies induites par le PAN ou I’adriamycine ont été testés chez la souris.
Bien que toutes les souches de rat soient succeptibles a ces drogues, seule la souche de souris
Balb/c est capable de développer des 1€sions de HSF et une protéinurie suite a I’injection en i.v.
d’une forte dose d’adriamycine (10-11 mg/Kg) (Chen et al. 1998; Wang et al. 2000). Par contre
les souris sont résistantes au PAN (Chen et al. 1995).

L’action principale de I’aminonucléoside de puromycine et de 1’adriamycine semble étre
I’atteinte des podocytes, comme suggéré par les changements morphologiques et la toxicité
directe de ces drogues sur des podocytes en culture (Fishman et al. 1985). En effet, dans la
néphropathie induite par PAN, les podocytes montrent une sous-régulation de la podoplanine
(Breiteneder-Geleff et al. 1997) et de la néphrine (Ahola et al. 1999) et une sur-régulation de I’a-
actinine (Smoyer et al. 1997), protéines jouant un rdle clé dans la structure du diaphragme de
fente, ce qui explique I’effacement des pédicelles et la diminution des fentes de filtration
observés dans ce modéle (Anderson et al. 1988).

Ces drogues exercent, par ailleurs, des dommages oxidatifs sur la structure cellulaire a
travers la production de dérivés réactifs a I’oxygeéne (ROS) ou la réduction directe de radicaux
semiquinone (Diamond et al. 1986). Le PAN peut ¢galement augmenter la production de H,O,
en culture podocytaire (Kawaguchi et al. 1992) et réduire I’expression de I’isozyme du
cytochrome P450 (CYP2B1) (Liu et al. 2003). L’injection de ROS dans I’artére rénale de rats
entralne une protéinurie importante mais transitoire, sans effacement des pédicelles et sans
altération de la MBG (Yoshioka et al. 1991). L’attaque médiée par ROS est associée a une baisse
d’expression ainsi qu’une inversion de polarit¢é de 1’a3 intégrine (Kojima et al. 2000). A
I’inverse, 1’administration de molécules anti-ROS dans les mod¢eles de néphropathie PAN et

adriamycine réduit significativement la protéinurie (Diamond et al. 1986; Milner et al. 1991). La
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taurine, un antioxydant endogéne, est également efficace pour limiter 1’augmentation de la
protéinurie suite a I’injection du PAN et pour normaliser la production de ROS dans le rein
(Trachtman et al. 1992). Ainsi, les dérivés réactifs a 1’oxygéne semblent médier, en partie,
I’apparition de la protéinurie ainsi que ’atteinte podocytaire dans les néphropathies induites par
PAN ou I’adriamycine.

Le développement de la sclérose chez les rats traités au PAN semble 1i¢ & une baisse
d’expression de VEGF dans les podocytes ainsi que de son récepteur flk-1 dans les cellules
endothéliales (Fan et al. 2002). La fibrose tubulointersticielle quant a elle est associée a une forte
infiltration macrophagique ainsi qu’a une reprise de la protéinurie (Baboolal et al. 1995).
L’expression de I’héparanase dans les podocytes est également fortement augmentée et pourrait
contribuer a la perte des charges glomérulaires et a la protéinurie en résultant (Levidiotis et al.
2001). De nombreuse chemokines sont sur-régulées dans la néphropathie PAN, avec une
augmentation transitoire des les premiers signes de protéinurie de MCP-1 et 3 (Monocyte
Chemoattractant Protein) et de la lymphotactine, de la chemokine TCA3 et de MIP-la,
accompagnée d’une infiltration macrophagique prédominante (Ou et al. 2000). L’ostéopontine,
qui entre autre peut recruter les macrophages, est également augmentée (Magil et al. 1997). Les
lymphocytes T CD8" cytotoxiques sont également impliqués dans Datteinte rénale progressive
observée dans le modéle de rats traités a I’adriamycine, puisqu’un traitement avec un anti-CD8
empéche ’apparition des 1ésions (Wang et al. 2001). Ces derniers résultats suggerent que des

cellules autres que les macrophages pourraient contribuer au développement de la fibrose.

F.2.2.2 Modéles immuno-induits

Récemment, 1’équipe de Mundel a montré chez la souris sauvage et SCID que
I’exposition a de faibles doses de LPS (lipopolysaccharide) entrainait une protéinurie associée a
une sur-expression de B7-1 (CD80) sur les podocytes (Reiser et al. 2004). B7-1 est une protéine
transmembranaire normalement exprimée a la surface des lymphocytes B et sur les CPAs (Abbas
et al. 1999; Chambers et al. 1999). Les souris knock out pour B7-1 sont protégées de I’induction
d’un syndrome néphrotique par le LPS, suggérant un lien entre 1’expression de B7-1 et
I’apparition de la protéinurie. De plus, le LPS, a travers la voie du TLR-4 (Toll Like Receptor-4),
réorganise le cytosquelette d’actine du podocyte tandis que I’activation de B7-1 entraine la
réorganisation des protéines du diaphragme de fente telles que la néphrine, CD2AP et ZO-1
(Reiser et al. 2004). Ces résultats trés originaux suggerent une nouvelle fonction de B7-1 dans la

réponse des podocytes aux agressions.
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Plusieurs anticorps dirigés contre la membrane basale glomérulaire ou directement contre
les podocytes ont été utilisés pour induire une protéinurie et étudiés plus spécifiquement le role
des différents composants glomérulaires.

L’injection de 1’anticorps SGP-115/107 chez le rat, dirigé contre une glycoprotéine épithéliale,
induit une protéinurie transitoire accompagnée d’un effacement des pédicelles et d’un
détachement des cellules épithéliales de la membrane basale glomérulaire (Mendrick et al. 1988)
Chez le rat, I’injection unique de I’anticorps monoclonal 5-1-6, dirigé contre une protéine
podocytaire de 51 kD entraine une protéinurie massive atteignant son maximal au huitiéme jour
(Orikasa et al. 1988). Cet anticorps se fixe au niveau des fentes de filtration (Blantz et al. 1994),
au méme niveau que la protéine de jonction ZO-1 (Kawachi et al. 1995). La protéine cible de cet
anticorps a ¢été identifiée comme étant la néphrine (Topham et al. 1999).

Un autre anticorps monoclonal, nommé¢ le LF-3, reconnait une protéine de 43 kD disparaissant
lors des dommages glomérulaires générés dans la néphropathie PAN, et qui correspond a la
podoplanine (Breiteneder-Geleff et al. 1997). L’injection de LF3 provoque une protéinurie
massive chez le rat associée a un affaissement des pédicelles, mettant en avant le rdle de la

podoplanine dans le maintien de 1’architecture podocytaire (Matsui et al. 1998).

F.2.3 Modg¢les spontanés de néphropathies secondaires

De trés nombreux modeles sont utilisés et seuls les deux principaux seront indiqués
briévement a titre d’exemple :
Les rats Zucker sont caractérisés par une obésité et une résistance a 1’insuline (Ruckebusche et
al. 1976) ainsi qu'une hypertension artérielle et une hyperlipidémie. Les lésions rénales qu’ils
développent correspondent a une hyalinose segmentaire et focale, associée a une protéinurie
(Shimamura 1983). Ce mod¢le a été largement utilisé pour évaluer I’effet de médicaments sur la
progression des lésions rénales (Stevenson et al. 1999; Rodriguez-Iturbe et al. 2005).
La souche de rats Fawn-hooded est apparue par mutation spontanée et doit son nom a son pelage
fauve (Tschopp et al. 1974). Ces rats développent une hypertension artérielle spontanée
(Kuijpers et al. 1984), des Iésions rénales caractérisées par une hyalinose segmentaire et focale
avec protéinurie (Kreisberg et al. 1978; Kuijpers et al. 1984), des dépots d’IgA, IgG, IgM, C3 et
fibrinogeéne (Kreisberg et al. 1978). Cette souche a été utilisée, entre autre, pour valider 1’effet de
médicaments anti-hypertenseurs sur la progression de I’insuffisance rénale chronique (Verseput

etal. 1997).
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F.2.4 Le Rat Buffalo/Mna

Cette souche de rat a été obtenue au Japon en 1972. Sa description initiale était centrée sur la

présence d’un thymome associée a une myopathie difficile a classer.

F.2.4.1 La myasthénie

Le mécanisme de I’atteinte musculaire reste assez discuté, et a été présenté initialement
comme une myasthénie (Matsuyama et al. 1975) puis comme une atrophie musculaire de
mécanisme dégénératif (Matsuyama 1981). Les dysfonctions motrices résultent principalement
d’une faiblesse musculaire et d’une fatigabilit¢é myogénique des muscles extenseurs (Kato et al.
1982). Grace a des études électrophysiologiques et pharmacologiques, il a été montré que ces
dysfonctions étaient probablement la conséquence d’anomalies du signal au niveau de la jonction
neuro-musculaire et donc du mécanisme contractile (Kato et al. 1982). Des publications plus
récentes rapportent la présence d’auto-anticorps circulants anti-récepteur de la ryanodine

probablement secondaires a la myopathie (Iwasa et al. 1998).

F.2.4.2 Le thymome

La pathologie thymique de ces rats correspond a une hyperplasie thymique constituée au
dépend des cellules épithéliales (Matsuyama et al. 1972). Ces cellules épithéliales ne présentent
pas de caractére malin (prolifération, anomalies chromosomiques) mais sont anormales en taille
et en forme et sont treés sensibles a I’action de ’EGF (Masuda et al. 1984). Cette hyperplasie
thymique apparait des le premier mois de vie et progresse avec 1’dge jusqu’a créer un véritable
encombrement responsable de la mort des animaux par complications respiratoires (le poids du
thymus étant de 370 = 18 mg a 1 mois, 5092 + 721 mg a 12 mois et 20607 + 460 mg a 24 mois)
(figure 13).

65



Figure 13 : Comparaison macroscopique du thymus d’un rat normal de 5 mois (a gauche) avec le thymus
d’un rat Buffalo/Mna du méme age (d’apres saito, 1997)

La description phénotypique des populations lymphocytaires T médullaires, thymiques et
périphériques, par des marqueurs classiques est normale ainsi que leurs fonctions jugées par, in
Vvivo la réponse anticorps a des antigénes T dépendant et la réaction du greffon contre I’héte et, in
vitro la prolifération induite par les lectines et les expériences de culture mixte (Hirokawa et al.
1990). 11 existe néanmoins une diminution de la réponse aux mitogénes pour les rats agés
(Toyokawa et al. 1987), cette anomalie pouvant étre secondaire au syndrome néphrotique. Cette
hyperplasie thymique touche tous les animaux avec une présentation plus sévere pour les males
et reste sous controle hormonal comme le démontre sa régression complete apres
hypophysectomie (Hirokawa et al. 1990). Il existe aussi une prolifération lymphocytaire T
secondaire intra-thymique avec une répartition normale des sous populations lymphocytaires
(Ezaki et al. 1990). Une importante émigration thymique de lymphocytes T persiste donc toute la
vie, responsable d’un enrichissement splénique en lymphocytes T a partir de 1 mois de vie
passant a cet age de 27% de la population totale (versus 25% pour des rats Wistar) a plus de 60%
a 1 an (versus 30%). Les sous populations lymphocytaires T spléniques ne sont pas différentes
de celles de rats contrdles. Cet enrichissement est retrouvé au niveau des ganglions lymphatiques
pour atteindre 88% des lymphocytes a 20 mois avec, a cet age, une nette augmentation de la
proportion des lymphocytes CD8". L analyse de la transmission de la susceptibilité a développer
une hyperplasie thymique se fait selon un mode autosomique dominant. Deux génes ont été

récemment localisés : Tenl sur le chromosome 1 et Ten2 sur le chromosome 13 (Ye et al. 2000).

66



F.2.4.3 La néphropathie

La néphropathie spontanée de ces rats a été rapportée en 1983 (Kato et al. 1983). Elle se
manifeste des 1’age de 10 semaines par une protéinurie composée a plus de 70% d’albumine
associée a une hypoalbuminémie et a une hypercholestérolémie. Des oedémes sont signalés, en
particulier au niveau des glandes submandibulaires. Cette protéinurie est plus importante et
d’apparition un peu plus précoce pour les femelles. Elle augmente jusqu’a 1’age de 20 semaines
pour rester en plateau par la suite (analyse jusqu'a 1 an). La fonction rénale (estimée par des
dosages d’urée) reste préservée jusqu’a 1’age de 1 an (Kato et al. 1983). En microscopie optique
standard, les 1ésions histologiques de hyalinose segmentaires et focale commencent a apparaitre
chez certains animaux vers 1’age de 4 mois. Ces Iésions, avec synéchies floculo-capsulaires, sont
retrouvées pour quelques glomérules mais présentes chez tous les animaux a 6 mois. A 1 an, de
8,2 2 23,9% des glomérules sont atteints et ceci quelque soit le sexe de I’animal (Nakamura et al.
1986). Ces lésions continuent a progresser avec le temps pour atteindre 38 a 52% des glomérules
a 2 ans. Des dépots d’immunoglobulines sont retrouvés de fagon classique au niveau des zones
de hyalinose (IgM surtout). L’analyse en microscopie électronique montre des lésions des
podocytes dés I’age de 2 mois avec un étalement des pédicelles et la présence de vacuoles
lipidiques intracytoplasmiques. Un décollement des podocytes de la lame basale glomérulaire est
fréquemment retrouvé a partir de 6 mois. La transmission de cette néphropathie se fait sur un
mode autosomique récessif avec probablement la participation de 2 génes (Pur 1 et Pur 2
(Matsuyama et al. 1990). Le locus Purl, décisif dans la susceptibilité de la néphropathie, a été
localisé sur le chromosome 13. Ce chromosome est 1’équivalent du chromosome 1 de I’homme
connu pour étre porteur du gene de la néphrine (Murayama et al. 1998). Le deuxiéme locus n’a
pas pu étre localisé mais pourrait étre proche de Purl. A ce jour aucune anomalie génétique
spécifique du podocyte ou du glomérule n’a été identifiée. Pour finir, cette néphropathie a été
décrite comme résistante a un traitement par corticoides (2mg/kg/j par voie sous cutanée pendant
4 semaines) (Kato et al. 1983).

Comme en clinique, la démonstration chez ces rats Buffalo/Mna, d’une récidive post
transplantation rénale d’une protéinurie sur un greffon non protéinurique (rat LewlW comme
donneur) est trés évocateur du rdéle d’un facteur extra rénal dans [’apparition de cette
néphropathie. Une série de transplantations a donc été réalisée avec des transfusions donneur
spécifique (DST) administrées 14 et 7 jours avant la transplantation, afin d’induire un état de

tolérance (Le Berre et al. 2001). La récidive de la glomérulopathie est confirmée par I’apparition
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d’une protéinurie (dépassant le seuil de 0,2 g/mmol) en moyenne a 20 jours post transplantation.
Sur le plan histologique, il existait un infiltrat interstitiel sans tubulite, des 1ésion glomérulaires
de hyalinose segmentaire et focale touchant 15,8 + 3% des glomérules et surtout 1’absence de
lésions vasculaires évocatrices de rejet chronique. La recherche de dépdts d’immunoglobulines
¢tait négative montrant simplement des traces d’IgM au niveau des zones de sclérose
glomérulaire.

La description de la rémission compléte de la protéinurie d’un rein malade de
Buffalo/Mna transplanté chez un rat sain (LEW1W) apporte un deuxi¢me argument en faveur
d’un facteur extra-rénal (Le Berre et al. 2001). Cette rémission s’accompagne d’une régression

complete des Iésions parenchymateuses rénales.

Les auteurs Japonais suggerent que ces rats présentent une accumulation d’anomalies
génétiques et qu’il n’existe pas de relation entre les anomalies thymiques, musculaires et rénales.
Néanmoins, les publications a ce sujet restent floues et d’interprétation difficile, voire
contradictoires. Des expériences de croisement ont été décrites avec des résultats montrant qu’il
¢tait possible de séparer les pathologies thymiques et rénales (Matsuyama et al. 1990). La
réalisation d’une thymectomie néonatale ne semble pas influencer I’apparition de la néphropathie
de ces animaux (Nakamura et al. 1988). Néanmoins, les animaux thymectomisés et controles
présentaient dans cette publication une maladie peu agressive avec seulement environ 5% des
glomérules altérés a un an. D’autre part, ’absence de « thymome » et de protéinurie a été

signalée chez les rats pour qui le géne nude a pu étre introduit (Matsuyama et al. 1987).
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II-METHODOLOGIE

A-But de I’étude

Les mécanismes immuns impliqués dans la maladie initiale du syndrome néphrotique
restent encore mal compris. Bien que de nombreuses études aient décrit des anomalies
immunitaires dans la maladie initiale et en particulier lors des poussées chez les patients
corticosensibles, les observations sont assez disparates et parfois contradictoires. De plus, il est
difficile de savoir si les anomalies observées sont la cause ou une conséquence de la maladie.

La premicre partie de cette étude a été effectuée chez le rat Buffalo/Mna, un modele spontané de
syndrome néphrotique idiopathique disponible dans notre laboratoire et assez proche de la
maladie humaine (cf F.2.4 de I’introduction). Nous avons cherché a savoir si I’apparition de la
maladie chez ce rat était précédée d’anomalies immunitaires majeures, étude non réalisable chez
I’homme. Pour cela, nous avons analysé le phénotype des cellules immunitaires infiltrant le
greffon ainsi que le profil des cytokines et des chémokines associées avant 1’apparition des
lésions et de la protéinurie, puis a différents moments apres I’installation de la protéinurie
(article 1). Nous espérons ainsi éclaircir I'implication des cellules immunitaires dans
I’apparition des lésions dans ce modéle spontané. Une autre étude portant sur I’effet des
traitements sur la protéinurie du rat Buffalo a également été réalisée mais ne sera pas détaillée
dans D’exposé, par soucis de clarté et dans le but de s’intéresser plus spécifiquement aux

anomalies immunitaires (annexe 2).

Au cours de la deuxiéme partie, nous nous sommes intéressés a la récidive du syndrome
néphrotique idiopathique corticorésistant apres transplantation rénale chez ’homme. En effet, de
par leur récidive immédiate, ces patients représentent une population homogeéne de la « forme
immune » de SNI, avec une maladie active et la présence du ou des facteurs de perméabilité dans
leur sérum. Pour cette étude, nous sommes partis d’une hypothese représentée figure 14 suggérée
par les études effectuées chez les patients corticosensibles et nous en avons étudi¢ les différents
axes.

Nous pensons que dans un contexte de conflits immunologiques, les lymphocytes T des
patients allant récidiver vont produire une réponse anormale, a cause d’anomalies de régulation.
Cette réponse anormale va s’accompagner de 1’expression d’un phénotype lymphocytaire T
particulier ainsi que de la sécrétion du ou des facteurs de perméabilité toxiques pour les

podocytes.
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Soit les anomalies sont présentes avant la transplantation chez ces patients et on peut alors
espérer prédire la récidive, soit elles apparaissent apres. Le probléme de 1’étude de la récidive
apres transplantation est que le traitement immunosuppresseur peut interférer avec les résultats et
que I’on se place dans un contexte de réponse allogénique. Le groupe contrdle doit pour cela se
rapprocher le plus fidélement possible du groupe récidive au niveau du traitement, des
incompatibilités HLA, de I’age et globalement de tout ce qui peut moduler la réponse
immunitaire (virus, rejet).

La réponse immunitaire des patients SNI a été étudiée grace a 1’analyse des altérations

des transcrits VB au niveau de la région hypervariable CDR3 du récepteur T (TCR), avant et
aprés transplantation, afin de déterminer si la récidive correle avec des expansions clonales
spécifiques (article 2) et si ces anomalies sont présentes avant transplantation. L.’analyse utilisée
est a la fois qualitative et quantitative, et a été développée au sein de I'unité INSERM 643
(TcLandscape). Cette méthode se basant sur les techniques Immunoscope® et PCR quantitative
Tagman® sera développée dans le prochain paragraphe. L’analyse d’éventuelles anomalies de
régulation a été évaluée grace a 1’étude du profil des tyrosines phosphorylations dans les PBMC
de patients SNI, avant et apres stimulation par la PMA/ionomycine. L’étude des sous populations
lymphocytaires a ¢été apréhendée par cytométrie en flux et I’analyse de 1’expression des
différents transcrits de cytokines et protéines impliquées dans 1’activation et la régulation a été
effectuée par PCR quantitative (article 3).
Enfin nous avons étudié, en collaboration avec 'INSERM U581 de Créteil, un facteur de
perméabilité potentiel produit par les lymphocytes Th2 et impliqué dans la réponse anti-
inflammatoire. Nous avons tout d’abord dosé sa concentration dans les sérums de patients SNI
récidivant ou non avant et apres transplantation et dans le sérum de patients controles
protéinuriques non-SNI. Puis nous avons testé 1’action des différents sérums et de la protéine
recombinante seule sur une culture de podocytes immortalisés de souris (article 4).

Le but de cette deuxieéme partie chez ’homme est de mieux comprendre les mécanismes
impliqués dans la récidive afin de pouvoir, a long terme, traiter plus efficacement ce phénomene.
Un autre but serait de pouvoir isoler une caractéristique spécifique aux patients récidivants
(phénotype, profil de phosphorylation, taux sérique d’une protéine) afin de pouvoir prédire cette

récidive avant transplantation.
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Figure 14 : Schéma récapitulatif de I’hypothése de départ utilisée chez I’homme ainsi que les articles s’y

rapportant.
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B-Matériels et Méthodes

B-1 Patients

Définition des patients SNI/HSF : 11 s’agit de patients inscrits sur la liste de transplantation avec
ce diagnostic histologique a I’exclusion de tout autre diagnostic de glomérulopathie et de HSF
dites secondaires (uropathies malformatives, lésions satellites de néphroangiosclérose). Il est
clair que ce diagnostic préte a la critique étant donné les difficultés de classification : forme
corticosensible a rechute, corticodépendante ou corticorésistante d’emblée, forme non traitée due
a un diagnostic tardif ou a une faible protéinurie, formes familliales...

Définition de la récidive: Le diagnostic de la récidive est plus clair bien qu’il existe quelques
différences dans la littérature. Nous avons considéré comme récidive les formes caricaturales,
c’est a dire les récidives immédiates apres transplantation dans les 24 premiéres heures ou les 24
heures suivant la reprise de la diurése. Nous n’exigeons pas de récidive des lésions de HSF car
les altérations initiales podocytaires comportent essentiellement des lésions glomérulaires
minimes. Le niveau de protéinurie peut par la suite étre trés variable en fonction de I’agressivité
de la récidive mais aussi du traitement mis en place (forte posologie de CsA, IEC, ARAy.).
Nous n’avons conservé ici que les patients avec une protéinurie sélective permanente et
supérieure a 1g/j.

A Topposé, les patients n’ayant pas de récidive n’ont pas présenté de protéinurie
significative (i.e <lg/j) au dela de la premicre semaine ayant suivi le démarrage du greffon.
Comme ces patients ne sont pas fréquents et que les techniques utilisées demandent pour leur
majorité un travail sur des échantillons fraichement prélevés, les groupes de patients peuvent

varier d’une expérience a une autre et sont résumés dans les publications.

B-2 L’analyse du Vf3 transcriptome

Le terme de « répertoire » désigne l'ensemble des TCR exprimés par les lymphocytes T.
Les techniques d'analyse du répertoire T permettent de visualiser la diversité des TCR et donc

indirectement la diversité d'une population de cellules T et d'en suivre 1'évolution.

B-1.2 Rappels sur I’origine de la diversité lymphocytaire T
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Deux types de TCR ont été identifiés : le TCRap et le TCRyS. 1l s'agit d'hétérodiméres formés
respectivement de deux chaines : soit a et 3, ou y et 9, associés au complexe CD3 impliqué dans
'expression du TCR a la surface des lymphocytes et indispensable a la transduction du signal. Le
TCR est impliqué dans la reconnaissance du peptide présenté par une molécule de CMH. Les
TCRyd représentent environ 5% des cellules T et sont essentiellement présents au niveau des
mugqueuses digestives. Nous nous sommes donc intéressés aux lymphocytes Ta3, présents dans

le sang.

Les geénes codant pour les chaines du TCR sont regroupés en loci et sont composés chez 'homme
de 45 segments VP, 2D, 13JP et 2Cp. La synthese du TCR commence par le réarrangement au
niveau somatique des segments Df} et JB3, suivi de I'assemblage de ce segment réarrangé DBJJ3
avec un segment Vf et enfin 1'ajout d'un segment constant C (Chien et al. 1984). Cette chaine 3
est ensuite exprimée a la surface des thymocytes et s'associe avec la chaine a, issue elle aussi du

réarrangement des genes Va et Jo.

Lors du réarrangement, la jonction des segments VDJ se produit avec une imprécision
pouvant entrainer un décalage du cadre de lecture et est accompagnée de I'addition d'un nombre
aléatoire de nucléotides au niveau des jonctions par une enzyme: la TdT (Bogue et al. 1996). Ces
deux mécanismes sont source de diversités qualifiées respectivement de diversité combinatoire et
jonctionnelle (figure 15). A ces deux mécanismes s’ajoute une diversité liée a 1’association d’une
chaine B a une chaine o. On estime ainsi que 2,5 10° TCRaf différents peuvent étre générés

chez I’homme (Arstila et al. 1999).

Va Ja
[ - ™
—HI Y HHHHHAHH]
Chaine ¢
Recombinaisons génomiques % -:I:I TCR ap
Addition de nucléotides aux jonctions _F_‘—'> - | | a
4;

> Chaine §
CDR3
THI e T e Hof TN <2 |
VB JB1 (1-7) Jp2 (1-7)

Figure 15: Les mécanismes de réarrangements génomiques et d’addition de nucléotides au niveau des
jonctions, ajoutés aux nombreuses associations a/p sont source d’une grande diversité des TCR.
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Au niveau des domaines variables des chaines du TCR, il existe des boucles
hypervariables CDR1, CDR2, CDR3 impliquées dans l'intéraction avec le CMH et le peptide. La
boucle CDR3, composée de I’extrémité 3’ du segment V, de D et de ’extrémité 5° de J, est la
région la plus hypervariable, et est plus fortement impliquée dans la reconnaissance du peptide
(Jorgensen et al. 1992). De plus, du fait de la diversité jonctionnelle, cette région CDR3 est de

différentes longueurs pouvant aller de 10 a 33 nucléotides.

B-1.3 Principe du TcLandscape

L’analyse qualitative consiste en la représentation de la distribution des tailles de CDR3
dans chaque famille VB (26 chez I’homme, 21 chez le rat) et est facilitée par le programme
Immunoscope® qui fournit les résultats sous forme de pics (Pannetier et al. 1995). Chaque profil
VP est représenté par 7 a 11 pics correspondant a 7 a 11 tailles différentes de CDR3, séparées
chacune de trois nucléotides. Cette analyse du répertoire des cellules T permet de détecter des
familles V[ présentant certaines tailles de CDR3 particuliérement impliquées dans la réponse
étudiée et qui sont représentatives de clones T sélectionnés et amplifiés lors de réponses

immunes.

Cette analyse permet de discerner deux types de répertoires, altérés ou non. Un profil est non
altéré ou gaussien lorsque que la totalité des familles VP présente une distribution gaussienne
des tailles du CDR3 (figure 16). Le terme altéré désigne un répertoire dans lequel certaines
familles V3 présentent des expansions clonales.

Le logiciel Immunoscope® permet d’analyser la distribution de tailles CDR3 au sein
d’une famille V. Chaque profil CDR3 obtenu est traduit en une distribution de probabilité selon
la méthode décrite par Gorochov (Gorochov et al. 1998). L’altération d’une certaine taille du
CDR3 dans une certaine famille V[ est alors comparée a un profil contrdle et la différence entre
sa fréquence dans la distribution étudiée et la fréquence de cette méme taille de CDR3 dans la

distribution contrdle gaussienne permet de calculer un pourcentage de perturbation.
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Figure 16 : Analyse par Inmunoscope®

Le répertoire des lymphocytes T au repos montre un profil gaussien de la répartition des tailles du CDR3. Aprés une
stimulation, des expansions de certaines familles V3 peuvent apparaitre, monoclonales ou oligoclonales selon la

taille et la séquence du CDR3.

La méthode choisie pour 1’analyse quantitative est une PCR quantitative en temps réel

faisant appel a la technologie TagMan®. Le programme « ABI Prism 7700 Sequence Detection

System » permet de détecter et de mesurer la fluorescence €émise par un marqueur non spécifique

(Syber Green) , qui se loge dans le petit sillon de ’ADN au fur et a mesure de I’amplification.

Les valeurs obtenues pour chaque échantillon sont rapportées a la valeur mesurée pour le geéne de

I’Hypoxanthine PhosphoRibosyl Transférase (HPRT, géne de ménage) afin de s’affranchir des

variations de quantité en ADNCc.
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Figure 17:Le TcLandscape est la seule approche permettant une représentation globale a la fois qualitative et
quantitative du répertoire.

L’échelle colorimétrique représente le pourcentage d’altérations, du vert pour un profil gaussien (ellipse verte) au
rouge pour un profil altéré (ellipse rouge). Le « Top View » est une autre représentation du TcLandscape qui ne met
en évidence que les altérations qualitatives du répertoire.

Le TcLandscape permet d’obtenir une vision globale du répertoire: I’axe des x représente les
familles V3, I’axe des y les tailles de CDR3 et 1’axe des z le rapport des transcrits V3/HPRT.

Elle permet de suivre non seulement les familles VB présentant une altération clonale mais

¢galement les familles VP présentant une distribution gaussienne des tailles de CDR3 et

fortement exprimées (figure 17).
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111 RESULTATS

A-Article 1 : Mise en évidence d’anomalies immunologiques précédent

I’apparition du Syndrome Néphrotique chez le rat Buffalo/Mna
A-1 Résumé de Particle 1

A I’age de huit semaines, les rats Buffalo/Mna développent spontanément un syndrome

néphrotique associ¢ a des lésions de hyalinose segmentaire et focale (HSF). Nous avons
précédemment démontré que la glomérulopathie du Buffalo/Mna récidive apres transplantation
rénale, faisant de ce rat un modéele d’étude pertinent de la maladie humaine. Dans cette article,
nous décrivons des anomalies immunitaires rénales qui semblent étre paralleles au
développement et a la progression de la néphropathie spontanée du Buffalo/Mna.
Des échantillons de reins de rats Buffalo/Mna ont été prélevés avant (4 semaines) et aprés
I’apparition de la protéinurie (a 10, 15, et 18 semaines et a 12, 15, 18 et 24 mois). Les
populations cellulaires rénales ainsi que 1’expression cinétique de transcrits de différentes
cytokines, chémokines et de la chaine 3 du TCR ont été analysées tout au long de la maladie.

Dans les reins de Buffalo/Mna, parallélement a la protéinurie, les 1ésions de hyalinose
segmentaire et focale apparaissent a la dixiéme semaine, touchant environ 2.4% des glomérules,
puis s’étendent pour représenter 10.4% des glomérules a 24 semaines, 14.6% a 12 mois et
environ 29% a 18 mois. Avant I’apparition des premiers symptomes de la maladie et de la
protéinurie, I’analyse de ’expression des différents transcrits révele une forte production de
cytokines associées aux macrophages, en particulier le TNFa (350 fois le niveau d’expression
d’un rat normal), s’accompagnant d’un infiltrat monocytaire. Un faible infiltrat lymphocytaire
associé¢ a un profil Th2 prédominant et une sous-régulation des cytokines Thl a également été
observé. Ces profils décrits ont perduré apres 1’apparition de la protéinurie. Par ailleurs, aucune
variation des transcrits des chémokines et du TGF[3 n’a été relevée dans les premiers moments de
la maladie.

Nos résultats suggerent que la maladie du Buffalo/Mna pourrait étre le résultat d’un
désordre immunologique, impliquant les macrophages et les lymphocytes Th2. Nous avons émis
I’hypothése que cet environnement immunologique modifi¢ pourrait étre a 1’origine de la

production d’un facteur toxique pour le glomérule.
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ARTICLE 1

Renal macrophage activation and Th2 polarization precedes
the development of nephrotic syndrome in Buffalo/Mna rats

Lupyiiea Le BErre, CAROLINE HERVE, FRANCOBE BuzELiN, CLaire Usal,

JuAN-PAUL SovLiLLou, and JAacoues DANTAL

Instimt National de la Santé Er de la Recherche Médicale (INSERM) Unité 643 “Immuncintervention dans les Allo et
Xenotransplantations™ and Institut de Transplantation et Recherche en Transplantation (ITERT), Nantes, France; and Service d”

Anmomopathologie, CHU Hotel Diew, Nantes, France

Renal macrophage activation and Th2 pelarization precedes
the development of nephrotic syndrome in Bulffalo/Mna rats,
Background., At 8 weeks, Buffalo/Mna rats spontaneously
develop a nephrotic syndrome associated with focal segmental
plomerulosclerosis (FSGS). We have previously demonstrated
that this glomerulopathy recurs after renal transplantation, thus
supporting the relevance of this rat model to human idiopathic
nephrotic syndrome [1]. In this study, we describe renal immune
abnormalities which appear in parallel to the initiation and pro-
gression of the spontanecus Buffalo/Mna nephropathy.
Methods. Buffalo/Mna rat kidney samples were harvested
before (4 weeks) and after the occurrence of proteinuria (at
10, 13, and 24 weeks, and at 12, 15, 18, and 24 months). Re-
nal immune cell populations [total lymphocytes, macrophages,
T. B, and natural killer {(NK) cells] and the expression kinet-
ics of various related cytokine [transforming growth factor-f
(TGF-p), tumor necrosis factor-a (TNF-u), interferon-y { IFN-
¥). interleukin (IL)-1, IL-2, TL-4, IL-6, IL-10, 1L-12, and IL-
13], chemokine [regulated upon activation, mormal T cell
expressed and secreted (R ANTES) and monocyte chemoat-
tractant protein-1{MCP-1)] and T-cellreceptor p {TCR B)chain
transcripts were studied serially during the course of the disease.
Resulrs. In the Buffalo/Mna kidneys, in parallel to the pro-
teinuria, the focal and segmental glomerular lesions began to
develop at 10 weeks (affecting 2.4 £ 0.8% of glomeruli), in-
creased in number, then in intensity (10.4 £ 0.8% at 24 weeks,
14.6 £2.3% at 12 months, and 28.9 £ 7.4% at 18 months). Be-
fore the onset of the disease, at a nonproteinuric stage, the tran-
script expression analysis revealed a strong production of some
macrophage-associated cytokines, particularly TNF-o (350-fold
higher than control levels), which was corroborated by mono-
cyte infiltration. A minor T-cell infiltrate {associated with an in-
crease in Cp TCR transcripts), with a predominantly Th2 profile
and the down-regulation of Thl cytokines was also observed.
These abnormal macrophage and T-cell patterns remained sta-
ble after the onset of the disease. No changes in chemokine and

Key wornds: FSGS, idiopathic nephrotic syndrome, rat, Buffala'Mna,
immunologic disorders.
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TGF-P transcripts were observed during the initial stages of the
disease.

Conclusion. Our data suggest that the Buffalo/Mna rat dis-
ease may be the result of an immunologic disorder, involving
macrophages and Th2 lymphocytes. We hypothesize that this
modified environment could result in the production of a factor
deleterious to the glomeruli. Thus, this rat strain could provide
anew model for the study of human nephrotic syndrome.

Idiopathic nephrotic syndrome with primary focal
segmental glomerular sclerosis (FSGS) is a disease of
unknown etiology, whose symptoms include a selective
proteinuria and nonspecific lesions with a hyalinosis
and synechia between the floculus and Bowman's cap-
sule. Immunosuppressive regimens such as corticoids, cy-
closporine A, and cyclophosphamide can influence the
disease outcome to some extent (for review see [2]) but
at least 20% of patients ultimately require hemodialysis
and/or kidney transplantation for end-stage renal failure
(ESRF) [3]. In addition, in 25% to 40% of transplanted
patients, the initial disease immediately relapses, leading
to graft loss in 50% of cases [4]. This immediate recur-
rence strongly suggests the presence of an albuminuric
plasmatic factor(s), a hypothesis that has been strength-
ened by the beneficial effect of plasmatic exchanges [5-7)
and immunoadsorptions |8, 9].

Despite significant recent progress in the understand-
ing of the genetic abnormalities associated with idio-
pathic nephrotic syndrome [10]. the disease mechanisms,
particularly those at the disease onset, are unknown. Sev-
eral animal models of proteinuria have been described.
including age-associated nephropathy [11]. nephron re-
duction [12, 13], and toxic-induced nephrosis [14, 15].
However, although these experimental models can help
to identify the mechanisms involved in glomerular scle-
rosis progression, they are not pertinent as models for
the initial stages of the human disease. For this reason,
we have been studying the Buffalo/Mna rat strain which,
at 8 weeks of age, spontangously develops a selective
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proteinuria associated with hypoalbumine mia, hyperlipi-
demia, and glomerular epithelial cell alterations with foot
process flattening and cytoplasmic vacuolization at the
ultrastructural level [16, 17]. The Buffalo/Mna rats were
first reported because they present a spontaneous thy-
moma [18] regulated by an autosomal-dominant gene
[19] associated with muscular weakness and demon-
strated to be linked to plasmatic antiryanodine receptor
antibodies [20]. Following analysis of geneticsegregation,
two autosomal-recessive genes were proposed (o deter-
mine susceptibility to glomerular sclerotic lesions [21].
Both genes are located on chromosome 13, but are sepa-
rate from the proteinuria gene Pur 1 located on the long
arm of human chromosome 1 [22]. Moreover, neona-
tal thymectomy experiments have shown that nephrotic
syndrome is functionally unrelated to the thymic disease
[23]. In the same way, in our hands, thymectomy in adult
Buffalo/Mna rats has no effect on their proteinuria {un-
published personal data), suggesting the absence of a di-
rect interaction between the renal disease and that of the
thymoma.

In addition to a genetic susceptibility to develop pro-
teinuria [21, 22], the involvement of an extrarenal factor
has been demonstrated by our group in a previous study
[1]. We showed that the disease recurs on normal kidneys
after renal transplantation into Buffalo/Mna recipients
whereas the glomerulopathy regresses when a Buffalo/
Mna kidney is transplanted into a normal recipient [1].

In this study, we have attempted to characterize the de-
velopment of Buffalo/Mna nephropathy by analyzing the
histologic lesions, the cells infiltrating the diseased kid-
neys, and the renal cytokine transcript accumulation. We
report here that the prealbuminuric stage of the disease
is characterized by an early macrophage infiltration and a
Th2 polarization. We suggest that these immunologic dis-
orders could be involved in the Buffalo/Mna nephropa-
thy and that these observations may help to understand
this rat disease. Such observations may also be related
to the human disease and used to elucidate the human
pathologic mechanisms.

METHODS
Animals

The Buffalo/Mna rat line, maintained in our labora-
tory, was originally kindly provided by Dr Saito { Central
Experimental Institute, Nokawa, Kawasaki, Japan). All
animals were born from a unique couple and bred for
at least 10 generations. Five Buffalo/Mna rats were sacri-
ficed at each time point: 4. 10, 18, and 24 weeks and 12, 15,
and 18 months. Five inbred, age-matched Wistar-Furth
rats [with the same major histocompability complex back-
ground (MHC) as Buffalo/Mna], obtained from an estab-
lished colony (Janvier, Le Genest Saint Isle, France), were
used as controls and sacrificed at 4, 10, 18, and 24 weeks.

LeBerre et al: Renal development of idiopathic nephrotic syndrome model

All animals were fed with standard laboratory food. The
animal care was in strict accordance with our institutional
cuidelines.

Proteinuria measurement

The animals were placed in metabolic cages for
24 hours before measurement with free access to drink
but without foed to aveid contamination of urinary sam-
ples. The total urinary protein concentration (g/L) was
measured by a colorimetric method using a Hitachi au-
toanalyzer {Boehringer Mannheim, Grenoble, France).
Urinary creatinine (mmol/L) was measured by the Jaffé
method. Proteinuria was expressed according to the fol-
lowing formula: proteinuria(g/mmol) = {urinary protein)
i g/L)/{urinary creatinine ) (mmol/L).

Light microscopic examination

Kidney samples were fixed for 20 minutes in Carnoy
solution and then in 10% buffered formalin and embed-
ded in paraffin. Three micro meter sections were stained
with hematoxylin and eosin, periodic acid-Schiff (PAS),
Masson trichrome, or periodic acid-silver methenamine
i PAM). Slides were analyzed in a blind fashion by an inde-
pendent pathologist. Lesions were estimated and counted
in five fields at a 100> magnification.

Immunchistology and quantitative analysis
of cellular populations

Kidney pieces from BuffaloMna and Wistar-Furth
rats were embedded in optimal cutting tissue compound
(Tissue Tek) (Miles, Elkhart, IN, USA), snap-frozen in
precooled isopenthane and stored at —80° C until use.
Frozen 6 pum tissue sections were fixed in acetone, per-
meabilized with a solution of methanol 10% H2O, incu-
bated with a Biotin Blocking System (Dako Corporation,
Carpinteria. CA, USA). then saturated with rat serum di-
luted 1/10/in phosphate-buffered saline (PBS)/1 % bovine
serum albumin (BSA) and stained using a three-step in-
direct immunoperoxidase technique [20]. The primary
antibodies were mouse IgG antirat monoclonal anti-
bodies: Ox1-0x30 (a mix of two anti-CD45 antibodies,
a pan-leukocyte marker), R7.3 [anti-T-cell receptor af
(anti-TCRep)]. Ox33 [anti-CD45 receptor antagonist
(anti-CD45 RA)]. ED-1 {anti-CD68), or 3.2.3 [(anti-
CD16l or natural killer receptor (NKR)]. All of these
monoclonal antibodies were obtained from the Euro-
pean Collection of Animal Cell Cultures (ECACC), then
purified in our laboratory and pretested on healthy rat
splenocytes to assess their optimal dilution. Monspe-
cific staining was taken into account by omission of
the first antibody. The secondary antibody used was a
rat adsorbed (negligible cross-reactivity) horse biotiny-
lated antimouse gl (Vector Laboratories, Burlingame,
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CA, USA). Finally, tissues sections were incubated with
horseradish peroxidase (HRP) streptavidin and devel-
oped with “Very Intense Purple™ (VIP Kit) (Vector
Laboratories).

The cell-infiltrated area was determined by quan-
titative morphometric analysis [24]. Briefly, positively
stained cells in each section were counted by morpho-
metric analysis using a point counting method with a 121
intersection square grid in the eyepiece of the microscope.
Results were expressed as the percentage of the area of
each renal section occupied by cells of a particular anti-
genic specificity (£ SEM). The percentage of area infil-
trate was calculated as follows: [(number of positive cells
under grid intersections) = (total number of grid inter-
sections = 121)] = 100. The sections were examined at a
w400 magnification. The accuracy of the technique is pro-
portional to the number of points counted. Thus, 15 fields
were counted for each labeled section of high density and
40 fields for sections of low density (=10%). We chose a
random start point on a border section and moved from
field to field. Each counted field was adjacent to the pre-
vious and subsequent field [24]. Counting was scored in
a blind fashion by two observers.

RN A extraction and cDNA synthesis

The decapsulated kidneys of each animal were liga-
tured. cut, immediately snap-frozen in liquid nitrogen.
and stored at —80° Cuntil used for RNA extraction. Total
RNA from kidney pieces was isolated by the guanidium
isothiocyanate procedure and purified on a Cesium chlo-
ride gradient [25]. Ten micrograms of RNA were reverse-
transcribed into cDMNA using 14 pg/mL of oligo (dT )25,
10 mmol/L. dithiothreitel (DTT), 0.5 mmol'L. of each
deoxynuclecsidetriphosphate (dNTP), 40 U RNAsin
(Promega, Madison, WI, UsA), and 200 U Maloney-
murine leukemia virus { M-MLV) reverse transcriptase in
S first-strand buffer (Life Technologies, Gaithersburg,
MD, USA). The cDNA synthesis reaction was brought to
a final reaction volume of 100 plL.

Relative quantification of mRNA transcripts

The principle of quantitative reverse transcription-
polymerase chain reaction (RT-PCR) using the SYBR
Green® method has been described previously [26]. Di-
rect detection of PCR. products was monitored by mea-
suring the increase in fluorescence due to the binding of
the dye labeler SYBR Green® to double-stranded DNA.
The level of fluorescence, monitored by the ABI PRISM®
TT00 Sequence Detection Application program { Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), was thus directly pro-
portional to the level of PCR product.

Oligonucleotides and standard construction.  Stan-
dards were amplified from samples known to con-
tain the given mRENA sequences using specific primers
iTable 1). The amplification products were separated

i[5 |

Table 1. Sequences of amplification primers

Length of

mBEMNA Sequences 5°-3° amplification product
5 rHPRT goganagtggaasagocaagt Th
¥ rHPRT gecacatcaacaggactct tgtag

Srll-la agtcactcgeatggeatgty 100
Frll-la atatgtcpeget gpttccac

| cottgteascagegeacce 300
Frll-2 gotttgacagat ppctatoe

Srll4 ceaccttgotgteacoet gt 00
YrlL4 aggatgettitttaggettitc

5 r IL-10 tcageactgctatgttgee 403
Frll-10 cottgettttattcteacagg

S rIL-12 pd0 ganacagigaacctoacctg 261
FrIL-12 pd0 tgetteacacttecaggaaagt

Srll-13 agcaacatcacacaagaccag 20
Frill-13 cacaactgaggtccacaget

5 ¢ IFN-y tggatgetat ggaaggaaaga 314
¥ r [FN-y gattctgetgacagetgoty

5 r TGE-p ctactgettcagetocacagaga 279
¥ rTGF-p accttgggcttgegace

5 r TNF-u cttatctact cccaggtictetteaa 204
31 THF-u gagactoct cocaggtacatgg

5 r MCP-1 atgcaggtetetgteacget M1
¥ rMCP-1 gotgctgaagtoctiagegt

¥ r RANTES geatcoctcacegtoat oot 260
5'r RANTES tagctcatctecanatagttgat

YrCp tetgtgetgaccocattge 69
¥rCp ttecctgaccatgtogaget

Abbreviations are: HPRET. hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase:
IL, interdeukin; INF-y, interfercn-y. TGF-f. transforming growth factor-p:
TWF-otumor necrosis factor-a; MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1;
RAMNTES, regulated wpon activation, nommal T cell expressed and secreted: Cp.
constant part of TGF-P chain.

electrophoretically and purified using a gel extraction
kit (1A quick Gel Extraction kit) {Qiagen, Hilden, Ger-
many). The absorbance of each standard at 260 nm and
the molecular weight of the cDNA enabled the calcula-
tion of the number of copies per milliliter and the prepa-
ration of a serial dilution from 107 to 10° copies per well.

PCR amplification and analvsis.  Ten microliters of
L10-diluted cDNA sample were amplified in 25 pl. of
SYBR Green®™ PCR Core Reagent (Applied Biosystem)
with 0.6 U of AmpliTag Gold polymerase, 0.25 U of Am-
perase uracyl-H-glvcosylase, 200 nmol/L of each dNTF
300 nmol/L of each primer and 3 mmol/L of MgCl,, in
102 SYBR Green® PCR Buffer (1= final concentration).
Amplifications were performed in an ABI Prism® 7700
Sequence Detector (Taghan) (Perkin-Elmer, Wellesley,
MA, USA). Each sample was analyzed in duplicate. The
number of copies of the cDNA target sequence was de-
duced from a comparison of the measured fluorescence
with the standard curve. Tonormalize the levels of the tar-
gel sequences, the quantity of each given transcript was
divided by the quantity of housekeeping gene (HPRT)
transcripts obtained for each sample.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad
Prism software. The nonparametric Mann-Whitney test
was used to compare ratio values between groups for
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each time point and to compare the% of surface area
between groups for each point. P = 0.05 was considered
as significant.

RESULTS

Histologic examination of Buffalo/Mna kidneys doring
the course of the disease

At 4 weeks the BuffaloMna kidneys showed no
glomerular lesions but marked podocyte swelling was
apparent. At 10 weeks, glomerular lesions began to ap-
pear but remained scarce {affecting only 2.4 + 0.8% of
the glomeruli) and were not extensive in the focculi. In
addition. dilated tubules were rare and isolated. From
18 weeks to 12 months, glomerular and tubular lesions in-
creased in number and intensity, damaged glomeruli rep-
resented successively 6.4 £ 4.1%., 10.4 £ 0.8% {24 weeks),

LeBerre et al: Reral development of idiopathic nephrotic svndrome model

Fig. 1. Light mcroscopic  cxamination of
Bulfal/Mua kidneys during the course of
miiial discase developmeni (N =3). (A4) Ax
10 wezeks, onset of glomerular lesions (=23
and =400). (B) At 18 weeks, increass in
glomemlar lesions and development of tubu-
larlesions (%25 and =400}, (C) At 12 months,
damaged glomeruli were numerous (with the
onset of Aocoulocapsular synechia), sclerotic
lesions and tubular dilatations were extensive
(325 and =400). (I At 18 months, microcys-
tic tubular dilatations wers numerous. Some
glomemli were completely sclerotic and at-
rophic, whereas others presented segmental
lesions with flocculocapsular synechia or had
asubnormal appearance (25 and =200,

Table L Histologic evaluation of Buffalo/Mna kidneys at different
stages during the course of the discase

% of damaged Tubular Interstitial
Buffalo'Mna glomeruli dilatation fibrosis
4 weeks 00 03 +06 -
10 weeks 24414 13412 -
18 weeks 64+ 7.1 242 -
24 weeks 104+ 14 224+ 149 -
12 months 146 +£4 10.7 +£7.2 -
15 maonths 163 £59 423 £ 156 +i-
18 manths 2804129 6.3 + 20.5 +
24 months 432427 54.7 £ 3001 +

Slides were analyzed in a blinded fashion by an independent pathologist.
Lasions were estimated and counted in five fields at a 100« magnification. Three
series of samples were examined. Fesults were expressed as mean £ SE. Under
the term “damaged glomemli.” we counted all glomeruli with focal seagmental
glomerulosclerosis (FEGE) lesions [ie, segmental lesicns of flocculus, selerotic
areas (£ extensive). Aocculocapsular synechia, or atrophic glomemli].
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Age of BuffaloMna rats

and 14.6 £ 2.3% of the total glomeruli (Fig. 1) {Table 2)
with the appearance of flocculo-capsular synechia and
an increase in the sclerotic area. At 12 months, tubu-
lar dilatations were substantial and were either isolated
or in clusters. From 15 to 24 months. sclerohyalinosis
spread to the Aocculi (163 & 3.4% of affected glomeruli
at 15 months, then 289 + 7.4% at 18 months and 43.2
+ 15.6% at 24 months) and was associated with a global
glomerular atrophy. Moreover, the onset of a moderate
mononuclear lymphoid infiltration was observed at this
point {Table 2). Tubular dilatations continued to expand
and their disposition in clusters was maximal around 18
to 24 months In parallel, proteinuria began at 10 weeks,
increased regularly until 15 months, then increased more
rapidly when the glomerular sclerosis spread throughout
the kidney {Fig. 2).

Initially, segmental glomerular lesions result from par-
tial densification of the flocculus. At this level, the basal
membranes appeared less defined, then pleated. The cap-
illary lumina became very reduced or even nonexistent,
without any endo- or extracapillary hypercellularity. The
development of these lesions was associated with floccu-
locapsular synechia. These lesions spread to the entire
flocculus, leading to small atrophic glomeruli. Basal cap-
illary membranes were completely pleated and squeezed
together, leading to a total disappearance of the capillary
lumen.

In parallel, proximal tubules, which were only dilated
at the beginning, became highly microcystic. These di-
latations were clustered. The epithelium of these tubules
was flat and their lumen contained voluminous cylinders
with a protein aspect.

Quantitative assessment of Boffale/Mna
kidney infiltration

Buffalo/Mna kidneys displayed a global but moderate
increase in their total leukocyte population during the
course of the disease. In comparison with age-matched,
healthy rat kidneys, these values were significantly dif-

pressed as® of damaged glomeruli &= SEM)
(N =3) (see Table 2).

ferent at 4, 15, and 24 weeks (4.6 £ 04% vs. 3.5 £
053%: 6 £04% v 42 £0.2%, and 5.9 £ 0.3% vs. 45 £
0.15%. respectively) (P = 0.05) (Figs. 3A and 4, upper
panels).

The predominant infiltrating population was the
monocyte-macrophage lineage which was significantly
higher (P -= 0.01) than in the controls at 4 weeks (0.95 +
0.23% vs. 0L55 £ 0.03%), 10 weeks (145 £ 0.16% vs
0.6 £ 0.12%), 18 weeks (1.3 £0.2% vs. 0.6 £0.08%), and
24 weeks (1.56 £ 0.33% vs. 0.6 £ 0.03%) (Figs. 3B and
4, middle panels). On the other hand, the T-cell popula-
tion present in the Buffalo/Mna kidneys increased and
was significantly more represented than in control kid-
neys from the first month to 10 weeks (0.45 £ 0.06%
vs 028 + 0.01%: 0.5 £ 007 % vs. 0.3 £ 0.05%; respec-
tively) (P = 0.05) (Figs. 3C and 4, lower panels). The
levels of B lymphocytes and NK cell populations did not
significantly differ between Buffalo/Mna and control rats
idata not shown). A trend (albeit non significant) toward
a periglomerular and glomerular staining of infiltrating
cells was also noted (Fg. 4).

Quantitative analysis of mRENA transcripts
in Buffalo/Mna kidneys during the course of the disease

In accordance with the increase in the monocyte
population in the Buffalo/Mna kidneys, tumor necrosis
factor-o {TNF-e) mENA showed an early and strong ac-
cumulation in Buffalo/Mna kidneys at 4 weeks, before
the onset of the disease {1.7 £ 0L.3% vs. 0.05 £ 0.006%:)
(P = 0.01) (Fig. 5). Interleukin (IL}-12 (Fig. 5). 1L-1, and
IL-6 transcripts (data not shown) were also significantly
increased at this ime (P <= 0.01). Transcript accumula-
tions decreased thereafter, albeit remaining significantly
elevated at 10weeks for TNF- and at 18 weeks for [L-12.

To evaluate the global T-lymphocyte infiltrate and/or
activation in the Buffalo/Mna kidney, p chain accumula-
tionwas also measured. TCR p chain mRNA was strongly
increased as early as 4 weeks (0.62 £ 0.17% vs (L0158 £
0.002%) (P = 0.005) and remained elevated throughout
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the course of the disease (at 10 weeks 0.2 £ 0L.08% vs
0.04 £ 0.003% and at 18 weeks 0.243 £0.03% vs. 0.035 £
0.002% ) ( P = 0.005) (Fig. 6). The activation profile of the
T-cell population present in the kidney sections was then
measured for Thl [IL-2 and interferon-y (IFN-y)] and
Th2 cytokine transcripts (IL-4, IL-10, and IL-13). Inter-
estingly, IL-2 and IFN-y mRNA was weak until 24 weeks
{and inferior to controls), indicating no Thl polariza-
tion during the onset of the disease (data not shown).
In contrast, at 4 weeks, Th2-related IL-10 and IL-13 tran-
scripts were significantly higher in the Buffalo/Mna rats
than in the controls (IL-10 0,075 £ 0.001% vs. 0.002 £+
0.0004% ) (P = 0.005) (IL13 0.006 £ 0.002% vs. 0.001 £

[ 1Bufi'Mna
B Healthy rats

[ JBuffiMna
B Healthy rats

C—J BufiiMna
R Healthy rats

Fig. X Kincties of infiliration by the ccllu-
lar populations during the course of the ini-
tial chiscasc in Buffalo/Mna (BulffMnal s
versus conirel kidneys. Results are expressed
as the® (mean £ SEM) of surface area oc-
cupied by positive cells. At each time point,
each group consisted of five animals. The con-
tral group consisted of age-matched healthy
rats. (A) Pan-leukocyte {Ox1-On 30 antibody )
populations were examined. (B) Monocyte-
macrophage ED-1 antibody populations were
examined. () T lymphocytes (R7.3 antibody )
were examined. *Significant difference <0.05
between the two groups; ** Significant differ-
ence <01

0.0002% ) (P = 0.05) while IL-10 mRNA remained sig-
nificantly more accumulated in Buffalo/Mna at 18 weeks
(P = 0.005) and 24 weeks (P < 0.01) (Fig. 7). However,
despite beingsignificant, the levelof IL-10 and I1L-13 tran-
script accumulation remained low. In addition, as is of-
ten the case in rats, the level of IL-4 mRNA was at the
technical limit of the SYBR Green® method and thus
considered as negligible in both groups.

Regulated upon activation, normal T cell expressed
and secreted (RANTES) and monocyte chemoattractant
protein-l (MCP-1) chemokine transcripts were also mea-
sured. Both types of mRNA were decreased at 4 weeks
(0.01 £ 0.004% vs. 0145 £ 0.01%; 0.0001 £ 0.0002%
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va 017 £ 0.03%:; respectively) (P = 0.005). Whereas
RANTES mRNA was lower only at the early time point
i4 weeks), MCP-1 mRENA remained lower at all times
(P - 0.05) (Fig. 8). Similarly, transforming growth factor-
Bl (TGF-B1) mENA levels were low in the early phases
of the disease (at 4 weeks 0.04 £ 0.0008% vs. 626 £
0.65%; at 10 weeks 1.4 £ 0.67% vs 6.6 £ 0.45%) (P =
0.005), but reverted to normal levels at 18 weeks (Fig. 9).

Finally, we performed immunchistology to define
which cell types were responsible for the production of
the cytokines measured in the Buffalo/Mna kidneys. Un-
fortunately, the staining revealed by this technique was
very weak, thus making it impossible to identify the origin
of the cytokine production. Furthermore, we were unable
to demonstrate that certain cytokines (such as IL-1, IL-6,
IL-5, TNF-e, and TGF-p) were produced by resident re-
nal cells, which would expect to be easier to detect.

DISCUSSION

In this study, we have shown that initial glomerular
lesions of the spontaneous Buffalo/Mna disease, as as-
sessed by proteinuria and histologic examination, devel-
oped progressively from 10 weelks until 12 months (Fig. 1)
i Table 2). After 1 year, the sclerchyalinosis spread in-
side the floculi. These glomerular changes were paral-
leled by the development of proteinuria, which began at
10 weeks, increased until 15 months, and then increased
rapidly when glomerular sclerosis spread throughout the
kidney (Fig. 2). In addition, the number of total leuko-
cytes of Buffalo/Mna kidneys was increased compared
to that in the controls. This increase was principally due

2085

Fig. 4. Representative immmnostaining of re-
wal cellular infiliration dunng the conmse of
the BulTalodMna (BufifMuna) disease (N =5).
Upper panels show OX1 + OX30 positive
staining. Middle panels show ED-14+ cells
Lower panels show R7.3% populations, at 4
and 18 weecks Background control pictures
are of nonspecific staining taken into account
by omission of the first antibody (magnifica-
tion for each picture was 400},

to an early rise in monocyte infiltration and a minor
T-cell infiltrate, which preceded the occurrence of pro-
teinuria and the ultrastructural podocyte alterations
idata not shown). Moreover, cytokines typically pro-
duced by monocytes/macrophages, TNF-a, IL-12, IL-6,
and IL-1, were significantly increased at the very onset of
the disease (4 weeks), before the appearance of protein-
uria and histologic lesions. The subsequent levels of these
cytokines remained higher than in the control group.
Similarly, an increase in TCR CP chain transcripts was
observed early-on during the course of the disease. This
increase could be related to T-cell activation, rather than
an increase in the number of these cells {with regards to
the mild T-cell infiltrate). Finally, despite this T-cell infil-
trate, [L-2 and IFN-y {Thl) transcripts were only barely
detectable and were even lower than in the control group.
Incontrast, Th2-related cytokines (IL-10and IL-13) were
increased.

This finding of an early increase in TNF-u¢ and Th2-
related cytokines, in addition to our previous demonstra-
tion of the invelvement of an extrarenal factor in this
model of glomerulonephritis, highlights the Buffalo/Mna
nephropathy as a relevant model for human idiopathic
nephrotic syndrome. Indeed, in humans, TNF-a has been
reported to be increased in the blood and urine of FSGS
patients [27. 28] and TNF-o mRNA levels were elevated
in the monocytes of these patients [28]. TNF-a has also
been found to be increased in monocyte supernatants
in puromycin aminonucleoside nephropathy (PAN) [29].
and the injection of TNF-a into rats can trigger glomeru-
lar injury [30, 31]. In the Buffalo/Mna rats, the peak of
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TNF-a expression at 4 weeks occurred clearly before the
onset of the nephropathy and could thus be an initiat-
ing factor of the glomerulonephritis. In the same man-
ner, an increase in [L-12 production by the monocytes

24
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[CJBuffiMna
B2 Healthy rats

1 BuffiMna

2 Healthy rats

Fig. 5 Kincties of tumor necresis factor-o
(INF-a) and imterdeokin (IL-12 mRNA ex-
pression in Boffalo/Vea  (BofifMna)  kid-
nevs versus healthy kidmeys during the inital
course of the discase, Results are expressed
as means £ SEM of the ratio of the num-
ber of cytokine transcripts to the number of
HPET transcripts forfive animals at each time
point. *Significant difference =005 between
the two groups: * Significant difference <0.01;
**Significant difference <0005,

] BufiiMna

A Healthy rats

Fig. 6. Kincties of Cp mENA  expression
im Buffalo/Mna (BuellfMaa) kidoeys versus
healthy kidneys during the inigal cowrse of
the discase. Results are expressed as means
+ S8EM ofthe ratio of the number of cytokine
transcripts to the number of HPRT transcripts
forfive animals at each time point. * Significant
difference <005 between the two groups;
*Significant difference <0.01; ***Significant
difference =003,

of idiopathic nephrotic syndrome patients has also been
described [32]. but this was not the case for IL-6 [33, 34].
However, [L-6 has been associated with glomerular dam-
age in glomerulonephritis [33]. The role of macrophages
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that release these cytokines [35] can thus be suspected in
the onset of the Buffalo/Mna disease. In the human dis-
ease, macrophages, named foam cells, were abundant in
the lesion area [36], as well as in the PAN model. Their re-

Healthy rats

[ JBufiiMna

Bz Healthy rats

Fig. & Kinctics of regulated wpon asctiva-
fiom, n al T cell expressed amd secreted
(RANTES) and momocvie chemoatirsctant
proviein-1 (MCP-1) chemokine mENA ex-
pression: in Belfale/Vea (BulfMnoa)  kid-
neys versus contrals kidneys dunng the initial
course of the disease. Results are expressed
as means £ SEM of the ratio of the num-
ber of cytokine transcripts to the number of
HPET transcripts for five animals at each time
point. *Significant difference <005 between
the two groups: ** Significant difference <0.01;
**+ Significant difference =0.003.,

cruitment is favored by nephrotic syndrome—associated
lipidic disorders and the macrophage-related produc-
tion of TGF-f [37] may contribute to the late phases of
glomerulosclerosis [38].
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The cytokine profile in the peripheral blood lympho-
cytes (PBL) of idiopathic nephrotic syndrome patients
has also been recently studied [39]. Despite initial re-
ports showing an increase in plasmatic or urinary IL-2
and sIL-2R [34, 40-43], a Th2 profile appeared to pre-
dominate [44, 45]. with a considerable rise in IL-13 [39,
46, 47] as wellas [L-4 [47, 48]. These findings are in agree-
ment with the known association of idiopathic nephrotic
syndrome with atopic phenomena [49, 50] and an abnor-
mal isotypic switch (high levels of IgE) [51]. Our study in
the Buffalo/Mna rats revealed a very low Thl profile and,
despite a weak IL-4 expression (frequently described in
rats, even in the context of Th2-mediated disease), an in-
crease in IL-13 and 1IL-10. An active role for T cells in
this model is suggested by the presence of this Th2 pro-
file before the onset of proteinuria and podocyte injury. In
addition, the down-regulation of the chemokines tested
(RANTES and MCP-1) may be related to this cytokine
environment (1L-4 and IL-10 inhibit while IFN-v induces
RANTES production) [52]. In humans, an increase in
plasmatic and lymphocytic IL-8 has been reported in id-
iopathic nephrotic syndrome, but the rat IL-8 counterpart
has never really been defined and therefore has not yet
been tested [33]. Finally, our study showed that TGF-p
mRNA does not accumulate in the early phase of the Buf-
falo/Mna disease but may promote the late accumulation
of extracellular matrix. An increase in urinary TGF-p
has been found in FSGS patients in the late phases of
the disease, where sclerotic lesions were advanced [54].
However, whereas the role of TGF-p in the progression
of various glomerular diseases is well known [ 55]. its role
at a very early stage of the disease remains elusive.

The role of thymic hyperplasia in the Buffalo/Mna re-
nal disease is questionable. We measured the blood for-
mula of 20 Buffalo/Mna rats and 20 healthy rats of other
strains (Wistar-Furth, Lewis 1A, Lewis 1W, Sprague-
Dawlev). We found a roughly similar leukocyte number

LeBerre et al: Renal development of idiopathic nephrotic syndrome model

] BuffiMna

22 Healthy rats

Fig. . Kincties  of  transforming  growih
factor-f  (TGE-f) mBNA  expression  in
Bulffal/Mua  (BoffMna)  kidneys  versus
contrels kidneys duning the initial course
of the discase. Results are expressed as
means £ SEM of the ratio of the number of
cytokine transcripts to the number of HPRT
transcripts for five animals at each time point.
*Significant difference <0.05 between the
two groups: **Significant difference <0.01;
*Sionificant difference <0005,

but a slight increase in the percentage of blood lympho-
cytes, as also reported by other groups [36]. This increase
could partly explain the increase in T lymphocytes in Buf-
falo/Mna kidneys, but not the rise in monocytes or the ac-
tivation of monocytes and T lymphocytes within the Buf-
falo/Mna kidneys. We cannot exclude the possibility that
these expanded “thymic™ lymphocytes, which have been
described as being phenotypically and functionally un-
changed [56, 57], explain the increased number of T cells
in the Buffalo/Mna kidneys. Nevertheless, neonatal [23]
or adult thymectomy (personal unpublished data) have
no effect on proteinuria and Buffalo/Mna nephrotic syn-
drome, thus suggesting that this nephropathy is not sec-
ondary to or dependent on the thymic abnormalities.
ldiopathic nephrotic syndrome represents a heteroge-
neous group of glomerular disorders in humans, with dif-
ferent outcomes depending on the response to steroid
therapy and the possibility of recurrence after transplan-
tation. Furthermore, recent progress in understanding
the putative mechanisms of acquired idiopathic nephrotic
syndrome suggests two caricatural forms of steroid-
resistant nephrotic syndrome: an “immune mediated™
form and a form related to genetic changes and character-
ized by architectural podocyte cytoskeleton alterations.
The Buffalo/Mna disease is resistant to steroid treatment
(unpublished data) [16] and previous studies have shown
a genetic predisposition to proteinuria in this strain reg-
ulated by two autosomal-recessive genes. One locus was
identified as Purl on chromosome 13 that is syntenic to
the long arm of chromosome 1 in humans (which contains
the NPSH2 gene) [21]. However, the podocin sequence
in the Buffalo/Mna rats is normal [abstract; Morita et al,
ASN 2002, SU-PO297] and the role of an extrarenal fac-
tor in the development of proteinuria sugeests that the
genetic background represents rather a susceptibility fac-
tor for proteinuria development. In this study, we have
shown that macrophages and activated T lymphocytes
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are likely to be invelved in Buffalo/Mna disease
pathogenesis. The early infiltration by these cells and the
simultaneous expression of their respective products did
not enable the population responsible for the initiation
of the injury process to be defined. The production of a
factor toxic for the glomeruli, as suggested by the recur-
rence of the initial disease after transplantation, which
is related to the presence of the mononuclear infiltrate,
remains elusive.
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A-2 Résultats complémentaires et discussion de ’article 1

Dans cette étude, nous avons pu étudier grace a un modele animal spontané de SNI, le rat
Buffalo/Mna, les événements immuns précédant 1’apparition de la protéinurie et des 1ésions rénales.
Ce rat présente, avant le déclenchement de sa maladie, un contingent lymphocytaire intra rénal
majoritairement macrophagique et dans une moindre mesure lymphocytaire T. Le terme d’infiltrat
n’est pas trés appropri¢ dans ce modele : nous observons bien la présence de cellules infiltrant le
greffon mais en quantité insuffisante pour la qualifier d’infiltrat. Cependant, pour simplifier I’exposé,
ce terme sera utilisé tout au long de la discussion.

L’expression intra-rénale de transcrits de cytokines produits par les monocytes/macrophages activés
tels que le TNFa, I'IL-12, I'IL-6 et I'IL-1 est également augmentée précocément, tout comme
I’expression de cytokines de type Th2 (IL-10 et IL-13) suggérant que l’infiltrat lymphocytaire
observé est plutot de type Th2.

Parmi ces cytokines, le TNFa a été décrit comme augmenté dans le sang et I'urine de patients
SNI/HSF (Suranyi et al. 1993) et I’expression de son ARNm est augmentée dans les monocytes de
ces mémes patients (Bustos et al. 1994). Expérimentalement, 1’injection de TNFa a des rats peut
engendrer une atteinte glomérulaire et une protéinurie (Bertani et al. 1989; Ortiz et al. 1995). Afin de
vérifier si le TNFa était directement responsable de I’apparition des lésions dans notre modele, nous
avons traité les rats Buffalo/Mna en préventif avec un anticorps anti-TNFa (15 mg/Kg/j) puis nous
avons mesur¢ la protéinurie. Les résultats préliminaires sont indiqués sur la figure 18.

A la dose et a la fréquence utilisées, le traitement n’empéeche pas I’apparition de la protéinurie chez le
rat. On peut cependant s’interroger sur 1’efficacité de I’anticorps a bloquer la production de TNFa,

notamment au niveau rénal, et sur la durée d’administration.

La durée du traitement utilisée dans un premier temps semble assez longue pour couvrir la période
d’apparition du pic de production du TNFo, mais nous ne savons pas si la dose utilisée est suffisante.
Les rats traités peuvent ¢galement présenter des phénoménes d’immunisation contre 1’anticorps et le
dégrader. Il est encore trop tot pour conclure que 1’augmentation des transcrits de TNFa observée
dans le rein n’est pas directement la cause de I’atteinte. Cependant, ce pic de transcrits refléte une
activation macrophagique pouvant conduire a la production locale d’un autre facteur toxique pour le

podocyte.
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Effet de I'Ac anti-TNF sur la protéinurie du Buff/Mna
(traitement préventif: 2 sem a 5 m)
10 - (15 mg/kg/ 2x sem sur 6sem)
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Figure 18: Effet du traitement préventif par D’anticorps anti-TNFa sur la protéinurie (g/mmol) du rat
Buffalo/Mna. L’anticorps a été administré a une dose de 15mg/Kg/j, 2 fois par semaine pendant 6 semaines chez 5
rats Buffalo agés de 2 semaines et non protéinuriques.

Dans la maladie humaine, les macrophages sont abondants au niveau des 1ésions (Magil et al.
1989). Leur recrutement est favorisé grace a la présence d’anomalies lipidiques (Kees-Folts et al.
1993) et la production locale de TGFPB par les macrophages pourrait contribuer a la
glomérulosclérose (Ding et al. 1993). Dans notre étude, nous avons montré que I’ARNm du TGFf3
n’est pas accumulé dans la phase précoce de la maladie du Buffalo/Mna mais il pourrait jouer un role
dans 1’accumulation tardive de matrice extracellulaire. Bien que cette cytokine joue un role dans la
progression de plusieurs maladies glomérulaires (Bruijn et al. 1994), elle ne semble pas étre a
I’origine du développement initial des 1€sions dans notre mod¢le.
Une étude assez récente a rapporté dans des biopsies de patients récidivant leur SNI/HSF apres
transplantation rénale, la présence de podocytes dérégulés exprimant des épitopes de cytokératines
ainsi que des marqueurs macrophagiques tels que le CD16 et le HLA-DR (Bariety et al. 2001). Le
signal conduisant a cette transdifférenciation podocytaire est encore inconnu. L’augmentation du
marquage macrophagique observé dans le rein des rats buffalo (ED-1) pourrait correspondre a un

marquage podocytaire et non a un infiltrat. Il serait intéressant de vérifier si les glomérules isolés de
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rein de rat Buffalo expriment ED1 a des temps précoces ou si des podocytes en culture exposés a du
sérum de rat Buffalo expriment le marqueur macrophagique murin F4/80.

Parall¢lement a I’infiltrat macrophagique, nous avons également mis en évidence la présence
d’un infiltrat lymphocytaire précoce de type plutét Th2. L’infiltrat lymphocytaire dans la maladie
humaine est quasi-inexistant chez I’homme. En périphérie, I’étude des cytokines produites par les
PBMC de patients présentant un SNI tend a montrer un profil plutdt Th2, avec une augmentation de
I’TL-13 (Kimata et al. 1995; Yap et al. 1999) et de I'IL-4 (Cho et al. 1999; Van Den Berg et al. 2000).
Nous avons réalisé, en parallele de notre étude, un phénotypage des populations périphériques chez le
rat Buffalo/Mna a 1’état non protéinurique et a différents niveaux de proteinurie. Trois rats Lewis 1W
servent de contrdle (figure 19). Peu d’animaux ont été étudiés mais les résultats sont assez

intéressants et mériteraient confirmation.
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Figure 19 : Phénotypage par cytométrie en flux des différentes populations périphériques exprimées chez les rats
Buffalo/Mna non protéinuriques (Buff non prot) et a différents degrés de protéinurie (Buff prot) et chez les rats
controles Lewis 1W.

CD : Cellules Dendritiques, LB : Lymphocytes B

Globalement, les rats Buffalo, quelque soit leur degré de protéinurie, expriment une
proportion plus faible en périphérie de macrophages et cellules dendritiques que les rats LEW 1W.
D’autre part, le niveau de lymphocytes T CD8" cytotoxiques (anticorps 3.4.1) et de lymphocytes T

activés semblent plus élevé chez les rats Buffalo/Mna protéinuriques. La population T CD62L"
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semble également augmentée en périphérie a des temps précoces (non prot et 0.5), pouvant traduire
une production plus importante de lymphocytes T naifs par le thymus, augmentation déja décrite chez
le Buffalo/Mna dans une autre publication (Hirokawa et al. 1990). Il est cependant difficile de
conclure sur cette étude des populations périphériques étant donné que ce rat présente différentes
maladies et une pathologie thymique. De plus, la thymectomie néonatale ou adulte n’a pas
d’influence sur le développement ou la progression de la protéinurie du rat Buffalo/Mna (Nakamura
et al. 1988), suggérant que les anomalies thymiques, et par conséquent les T naifs, observées
précocément ne sont pas directement responsables de 1’apparition des lésions.

Bien entendu il ne faut pas perdre de vue que le rat Buffalo/Mna est un modele génétique
alors que les formes humaines sont dans leur grande majorité immunes et non transmissibles. La
prédisposition génétique de ce rat a développer un SNI semble liée a 2 génes autosomiques récessifs.
L’un d’entre eux, Pur 1 est situé sur le chromosome 13 qui est I’analogue du bras long du
chromosome 1 chez I’homme codant pour la podocine. Cependant, le séquencage du gene de la
podocine chez ce rat n’a pu mettre en évidence de mutations (C. Antignac, non publié). De plus, la
présence d’anomalies génétiques exclusivement intrinséques au rein semble peu probable puisque le
rat récidive apres transplantation et qu’inversement, un rein malade guérit s’il est placé dans un
environnement sain. Sa prédisposition génétique semble donc plutdt provenir de I’expression d’un ou
plusieurs facteurs circulants capables d’altérer le glomérule et d’entrainer une protéinurie, faisant de

lui un modéle fort intéressant.
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B-Article 2 et 3: La récidive du syndrome néphrotique apres
transplantation est associée a un phénotype lymphocytaire naif chez

I’homme.

B-1 Résumé de ’article 2

La Hyalinose Segmentaire et Focale est une glomérulopathie qui récidive chez 30 a 50% des
patients aprés transplantation, suggérant I’implication de facteurs albuminuriques sériques,
probablement produits par les lymphocytes T activés.

Dans cette étude, nous avons voulu analyser les expansions et la sélection des cellules T
périphériques avant et aprés transplantation afin d’identifier un profil lymphocytaire T
éventuellement associé a la récidive de HSF. Pour cela, nous avons effectué une évaluation
qualitative et quantitative de 1’altération des transcrits V3 au niveau de la région hypervariable CDR3
du récepteur T (TCR). Les PBMC de 18 patients atteints de HSF (8 avec récidive et 10 sans récidive)
ont été collectés le jour de la transplantation puis @ 1 mois, 1 an et 5 ans aprés transplantation et leur
VP transcriptome a ét¢ analysé.

Nos résultats montrent que les cellules T périphériques des patients présentant une récidive
exhibent un répertoire T stable dans le temps et ne présentent pas plus d’altérations au niveau de la
région CDR3 que les contrdles, et ce avant et aprés transplantation. Ces observations suggeérent que le
processus responsable de la récidive de HSF n’implique pas d’activation du TCR ou une expansion
clonale spécifique des cellules T. Cependant, ces résultats n’excluent pas un réle des lymphocytes T

dans la production d’un facteur albuminurique.

94



ARTICLE 2

Herve C, Le Berre L, Miqueu P, Degaugue N, Ruiz C, Brouard S, Guillet M, Soulillou JP,

Dantal J.

Blood T-cell repertoire in idiopathic nephrotic syndrome recurrence following
kidney transplantation.

Am J Transplant. 2006 Sep;6(9):2144-51.

Caroline Hervé', Ludmilla Le Berre', Patrick Miqueu®, Nicolas Degauque’, Catherine Ruiz?,

Sophie Brouard', Marina Guillet*, Jean Paul Soulillou* and Jacques Dantal**.

! Institut National de la Santé Et de la Recherche Médicale (INSERM) and Nantes University
Unité mixte 643 : « Immunointervention dans les Allo et Xénotransplantations », Institut de
Transplantation Et de Recherche en Transplantation (ITERT) CHU Hétel Dieu, 30 Bd Jean
Monnet, 44093 Nantes Cedex, France

2 TcLand, CHU Hotel Dieu, 30 Bd Jean Monnet, 44093 Nantes Cedex, France

* . Both senior authors contributed equally to this work

Acknowledgments

This work was supported in part by the “Fondation Progreffe”. We thank J. Ashton-Chess for

her help in editing the manuscript.

Running title : T cell repertoire in FSGS recurrence


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=16930396&query_hl=1&itool=pubmed_docsum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Retrieve&dopt=AbstractPlus&list_uids=16930396&query_hl=1&itool=pubmed_docsum

ABSTRACT

Focal and Segmental Glomerulosclerosis (FSGS) is a glomerulopathy that recurs after kidney
transplantation in 30 to 50% of patients, suggesting the involvement of systemic albuminuric factors,
probably produced by activated T cells.

In this study, we investigated peripheral T cell selection and expansion before and after
transplantation to identify and characterize any T lymphocyte patterns potentially associated with
FSGS recurrence. For this purpose we used a combined qualitative and quantitative assessment of V3
mRNA alterations at the level of the Complementary Determining Region 3-Length Distribution
(CDR3-LD) of the TCR. PBMC were collected from 18 FSGS patients (8 with recurrence and 10
without recurrence) on the day of transplantation as well as at one month, one year and five years
after transplantation, and their Vf transcriptomes were analyzed.

Our data show that blood T cells from patients with FSGS recurrence display a TCR repertoire that is
stable in time and has a similar level of CDR3-LD alterations as the T cell repertoire of control
patients, both before and after transplantation. These results suggest that the process of FSGS
recurrence does not involve TCR activation or specific clonal expansion of T cells. However, these

results do not exclude a role for T cells in the production of an albuminuric factor.
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INTRODUCTION

Idiopathic Nephrotic Syndrome (INS) is characterized by massive albuminuria and can be
subdivided, based on renal biopsy findings, into MCNS (Minimal Change Nephrotic Syndrome) and
FSGS (Focal Segmental Glomerulosclerosis). The incidence of idiopathic FSGS is progressively
increasing and FSGS now constitutes the most frequent diagnosis in native adult kidneys, accounting
for 35-50% of cases of adult NS [1]. The large heterogeneity of the disease is illustrated by the
various responses to treatment observed in FSGS patients: some respond to corticosteroids [2, 3]
whereas others show steroid-resistance [4] but benefit from treatment with cyclosporine or
cyclophosphamide [4-6]. Such drug resistant patients eventually develop end-stage renal failure,
requiring renal replacement therapy. Unfortunately however, the disease recurs immediately in 20—
50% of patients [7, 8]. Thus following renal transplantation, the immediate recurrence in certain
patients identifies them as a homogeneous group in whom active glomerulonephritis exists, even if
some of them are on dialysis or under immunosuppression.

Major advances in understanding the physiopathology of INS have come from the identification of
genetic alterations among the key proteins of the slit diaphragm [9, 10]. However, these
podocytopathic forms of INS are minor and genetic abnormalities can only account for a small
percentage of patients presenting a corticoresistant INS. The predominant form of INS is an
“immunologic” form where the role of a circulating factor or factors has been suggested for more
than three decades [11]. Other experimental studies have focused on the role of T-lymphocytes in the
progression of INS [12] and have tried to make a link between these cells and the putative circulating
factor. Using a subtractive cDNA library screening technique on PBMC, Sahali et al. showed a down
regulation of the IL12-R B2 mRNA subunit and an up regulation of c-maf during relapse compared
with MCNS patients in remission [13]. These results suggested that activated T cells of MCNS
patients were driven towards a Th2 phenotype. This hypothesis was strengthened by studies of the in
vitro production of cytokines by PBMC from patients with idiopathic NS showing elevated
expression of IL-13 [14] and IL-4 mRNA [15, 16]. Abnormal activities of transcription factors have
also been reported in MCNS: high levels of NF-kB (Nuclear Factor kB) DNA-binding activity and an
up regulation of Tc-mip were found in CD4+ T-cells from untreated MCNS patients during relapse
[17, 18]. These data point toward an activation of T cells in MCNS. While the presence of a Th2

profile and immune abnormalities is now recognized in INS patients, the signal that leads to such
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activation remains unknown. The association of INS with viral infections [19] and allergic responses
[20] could suggest that, at least in some instances, antigen-driven responses are involved in the
induction phase of the disease. Finally, by analysing the genetic polymorphism of the variable region
of the TCR B-chain, Frank et al showed that CD8-positive T-cells of idiopathic NS patients were
clonally expanded in long-lasting active disease [21].

In this study, we used a qualitative and quantitative approach of Vf transcriptome analysis in PBMC
to estimate the magnitude of any potential skewing of the T cell repertoire before and after
transplantation in FSGS recurrence so as to better characterize the involvement of T lymphocytes in
this phenomenon. PBMC from 8 patients in whom FSGS recurred after transplantation (“recurrent”
patients; R) and 10 patients in whom FSGS did not recur (“non recurrent” patients; NR) were
analysed before and after transplantation. Five patients with renal failure of non-FSGS origin under
dialysis served as controls. Our data show that “recurrent” patients displayed a stable repertoire and
lower global CDR3-LD alterations than control patients both before and after transplantation, thus
providing no evidence of T cell clonal selection. Nevertheless, our results do not exclude a role for T
lymphocytes in FSGS recurrence, but do however tend to go against the concept of an antigen-driven

clonal response in these patients.
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PATIENTS, MATERIALS AND METHODS

Patients

Eighteen patients suffering from primitive biopsy-proven FSGS who had undergone kidney
transplantation in our institution were included in this study. Among them, 8 patients presented an
immediate recurrence of nephrotic syndrome after transplantation with a selective proteinuria above
3 g/d (mean 8.0+ 2.3 g/d) within the first month post transplantation (or recovery of renal function)
and an early kidney graft biopsy showing only a minimal change glomerulonephritis with an
extensive foot cell process fusion at microscopic examination. All these recurrent patients were
treated by plasmatic exchanges (PE) that failed to induce a complete remission. At the time of blood
harvesting in this study, 4 patients were maintained on chronic PE-treatment and 4 were also treated
by ACE and/or ARB drugs to reduce proteinuria. Long-term follow-up revealed graft failure due to
FSGS recurrence in 5/8 patients within a median time of 25.5 months (range 12 to 72 months). The
remaining 3 patients presented a good renal function with a partial remission of INS at 32, 54 and
113 months after transplantation. The 10 “non recurrent” FSGS patients presented a proteinuria
below 0.5g/d one month after transplantation. The main clinical parameters of FSGS are presented in
table I. No differences were found between the two groups concerning sex distribution, number of
transplantations, HLA matching, panel reactive antibodies, type of induction or maintenance
immunosuppressive therapy and duration of delayed graft function. All blood samples were harvested
at the same time before and after transplantation, when patients displayed similar serum creatinine
levels and immunosuppressive therapies. Nevertheless, some differences were observed between the
two groups due to the clinical specificities of the patients presenting FSGS recurrence. By definition,
proteinuria was significantly higher in the group of FSGS recurrent patients compared to “non
recurrent” patients (4.1 = 3.9 (median 2.71g/d) vs. 0.34 + 0.21 g/d, p<0.01). In addition, as patients
with FSGS recurrence presented a more severe initial disease and a faster evolution to end stage renal
failure than “non recurrent” patients, they were significantly younger at the time of transplantation
(29.4 £ 17.1 vs. 45 £ 8.3 years, p< 0.02). A control group of 5 patients under dialysis with non-FSGS
related end stage renal failure were included for comparison of pre-transplant values.

All patients gave informed consent to this study according to French legislative guidelines.
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Blood samples, RNA extraction and cDNA synthesis

Thirty mL of blood were collected by venopuncture. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC)
were recovered after a Ficoll gradient (Eurobio, Les Ulis, France). After washing, 2x10” cells were
frozen in Trizol® reagent (Invitrogen™, Life Technologies, CA) for RNA extraction according to the
manufacturer’s instructions. The RNA concentration for each sample was determined by optical
density measurement, and RNA quality was checked by running samples on a 1% agarose gel. Two
2ug of RNA were reverse transcribed using an Invitrogen cDNA synthesis kit (Boeringher

Mannheim, Indianapolis, IN) and diluted to a final volume of 100 pL.

PCR amplification and elongation reactions for analysis of CDR3 length

cDNA was amplified by PCR using a CPB primer and one of the 26 specific primers. The
amplifications were performed in a 9600 Perkin-Elmer thermocycler (Applied Biosystems, Foster
City, CA) as previously described [22]. Briefly, each amplification product was used for an
elongation reaction using a dye-labelled CPB primer, then heat-denatured, loaded onto a 6%
acrylamide-8M urea gel, and electrophoresed for five hours using an Applied Biosystems 373A DNA

sequencer (Perkin-Elmer®).

TCR repertoire analysis

Diversity and T cell selection were assessed by analysis of TCR (B chain) usage biases. In an
immunologically quiescent state, the length distribution of the TCR [ chain complementary
determining region 3 (CDR3) hypervariable region is gaussian. Alteration of this gaussian
distribution is the hallmark of an activation phenomenon and proliferation.

Analysis of CDR3-LD was performed using Immunoscope® software [23]. The percentage of
CDR3-LD alteration for each VB family and a global percentage of CDR3-LD alteration for each
individual or group was calculated as described [24]. The percentage of alteration was defined as the
difference between the frequency of each CDR3 length in the distribution profile and the control
distribution, calculated from the 13 age and sex-matched healthy individuals. The global CDR3-LD
alteration is represented as a topview Tclandscape® enabling an easy appraisal of the “qualitative”
measurement of the CDR3-LD bias. Only CDR3 lengths with an alteration above 30% were taken

into account. The level of VP RNA was measured by real-time quantitative PCR and expressed as a
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ratio of a non or minimally regulated gene, HPRT. The primers used were especially designed for
quantitative PCR as previously described (Gagne et al, 2000). The data were displayed as a three-
dimensional Tclandscape® [25, 26]. Percentages of CDR3-LD alterations are represented as a colour
code, from deep blue (-50%) to dark red (+50%). The X axis displays the 26 human Vf families, the
Y axis gives the VB/HPRT ratios and the Z axis gives the CDR3 lengths. The colour code for the

tridimensional TcLandscape® is the same as that used for the corresponding Topview.

Statistical analysis

Global CDR3-LD alterations were analysed before transplantation using a non parametric Kruskal
Wallis test (3 groups) and after transplantation using a Mann-Whitney test (2 groups). Qualitative
(percentage of alteration) and quantitative (V[3/HPRT ratio) values were analysed separately for each
VP family using SPSS software. The mean values for the different groups were first compared using
a Welch test, and when appropriate, a T3 Dunnett post-hoc test was performed. In each case, a

conventional p- value of <0.05 was used to indicate significance.
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RESULTS

Longitudinal analysis of the Vf transcriptome in FSGS patients

CDR3-LD alterations in FSGS patients were analyzed on the day of transplantation and at different
time points after transplantation (1 month, 1 year, 5 years). The VP transcriptome profile of three
representative patients presenting FSGS recurrence and three “non recurrent” patients are shown in
Fig 1. A gaussian pattern is represented in green on the landscape , whereas red points indicate
CDR3-LD alteration. VB/HPRT transcripts values are plotted on the Y axis.

For both groups (with or without recurrence), CDR3-LD analysis performed before and after
transplantation revealed patterns roughly stable in time, in terms of both CDR3-LD alterations and
VB/HPRT transcript ratios. However, over the five year interval, the global CDR3-LD alterations
decreased from 25% to 16.6% in “non recurrent” patient (NR3), whereas they remained unchanged
for the “recurrent” patients over the same period. As illustrated in the topviews (fig 1), some VJ3
alterations with the same CDR3 length persisted longitudinally in the same patient: “Recurrent”
patients R1, R2 and R3 displayed CDR3-LD alterations of the VP23, VB13.5 and VB13.1 families
respectively, that were stable in time. Likewise, patients without recurrence displayed stable CDR3-
LD alterations of the VP21 and VB 23 (NR1) and VB17 and VP23 (NR2) families. Finally, persistent
VP alterations differed between individuals, indicating that each patient develops an individual

pattern of T-cell predominance.

The blood T cells of “recurrent” patients do not display more global CDR3-LD alterations than
those of controls before or after transplantation.

The peripheral T cell VB transcriptomes of “recurrent” and “non recurrent” patients were compared
before and after transplantation (fig 2). Patients under dialysis served as controls. Calculation of the
average percentage of global CDR3-LD alterations (all V(B families), represented in fig 3, revealed
only a borderline difference between “recurrent” patients, “non recurrent” patients and control
patients under dialysis before transplantation (17.6£1.2% vs. 22.9+1.1% and 21.2+0.7%, p<0.05 and
ns respectively). The same difference was observed after transplantation (18.3+£0.9% vs. 24.7+2.6%,
p<0.05), suggesting no clonal T selection associated with FSGS recurrence. To better document the
differences found between the global percentages of alteration, the distribution of the CDR3-LD

alterations was investigated according to a grading scale in the three groups, before and after
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transplantation (table II). Patients without recurrence and non-FSGS controls displayed more CDR3-
LD alterations above 30% than patients with FSGS recurrence, before (21.92% and 19.23% vs.
10.68%) and after transplantation (29.71% vs. 9.13%).

As the results of the global CDR3-LD alteration analysis indicated few V3 CDR3-LD alterations in
patients with recurrence, the percentage of alteration for each of the 26 V[ families in each patient
was determined and statistically compared. No significant differences were observed between FSGS
patients and controls before transplantation and no VP family could discriminate and/or predict

patients with or without INS recurrence.

VB/HPRT transcript ratios

As an indirect estimate of possible abnormal clonal selection, the levels of V mRNA assessed by the
VB/HPRT transcripts ratio were compared between the groups for the 26 V[ families. The main
difference was found in the V3 family. Before transplantation, 60% of “non recurrent” patients and
100% of controls accumulated V33 transcripts whereas 80% of patients with recurrence displayed a
flat TcLandscape (figure 4). This observation was also made after transplantation.

Despite VB3 accumulations being observed in 2 of the 8 patients with recurrence, they were less

frequent and smaller than in patients without recurrence and controls. No differences were found for

the other VP/HPRT transcripts.
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DISCUSSION

The role of T cells in the initial stages of idiopathic nephrotic syndrome has been suggested for more
than four decades but evidence for a direct involvement of these cells is still lacking. Most studies of
INS relapse have reported the presence of T cells in the periphery with an activated phenotype.
Moreover, when comparing cortico-sensisitive patients during relapse to those in remission, an
expansion of CD4+CD25+ T cell population has been reported [27], as well as an increase in 1L13
mRNA production [14] and an increase in the transcription factor NFkB [18] . In addition, Franck et
al. described clonal expansions of CD8+ T cells in corticoresistant patients, evoking the occurrence
of antigenic stimulation and/or the presence of memory clones [21]. All these observations suggest an
activation via the T cell receptor signaling pathway during the active stage of the disease.

Our aim was to better characterize the possible involvement of T lymphocytes by studying the T cell
repertoire in a selected group of idiopathic nephrotic patients through a qualitative and quantitative
analysis of the V[ transcriptome. To this end, patients with an immediate recurrence of INS after
kidney transplantation were selected for study. Such patients present a unique opportunity to analyze
the role of T cells in a homogeneous form of nephrotic syndrome. The rapidity of INS recurrence
[28] is suggestive of two hypotheses: the first is that these patients present a persistently active
disease during dialysis and the second is that recurrence could be the result of a reactivation of T cell
memory clones by alloreactivity or stimulation by viral or unknown antigens. The latter hypothesis is
also sustained by a higher rate of acute rejection in patients with FSGS recurrence [29]. Our study
clearly shows that, even during immediate recurrence after kidney transplantation, the blood T cells
of FSGS patients show no increase in CDR3-LD alterations compared to pre- transplantation. At one
month after transplantation, their peripheral T cells display even less CDR3-LD alterations than those
from patients without recurrence. The absence of alteration of TCR usage in such overtly proteinuric
patients is in contradiction with the idea of a direct role for clonal T cell activation during this
process.

These results obtained in a very selected population (i.e. patients with immediate FSGS recurrence),
are in opposition to those of a study of a less selective population of childhood nephrotic syndrome
patients with frequent FSGS relapses where a persistent expansion of CD8+ T cells with an
individual pattern of T cell predominance was found [21]. The results of the latter study argue for an
antigen-specific stimulation with the expansion of specific and resistant clones in corticoresistant

patients. It is well known that some viral infections or allergens can in some instances be associated
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with onset or recurrence of INS, although healthy patients also display some persistent alterations of
their T cell repertoire (Guillet et al., accepted) and such a control population was not included in this
study. In our selected population, we detected only minor statistical differences between the
Tclandscapes of “recurrent” and “non recurrent” patients before and after transplantation, as well as
with patients under dialysis as a result of various non-FSGS renal diseases. Finally, when alterations
were detected, they were patient-restricted, persisted for a long time regardless of the patient group,
and were not directly related to the persistence of nephrotic syndrome. Surprisingly, the alloreactivity
and/or the immunosuppressive therapy had only a marginal impact on the T cell repertoire of these
patients. Several types of immunosuppressive regimen were administered in our small cohort of
transplant patients and none of the patients had presented acute rejection. In addition, recurrent
patients who subsequently lost their graft did not present any evidence of allograft nephropathy or
chronic rejection. These observations reinforce the results obtained following analysis of the V[
transcriptome of cells infiltrating rejected allografts with chronic dysfunction, where only one third
of patients presented a skewed repertoire, supporting the hypothesis that the major cause of graft loss
is not immunological (or TCR mediated) [22].

It is well known that FSGS will recur in around 30% of adult INS patients following their first
kidney transplantation. The mechanisms responsible for this recurrence are not yet defined but as for
the initial disease, T cells have been suspected to be the source of a permeability factor. Our results
do not exclude a role for T lymphocytes in FSGS recurrence but discredit an antigen-driven response,
a super-antigenic activation or a reactivation through allorecognition. Major recent advances
concerning the abnormalities of T cells have been made by studies performed in minimal change
glomerulonephritis [30]. The immune dysfunctions observed in MCNS were described mainly in
CD4+ T cells and include a down regulation of the IL12R2 subunit that is selectively expressed by
Th1 cells [13], an increased production of Th2 cytokines [14], and a strong induction of c-maf which
promotes Th2 and attenuates Thl differentiation [31]. Recently, T cell dysfunction associated with
abnormal mRNA splicing was evoked in MCNS patients, highlighting the possibility that
independent intrinsic TCR abnormalities could be involved in INS [32]. Studies to test these
hypotheses are now ongoing in patients with recurrence of idiopathic nephrotic syndrome after
kidney transplantation.

Overall, our data suggest that patients presenting FSGS recurrence display a stable repertoire and

fewer CDR3-LD alterations than the control population, suggesting a limited T cell clonal selection
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throughout the disease. These results suggest that INS recurrence after renal transplantation does not

involve TCR activation or specific clonal expansion of T cells.
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Table I-Hervé et al.

Table I. Main clinical characteristics of the FSGS patients.

FSGS PATIENTS WITH FSGS PATIENTS WITHOUT P
RECURRENCE RECURRENCE
N=8 N=10

Gender SF/3M SF/5SM ns
Age at the onset of dialysis
(years) 27.4+27.2 42.8+ 8.5 ns
Duration of dialysis
(months) 24.5+23 34,7243 ns
Nb patients with positive
PRA 3 4 ns
Age at transplantation
(years) 29.4+ 17.1 (from 8 to 63) 45+ 8.3 (from 19 to 58) 0.02
HLAABDr
incompatibilities 2.5+1.6 21+13 ns
Induction therapy for ATG: 2
transplantati Anti-IL2 Mabs : 5 ATG: 2

ransplantation - DS - Anti-IL2 Mabs : 7 ns

No induction :1 . .
No induction :1
DGEF duration (days) 9.4+ 11.3 6.5 5.8 ns
Day of serum harvesting ! montl.1: > ! montl'1: 7
(post-Tx) 1 year: 1 1 year: 1 ns
pos 5 years: 2 5 years: 1
Maintenance thera CNI: 8/8 CNI: 10710 ns
Py MMF/AZA/CS: 7/1/8 MMF/AZA/CS: 9/1/7
Serum creatinine
+ +

(umol/L) 152+ 58 142+ 48 ns
Proteinuria (g/d) 41+3.9 0.34+ 021 0.01

CS: Corticosteroids MMF: Mycophenolate Mofetil AZA: Azathioprin ATG: Anti-Thymocyte-

Globulin CNI: Calcineurin Inhibitors
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Table II-Hervé et al.

Table II. Distribution of the CDR3-LD alterations between the groups according to a grading scale of
10-20, 20-30, 30-40, 40-50 and >50 % alteration.

% alteration [10;20[ [20;30[ [30;40[ _
R before Tx 43.59% 23.93% 6.84% 2.56% 1.28%
NR before Tx 37.31% 32.69% 11.54% 6.92% 3.46%
Dial 47.69% 30.77% 12.31% 5.38% 1.54%
R after Tx 41.83% 29.81% 5.29% 2.40% 1.44%
NR after Tx 32.52% 29.37% 15.38% 6.99% 7.34%
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Figure 1. Hervé et al.
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Figure 1. Alterations of the CDR3-LD before and after transplantation for the same patient.
Tclandscape and topview illustrations of PBMC from 3 representative “recurrent” patients (R) and 3
“non recurrent” patients (NR), the day of transplantation and one month, one year and six years after
transplantation. The global CDR3-LD alteration is indicated below each Topview. CDR3 length
alterations >25% appear in red. A black circle indicates the persistent families showing CDR3-LD
alterations that are stable in time.
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Figure 2. Hervé et al.
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Figure 2. Topview representation of the T-cell VP transcriptome in the blood of each group of
patients. 4/8 “recurrent” patients; 4 /10 “non recurrent” patients and 4/5 patients under dialysis that
served as controls are represented before and after transplantation. The global CDR3-LD alteration is
indicated below each Topview. CDR3 length alterations >25% appear in red. The X axis represents
the 26 VB families and the Y axis gives the CDR3 length.
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Figure 3. Hervé et al.
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Figure 3. Patients presenting recurrence displayed fewer CDR3-LD alterations than controls
before and after transplantation. Values of global CDR3-LD alteration for each patient are
indicated. The mean value for each group is indicated by a bar. * p<0.05
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Figure 4. Hervé et al.
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Figure 4. VB3 accumulation is mainly found in patients under dialysis rather than in patients
presenting recurrence. Representation of the T cell VP transcriptome for four representative

patients in each group before transplantation. The open arrow indicates an abundance of the Vb3
family.
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B-2 Résumé de ’article 3

L’¢étiologie du syndrome néphrotique primitif ainsi que les mécanismes conduisant a sa récidive apres
transplantation n’ont pas encore été ¢lucidés. Plusieurs observations suggerent un désordre cellulaire
T qui pourrait engendrer une dysfonction podocytaire. Le but de ce travail est de déterminer si la
récidive de HSF aprés transplantation corréle avec un phénotype lymphocytaire et un profil
d’activation particuliers.

Des patients HSF présentant une récidive apres transplantation (R, n=9) ont été comparés a des
patients HSF sans récidive (NR, n=9) et a des patients protéinuriques non-SNI (Non-FSGS, n=9). Le
profil de phosphorylations des protéines des PBMC de chaque groupe a été étudié apres stimulation
polyclonale, ainsi que leur localisation intracellulaire. De plus, la distribution des différentes
populations lymphocytaires a été déterminée par cytométrie en flux apres transplantation,
parallélement a 1’analyse de différents transcrits par PCR quantitative.

Les PBMC au repos des patients récidivant présentent une localisation des tyrosines-
phosphorylations principalement nucléaire et montrent une persistance des phosphorylations des
protéines cytoplasmiques aprés stimulation, comparés aux PBMC des groupes controles, suggérant
une activation constitutive de certaines cellules immunitaires. Les analyses par cytométrie en flux
indiquent que les patients récidivant possédent plus de CD8'CD28" (79.9£10% vs. 59.5+17%(NR)
60.7+12% (Non-FSGS), p=0.01) et de cellules T naives CD8"CD45RA'CD62L" (64.15%+11.5 vs.
49.63£13.4% (Non-FSGS), p=0.02) que les controles. De plus, une baisse significative de
I’expression des transcrits de CTLA-4 et de MAPK-9 a été trouvée dans les cellules T CD8" des
patients présentant une récidive, appuyant ’hypothése que les patients R exprimeraient plus de
cellules T CD8" naives.

Dans leur globalité, ces observations suggerent que les patients récidivant leur HSF aprés
transplantation rénale pourraient présenter un défaut de régulation dans la cascade de
phosphorylations des protéines associ¢ a une augmentation de cellules thymiques émigrantes

récentes.
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ABSTRACT

The etiology of primary Focal Segmental Glomerulosclerosis (FSGS) and the mechanisms that lead
to its recurrence after transplantation have not been elucidated. Several observations suggest a T cell
disorder that may induce podocyte damage. The aim of this work was to determine whether FSGS
recurrence correlates with particular T lymphocyte phenotypes and activation patterns.

FSGS recurrent patients (R, n=9) were compared with non recurrent patients (NR, n=9) and to
patients with other proteinuric end stage renal diseases (Non-FSGS, n=9). Proteins phosphorylation
pattern of peripheral mononuclear cells (PBMC) after polyclonal stimulation as well as their
intracellular localization were studied in these 3 groups. In addition, the distribution of lymphocyte
subsets after transplantation was determined by flow cytometry and transcript analysis was
performed by quantitative PCR.

Resting PBMC of patients with FSGS recurrence displayed a strong nuclear localization and showed
a persistence of cytoplasmic proteins phosphorylation after stimulation when compared to those of
control groups, suggesting an abnormal immune response. Flow cytometry analyses revealed that R
patients have more CD8'CD28" (79.9+10% vs. 59.5+17%(NR) 60.7+12% (Non-FSGS), p=0.01) and
naive CD8 CD45RA'CD62L" T cells (64.15%+11.5 vs. 49.63£13.4% (Non-FSGS ), p=0.02) than
controls. Moreover, a significant decrease in MAPK9 (p=0.009) and CTLA-4 (p=0.01) transcripts
was found in the CD8" T cells of recurrent patients, reinforcing the hypothesis that R patients may
display more CD8" naive T cells.

Taken together, these data suggest that patients with FSGS recurrence may display a defect in the
regulation of phosphorylated proteins cascade associated with an increase of recent thymic emigrant

cells.
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INTRODUCTION

The pathogenesis of Idiopathic Nephrotic Syndrome (INS) remains unknown. Recently,
genetic approaches have been determinant in elucidating several molecular aspects of
pathophysiology of familial FSGS through identification of several genes playing a critical role in
glomerular filtration barrier. Mutations in several podocyte proteins have been identified in families
with inherited nephrotic syndrome, highlighting the central importance of the podocyte. Nephrin was
the first slit-diaphragm protein identified as being involved in nephrotic syndrome ', and since then,
other mutated proteins have been described in humans * *. In contrast to the genetic form of INS, the
implication of immune disorders has been suggested in the “idiopathic” form of the disease. For these
forms, a yet uncharacterized soluble factor, which could alter capillary wall permeability and lead to
albuminuria, has been evoked. The most compelling evidence for this comes from the clinical
observation that FSGS can recur immediately in a normal kidney after transplantation in 30 to 50%

of patients * °

whereas a FSGS kidney transplanted into a patient without nephrotic syndrome
becomes histologically normal and free of proteinuria ®. In addition, this factor may also cross the
placenta to induce transient neonatal proteinuria ” * and may circulate in association with
immunoglobulins, as suggested by the beneficial effects of different types of Ig depletion on FSGS
proteinuria > . Although several candidates have been proposed ', the nature of this permeability
factor remains unknown.

In 1974, Shaloub proposed a working hypothesis concerning the involvement of “a systemic

5 15

abnormality in lymphocyte function” °. This proposal was based on the effect of steroid or

cyclophosphamide treatment, or infection by “immunosuppressive” viruses as well as association
between relapse and allergies ' '”. However, the precise molecular links between the immune system

and INS remain elusive, despite the fact that differences between T cell phenotypes, cytokine

18-21

expression and lymphocyte functions have been noted during relapse and remission . Recently, a

Th2 polarization pattern of cytokine synthesis emerges in disease relapses of steroid responsive

patients . A

study by Grimbert et al. also revealed transcriptional abnormalities in c-mip, a
protein involved in the c-maf-dependent Th2 signaling pathway in MCNS patients *°. Indeed, most
studies have been carried out on the initial and steroid responsive MCNS but few of have been

conducted on the post-transplantation recurrence of FSGS 2%’
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For our study, we hypothesized that immediate recurrent patients represent an homogeneous group
suspected to suffer from the “immunological” form of INS and that they should display immune cell
dysfunction in comparison to those of patients who did not recur after transplantation and proteinuric
controls. We showed, in patients with INS recurrence, abnormal tyrosine phosphorylation pattern
after PMA/ionomycin stimulation as well as a significant increase of nuclear tyrosine phosphorylated
proteins in resting PBMC, in comparison to non recurrent and non FSGS patients. Phenotype
analyses revealed in patients with FSGS recurrence a significant increase in the CD8 CD28" and
CD8'CD45RA'CD62L" naive T cell population. In addition, a decrease in MAPK9 and CTLA-4
mRNA expression was found in the CD8" T cells of recurrent patients, suggesting that recurrence is

associated with regulation dysfunction and a naive phenotype in CD8" T cells.
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PATIENTS, MATERIALS AND METHODS

Patients. Nineteen kidney transplant recipients with biopsy-proven cortico-resistant idiopathic
nephrotic syndrome as the original disease were included in this study (FSGS patients). These
patients were divided into two groups according to the presence (Group R, n = 9) or absence (Group
NR, n = 9) of an immediate recurrence of the initial disease on the kidney transplant. All patients
received a cadaver kidney. The main clinical characteristics of the two groups are summarized in
table 1.

Recurrence was clinically defined as the occurrence of immediate nephrotic syndrome (above 3 g per
day within one month after transplantation) and confirmed by evidence of podocyte foot processes on
electronic examination. A third group (non-FSGS patients) consisted of proteinuric recipients in
whom proteinuria was not related to INS (allograft glomerulopathy or recurrence of IgA nephritis,
n=9). The patients of each group received similar immunosuppressive treatments and were roughly
matched for age and sex (table I). Plasmatic exchanges were performed in all recurrent FSGS patients
and have failed to decrease proteinuria in 5 patients while partial or transient effect was obtained in
the four remaining patients. The absence of interfering infectious illness or other diseases was
confirmed. Blood was collected at a time interval following induction treatments and transplantation,
with a mean of 41.5+13, 43.8+ 13 and 66.3+14 months for FSGS patients with and without
recurrence and non FSGS controls respectively (table I). In addition, five healthy individuals with a
mean age of 31 years, with normal blood results and no known infectious pathology, were included
as controls. All patients gave their informed consent to this study according to French legislative

guidelines.

RNA extraction and cDNA synthesis. Depending on the count of peripheral mononuclear cells for
each patient, thirty to fifty mL of blood were collected from a forearm vein into EDTA-containing
tubes. Peripheral Blood Mononuclear cells (PBMC) were recovered after a Ficoll gradient (Eurobio,
Les Ulis, France). After washing, 5x10” cells were frozen in Trizol® reagent (Invitrogen, Life
Technologies, California) for RNA extraction according to the manufacturer’s instructions. The
remaining cells were kept for CD4/CD8 selection.

The RNA concentration for each sample was determined by optical density measurement and a

quality control test was perfdrmed on a 1% agarose gel. Two pg of RNA were reverse transcribed
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using an Invitrogen cDNA synthesis kit (Boeringher Mannheim, Indianapolis, IN) and diluted to a

final volume of 100 pL.

Immunocytochemistry. Cytospin preparations of 10000 cells/slide were made by centrifugation in a

cytospin for 4 minutes at 3000 rpm. Slides were air dried and fixed with 4% paraformaldehyde in
PBS for twenty minutes. Non specific binding sites were blocked and cells were permeabilized with
10% fetal bovine serum, 0.1% triton X100 in PBS 1X for 30 minutes. Primary (clone 4G10; UBI,
Lake Placid, NY; 1:500) and secondary antibody (FITC—conjugated goat anti-mouse IgG ;1:200)
were diluted at the appropriate dilutions according to standard techniques in PBS 1X-BSA 1%-triton
1X 0.1%, for 60 minutes at room temperature. After washing, cells were incubated 5 minutes with
0.5 pg/mL DAPI to stain the nuclei and monted on glass slides with DABCO (Dakocytomation,
Danemark). Images were obtained by using a Axioscop 2 plus photomicroscope attached to a
Axiocam Hrc digital camera (Carl Zeiss, Germany) and processed with Axovision software (Carl
Zeiss, Germany). The percentage of positive cells for 4G10 was determined by counting in four 200x
microscope fields/spot the DAPI/4G10 positive cells (positive cells), normalized by the number of
total cells (DAPI positive cells).

Cell stimulation and Western Blot. PBMC were cultured at 37°C in RPMI-1640 medium

supplemented with 10% fetal bovine serum at a density of 2 x10° cells/ml, in the presence or absence
of 50 ng/mL PMA (Phorbol Myristate Acetate, Sigma Aldrich, France) and 1 pg/mL calcium
ionophore (ionomycin, Sigma Aldrich, France) for 15 min and 30 min. Proteins were extracted with
lysis buffer (Tris-HCl: 50 mM, pH 7.4, NP-40: 1%, NaCl: 150 mM, EDTA: 1 mM), containing a
cocktail of protease inhibitors (PMSF: 1 mM, aprotinin, leupeptin, pepstatin: 1 ug/mL each) and a
phosphatase inhibitor (Naz;VO4: 1 mM) and nuclei were pelleted and removed by centrifugation.
After protein determination, samples were boiled for 5 minutes in Laemli buffer and run in reducing
conditions on a 5-10% acrylamide gel. Proteins were then transferred onto nitrocellulose paper,
blocked with 5% dry milk in PBS 1X, and incubated for 2 hours with monoclonal antibody to
phosphotyrosine (clone 4G10; UBI, Lake Placid, NY; 1:1000). The nitrocellulose paper was then
washed in PBS 1X and incubated in horseradish peroxidase—conjugated goat anti-mouse IgG
(1:3000) for 1 hour. Proteins were then visualized by enhanced chemiluminescence reagent (ECL;

Amersham, Arlington Heights, IL). The Kodak Digital analysis software (1D version) was used to
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analyze the scanned protein bands of 56 kDa and GAPDH. The band intensities of the 56 kDa protein
were normalized with the GAPDH control and expressed in Arbitrary Units (AU).

CD4 and CD8 T cell separation. CD4 or CD8 T cell purification was performed using MACS

microbeads according to manufacturer’s instructions (Miltenyi Biotec, Germany). The kit consists of
an indirect magnetic labeling system composed of a biotin-hapten-monoclonal antibody cocktail (anti
CD8/CD4, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123 and TCRY/d) and iron microbeads coupled to
an anti-biotin antibody, enabling the magnetic depletion of non-T cells. Briefly, cells were washed in
buffer (PBS-SVF 0,1%-EDTA 1mM) and incubated 10 min on ice with the hapten monoclonal
antibody cocktail. After adding buffer and incubating with mouse monoclonal anti-biotin antibody
for 15 min on ice, cells were washed and resuspended in buffer. The labeled cells were depleted by
passing the cells through a MACS MS column (Miltenyi Biotec, Germany). Purity, as determined by

flow cytometry, was systematically >90%.

Transcript quantification. Cytokine and other protein transcript quantification was performed on

RNA from CD4+ and CD8+ isolated T cells. Real time quantitative PCR was performed using
TNFa, IFNy, IL-4, IL-13, perforin, granzyme, MAPK9 (JNK-2), FOXP3 and CTLA-4-labeled
Tagman® probes (table II). Target transcripts were amplified in 25 uL of PCR mix containing 11 pL
diluted ¢cDNA, 12.5 puL of Tagman Universal 2X PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City) containing AmpliTaqg Gold® DNA polymerase, dNTPs with dUTP and optimized buffer
components, and 2.5 pl of 20X Tagman® probes. The step-cycle program was set for denaturing at
95°C for 15 sec, and annealing and extension at 60°C for 1 min for a total of 40 cycles (ABI Prism
7900 sequence detection system; Applied Biosystems). The real-time PCR data were plotted as the
ARn fluorescence signal versus the cycle number. The Ct value is defined as the cycle number at
which the ARn crosses a threshold. The threshold was set above the background fluorescence to
intersect the exponential portion of the amplification curve. Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase (HPRT) was used as an endogenous control gene to normalize for varying
starting amounts of RNA. Relative expression between a given sample and a reference sample was
calculated according to the 2-**“" method as described by the manufacturer (ABI PRISM 7700 user
bulletin PE Applied Biosystems Foster City 2:11-24, 1997) and expressed in Arbitrary Units (AU).
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Flow cytometry. 2x10° cells per sample were centrifuged in 96-well microtiter plates. CD4™ or

CD8™° T cells were stained for 30 min with the following phycoerithrin (PE), fluorescein
isothiocyanate (FITC), or Allophycocyanin (APC) —conjugated Mabs: anti-CD4-APC , anti CDS8-
APC, anti CD3-FITC, anti CD45RA-FITC, anti CD28 FITC, anti CCR7-PE, anti CD62L-PE
(Beckman Coulter, Marseille, France), anti CD25-PE, and anti DR-PE (BD Biosciences, Mountain
View, CA). PE, APC or FITC-labeled mouse IgGl was used as a negative control. Antibody
combinations that have been associated with cellular function in the literature were performed as
followed: memory T cells: CD4/8" CD45RA"" CD62L", activated T cells:CD4/8" DR" or CD25",
regulatory T cells: CD8'CD28", CD4'CD25"#", Cells were washed twice in phosphate—buffered
saline (PBS) and fixed with PBS 1% formaldehyde. Fluorescence was measured by a FACScalibur
cytofluorimeter and data were analyzed using CellQuest software (Becton Dickinson, Mountain
View, CA). T lymphocytes were identified using a forward and side scatter gate for lymphocytes in
combination with a gate on CD3" cells. Non specific staining and autofluorescence were determined

by isotype matched control mAb. Results are expressed as mean percentage positive cells.

Statistical analysis. A non parametric test (Mann-Whitney) was used for group comparisons; P values

< 0.05 were considered significant.
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RESULTS

Resting PBMC of recurrent patients show high level of nuclear tyrosine phosphorylated

proteins and display distinct phosphorylation patterns following polyclonal stimulation.

In order to document any dysregulations in T cell activation associated with disease recurrence, the
localization of tyrosine phosphorylated proteins was investigated by immunocytofluorescence on non
stimulated PBMC from FSGS patients with or without recurrence and proteinuric controls. PBMC
from FSGS patients without recurrence (figl A-b) and proteinuric controls (figlA-c) showed few
tyrosine phosphorylation, as well as in the cytoplasm or the nucleus. Conversely, patients with FSGS
recurrence (fig 1A-a) displayed significantly more tyrosine phosphorylated proteins than non FSGS
patients and controls in the nucleus (30.2+5.9% vs. 7.91£3.7% and 13.5+£6.9%, p=0.09 and p= 0.017
respectively), suggesting an activation of nuclear transcriptional factors (fig 1B).

PBMC from FSGS and non-FSGS patients were then cultured with PMA and ionomycin and their
protein phosphorylation patterns were analyzed. A first series of experiments was carried out on
unstimulated CD4" and CD8" T cells from one representative patient of each group to assess the
basal level of the tyrosine phosphorylated proteins in both populations. As similar phosphorylation
patterns were observed within the CD4" and CD8" of a same patient (data not shown), unseparated
PBMC were then used in a second series of experiments. PBMC from 4 patients of each group were
incubated with PMA/ionomycin for 15 and 30 minutes and lysed; non-stimulated cells served as a
control. After migration, the cytoplasmic lysates were incubated with an anti-phospho-tyrosine or
with an anti-GAPDH antibody (fig. 2). At a basal level (unstimulated), the phosphorylation pattern of
the different patients remained roughly similar within the three groups studied. Howevver, after 15 to
30 minutes of stimulation, non-FSGS and non recurrent patients displayed a dephosphorylation of the
majority of their proteins, whereas recurrent patients showed a persistence of phosphorylation,
particularly for a protein of 56 kDa (apparent weight) (fig 2), supporting the presence of abnormal

activation, or regulation, in PBMC from recurrent patients.

The CD4" T cell populations of patients with FSGS recurrence showed a profile similar to those

of non recurrent and non-FSGS patients.
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As an activation pattern was described in the PBMC of recurrent patients in term of phosphorylation,
we wanted to determine if this profile was associated with an expansion of a specific population by
flow cytometry. Thus, the CD4" T cell phenotype of patients with FSGS recurrence (R) was
compared to that of FSGS patients without recurrence (NR) and to non-FSGS patients with
proteinuria. Recurrent patients displayed significantly less CD4 CD45RACD62L" T cells, associated
with central memory, than non-FSGS patients (35.7+£8% vs. 48.419%, p=0.03) but not less than NR
patients (35.7£8% vs. 37.5£14%, ns) (data not shown). No significant differences were observed in
the other CD4" T cell populations and finally, no CD4" T cell phenotype could discriminate patients

with recurrence from the two other groups.

CDS8" T cells from FSGS patients displayed less central memory and more naive T cells than
non-FSGS proteinuric patients.

We next analyzed the CD8" T cell compartment in FSGS and non-FSGS patients. A significant
increase in proportion of CD8 CD45RA'CD62L" naive T cells was observed in patients with
recurrence in comparison with non-FSGS patients and healthy subjects (64.15%+11.5 vs.
49.63+13.4% and 43.3+£18.2%, p=0.02 and p=0.04 respectively), but not with non recurrent patients
(64.15%=x11.5 vs. 60.36%= 12.3, ns) (fig. 3). In addition, FSGS recurrent patients showed a decrease
in CD8'CD45RACD62L" (central memory) T cells in comparison with all the control groups, but
the difference reached significance only for proteinuric controls and healthy individuals (7.23+3% vs.
19.6+£10% and 17.8£5%, p=0.008 and p=0.004 respectively). Taken together, these data suggest a
decrease of circulating memory T cells in FSGS patients without specific alteration associated with
recurrence.

Recurrent patients also displayed significantly more CD8 CD28" cells than non recurrent
patients (79.9£10% vs. 59.5£17%, p=0.01). This difference was also significant compared to non-
FSGS patients and healthy controls (79.9£10% vs. 60.7+£12% and 57.2+13.6%, p=0.01 and p=0.007
respectively) (fig. 4). Conversely, the CD8'CD28" T cells were decreased in recurrent patients in
comparison to NR, non-FSGS patients and healthy controls (20.1 £10% vs. 41.6+£17%,. 39.3+12. %
and 42.8+13.6%, p=0.01, p=0.01 and p=0.007 respectively) (data not shown). Moreover, no
difference was found in activation markers such as CD25 and DR between the different groups,

suggesting that CD8+T cell are not in an activated state in FSGS patients with INS recurrence.
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CDS8" T cells of patients with FSGS recurrence show a down-regulation of CTLA-4 and
MAPKY9 mRNA.

As CD8" T cell phenotype alterations were observed in patients with disease recurrence, a
quantitative PCR analysis of several transcripts including Thl and Th2 cytokines, cytotoxic-
associated proteins and proteins that have been linked to T cell regulation, was performed on CD4+
and CD8+ purified T cells from R and NR patients (fig 5). Perforin and granzyme mRNA levels were
low in CD4" T cells and no difference between R and NR patients was observed. However, a highly
significant decrease was found in the perforin mRNA levels of the CD8" T cells of R patients,
compared to those of NR patients (2.2+1.5 vs. 8.24+1.5, p=0.004). In addition, transcripts for CTLA-
4 (0.09+0.08 vs. 0.91+£0.4, p=0.01) and MAPK9 (JNK-2; 0.37£0.15 vs. 2.23+£0.98, p=0.009) were
also significantly decreased in the CD8" T cells of recurrent patients. In fact, CTLA-4 transcripts
were almost undetectable in the CD8" T cells of R patients, whereas their CD4" T cells displayed
levels similar to those of NR patients. For the cytokine analysis, the level of IL-4 and IL-13
transcripts was undetectable in both groups. Similarly, no significant difference was observed in
TNFa, IFNy and FOXP3 mRNA levels (data not shown). Taken collectively, these observations
suggest a decrease in the transcription of some proteins involved in the CD8+ T cell activation rather

than an ongoing CDS activation in active FSGS disease.
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DISCUSSION

The course of corticosensible INS has been associated with a TH2 profile during relapse and,
recently, with disorders and activation pattern in the CD4+ T cell compartment, supporting a role of
T lymphocytes in the initial disease. Very few studies have focused on the corticoresistant form of
INS that represent a more heterogeneous disease. Nevertheless, after transplantation, patients with
recurrent INS are likely homogeneous in term of disease mechanism and disease activity. Whereas
the involvement of a circulating permeability factor in immediate INS recurrence is now well
accepted, the implication of T lymphocytes remains to be determined. In this study, we have
identified abnormal regulation of tyrosine phosphorylation associated with a resting CD8" T cell
phenotype in PBMC from patients with INS recurrence after transplantation compared to two control
groups, FSGS patients without recurrence and non-FSGS proteinuric patients.

The activation profiles of T cells from FSGS patients with or without recurrence and
proteinuric controls were analyzed when patient PBMC were stimulated with PMA and ionomycin.
The basal level of tyrosine phosphorylation was high in the three groups suggesting T cell activation ,
probably due to the transplantation process. Whereas the PBMC stimulation of control patients lead
to the dephosphorylation of the majority of the proteins, PBMC from recurrent patients showed a
persistence of tyrosine phosphorylated proteins, especially for a 56 kDa protein (apparent weight).
Similar phosphorylation abnormalities were evidenced for Tc-mip **: the expression of this protein
was unchanged after PMA/ionomycin stimulation of T cells from relapsing MCNS patients, and the
authors hypothesized that Tc-mip signaling pathway should be dysregulated. Immunofluorescence
analyses on resting T cells from our patients also indicated that recurrent patients displayed more
tyrosine phosphorylation localized in the nucleus in comparison to patients without recurrence and
proteinuric controls. Several studies have previously described an increase in transcription factors
activity during relapse in corticosensitive patients, especially for NFkB *° # and AP-1 *, and one
observation reported an increase of intra graft NFkB expression in recurrent FSGS patients *'. Our
observations could be associated with an activation of transcription factors during recurrence that
may result in the production of cytokines. Nevertheless, no increase of the measured cytokine
transcripts was observed in the CD4" and CD8" T cells of recurrent patients.

To determine if any specific T cell population are involved in the recurrence of INS patients,

their T cell phenotype was compared with that of that of controls previously described. We showed
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that R patients displayed significantly less CD8'CD28 T cells than NR and non-FSGS
patients.CD8"CD28" T cell numbers are known to increase with age ** and with long term exposure
to alloantigens >°. From these observations, ages of the patients and time intervals following
transplantation from the different groups were roughly matched in this study. Recent studies have
demonstrated that some CD8'CD28" cells could be suppressor T cells and play a role in controlling
autoimmunity, allergy and transplant rejection ** *°. Lower levels of CD8" T suppressor cells in R
patients could favor the development of an immune response, as suggested by the increased incidence
of allograft rejection in patients with recurrent FSGS *°. Nevertheless, the hypothesis of a lack of
regulatory T cells in recurrent patients seems improbable as no decrease in FOXP3 mRNA was found
in their CD8" T cells.

On the other hand, recurrent patients had more CD8 CD28" T cells than the control groups.
CD28 is a ligand for B7-1 that was recently found to be upregulated in podocytes during various
genetic, drug induced, immune-mediated and bacterial toxin models of nephrotic syndrome *'.
However, a CD8'CD28" T cell population that could induce an over-stimulation of the podocyte
through B7-1 in recurrent patients appears improbable since no cell infiltrate is observed in the
kidneys of FSGS patients. Moreover, a soluble form of CD28, resulting from the shedding of the
membrane form, has been described and could interact with B7-1 on the podocyte **. However, the
analysis of soluble CD28 concentrations in the sera of our three groups showed no significant
difference between recurrent patients and the other groups (data not shown).

FSGS recurrent patients presented also a decrease in central memory T cells
(CDS"/CD4"CD45RACD62L") and an increase in naive T cells (CD8'CD45RA'CD62L") in
comparison to non-FSGS patients and healthy individuals, suggesting that their CD8'CD28" T cells
should correspond to naive or recent thymic emigrant T cells. These results are in agreement with a
recent publication which showed that relapsing nephrotic patients (i.e corticodependant) displayed a
significant population of low-mature cells % and concluded to a thymic dysregulation of apoptosis in
nephrotic patients. In the same study, a defect of apoptosis in CD8" T cell population of recurrent
patients was also suggested by quantitative mRNA analysis. We showed that CTLA-4 mRNA was
down-regulated in the CD8" cells of recurrent patients, as well as MAPK9 (JNK2). Thus, resting
CD8" T cells have very low levels of INK2 mRNA ** and do not express CTLA-4 *°, reinforcing the

hypothesis that recurrent patients may display more resting CD8" T cells.
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Nevertheless, the persistent phosphorylation pattern found in about 30% of PBMC nuclei of
patients with INS recurrence contrast with the predominant naive phenotype in the CD8" T cell
compartment. The constitutive activation of nuclear proteins might be linked with a defect in CD8" T
cell apoptosis and selection. This hypothesis needs to be confirmed and is under investigation.

In conclusion, we have shown that FSGS recurrence after transplantation is associated with
several complex significant changes in CD8" T cells, including an increase in circulating
CDS8'CD28" naive T cells and abnormalities in the regulation of T cell activation. Our data suggest
that CD8" T cells may play a role in the recurrence of INS after transplantation, although a link

between these observations and podocyte damage remains to be determined.
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Table 1. Main clinical characteristics of the patients in the three groups.

Groups Relapse Non Relapse Non-FSGS
Gender 5F/AM SF/AM SF/AM
Mean age (years)+S.E 334453 35434 35.614.2
Time after Tx (months) +S.E 41.50+13.3 43.8+13.4 66.3+14
Serum creatinine (pmol/L) 268.75 £87 116.4 £9.9 256.9 £36.9
Proteinuria (g/day) 4.6 £1.5 0.21 £0.06 2.37+0.45
Calcineurin inhibitors 9/9 9/9 9/9
CS 6/9 5/9 2/9
MMF 5/9 5/9 4/9
AZA 1/9 3/9 2/9
Polyclonal antibodies (ATG, 3/9 3/9 49

ALG)
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Table I1. Probe sequences used for cytokine and protein transcript quantification

Gene Symbol Gene Name Probe Sequence GenBank accession number
TNF tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2) ATGTTGTAGCAAACCCTCAAGCTGA NMO000594
IFNG interferon, gamma ATATTTTAATGCAGGTCATTCAGAT NMO000619

IL4 interleukin 4 GCGGGCTTGAATTCCTGTCCTGTGA NM172348
IL13 interleukin 13 GAACCAGAAGGCTCCGCTCTGCAAT NM002188
PRF1 perforin 1 (pore forming protein) GGAGTGCCGCTTCTACAGTTTCCAT NM005401
GZMB granzyme B AAGACTTCCTTTAAGGGGGACTCTG NM004131
CTLA4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 TGTCTTCTGCAAAGCAATGCACGTG NMO005214
MAPK9 mitogen-activated protein kinase 9 GATTGTTTGTGCTGCATTTGATACA NM139069
FOXP3 forkhead box P3 ATCCGCTGGGCCATCCTGGAGGCTC NM014009
HPRT1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 GGTCAAGGTCGCAAGCTTGCTGGTG NMO000194
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Figure 1. Hervé et al.
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Figure 1: Analysis by immunocytochemistry of tyrosine phosphorylation points up a nuclear
localization in the PBMC of recurrent patients. A- Non stimulated PBMC from INS patients with
recurrence (a), INS patients without recurrence (b) and proteinuric controls (c) were cytospun,
permeabilized and stain with a phospho-tyrosine antibody (4G10) coupled to an anti-mouse FITC
antibody. Nuclei were stained with 0.5ug/mL DAPI. One representative patient for each group is
represented at a x 200 magnification. The inset (a) represents a positive staining for 4G10 in the
nucleus at a x 400 magnification. B-The percentage of positive cells for 4G10 was determined as
described in the materiel and methods for six recurrent patients (R), four non recurrent patients (NR)
and five proteinuric controls (non FSGS). The mean percentage of positive cellst S.D is represented
on the graph for each group. *, p<0.05 and **, p<0.01
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Figure 2. Hervé et al.

R1 R2 R3 NR1 NR2 NR3
TO T15 T30  TO T15 T30 TO T15 T30 TO T15 T30 TO T15 T30 T0 T15 T30
4G10 - v
: - - 8- -
— -—ee =t = mE e
i — ——— _—
~& 8.~ m =T
é - |
GAPDH T — S T o — —— —— — ——— A —
6 4
< <
;i 3 3 3
z 4 oTo | 2 oTo
2 3 mT15| £ 2 mT15
s 2 mT30| 3 N T30
I s *
8 @ |
R1 R2 R3 NR1 NR2 NR3

Non-FSGS1 Non-FSGS2 Non-FSGS3

TO T15 T30 TO T15 T30 TO T15 T30

| 4 - - -
4G10 ..u i . F . 5]
— = — - ‘*: 24 ERY

'? 3 B T15
_ S B T30
EB. & -
&= . 81
- m
o
GAPDH - — — ——— non-FSGS1 non-FSGS2 non-FSGS3

Figure 2. Tyrosine phosphorylation patterns in peripheral cells from FSGS patients and non-
FSGS proteinuric patients after transplantation. PBMC from representative FSGS patients (3R
and 3NR) and non-FSGS control group (n=3) were stimulated with 50 ng/mL PMA and 1 pg/mL
calcium ionophore for 15 min (T15) and 30 min (T30). Cytoplasmic protein lysates were separated
on a SDS-PAGE gel and revealed with a phospho-tyrosine antibody (4G10) or a GAPDH antibody
(housekeeping protein) (representative immunoblot). Non stimulated PBMC (T0) served as a control.
The band densities of the 56 kDa protein, quantified using Kodak Digital analysis software (1D
version) and normalized with the GAPDH protein intensity, are indicated for each patient.
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Figure 3. Hervé et al.
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Figure 3. CD8+ memory T cells in FSGS patients and proteinuric controls after
transplantation. CD8+ T cells were purified from the blood of patients from the three groups. A
flow cytometry analysis was performed for the CD8, CD45RA and CD62L T cell surface markers.
The results are expressed as the percentage of positive cells amongst the gated CD8" T cells. A bar
indicates the median range for each group. The non parametric Mann-Whitney test was performed to
compare values of the R group (n=10) vs. the NR group (n=9) and the non-FSGS group (n=9), *,
p<0.05 and **, p<0.01.
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Figure 4. Hervé et al.
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Figure 4. Recurrent patients displayed significantly more peripheral CD8'CD28" T cells after
transplantation than the Non Recurrent and non-FSGS control groups. PBMC from all the
patients were extracted after transplantation and CDS8" cells were purified by negative separation.
Flow cytometry was then performed for CD8 and CD28 cell surface markers. Statistical analysis of
the percentage of CD8 CD28 positive T cells in the three groups: R group (n=10) vs. NR group (n=9)
and non-FSGS group (n=9) was performed. A bar indicates the median range for each group. The
non parametric Mann-Whitney test was performed. *, p<0.05 and **, p<0.01
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Figure 5. Hervé et al.
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Figure 5. Quantitative mRNA expression for different proteins and cytokines in CD4" and
CDS8" purified T cells in FSGS patients after transplantation. cDNA from purified peripheral
CD8" and CD4" T cells was synthesized and analyzed with perforin, granzyme, MAPK9 and CTLA-
4 primers. A bar indicated the median range for each group. The non parametric Mann-Whitney test
was performed to compare values of the R group (n=6) vs. NR group (n=6).*, p<0.05 and **, p<0.01.
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B-3 Résultats complémentaires et discussion des articles 2 et 3

Nous avons montré grace a ’utilisation de deux techniques différentes que les patients
présentant une récidive immédiate de SNI aprés transplantation exprimaient plus de cellules naives
que des patients ne récidivant pas ou des patients protéinurique d’une autre origine. Cette observation
va plutot a ’encontre de I’idée générale qui supposait que la phase active de la maladie (rechute) était

associée a un phénotype lymphocytaire activé.

Prédominance d’une population naive chez les patients récidivant

L’étude du répertoire T des patients SNI récidivant avant et aprés transplantation et comparée
a celui des groupes contrdles n’a pas montré d’activations clonales spécifiques, suggérant que la
récidive n’est pas le résultat d’une activation T médiée par le TCR (article 2). Ces résultats sont en
opposition aves une étude précédente qui avait montré que des patients SNI/HSF avec des rechutes
fréquentes présentaient des expansions clonales persistantes dans la population T CD8" (Frank et al.
2000). Les populations lymphocytaires naives expriment un répertoire T gaussien, et le fait que les
patients récidivant présentent moins d’altérations de leur répertoire T que les populations contrdles

pourraient refléter une expansion de lymphocytes T naifs.

Nous avons effectué¢ en plus de I’analyse du répertoire T, une analyse par PCR quantitative de
différents transcrits exprimés par les lymphocytes T activés chez les patients récidivant ou non leur
SNI (figure 20). Parmi les transcrits de cytokines analysés (IL-2Ra, IFNy, IL-8, IL-10), aucune
différence significative n’a pu étre mise en évidence entre les patients récidivant et ne récidivant pas,
aussi bien avant qu’apres transplantation (1 mois). Par ailleurs, les quantités de transcrits de 1’IL-13
et de I’IL-2 étaient inférieures au seuil de détection. L’analyse a été effectuée sur les PBMC totaux
des patients, ce qui pourraient expliquer I’absence de différences observées.

Les études de phénotypage chez les patients SNI apres transplantation (article 3) montrent que les
patients récidivant expriment moins de CD8 CD28" que les patients ne récidivant pas, les patients

protéinuriques non SNI et les controles sains.
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Figure 20 : Expression quantitative de différents transcrits de cytokines dans les PBMC de patients SNI récidivant
(R) ou non (NR), avant (pré) et apreés transplantation (post).

La population CD8"CD28" est connue pour augmenter suite a une activation et avec I’age. Il a
d’ailleurs été reporté une baisse d’activité du SNI avec 1’age (Fakhouri et al. 2003), associée a
I’involution thymique (Steinmann et al. 1985). Ces observations suggerent que les patients récidivant
possedent moins de cellules activées que les groupes controles, et par conséquent plus de cellules
naives. Nous avons également montré que ces patients présentaient plus de cellules naives
CD8'CD45RA'CD62L" que les contréles, cellules pouvant correspondre a des cellules thymiques
récemment émigrantes. Ces résultats rejoignent ceux décrits dans une publication récente : grace a la
technique SAGE, 1’équipe de G. Deschénes a montré que les patients corticorésistants en rechute
exprimaient une population plus importante de cellules immatures exprimant le marqueur CD62L, et
conclut a une dérégulation de 1’apoptose des cellules thymiques chez les patients SNI (Mansour et al.

2005). Cette méme équipe a ¢galement décrit que le domaine C-lectine de la L sélectine (CD62) était
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relargué apres clivage dans le sérum de patients et que cette forme soluble pouvait interagir avec la
podocalyxine exprimée par le podocyte. Cependant cette hypothése n’a pas été confirmée par le

dosage du domaine C-lectine dans le sérum des patients.

Role de CD28 soluble ?

Une sur-expression de B7-1 a été décrite récemment sur le podocyte dans plusieurs modeles
de syndrome néphrotique (Reiser et al. 2004). Comme les patients récidivant expriment plus de
marqueur CD28 et qu’une forme soluble de CD28 (CD28s) résultant du clivage de la forme
membranaire a été décrite (Hebbar et al. 2004), nous avons dosé¢ grace a un test ELISA la
concentration de CD28s dans les sérums des patients SNI (figure 21). Aucune différence de

concentration n’a pu €tre mise en évidence entre les patients récidivant et ne récidivant pas leur SNI.
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Figure 21 : Concentration sérique de CD28 soluble détectée par ELISA chez les patients récidivant (n=14) et ne
récidivant pas leur SNI (n=20) aprés transplantation.

L’hypothése d’une augmentation des populations CD8" naives chez nos patients récidivant est
¢galement suggérée par 1’étude de différents transcrits exprimés par les PBMC des différents
patients. En effet, nous avons montré que les lymphocytes T CD8" des patients récidivant
exprimaient moins de transcrits de perforine, de MAPK9 (JNK2) et de CTLA-4 que les lymphocytes
T CD8" de patients ne récidivant pas. Or il se trouve que les cellules CD8" naives expriment peu de
perforine, ont de faible niveau d’ARNm de MAPK9 (Conze et al. 2002) et n’expriment pas le CTLA-
4 (Oosterwegel et al. 1999).
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Suite a ces résultats, nous avons voulu savoir si la quantité de transcrits de MAPK9 était également
plus faible chez les patients récidivant avant transplantation comparé a celle de patients ne récidivant
pas. Nous avons pour cela utilis¢ les PBMC des patients étudiés dans I’article 2. Nous n’avons
malheureusement pas pu faire I’étude sur les cDNA de cellules T CD4" et CD8" triées. Les résultats

sont représentés sur la figure 22A.
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Figure 22 : Expression de la quantité de transcrits de MAPKY, obtenue par PCR quantitative, dans les PBMC de
patients récidivant (R) et ne récidivant pas (NR), avant transplantation et a 1 mois aprés transplantation.

A : Expression de la moyenne du ratio MAPK9/HPRT pour 5 patients R et 5 patients NR avant et apres transplantation.
La valeur du ratio MAPK9/HPRT est également représentée avant et apres transplantation pour un méme patient NR (B)
ouR (O).

La différence de quantité de transcrits de MAPK9 exprimée par les PBMC de patients récidivant et
ne récidivant pas est retrouvée 1a aussi apres transplantation, avec une expression plus faible dans la
récidive. Par contre, aucune différence d’expression n’est observée avant transplantation dans les
PBMC totaux, suggérant que la baisse d’activité de transcription de MAPK9 intervienne apres la

transplantation chez les patients récidivant. En effet, si 1’on observe la quantit¢ de transcrit de
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MAPKY exprimée avant et apres transplantation chez un méme patient, on remarque que les patients
ne récidivant pas présentent une augmentation de la transcription de MAPKO aprés transplantation

(figure 22B) alors que les patients récidivant présentent une chute (figure 22C).

Anomalies de régulation

JNK2 (MAPKDY9) joue un role dans I’activation des lymphocytes T, et en particulier dans le
contrdle de I’expansion des lymphocytes T CD8+ in vivo (Arbour et al. 2002). Les cellules T JNK2-
/- montrent un défaut de prolifération et I’absence de JNK2 seule entraine une résistance des
thymocytes a 1’apoptose médiée par un anti-CD3 ainsi qu’un défaut dans la prolifération des cellules
matures (Sabapathy et al. 1999). INK2 joue également un réle dans I’apoptose induite par le TNFa :
il a ét¢ montré qu’une inhibition de JNK associée a une activation de NFxB bloquait la voie des
caspases et inhibait I’apoptose induite par le TNFa (Karin et al. 2002; Lin 2003). Or une activation
de NF«xB a plusieurs fois été¢ décrite dans les PBMC de patients SNI en poussée (Sahali et al. 2001;
Mansour et al. 2005) et est suggérée chez nos patients par 1’activation nucléaire observée en
immunocytofluorométrie avec le 4G10. Ces observations corrélent avec les résultats obtenus dans les
lymphocytes T CDS8" des patients récidivant aprés transplantation, suggérant que ces derniers
présentent un défaut d’apoptose des thymocytes entrainé par un défaut d’expression ou d’activation
de JNK2 associée a une activation de NFkB.

Les expériences de stimulation in vitro par la PMA/ionomycine sur les PBMC de patients SNI
récidivant, non récidivant et protéinuriques non-SNI confirment la présence d’anomalies de réponse
chez les patients récidivant. En effet, ’analyse du profil des tyrosines phosphorylation par western
blot (4G10) dans les PBMC, a 15 et 30 minutes de stimulation, montre une persistance de la
phosphorylation d’une bande a 56 kDa chez les patients récidivant (et a8 moindre mesure d’une bande
a 59/60 kDa) en comparaison avec le profil d’expression obtenu pour les patients contrdles. D’apres
les protéines phosphorylées sur une tyrosine reconnues par le 4G10 et leur distribution au sein des
différentes cellules et tissus (tableaux 5 et 6), nous pouvons émettre 1’hypothése que ces protéines

correspondent respectivement a Ick (p56) et fyn (p59).
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Tableau 5 : Principales phospho-tyrosines kinases reconnues par I’anticorps 4G10

Abl Brmx EphBz Fltz Insulin R Mat Rsa TrkE
Arg BTK EphBa Fms Lek PDGFRo Syl Yos
Axl Csk Fos/Fps Fyn Lyn PDGFRE SIC ZAP-TO
Blk EGFR FGFRZ IGF R MAPE2 Ros Tiez

Tableau 6 : Récapitulatif des tyrosines kinases avec un poids moléculaire avoisinant les 56 kDa et leur localisation

Tyrosine Kinase PM (kDa) Expression
Fyn 59 Ubiquitaire
Lck 56 Cellules T, NK, cerveau
Lyn 56 Cellules B, my¢loides, cerveau
Src 60 Ubiquitaire, peu dans cellules T
Yes 59-62 Ubiquitaire, peu dans cellules T

Malheureusement, il est impossible de savoir par le simple marquage au 4GIl0, si la
phosphorylation de la tyrosine sur p56 correspond au site activateur (tyr 394) ou inhibiteur (tyr 505)
de la protéine. Cependant, une étude a montré qu’une activation constitutive de Ick et de fyn dans les
lymphocytes T naifs empéchait leur mort et entrainait leur survie a long terme (Seddon et al. 2002). Il
faudrait pour confirmer la présence constitutive de la forme activée de Ick chez nos patients
récidivant utiliser des anticorps anti-Ick spécifiques de la forme active disponibles dans le commerce.

Il est a ce stade de 1’¢tude difficile de savoir la signification physiologique de ces observations
et si les anomalies d’apoptose mises en évidence dans les cellules CD8" naives sont la cause ou une
conséquence de la maladie. D’autres analyses sont nécessaires mais vont étre limitées par la rareté
des patients récidivant et leur retour souvent rapide en dialyse, la qualité (matériel frais) et la quantité

de matériel biologique nécessaire.
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C-Article 4 : Mise en évidence d’un facteur de perméabilité potentiel chez

les patients présentant une récidive de SNI aprés transplantation

C-1 Résumé de Particle 4

L’apparition du Syndrome Néphrotique Idiopathique (SNI) semble relié¢ & des anomalies de la
réponse immune, mais les mécanismes sont encore obscurs. Apres transplantation, la maladie rénale
récidive chez 30 a 50% des patients avec un SNI. L hypothése avancée pour expliquer cette récidive
immédiate est la présence dans le sérum des patients de facteur(s) circulant(s) ayant des propriétés
pathogéniques envers les glomérules.

La concentration de ST2 soluble (sST2) a été mesurée par ELISA dans les sérums de 12
patients présentant une hyalinose segmentaire et focale primitive et de 158 patients traités par dialyse
parmi lesquels 32 vont récidiver leur SNI apres transplantation, 75 ne récidiveront pas et 51 dont la
cause de I'insuffisance rénale n’est pas due a un SNI. En complément, la concentration de ST2
sérique a été mesurée chez 74 patients transplantés dont 20 présentent une récidive du SNI au
moment du prélévement, 37 ne récidivent pas et 17 patients dont I’origine de la protéinurie n’est pas
liée a un SNI. L’effet de ST2 soluble sur le podocyte a été étudi¢ in vitro sur des cultures
podocytaires immortalisées de souris.

La concentration de ST2 sérique est fortement augmentée apres transplantation chez les
patients présentant une récidive de SNI (p<0.01). L’incubation de sérums enrichis en sST2 avec les
podocytes induit un décollement sévere in vitro, alors que I’'immunodéplétion de sST2 des sérums
des patients récidivant abolit cet effet. De plus, le degré d’agression podocytaire est corrélé avec la
concentration de sST2. L’incubation des podocytes avec du sST2 recombinant induit les mémes
altérations podocytaires, suggérant que le sST2 soit le facteur pathogéne contenu dans les sérums de
patients récidivants.

La protéine ST2 soluble est surexprimée dans le sérum de patients présentant une récidive

apres transplantation et est capable d’induire une altération podocytaire in vitro.
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The soluble ST2 factor is highly produced in FSGS recurrence and induces
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ABSTRACT

Background. The Idiopathic Nephrotic Syndrome (INS) occurs in the context of immune response
disturbances, according to unknown mechanisms. Following transplantation, the renal disease recurs
in 30-50% of the patients and it was postulated that recurrence results from the presence in the serum
of circulating factor(s) endowed with glomerular pathogenic properties.

Method. We measured by ELISA the serum level of soluble ST2 (sST2) in 12 patients with primary
FSGS displaying several renal outcomes, 75 patients who were being transplanted of whom, 20
FSGS experienced a recurrence, 37 FSGS were without recurrence and 17 with non-FSGS on native
kidney. Thirteen normal subjects were included for analysis. The in vitro effects of sST2 were
studied on a podocyte cell line.

Results. The sST2 serum level was highly increased in a subset of patients with FSGS recurrence
(p<0,01). The sST2-enriched serum induced in vitro severe podocyte injuries, whereas serum from
recurrent patients and immunodepleted of sST2 had no effect. The degree of podocyte damages
correlated with the sST2 serum concentration. The incubation of podocytes with recombinant sST2
induces similar podocyte alterations, suggesting the pathogenic nature of sST2 in the serum of a

subset of patients with recurrence.

Conclusion. The sST2 is highly produced in a subset of patients with FSGS recurrence and induced

podocyte damage in vitro.
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INTRODUCTION

Idiopathic Nephrotic Syndrome (INS) is a glomerular disease characterized by a heavy proteinuria
without histological evidence of inflammatory injuries or immune complex deposits. INS
corresponds primarily to two entities: Minimal Change Nephrotic Syndrome (MCNS), and primary
Focal Segmental Glomerular Sclerosis (FSGS). MCNS and FSGS respectively account for 70% and
20 % of INS in children, and each accounts for 25% of INS in adults (1,2).

Whereas steroid sensitive MCNS seems a single entity, FSGS appears as a heterogeneous

disease, including immune and non-immune causes. In these latter, recent genetic approaches have
elucidated some molecular aspects of FSGS by identifying several podocyte genes mutated in distinct
forms of inherited nephrotic syndrome (3-6).
Resistance to therapy will occur in 50% of FSGS and 10% of MCNS despite various
immunosuppressive treatments including, high-dose steroids, cyclosporine and cyclophosphamide
(7). Such patients, often with heavy proteinuria and renal failure at presentation, progress to renal
failure, requiring dialysis and transplantation. FSGS represents the most common acquired cause of
chronic kidney failure in children. Recurrent disease in the transplant accounts in 30-50%, of patients
with FSGS, often in the first hours or days following engraftment (8). This percentage raises to 80%
for the second graft if recurrence caused the lost of the first graft (8). The number of years to achieve
end-stage renal failure predicts the risk of recurrence after transplantation: 50% if end-stage renal
failure was achieved in less than 3 years and 10-20% if this period was longer. Recurrence of the
disease in the graft places medicine in a blind alley with regard to possible therapy.

Given the short delay between kidney transplantation and recurrence, one may exclude the
generation of an immune adaptive mechanism against any component of the allogenic glomerular
filtration barrier. A circulating factor endowed with pathogenic properties across the glomerular
structure has been postulated (9). The extra-renal origin of the factor has been invoked from
observations showing that: 1) the nephrotic syndrome disappears when a MCNS or a FSGS kidney is
engrafted into a INS free-patient (10,11); ii) plasma replacement performed in patients with FSGS
who escape to drug therapy was successful (12,13); 1ii) immediate recurrences after transplantation
have been successfully treated by plasma exchanges or plasma immunoadsorption techniques (14-
16). Immunochemical analyses of affinity column eluate fractions that induced proteinuria suggested

that the molecular weight of the permeability factor is below 150 kDa. The fact that this factor is able
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to bind to protein A and to IgG suggests that it has some Ig-like properties. Finally, the inability to
induce renal inflammatory lesions may suggest that the permeability factor does not exhibit
proinflammatory properties.

Recently, we have shown that INS relapse evolves in the context of non-classical Th2 disease
characterized by c-maf activation and a down regulation of IL-4, raising the question about the role
of this cell population in the pathophysiology of the disease (17). A subset of CD4" T cells that
exhibits a Th2 profile, independently of IL4 production, could correspond to the T cell phenotype
defined by the ST2 marker (18). In human, three alternative mRNA are expressed from the ST2 gene.
The 4,5 Kb-transcript encodes for a transmembrane protein, the ST2 receptor (ST2L), which
possesses an extracellular region with three immunoglobulin domains and a Toll/IL-1R intracellular
domain (TIR), which is the signature of Toll-Like receptor (TLR) family. The 2,5 Kb-mRNA
encodes only for the extracellular domain of the ST2L and generates a secreted protein (soluble ST2
or sST2). ST2L and sST2 share respectively 29 and 25% of homology with the IL-1R1. The 1,4 Kb-
transcript exhibits a broader distribution whereas the ST2L and sST2 are predominantly expressed in
the kidney, lung and liver (19). It was recently shown that activated human Th2 cells, but not Thl
cells or B cells, express the ST2 receptor and produce the soluble ST2 (20). In mice models, the ST2
expression has been found independent of the production of IL4, IL5 or IL10 (18). The ST2L is a
stable marker of a subset of activated Th2 cells, but it is not an universal marker of this T cell
phenotype (21-23). IL4 enhances while IFNy, the master cytokine of Thl cells, decreases ST2L
expression. The expression of sST2 and ST2L is induced or increased in human monocytes and
mouse macrophages stimulated with proinflammatory cytokines TNF, IL1, as well as by LPS
(19,24,25).

In the present study, we showed that the sST2 is highly produced by peripheral mononuclear
cells in a subset of patients with INS relapse. The most important levels were observed in patients
with severe FSGS forms and in patients with recurrence following renal transplantation. We
demonstrated that sST2 alters the podocyte function in vitro in a dose dependent manner. We
demonstrated that depletion of sST2 from the serum of recurrence abrogated its pathogenic effet on
podocyte morphology. These data establish for the first time a direct molecular link between immune

system disorders and INS recurrence and point out the role of sST2 in podocyte dysfunction.
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MATERIALS AND METHODS

Patients.

The clinical characteristics of patients with steroid resistant FSGS on native kidneys, with
variable renal function, reported in this study were presented in table 1. The diagnosis of FSGS was
proven by renal biopsy. In adults, all patients with FSGS have a proteinuria above 2 g/24 h, and a
severe hypoalbuminemia at the time of blood sampling, which was performed before the beginning
of steroid treatment. All patients were negative for HIV status. Controls included normal subject
studied while undergoing routine analysis.

For this multicentric study, we have also collected sera from patients suffering from primitive biopsy-
proven FSGS who had undergone kidney transplantation from july 1980 to july 2004. Pre transplant
sera were collected within the 12 hours just before transplant procedure and kept frozen at —20°C. For
a clear diagnosis of FSGS recurrence, we have selected patients who have presented an immediate
proteinuria after transplantation and persisting above 1g/d at one month with a concording kidney
graft biopsy evidenced only minimal change glomerulonephritis or isolated FSGS lesions. All
recurrent patients were treated by high dosage of CNI and/or introduction of ACEI and/or ARB
therapy and/or treatment by plasmapheresis or immunoadsorption. But, at the time of the serum
harvesting, all presented with a proteinuria above 1.5g/d. In opposition, patients without recurrence
displayed variable level of proteinuria during the first week post transplantation but all the
proteinuria were above 1g/d after one week and remained below 0.5g/d at any times thereafter. All
patients gave informed consent to this study according to French legislative guidelines. The main

clinical parameters of FSGS transplanted patients are presented in table II.

No differences were found between the two groups concerning sex distribution, number of
transplantations, HLA matching, panel reactive antibodies, type of induction, duration of delayed
graft function and maintenance immunosuppressive therapy. Nevertheless, some differences were
observed between the two groups due to the clinical specificities of the patients presenting FSGS
recurrence. By definition, proteinuria was significantly higher in the group of FSGS recurrent
patients compared to “non recurrent” patients (6+1.3g/d vs. 0.26 = 0.1 g/d, p<0.01). In addition, as

patients with FSGS recurrence presented a more severe initial disease and a faster evolution from
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diagnosis of initial disease to end stage renal failure than “non recurrent” patients, they were
significantly younger at the time of transplantation (26 £12 vs. 37£13 years, p< 0.05).

Nine patients with FSGS recurrence after kidney transplantation were treated by plasma exchanges.
Long-term follow-up revealed graft failure due to FSGS recurrence in 5/9 patients within a median
time of 25.5 months (range 12 to 72 months). The remaining 4 patients presented a good renal
function with a proteinuria below 3g/d at 38, 48, 80 and 201 months after transplantation. A control
group of 17 transplanted patients with non-FSGS related end stage renal failure (diabetes, uropathy,
IgA glomerulonephritis, nephroangiosclerosis, chronic interstitial nephropathy, renal polykystosis)
were included for comparison of post-transplant values (table II).

Informed consent was obtained from adult patients and normal volunteers.

Purification of PBMC and T cell subsets. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and T cell
subsets were purified as previously described (26). The purity of the preparations was of 88-96%, as
assessed by flow cytometric analysis, using FITC-conjugated CD2, CD4, CD19, and CD8 antibodies.

Flow cytometry. 2x10° cells per sample were centrifuged in 96-well microtiter plates. PBMC were
stained with 10y/mL of anti human ST2 monoclonal antibody (MBL, Japan) for 30 min. After
washing, cells were incubated with the appropriate PE or FITC-labeled mouse IgG1 for 20 minutes.
Antibody combinations that have been associated with cellular function were done with the following
phycoerithrin (PE), fluorescein isothiocyanate (FITC), or Phycoerythrin-Cy5 (PC5) —conjugated
Mabs: anti-CD4-FITC or anti CD8-FITC + anti CD3-PC5 (T lymphocytes), anti CD19-PE (B cells),
anti Va24-PE (NKT cells) (Beckman Coulter, Marseille, France) , anti CD14 FITC (monocytes), anti
CD16-PE + anti CD56-PE (NK cells) (BD Biosciences, Mountain View, CA). PE, PC5 or FITC-
labeled mouse IgG1 was used as a negative control. Cells were washed twice in phosphate—buffered
saline (PBS) and fixed with PBS 1% formaldehyde. Fluorescence was measured by a FACScalibur
cytofluorimeter and data were analyzed using CellQuest software (Becton Dickinson, Mountain

View, CA).
Quantification of human soluble ST2 protein. The presence of ST2 in sera of INS patients and

controls was determined with a commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, R&D

Systems, Minneapolis). Briefly, serum samples and standards were incubated in 96 wells microplates
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precoated with anti-human ST2 antibody. After washing, biotin- conjugated antibody and
streptavidin HRP were subsequently added into the microwells. After another washing, the substrate
was added and after stopping the reaction, the optical density was determined at 450 nm. The amount
of protein in each sample was calculated according to a standard curve of optical density values for

known levels of ST2. The sensitivity of the test is 25pg/mL.

Mouse podocyte cell culture. We have used an immortalized mouse podocyte cell line, MPCS5,
derived from glomeruli of transgenic H-2K"-tsA58 mice (27). The podocytes were maintained in
RPMI 1640 medium (Sigma, St Louis, USA ) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, Abcys,
France), 100 mg/mL penicillin and 100 mg/mL streptomycin (Sigma, St Louis, USA). To propagate
podocytes, the culture medium was supplemented with 10 U/mL mouse recombinant y-interferon
(Sigma, St Louis, USA) to enhance expression of the T antigen, and cells were cultivated at 33°C
(permissive conditions) on a type I collagen matrix (R&D Systems, Minneapolis). To induce
differentiation, podocytes were cultured at 37°C on type I collagen without y-interferon (non

permissive conditions) for two weeks. Cell passage between 10 and 14 were used in all experiments.

In vitro effects of sera on podocyte morphology and function. In these experiments, serum from
patients or normal subjects was added to culture medium at a final concentration of 3%. Podocytes
were differentiated on collagen type I-coated glass cover slips and were incubated one hour, at 37°C,
with INS serum from recurrence or non-recurrence, as well as non-INS serum. Cells were fixed in
4% paraformaldehyde in PBS for 20 minutes, washed and incubated 5 minutes with 0.5pg/mL DAPI
(Molecular probes, USA) to stain the podocytes nuclei. After washing, cells were monted in DABCO
and DAPI positive cells were counted. Control wells were composed of podocytes incubated in

culture medium. The percentage of podocyte detachment was calculated as follow:

0

(mean of remaining podocytes after serum incubation)
% of podocyte detachment= (100- ) x10

(mean of remaining podocytes in negative wells)

Cytochemistry. Cover slips were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS for twenty minutes. Non
specific binding sites were blocked with 10% fetal bovine serum in PBS for 30 minutes. Primary and

secondary antibodies were applied at the appropriate dilutions according to standard techniques, for
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60 minutes at room temperature: the F actin cytoskeleton was imaged using a directly conjugated
TRITC-phalloidin stain and points of contact of the actin cytoskeleton with the extracellular matrix
were detected with a monoclonal anti vinculin antibody (SIGMA, St Louis) and a FITC-conjugated
secondary antibody. After washing, the cover slips were monted on glass slides with DABCO
(Dakocytomation, Danemark). Images were obtained by using a Axioscop 2 plus photomicroscope
attached to a Axiocam Hrc digital camera (Carl Zeiss, Germany) and processed with Axovision

software (Carl Zeiss, Germany).

Lysis test. Podocytes were differenciated 14 days in 96 wells microplates precoated with type I
collagen and stained with *'Cr during 2 hours at 37°C (3uCi/1000 cells). After washing, podocytes
were cultured with the patients serums (5%) for 3 or 6 hours and released *'Cr was measured using a
beta counter. The percentage of specific lysis was calculated as 100 X (cpm experimental release-
spontaneous release)/cpm (maximal release-spontaneous release). Maximal release: cells incubated
with 1% SDS; spontaneous release: cells incubated with medium. Spontaneous release was always <

10 %.

Effects of serum immunoadsorption of sST2 on podocyte. Monoclonal anti-human ST2 antibody
(50 pg, R&D Systems, Minneapolis) was immobilized onto agarose gel by using sodium
cyanoborohydride as directed by the Seize primary immunoprecipitation kit instructions (Pierce,
Rockford, IL). The antibody conjugate was washed and stored overnight. Immunoprecipitation was
carried out on patients serums under rotation overnight at 4°C. Effluent were save and stored at —
20°C. Agarose gel was washed four times with 500 pl of buffer containing 0.025 M Tris, pH 7.2, and
0.15 M NaCl and ST2 protein was eluted three times in 100 pl of Immunopure IgG elution buffer.
The eluted fraction was neutralized by adding 15 pl of 1M Tris, pH 9.5 for functional applications.
Fractions (effluent and elution) were tested by ELISA. Effluent and eluted fraction activity were
tested on podocyte cell culture at 5% final concentration. Their reactivity with sST2 antibody was

tested by immunoblotting.
In vitro effects of recombinant sST2 on podocytes. The recombinant sST2 (R et D system, catalog

number 1004-MR) was incubated overnight with differentiated podocytes at variable concentration,

then the percentage of cell detachment was determined by morphological analyses.

155



Stastistical analyses. A non parametric test (Mann-Whitney) was used for group comparisons; P

values < 0.05 were considered significant.
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RESULTS

Expression of ST2L and sST2 in patients with FSGS.

Previously, we have reported that patients with active INS display a non-classical Th2 disease
in that the IL4 cytokine level is found very low in most patients (17). The possibility that ST2 could
represent a marker of this particular Th2 population lead us to analyze the level of soluble ST2
(sST2) in a cohort of patients with FSGS. The clinical characteristics of patients are presented in
table 1.We first studied thirteen patients with steroid resistant (SR) FSGS and eight normal subjects.
All serum samples have been obtained at the time of diagnosis and frozen. Patients N°1 to 6
developed progressive renal failure within four years following the diagnostic. The patient N°3
presented terminal renal failure, requiring dialysis fifteen months after the onset of the disease. In
seven patients with SR FSGS (N°7 to 13), renal failure appears five years after the diagnosis and
slowly progressed. Eight normal subjects were included for analysis. The serum level of sST2 was
very increased in patients with rapidly progressive FSGS (450-905 pg/mL), whereas in patients with
slowly progressive FSGS, sST2 was below 20 pg/mL in four patients, 27, 53 and 165 pg/mL in other
patients, respectively (Fig 1). In normal subjects, the level does not exceeded 68 pg/mL. Since
patients with rapidly progressive FSGS are considered at high risk for post transplant recurrence, we
sought to determine the ST2 profile in patients with recurrence disease versus non-recurrence, as well
as in patients with nephrotic syndrome not related to FSGS (non-FSGS group). We first looked
whether the distribution of cell population expressing the ST2 receptor (ST2L) was altered, by using
FACS analyses. In five patients with FSGS recurrence, the ST2L positive cells (ST2L") were
significantly increased in CD4 and CD8 T cell populations but, unexpectedly, the ST2L" cells were
mostly found in the monocyte fraction (Fig 2A and 2B). The percentage of ST2L" ranged from 5-
18% in monocyte, 2-3.6% in CD4+T cell and 2-4.4% in CD8+ T cell populations. By contrast, the
ST2L population was barely detectable in four patients with FSGS non-recurrence, or six non-FSGS
patients (p<0,05%). This result suggests that recurrence of FSGS was associated with the recruitment
of several immune cell subsets expressing the ST2L receptor, mostly the monocyte fraction. Then,
we measured the serum level of sST2, following renal transplantation, in patients with recurrence
(n=21) or non-recurrence (n=37) FSGS, as well as in non-FSGS patients (n=17). We found a
significant increase of sST2 in 16 out 21 patients with recurrence, whereas the sST2 level was very

lower in patients without recurrence and in non-FSGS patients. For ten patients from recurrence
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group, sera samples were available before and after transplantation. We found that the sST2 was
highly secreted at the time of recurrence (Fig.3B, left panel). In contrast, in thirteen patients from the
non-recurrence group, the sST2 level was below the detection limits in most cases (Fig.3B, right
panel). Before transplantation, while patients were maintained on dialysis therapy, the sST2 level was
increased and not significantly different between the three groups (data not shown). These results
suggest that up regulation of sST2 was strongly associated with recurrence in most patients with

FSGS, but not in all, thus underlining the heterogeneity of the disease.

Serums from patients with FSGS recurrence induce podocye injury in vitro

A soluble factor has been invoked in pathogenesis of glomerular disease in INS recurrence
but the mechanisms by which this one triggers proteinuria is unknown. We used a mouse podocyte
cell line (27) to investigate whether serum from recurrence altered morphological and or functional
characteristics of podocytes. Incubation of cells in the presence of serum from recurrence caused cell
body contraction, nucleus retraction and loss of cell processes, whereas cell morphology was well
conserved in podocyte exposed to serum from non-recurrence, as compared with podocyte incubated
with normal serum (Fig 4A). We analyzed the distribution of F-actin and vinculin, two cytoskeleton
proteins, by dual-labelling immunofluorescence. We found that podocytes incubated with serum from
recurrence exhibited profound alterations of staining, characterized by a considerable redistribution
of F-actin filaments around the nucleus, with a rarefaction of cortical actin and a scarce expression of
vinculin, a focal adhesion protein (Fig 4B). In contrast, podocytes incubated with serum from non-
recurrence displayed a normal phenotype. To explore the possibility that dramatic changes might
result from cell lysis, we labelled cells with *'Cr, then the human serum was added in the culture
medium and the released °'Cr was quantified at the end of experiments. The percentage of °'Cr
released by cells co-incubated with serum from recurrence or non-recurrence was not significantly
different (Fig 4C). We conclude that cell alterations were not a consequence of lysis phenomenon.
Altogether, these results suggest that cell alterations resulted from loss of anchorage of podocytes to
the extracellular matrix. Then, we tested whether the serum from recurrence induced consistently a
podocyte detachment. We analyzed 14 patients from recurrence and 13 from non-recurrence.
Podocytes were exposed to 3% serum for one hour, at 37°C, then analyzed by phase contrast
microscopy and two thousand cells by experiment were counted. The percentage of cell detachment

was significantly increased ranging form 40 to 65% of cells, in the presence of serum from
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recurrence, whereas the cells incubated with serum from non-recurrence remained adherent to
collagen (Fig 5A). These findings led us to determine whether the presence of sST2 in the serum was

associated with podocyte detachment.

Relationship between sST2 concentration and podocyte detachment

Sera of patients with recurrence containing different sST2 concentrations were tested. A close
relationship between the serum concentration of sST2 and the percentage of podocyte detachment
was clearly established, whereas no significant detachment was observed in the absence of sST2 (Fig
5B). These results suggest that sST2 may be involved in podocyte dysfunction in a subset of patients
with recurrence. Nonetheless, we cannot exclude the possibility that sST2 only reflects an abnormal
activation of some immune cell subsets and it is not by itself, directly involved in podocyte damage.
To resolve this question, we performed three approaches. First, we incubated sST2—containing
recurrence sera with agarose beads pre-complexed with anti-sST2 antibody. The immunopurified
fraction (eluates), as well as the non-retained material (effluents) were added in medium culture and
morphological aspect of podocytes was studied. We found that podocyte exposed to ST2-depleted
recurrence serum exhibited a normal phenotype consisting of a large cell body with elongated cell
expansions, whereas podocytes incubated with the eluate lost their adherent phenotype (data not
shown). The percentage of cell detachment is significantly increased, as compared with the eluates
from non-recurrence sera (Fig 6A). Second, we analyzed the potential consequences of co-culture of
podocytes with sST2 recombinant protein. We found that sST2 induced a podocyte detachment in a
dose-dependent fashion (Fig 6B). Most importantly, the concentrations of sST2 that altered the
phenotype were similar to the ones observed in sera from recurrence. Finally, we analyzed by
immunoblotting the reactivity of eluates from recurrence and non-recurrence with anti-ST2 antibody.
Three major bands were detected in the eluate from recurrence, corresponding to 100, 52 and 25 kDa,

but only the 52 kDa-band appears specific and correspond to molecular weight of sST2 (29).
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DISCUSSION

FSGS is a heterogeneous glomerular disease, in which the primary disorder may involve the
immune system and /or the podocyte. In this latter, significant advances have unraveled the
molecular connection between the cytoskeleton and the slit diaphragm, by identifying several genes
mutated in genetic forms of steroid resistant FSGS. On the other hand, little is known about immune
mechanisms allowing to podocyte disorder. Since the first report of recurrent FSGS following renal
transplantation, the pathophysiology of the disease became a challenge for nephrologists. It was
postulated that disease results from alteration of T cell function, leading to a release of a circulating
factor responsible of deregulation of glomerular filtration barrier. In this regard, FSGS with
recurrence represents the best model in which the immune origin of idiopathic FSGS is highly
suggested. We reported here that sST2 might fulfill the characteristics of such factor, in a subset of
patients, on the basis of the following findings: i) a close relationship was established between the
recurrence and high levels of sST2; ii) the sST2-containing eluates from recurrent sera induced
podocyte damage, whereas sST2-depleted sera did not have any effects; iii) the sST2 induced
podocyte damage at concentration comparable to the one assayed in serum of patients with
recurrence; iv) anti-ST2 antibody detected a =52 kD-band only in serum from recurrence. Altogether,
these findings suggest that sSST2 may represent the molecular link between activated immune cells
and podocyte dysfunction in a subset of patients with recurrence. The increased production of sST2
was observed in approximately 80% of patients with recurrence (17/21), underlying the pathogenic
role of other circulating factors. Candidate factors have been suggested but not yet characterized (30).
We observed that high sST2 levels in serum were associated with podocyte damage in vitro.
Increased production of sST2 has been reported in acute pathological conditions such as myocardial
infarction, sepsis, trauma and flares of idiopathic pulmonary fibrosis (31-33). By contrast to these
situations, increased sST2 was persistent in INS with recurrence suggesting that sustained activation
of sST2-mediated signaling pathway might be directly or indirectly deleterious to podocyte.

Several works reported that INS is associated with depressed cell-mediated immunity and
decreased lymphocyte responses to mitogens (34,35). We show here that only patients with FSGS
recurrence exhibited an up regulation of ST2 in monocytes cells as well as in CD4 and CD8 T cell
subsets. It was recently demonstrated that ST2L inhibits TLR signaling-mediated NFkB activation
through sequestration of the adaptor molecules MyD88 and Mal (36). It is also possible that sST2
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acts as a decoy receptor and interferes with TLR signaling (37). Such mechanism has been
demonstrated in preeclampsia, in which the soluble VEGF receptor-2 (soluble FItl), secreted by
placental ischemia, binds circulating VEGF, thus inhibiting VEGF signaling in glomerular
endothelial cells (38). The inhibition of TLR signaling in macrophage cells may impede the
generation of a Th1-mediated adaptative response. Such negative regulatory role could be exerted in
ST2-overexpressing T cells. Thus, these data may suggest that altered T cell function in the disease
may result from up regulation of ST2. In many instances, upregulation of ST2 occurs in the context
of inflammation, which evolves independently of Th2 response development (19,24,25). These data
lead to assumption that sST2 could have an anti-inflammatory role and prevents an excessive Th2
response. This hypothesis is supported by experimental findings showing that ST2 represses the
production of TNF, IL1 and IL6 in experimental models of LPS-induced lung inflammation, murine
collagen-induced arthritis, as well as in rheumatoid patients (39,40). Conversely, inhibition of
endogenous ST2 worsened the LPS-induced inflammatory injuries (41). The mechanisms of negative
regulation of inflammation by ST2 are not clearly understood. It might involve the inhibition of
NF«B since, in contrast to other members of TLR family, ST2L signals inhibit the activation of Myd
88 and Mal adaptors proteins that play a crucial role in TLR proximal signaling-induced NFkB (42).
Overexpression of ST2L blocks the ILIR, TLR2, TLR4 and TLRO signaling (43). The fact that ST2
inhibits inflammatory responses may explain why recurrences are not associated with inflammatory
injuries in glomerulus (44).

Several teams have worked to identify a circulating factor. On the basis of binding of active
serum component to protein A affinity column, Dantal et al suggested that the factor has some Ig-like
properties (15). These findings were supported by the Savin’s group who showed that the circulating
factor bind to protein A and has an apparent molecular mass of about 50 kDa, more larger than
common lymphokines (14). The sST2 protein could be the factor of which the identity has been
approached in these works since it contains three Immunoglobulin-like domains, it binds with high
affinity to protein A and its molecular weight is approximately of 50 kDa. How sST2 induces
podocyte damage and cell detachment remains to be clarified. The fact that ST2 positive cells were
mainly found in the non-T cell monocyte fraction may explain why the anti-thymoglobulin serum
was unable to overcome a recurrence. Indeed, it would be interesting to investigated the potential

effect of anti-ST2 antibody in these recurrent patients.
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Table 1 : Clinical characteristics of patients with steroid resistant FSGS on native Kidneys

Patient N° Gender | age | Age at Trt Pu at Pu outcome Delay ST2
onset of presentation | after (months)between | (pg/ml)
proteinuria therapy onset Pu and

TRF*

1 C-Csa TRF 48 650

2 M 30 [25 C-Csa 15 8 TRF 36 470

3 M 40 29 TRF 18 905

4 F 20 |11 C-Cph® 7 5 TRF 55 450

5 M 20|16 C-Csa 18 12 TRF 48 550

6 F 1817 C-Csa- 12 9 TRF 45 510

Ch"
7 M [56]48 C-Csa 6 4 RF* - 53
(plCr:
200um/1

8 F 56 |50 C-Csa 6 3 200 - 0

9 M 25119 C-Csa 7 2,5 140 - 165

10 F 34 (27 C-Csa 5 3 130 - 0

11 F 68 | 60 C-Csa 8 3,5 150 - 17

12 C-Csa 5 3 180 - 7

13 F 52 143 C-Csa 6 4 230 - 27

14 M 25 35

15 M 24 40

16 F 12 68

17 M 17 15

18 F 23 12

19 F 16 28

20 F 18 9

21 M 24 14

? Terminal renal failure

® C :corticoides ; Csa : Ciclosporin ; Ch :Chloraminophen
¢ Cph : ciclophosphamid
4 Renal Failure, plCr (plasma creatinine)
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Table 2 : Clinical characteristics of FSGS patients with or without recurrence after kidney
transplantation (Tx) and proteinuric controls (Non-FSGS).

AFTER TRANSPLANTATION
Recurrence Non recurrence Non-FSGS
Gender 12M/8F 25M/12F 13M/4F
Mean age at Tx 26 [9-29] 37 [12-64] 41 [18-64]
(years)
Duration of HD
(months) 26 [0-60] 36 [0-185] 28 [0-116]
Tra“sf;flﬁta“"“ G1=16,G2=3,G3=1 G1=30,G2=6,G3=1  Gl=15,G2=2
581 130 47
[ST2] (pg/mL) [0-1600] [0-587] [30-255]
Median [ST2] 486 25 37
Time after Tx 7 [0-33] 58 [0-249] 121 [30-255]
(months)
Serum 255 176 330
creatinine [80-645] [76-631] [150-640]
(nmol/L)
Proteinuria 6 0,26 4.7
(g/day) [1.2-17.5] [0-0.76] [2.2-9.4]
Antiproteinuria 5 p0 - App 9 IEC or ARB 12 IEC or ARB
treatment
IS treatment All CNI All CNI 16CNI, 1CS-AZA

HD: hemodialysis, IEC: angiotensin converting enzyme inhibitors, ARB: angiotensin receptor

blocker, CNI: calcineurin inhibitors, CS: corticosteroids, AZA: azathioprin

167



Figure 1-Hervé et al.
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ST2 (pg/ml)

Fig 1: Expression of sST2 in patients with FSGS. The level of sST2 was measured by ELISA in
patients with severe (patient N°1-6) or moderate form of FSGS (patient N°7-13), as well as in eight

normal subjects
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Figure 2-Hervé et al.
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Fig.2: Membranous ST2 is expressed on T lymphocytes of patients with recurrence .(A) PBMC
from all the patients were extracted from blood after transplantation. Cells were then stained with
CD3-PC5, CD4-FITC, CDS8-FITC and ST2 + anti mouse IgG1-PE, and analyzed by FACS. The
expression of CD4/CD8 and ST2 surface markers was analyzed after gating on CD3" cells (T
lymphocytes). One representative patient for each group is displayed. (B) The expression of
membranous ST2L has been investigated in different subpopulation of cells such as B lymphocytes,
NK cells, monocytes, CD4" and CDS8" T lymphocytes in PBMC of INS patients with (R) or without
recurrence (NR) and proteinuric controls (non-FSGS). We found an increase of ST2L marker
expression on the CD4" and CD8" T lymphocytes of recurrent patients, but also on their monocytes.
No expression of this membranous protein was found on B lymphocytes and NK cells for all the
groups
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Figure 3-Hervé et al.

A
ST2 concentration
after transplantation
700+ [
600+
T 5004
£
S 4004
o
~ 300-
o
o 2004
100
0 T
R NR non-FSGS
B
2500+ 2500+
20004 20004
- -
£ 15004 E 15004
o o
£ £
~ 10004 o 10004
= =
%) n
500+ 500+
0« 0-
R bef Tx R aft Tx NR bef Tx NR aft Tx
n=10 n=13

Fig.3: Concentration of soluble ST2 protein. The level of sST2 was measured by ELISA before
and after transplantation (A) in the sera of FSGS patients with (n=32 and n=20) or without recurrence
(n=75 and n=37) and in the sera of non-FSGS patients (n=51 and n=17).The bars represent the mean
values of ST2 (pg/mL). *p<0.05, **p<0.01. (B) ST2 concentration is represented before and after
transplantation for a same patient, with (R) or without recurrence (NR).
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Figure 4-Hervé et al.
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Fig.4: Effect of plasma of FSGS patients with or without recurrence on podocyte. Differenciated
podocytes were incubated with different sera samples. A final concentration of 3% of serum was
applied to the cells for one hour. Representative panels for each experiment is indicated. Light
microscopy analyses (A) and immunofluorescence analysis (B) of podocytes following incubation
with normal serum (NS), serum from patient with recurrence (R) and serum from patient without
recurrence (NR). Double staining was performed with anti-F actin (red) and anti-vinculin (green)
antibodies. (C). Differentiated podocytes were incubated with >ICr for two hours, then exposed to
serum from FSGS (5 recurrent and 5 non recurrent) patients for 3 hours. Results are represented as
percentage of specific lysis and the whiskers represent standard deviation.

172



Figure 5-Hervé et al.
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Fig.5: ST2 concentration correlates with the percentage of podocyte detachment in patients
with FSGS recurrence but not in patients without recurrence. A. The mean percentage of
podocyte detachment after incubation with sera from FSGS recurrent patients (n=14) and FSGS non
recurrent patients (n=13) is indicated. The whiskers represent standard deviation. **p<0.01. B.
Correlation between ST2 concentration and the percentage of podocyte detachment followingr
incubation with serum from FSGS patients with recurrence and FSGS patients without recurrence.
The coefficient correlation between the two parameters is of 0.86 for recurrent patients.
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Figure 6-Hervé et al.
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Fig 6: Effect of the different fraction from anti-ST2 column on podocyte detachment. A. Sera
from FSGS patients with (R) or without recurrence (NR) were passed threw an anti-ST2 column.
Effluent fraction (serum without ST2) and eluate (ST2) were kept and their activity were tested on
differenciated podocyte. The percentage of podocyte detachment was determined one hour after
serum incubation. B. effect of recombinant sST2 on podocyte. Four concentrations of sST2 were
used: 125, 250, 500, 1000 pg/mL. The experiments were performed in duplicate.

174



Figure 7-Hervé et al.
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Fig 7: Reactivity of sST2 eluates with ST2 antibody. Serum from recurrence (R) and non-
recurrence (NR) was incubated with anti-sST2 antibody-precomplexed with agarose beads. The
reactivity of eluted fractions and the unbound materials, with anti-sST2 antibody, was tested by
imunoblotting.
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C-2 Résultats complémentaires et discussion de I’article 4

Les travaux effectués par I’unit¢ INSERM 581 chez les patients LGM en rechute ont mis en
¢évidence dans les cellules T un profil a prédominance Th2 caractérisé par une activation de c-maf et
une sous-régulation de I’'IL-4 (Valanciute et al. 2004). Des études récentes effectuées chez la souris
ont décrit la présence d’un marqueur spécifique de la sous-population Th2 indépendant de la
production d’IL-4, le récepteur 4 a I’'IL-1, aussi appelé ST2L (Lohning et al. 1998; Ritz et al. 2002).
Une forme soluble de ST2 (sST2), contenant uniquement le domaine extracellulaire de ST2L, est
¢galement retrouvée dans le sérum lors des réactions anti-inflammatoires ou allergiques (Lambrecht
et al. 2000). Nous avons décidé, afin de déterminer si un profil Th2 similaire était observé chez les
patients récidivant, d’étudier I’expression de ST2L sur les différentes sous populations cellulaires
ainsi que la concentration sérique de la forme soluble.

Nous avons observé, dans les PBMC des patients récidivant, une plus forte expression de la
forme membranaire ST2L sur les lymphocytes T CD4" mais aussi CD8" par rapport a des PBMC de
patients ne récidivant pas ou protéinuriques d’une autre origine. Etonnemment, une forte proportion
de monocytes (CD14") ST2L" a également été observée chez les patients récidivant, suggérant a la
fois une activation lymphocytaire et monocytaire. La présence de ST2L sur les CD8" est également
troublante, puisque ST2L est peu voire pas du tout exprimé dans les T CD8" (Lohning et al. 1998),
indiquant chez nos patients un profil d’expression de ST2L anormal.

Parall¢lement a 1’étude de 1’expression de ST2L par cytométrie en flux, nous avons étudié
I’expression des transcrits de ST2L par PCR semi-quantitative avant et apres transplantation dans les
PBMC de patients récidivant ou non ainsi que dans leurs lymphocytes T CD4" et CD8" purifiés
(figure 23-A/B). Dans les PBMC totaux, nous observons une quantité de transcrits de ST2L
importante avant et aprés transplantation, aussi bien chez les patients récidivant que chez les non-
récidivant. De fagon surprenante, les patients ne récidivant pas semblent exprimer plus d’ARNm de
ST2L aprés transplantation alors que I’expression de la protéine par cytrométrie en flux est trés
faible. L’expression des transcrits de ST2L dans les lymphocytes T CD4" et T CDS8" purifiés
(pureté>90%) est quasi inexistante, sauf dans les lymphocytes T CD8" des patients récidivant (2/3).
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Figure 23 : Détermination par PCR semi-quantitative de I’expression de ’ARNm de ST2L dans les PBMC (A) et
les lymphocytes T CD4" et CD8" purifiés (B) de patients présentant ou non une récidive de SNI aprés
transplantation rénale.

L’étude des transcrits de ST2L ne refléte pas fidélement les observations obtenues avec la protéine
apres transplantation et ne semble donc pas étre une bonne méthode pour étudier 1I’expression de la
forme membranaire.

La concentration sérique de ST2 est élevée chez 80% des patients présentant une récidive
contrairement aux patients ne récidivant pas ou protéinuriques d’une autre origine. En revanche,
I’é¢tude des taux sériques chez les patients en dialyse, quelle que soit leur maladie initiale, retrouve
des taux ¢élevés de ST2. Cette observation suggere que la dialyse perturbe 1’expression de ST2
soluble de fagon non spécifique, et nous incite a étudier les taux de sST2 en dehors de tout traitement.

Le mécanisme de I’atteinte rénale dans les récidives reste inconnu. Certaines données
cliniques et expérimentales, issues de I’étude des formes génétiques de HSF ou de I’invalidation de
genes qui jouent un role clé dans le physiologie du diaphragme de fente, suggérent que le facteur
circulant agit en altérant le fonctionnement du podocyte (pour revue, (Huber et al. 2005)). Nous
avons donc testé 1’effet de sST2 sur des podocytes en culture, a partir d’une lignée développée par P.

Mundel (Mundel et al. 1997). Nous avons incubé les podocytes matures avec différentes
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% of podocyte detachment

concentrations de sérum et a des temps variables. Nous avons observé un effet optimal pour des
concentrations de 3 et 5% et a partir d’une heure d’incubation. Une concentration trop forte de sérum
(>10%) entraine une atteinte podocytaire non spécifique. La qualité des podocytes (aspect, nombre)
et des sérums (filtré, jamais décongelé) est trés importante pour la bonne marche du test, ainsi que la
présence systématique de plusieurs puits négatifs sur la méme plaque. Nous avons montré que seuls
les sérums de patients récidivant riches en ST2 provoquaient une réorganisation de 1’actine, une
rarification des points d’ancrage et entrainaient un décollement significatif des podocytes in vitro.
Des études antérieures ont décrit les mémes observations apres incubation de podocytes immortalisés
humains avec du plasma de patients néphrotiques, ainsi qu’une délocalisation de la néphrine, de la
podocine et de CD2AP dans le cytoplasme (Coward et al. 2005). Cependant, dans cette étude, aucune
quantification de I’atteinte n’a été réalisée, rendant difficile I’interprétation du phénoméne. Nous
avons estimé, dans notre modele, un pourcentage de décollement en se basant sur la quantité de
podocytes encore adhérents dans les puits incubés avec les différents sérums par rapport a la quantité
présente dans les puits contrdles (avec le milieu seul).

Nous avons pu montrer quantitativement que les sérums de patients récidivant entrainaient un
décollement podocytaire significativement plus important que ceux de patients ne récidivant pas,
mais aussi que ceux de patients protéinuriques d’une autre origine. D’autre part, nous avons trouvé
une corrélation entre le taux sérique de sST2 et le pourcentage de décollement. Nous avons reproduit
I’effet du sérum avec la forme recombinante de sST2 et montré que des taux de sST2 supérieurs a

250 pg/ml entrainaient des altérations séveres des podocytes (figure 24).

ST2 recombinant ST2 sérique
100 = 107
c
90 g
20 =
70 3
80 ko .
50 3 * .
40 & 401 .
o
304 '8
20 o e __
101 2 |
0 . . = = - 1 S 047 : T T T 1
00 200 400 600 800 1000 1200 0 500 1000 1500 2000
512 (pg/ mL) ST2 (pg/mL)

Figure 24 : Détermination de la concentration seuil de sST2 entrainant un décollement podocytaire supérieur a
20%.
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Cette valeur seuil pourrait expliquer pourquoi les sérums de patients non récidivant et
protéinuriques, ayant des moyennes de sST2 respectivement de 130 et 47 pg/mL, n’ont pas d’effet
sur la culture podocytaire. D’autre part, le fait que le ST2 recombinant et le sérum de patients
récidivant provoquent les mémes pourcentage d’altération podocytaires pour les mémes
concentrations de sST2 suggerent que le facteur sérique responsable de I’atteinte est bien sST2. De
plus, les sérums de patients récidivant privés de sST2 aprés passage sur colonne d’immunoaffinité
n’ont plus d’effet sur les podocytes in vitro.

Cependant, des concentrations importantes de ST2 sériques ont été décrites dans d’autres pathologies
telles que le sepsis (Brunner et al. 2004) et dans des mod¢les animaux d’inflammation pulmonaire
(Walzl et al. 2001) et d’arthrite (Leung et al. 2004). Ces fortes concentrations sont majoritairement
transitoires et rapidement réprimées alors que dans les formes séveres de HSF conduisant

majoritairement a la récidive, les taux sériques de ST2 restent élevés dans le temps (figure 25).
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Figure 25 : Récapitulatif de la moyenne des taux de ST2 soluble mesurés dans le sérum de patients récidivant et
non récidivant, avant transplantation (Tx), au cours de la dialyse et aprés transplantation.

Les patients présentant une HSF rapidement évolutive sont considérés comme étant plus a risque de récidiver alors que
ceux présentant une évolution lente ont plus de chance de ne pas récidiver. La ligne rouge en pointillée représente la
valeur seuil de ST2 estimée précédemment.
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Il semble donc que I’expression continue d’une forte concentration de sST2 soit liée a
certaines récidives de SNI, suggérant une anomalie dans les mécanismes de régulation négative ou
positive de ST2 (soluble et membranaire).

Les mécanismes conduisant a I’expression de ST2 membranaire ou de ST2 soluble ne sont
pas trés bien déterminés. Chez ’homme, il a été montré que ST2 soluble était produit par les
lymphocytes Th2 activés mais pas par les Thl suite a une stimulation par la PHA ou par un anticorps
anti-CD3 (Lecart et al. 2002), par les macrophages et les monocytes activés par le LPS ou des
cytokines pro-inflammatoires. Un rdle possible de ST2 soluble serait de réguler négativement
I’inflammation dépendante des macrophages, comme suggéré par les études chez la souris (Sweet et
al. 2001). La présence de fortes concentrations de sST2 dans le sérum de nos patients récidivant
pourrait refléter une tentative de sous-réguler une réponse Th2 ou macrophagique excessive. Le ou
les récepteurs de sST2 n’ont pas encore été identifiés, mais nos résultats suggerent indirectement que
les podocytes en possédent.

Les travaux concernant la forme membranaire sont un peu plus précis : ’expression de ST2L
est induite sur les lymphocytes Th2 activés par un anti-CD3 par une voie dépendante des MAP
kinases (Brint et al. 2002). ST2L est également exprimé sur les monocytes et les macrophages suite a
I’expression d’IL-4 et d’IL-5 par les lymphocytes Th2, et est réprimé suite a la sécrétion autocrine
d’IL-6, de TNFa et d’IL-1 par les macrophages (Meisel et al. 2001). Le signal délivré par ST2L
aboutit a la séquestration de MyD88, inhibant ainsi I’activation des macrophages induite par le LPS
(Brint et al. 2004). ST2L, tout comme sST2, participe ainsi a la régulation de 1’inflammation
dépendante des macrophages mais également au développement des réponses Th2. La forte présence
des deux formes de ST2 chez les patients récidivant correle avec le fait qu’aucune inflammation n’est
retrouvée dans les glomérules 1ésés.

Afin de mieux comprendre d’ou proviennent les fortes concentrations de ST2 soluble, nous
avons essay¢ de déterminer quels types cellulaires étaient capables de produire cette protéine. Nous
avons tout d’abord tenté¢ de marquer des PBMC de patients HSF grace a un anticorps anti-ST2, apres
perméabilisation. Malheureusement, sur quatre anticorps testés selon plusieurs conditions, aucun n’a
donné de signal spécifique. Nous avons alors stimulé in vitro des PBMC de patients (anti-CD3+anti-
CD28, PMA/ionomycine) a différents temps (7h, 24h, 48h) puis nous avons mesuré¢ 1’expression de
ST2 soluble dans les surnageants par ELISA. Aucune expression n’a pu étre mise en évidence dans

les surnageants quelles que soient les conditions appliquées et 1’origine des PBMC (récidivant, non
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récidivant). Plusieurs hypothéses peuvent étre formulées pour expliquer ce résultat négatif : nous
n’avons peut étre pas utilisé la bonne voie de stimulation et/ou la bonne concentration, bien que nous
ayons utilis¢ le méme protocole que celui décrit par Lecart et al. (Lecart et al. 2002). D’autre part, les
PBMC proviennent de patients traités et immunosupprimés, ce qui peut interférer avec le signal

d’activation.

Bien que d’autres travaux soient nécessaires a la validation de sST2 comme facteur de
perméabilité dans la récidive de SNI, cette protéine semble étre un bon candidat. D’autres arguments
en faveur de ST2 viennent des observations cliniques. En effet, notre équipe a précédemment montré
que le traitement du plasma sur colonnes d’immunoadsorption entrainait une amélioration
significative de la protéinurie, suggérant que le ou les facteur(s), retenu(s) sur la colonne, partage(nt)
des propriétés avec les Ig. Dans d’autres études, le poids de ce facteur a été estimé inférieur a 100
kDa (Dantal et al. 1994), puis entre 30 et 50 kDa (Savin et al. 1996). La protéine ST2 pourrait
correspondre a 1’un de ces facteurs puisqu’elle possede trois domaines Ig-like et qu’elle posséde une
masse moléculaire proche des 50 kDa. Nous avons vérifié et confirmé sa présence dans les éluats
d’immunoadsorption, ce qui prouve que sST2 est retenue par la protéine A. L’action de ST2 in vivo

ainsi que les mécanismes conduisant a I’agression et au décollement podocytaire restent a déterminer.
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IV CONCLUSION GENERALE/PERSPECTIVES

Nous avons choisi d’aborder les mécanismes du syndrome néphrotique idiopathique
corticorésistant grace a 1’étude d’une population homogeéne de patients présentant une récidive
immédiate apres transplantation rénale. Cette population caricaturale est la plus susceptible de
posséder un facteur de perméabilité préformé du fait de la rapidité de la récidive, et présente une
forme active de la maladie surtout apres transplantation et probablement avant. La population de
patients corticorésistants ne récidivant pas apres transplantation semble étre un bon groupe contrdle,
puisqu’elle présente une forme de SNI similaire avant transplantation mais une «rémission» apres
transplantation. Peu d’études ont été réalisées sur les formes corticorésistantes de SNI et la majorité
des avancées scientifiques concernent les formes corticosensibles. Plusieurs travaux ont décrit ces
derniéres années la présence d’anomalies du systéme immunitaire au cours des rechutes dans la LGM
et ont émis 1’hypothése qu’une réponse anormale T pouvait étre a 1’origine de la synthése d’un
facteur de perméabilité (pour revue, (van den Berg et al. 2004)). Les arguments en faveur d’un role
du lymphocyte T reposent essentiellement sur des observations et des arguments indirects et la
présence d’un facteur soluble toxique pour le podocyte in vitro.

L hypothése d’un réle du lymphocyte T dans le phénomene de récidive ne semble pas la plus
probable étant donné que le traitement par sérum anti lymphocytaire n’évite pas la récidive et que les
patients ont été résistants aux corticostéroides et a d’autres immunosuppresseurs. Pour ces patients, la
résistance aux traitements peut traduire I’implication de mécanismes non lymphocytaires mais aussi
refléter des mécanismes impliquant les lymphocytes T non modulables par ces traitements. Il faut
rappeler ici que le mécanisme d’action de la ciclosporine A a été suggéré par Savin et ne serait pas
dépendant de I’inhibition d’un facteur lymphocytaire mais agirait en protégeant les glomérules.
Ainsi, en se basant sur cette hypothése, et bien que les deux formes de SNI soient distinctes, nous
avons voulu étudier les phénotypes et les anomalies lymphocytaires T dans la récidive immédiate de
HSF apres transplantation.

Contrairement a I’analyse des formes corticosensibles en poussée et en rémission, nous nous sommes
heurtés a plusieurs inconvénients majeurs pour une étude portant sur le systéme immunitaire. En effet
les prélevements pré-greffe ont été réalisés alors que les patients étaient en dialyse, et la dialyse est
connue pour activer le systéme immunitaire (Amore et al. 2002). Apres transplantation, les conflits
allogéniques dus a la transplantation, la présence de traitements immunosuppresseurs vont également

influencer les réponses immunes. De plus, la population de patients récidivant est une population rare
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et souvent lymphopénique a cause des traitements immunosuppresseurs rendant le matériel
biologique précieux. L’utilisation de bons groupes controles, appariés pour 1’age, le traitement, et les
principales constantes biologiques est donc indispensable a I’interprétation des résultats. Nous avons
par conséquent étudi¢ en paralléle des patients HSF ne présentant pas de récidive apres

transplantation et des patients protéinuriques dont I’atteinte rénale n’est pas liée a un SNI.

L’étude de la réponse immunitaire des patients présentant une récidive de SNI aprés
transplantation rénale nous a permis de mettre en évidence plusieurs observations. Contrairement a
I’hypothése de départ ou I’implication de lymphocytes T activés était plutot évoquée, 1’étude des
anomalies du TCR dans les PBMC des différents groupes de patients avant et aprés transplantation a
révélé la présence d’un répertoire T peu altéré chez les patients récidivant, représentatif d’une
population plutdt naive. Nous avons observé chez ces mémes patients aprés transplantation, grace a
une analyse par cytométrie en flux, la prédominance d’une population CD8" naive, probablement due
a une anomalie d’apoptose. En effet, la baisse de transcrits d¢ MAPK9 observée dans les T CD8"
aprés transplantation, associée a des anomalies de régulation de kinases cytoplasmiques apres
stimulation et a une activation nucléaire constitutive vont dans le sens d’une telle hypothése.

Parallélement aux travaux effectués sur les cellules immunitaires, et en collaboration avec
I’unit¢ INSERM 581 de Créteil, nous avons mis en évidence spécifiquement dans le sérum des
patients transplantés avec une récidive une concentration plus ¢€levée d’une protéine anti-
inflammatoire, sST2. A partir de tests in vitro sur des podocytes immortalisés en culture, nous avons
montré que seule I’incubation des podocytes avec les sérums de patients récidivant entrainait leur
décollement de la matrice, et que l’intensité du décollement podocytaire corrélait avec la
concentration de ST2 sérique. L’incubation des podocytes avec du ST2 sérique isolé a partir de
colonnes d’immunoaffinit¢ ou de ST2 recombinant provoque également leur décollement. A
I’inverse, 1’activité des sérums de patients récidivant sur les podocytes est perdue lorsque ST2 est
préalablement absorbé sur une colonne d’immunoaffinité. La forme membranaire de ST2 (ST2L) est
également exprimée de facon plus importante sur les lymphocytes T CD4" et CD8" et surtout sur les
monocytes/macrophages périphériques des patients récidivant.

En partant de deux analyses différentes, 1’'une portant sur une analyse directe des populations
immunitaires et I’autre portant sur I’étude d’un facteur plasmatique potentiel, nous ne mettons pas en

¢vidence les mémes populations. L’analyse phénotypique et fonctionnelle révéle plutdt une
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population CD8" naive alors que I’étude du facteur soluble évoque plutdt I’implication des
monocytes/macrophages. Il faut cependant rappeler que toute 1’analyse phénotypique a été effectuée
sur les populations lymphocytaires triées, rendant impossible une identification des macrophages.
L’observation de la localisation des tyrosines phosphorylations par immunofluorescence a quant a
elle été réalisée sur des PBMC totaux, et n’exclut pas que certains profils d’activation observés

puissent concerner des monocytes/macrophages.
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Figure 26 : Hypothése reprenant les résultats obtenus dans les différents articles ainsi que les principales
observations de la littérature concernant les anomalies immunitaires dans la récidive SNI aprés transplantation.

L’activation constitutive de certaines tyrosines kinases (TK) va entrainer, chez les patients présentant une récidive de SNI
aprés transplantation, une inhibition de I’apoptose des cellules T CD8" naives exprimant les marqueurs CD62L et CD28.
La survie de ces cellules va peut étre conduire a la sécrétion de facteurs plasmatiques (FP) toxiques pour le podocytes. La
méme anomalie de phosphorylation dans les macrophages va entrainer une boucle d’activation de la réponse
inflammatoire (TNF, IL-1, IL-6) et de régulation de I’inflammation par les lymphocytes Th2 (IL-10, IL-13). Les
lymphocytes Th2 vont également produire du sST2 en grande quantité et d’autres facteurs de perméabilité qui vont
conduire a une atteinte podocytaire et au décollement de ces cellules de leur matrice.
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En tenant compte de nos résultats et de ceux de la littérature, nous avons essay¢ d’émettre une
hypothese (figure 26) basée sur un défaut de régulation de tyrosines kinases et en particulier celles de

la famille des Src kinases dans les cellules T CD8" naives et dans les macrophages.

Cellules T naives

Un défaut de déphosphorylation de tyrosines kinases telles que Ick ou fyn (famille Src) va provoquer
la survie de lymphocytes T CD8" naifs exprimant les marqueurs CD62L et CD28. L’activation
constitutive des tyrosines kinases va également entrainer une activation du facteur NFxB, ce qui peut
conduire a la production anormale de facteurs tels que le(s) facteur(s) de perméabilité et/ou ST2
soluble. La prédominance de cellules T CD8" naives peut étre aussi uniquement le reflet d’anomalies

de régulation au niveau d’une kinase ubiquitaire, sans effets déléteres sur le glomérule.

Macrophages

La présence de macrophages CD4'/CD8", représentant 1 a 17 % des macrophages totaux d’un
individu normal, a récemment été décrite (Baba et al. 2005). Supposons que les macrophages qui
expriment le marqueur CD8 présentent, comme chez les T CD8" naifs, une anomalie de régulation
d’une tyrosine kinase impliquée dans la voie d’activation du LPS (TLR-4) (Stefanova et al. 1993).
L’activation constitutive de la voie du TLR-4 va conduire a une augmentation de I’activité¢ du facteur
de transcription NFxB et a la synthése de cytokines pro-inflammatoires (TNFo par exemple,
augmenté dans le SNI) mais aussi de molécules inhibitrices de cette activation comme ST2L ou
sST2. Le TNFa ainsi sécrété va conduire a une différenciation des ThO en un profil plutdt Thl. Cette
production anormale deThl, associée a 1’activation macrophagique et a I’expression de ST2 soluble
va entrainer une expression de type Th2. Les lymphocytes Th2 vont alors produire des cytokines
anti-inflammatoires en particulier de I’'IL-10, de I’IL-13 et du ST2 soluble pour tenter de contenir
I’activation macrophagique exacerbée. Cependant, du fait de [D’activation constitutive des
macrophages, ’inhibition par les cytokines Th2 ne va pas étre complétement efficace, ce qui va
entrainer une production encore plus forte de ces cytokines.

Cette boucle d’activation/régulation va produire des molécules ou cytokines qui peuvent avoir un
effet néfaste sur le podocyte, en particulier le NO, le TNF (macrophages) et le ST2 soluble

(Th2/macrophages). D’autres facteurs de perméabilité non déterminés peuvent également intervenir.
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Notre hypothese est donc que la présence de fortes quantités de ST2 soluble dans le sérum des
patients récidivant ainsi que du marqueur ST2L sur leurs macrophages peut traduire une réponse Th2

exacerbée pour contenir une suractivation macrophagique.
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Perspectives
g Etude de I’effet de ST2 in vivo

Une expression transitoire de sST2 a déja été induite chez I’animal par injection en i.p d’une forte
quantité de protéine ST2 soluble recombinante (Sweet et al. 2001). Aucune protéinurie, méme
transitoire, n’a été relatée chez ces souris, mais il n’est pas certain que cette derniére ait été mesurée.
L’hypothése est que, chez nos patients, une forte expression de ST2 soluble (> 400 pg/mL) mais
surtout continue est responsable de la protéinurie. La production d’un AAV (Adeno Associated
Virus) codant pour la protéine sST2 recombinante est en cours. L’AAV est un vecteur dont la
transduction est efficace pour une grande majorité des cellules, il permet des expressions durables in
Vivo et il posséde un faible pouvoir immunogéne. Il faudra dans un premier temps déterminer la voie
d’injection la plus efficace (i.v, intramusculaire) et quantifier la production de sST2 sérique par
ELISA. Si I’expression de sST2 est suffisante, un suivi quotidien de la protéinurie sera réalisé ainsi
qu'un phénotypage des cellules immunes périphériques. La réponse anti-virale sera également
vérifiée.

Nous souhaitons ainsi déterminer si la forte production de sST2 est capable, a elle seule, d’induire

une protéinurie chez ’animal.

¢ Identification des cellules productrices de sST2

Nous avons montré que les patients récidivant possédaient des taux sériques de sST2 élevés.
L’identification des cellules produisant cette protéine pourrait permettre de mieux comprendre les
mécanismes impliqués dans le phénomeéne de récidive, et de pouvoir cibler plus spécifiquement ces
cellules. Deux méthodes peuvent étre envisagées :

Par immunocytofluorométrie : des cytospins ont été réalisées a partir de PBMC de patients HSF au
fur et a mesure de 1’étude et conservées a —20°C. Un double marquage avec un anticorps spécifique
d’un type cellulaire (CD8, CD4, CDI14, CD3, CD56) puis d’un anticorps anti-ST2 apres
perméabilisation pourra étre réalisé. Cette technique a 1’avantage de permettre une localisation
visuelle de sST2 et de s’affranchir du marquage de la forme membranaire.

Par cytométrie en flux (FACS intracellulaire): Cette technique permet un phénotypage plus précis

grace a l’utilisation simultanée de plusieurs anticorps. La protéine sST2 sera marquée avec un
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anticorps anti-ST2 aprés perméabilisation des cellules. L’inconvénient est que la forme membranaire

ST2L sera comptabilisée. Un contrdle avec le marquage membranaire seul est nécessaire.

¢ Localisation et identification du récepteur de sST2

Le récepteur de sST2 n’a pas encore été identifi¢ a ce jour mais plusieurs études ont montré que la
protéine soluble était capable de se lier aux lymphocytes B, aux cellules du myélome (Yanagisawa et
al. 1997) et aux macrophages (Takezako et al. 2006). Nos résultats suggerent que sST2 est également
capable de se lier aux podocytes en culture.

Afin de vérifier cette hypothése, nous pouvons incuber les podocytes immortalisés matures avec du
sST2 recombinant & des temps précédant le décollement (10 min, 20 min, 40 min), fixer les cellules
et réaliser un marquage avec un anticorps anti [gG-humaine pour détecter la partie recombinante. Le
marquage des podocytes seuls avec I’anticorps anti-ST2 va également nous permettre de déterminer
la présence de la forme membranaire ST2L. Or, il n’est pas exclu que les podocytes possédent ST2L
en surface puisque la présence de son ARNm a été mise en évidence dans le rein (Kumar et al. 1997).
Si sST2 se lie effectivement aux podocytes, nous pouvons essayer d’identifier le récepteur par
immunoprécipitation a partir de lysats podocytaires. Si la quantité de protéine obtenue est suffisante,
elle pourra étre séquencée ou bien injectée chez I’animal afin de produire un immun-sérum

spécifique.

¢ Voie de signalisation de sST2 induite dans les podocytes

En paralléle de la détermination du récepteur de sST2, la voie induite par sST2 ainsi que les
mécanismes conduisant au décollement podocytaire seront étudiés. Les podocytes matures seront
incubés avec des concentrations différentes de sST2 (150-500 pg/mL) a des temps précoces (5 min,
10 min, 15 min) dans un premier temps. A partir des lysats, I’expression et le profil d’activation de
protéines appartenant a la voie du TLR-4 (IRAK, JNKI1, p38, NFkB), a la voie d’apoptose décrite
dans les podocytes (caspase 3, p38, NFkB) et aux différentes protéines de structure podocytaire
(néphrine, podocine, CD2AP, B-intégrines) sera analysée par western blot. En collaboration avec
I’INSERM 581, I’expression de c-maf et de c-mip/Tc-mip podocytaire pourra également étre

effectuée, ainsi que la mesure de I’activité de la caspase 3 par ELISA.
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Nous espérons montrer que ST2 induit dans les podocytes une voie pro-apoptotique, conduisant au

décollement.

¢ Meilleure caractérisation des cellules naives

La prédominance d’une population de lymphocytes T CD8" naifs chez les patients présentant une
récidive est assez troublante et pourrait refléter, comme nous 1’avons suggéré, une anomalie au
niveau de la régulation de tyrosines kinases.

Nous souhaitons dans un premier temps mieux caractériser le phénotype de ces cellules naives par
cytométrie en flux, en regardant I’expression de CD8, CD34, ST2L, CD28 et CD62L par marquage 6
couleurs (FACSAria). Comme une anomalie d’apoptose est supposée, un test TUNEL sera réalisé sur
les cytospins réalisées a partir de PBMC de patients HSF afin de déterminer si les cellules des
patients ne récidivant pas possédent plus d’apoptose que celles de patients récidivant.

La présence d’une anomalie de phosphorylation de Ick (56 kDa) et de fyn (59 kDa) devra étre
confirmée grace a I’utilisation d’anticorps spécifiques de la forme active et de la forme inactive. Une
¢tude de D’activation des phosphatases associées, SHP-1 et CD45-PTP pourra également étre
envisagée afin de mieux caractériser I’anomalie observée.

Enfin, comme une augmentation de cette population est associée a la présence de fortes
concentrations de sST2, nous vérifierons si les lymphocytes T CD8" naifs sont capables de produire

du sST2, par cytométrie en flux comme précédemment évoqué.

¢ Role des macrophages

Notre étude a mis en évidence un rdle possible des macrophages dans les mécanismes de la récidive.
Tout comme pour les cellules T CD8" naives, nous souhaitons dans un premier temps réaliser un
phénotypage précis des macrophages, par cytométrie en flux, chez les différents groupes de patients.
Plusieurs marqueurs peuvent étre envisages : CD8, CD4, CD14, ST2L dans un premier temps puis
des marqueurs plus spécifiques comme CD163 (phase tardive d’inflammation) ou I’anticorps 25F9
(macrophages matures).

Les monocytes/macrophages des patients pourront étre triés négativement grace a un kit spécifique.

Le tri négatif a I’avantage de réduire 1’activation cellulaire non spécifique. Des tests de stimulation au
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LPS pourront étre réalisés in vitro sur les cellules triées, puis les profils d’activation observés en
western blot. La présence de sST2 dans les surnageants sera également évaluée par ELISA, ainsi que

la production de cytokines telles que le TNFa, I’IL-1 et I’IL-6.

¢ Traitement grace a un anticorps anti-ST2

Si ’expression continue de sST2 chez les rats ayant recu ’AAV donne des résultats encourageants,
nous pourrons alors envisager un traitement avec un anticorps monoclonal anti-ST2 humain, comme
cela a préalablement été décrit chez un modele murin d’inflammation (Walzl et al. 2001). Chez
I’homme, ’utilisation d’un anticorps anti-ST2 dans le traitement de la récidive semble peu adapté. En
effet, les anticorps actuellement disponibles reconnaissent aussi bien la forme soluble que la forme
membranaire, ce qui risquerait d’entrainer des effets secondaires délétéres. Il serait préférable
d’utiliser un anticorps qui bloquerait le récepteur de sST2, encore non déterminé, sauf si ce récepteur
est ubiquitaire. Une autre solution serait d’épurer sST2 de fagon spécifique grace a une colonne
d’immunoadsorption. Des travaux sont encore nécessaires, mais une telle perspective ouvre de

grands espoirs dans le traitement des formes récidivantes de SNI.

% Apport du rat Buffalo

Nous avons vu dans le premier article que I’apparition de la maladie du rat Buffalo était associée a la
présence intra-rénale de macrophages et de lymphocytes Th2. Il serait intéressant de vérifier chez ce
modele animal la présence de sST2, ainsi que 1’effet de son sérum sur des podocytes en culture, afin
d’en faire un mod¢ele d’étude paralléle. L’un des problémes majeurs pour cette étude chez le rat est
qu’il n’existe pas a ce jour d’anticorps anti-rat ST2. Nous avons essay¢ de doser le sST2 du rat avec
le kit ELISA humain mais nous n’avons obtenu aucun résultat, suggérant que ’anticorps humain ne

réagit pas avec le sST2 de rat.
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The identification and characterization of circulating
factors that alter glomerular permeability in idiopathic
nephrotic syndrome (INS) remain the subject of inten-
sive research in nephrology. The existence of such
factors was initially evoked by Shalhoub in 1974 [1]
and. although they are thought to be of T-cell origin,
their precise nature remains clusive. INS recurs imme-
diately after kidney transplantation in 30% of patients
with corticosteroid- or cyclosporin A-resistant INS [2].
The rapidity of this recurrence and the beneficial effects
of plasmapheresis [2] and/or immunoadsorptions [3],
together with several cases of materno-fetal transmis-
sion of glomerular abnormalities [4], lend credence to
the involvement of plasmatic factors. In addition. the
beneficial effects of corticosteroids and/or immunosup-
pressive therapies on the initial disease and the T-cell
abnormalities recently reported in steroid-sensitive
INS [5] indirectly support a T-cell origin.

Hypothetical plasmatic factors

Major discrepancies have been revealed in the results
of studies on the putative plasmatic factor(s) performed

Correspondence and offprint requests to: Jacques Dantal, Service
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Mantes Cedex, France. Email: jacques.dantali@ chu-nantes. fr

in vitre or in vivo in rodents. These discrepancies
could be related to the origin of the biological fraction
tested [i.e. cortico-sensitive disease, recurrence after
transplantation, genetic variant of focal and segmental
elomerulosclerosis (FSGS)] and/or to the sensitivity
or specificity of the experiments in question. Studies of
patients with steroid-sensitive minimal change disease
using stimulated cultured T cells, T-cell hybridomas or
serum have described hypothetical plasmatic factors.
Nevertheless, the specificity of these factors is poor
and no firm conclusions could be drawn. Currently,
the best characterized candidate in these steroid-
sensitive patients is haemopexin [6]. The activity of
this 100 kDa haem-binding protein correlated tightly
with INS eveolution (remission/relapse). Moreover,
haemopexin has been shown to reduce the anionic
charges of the filtration barrier [7] and to have protease
activity [8].

Other groups have studied the putative FSGS factor
following INS recurrence post-kidney transplantation.
The first reported approach consisted of injecting
different plasmas or plasma fractions into rats (intra-
venously and/or intraperitoneally). These reports were
encouraging as they demonstrated the transfer of (an)
albuminuric factor(s) in wive [3.9]. Nevertheless, the
results were difficult to reproduce and a clear lack
of specificity was demonstrated [10]. These negative
results could have been due to a low final concentration
of a putative factor, species specificity and /or the pres-
ence of an antagonist/neutralizing factor in normal
rat serum. The second approach consisted of using
isolated rat glomeruli in vitro. Using this technique,
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pre-transplantation plasma or fractions from INS
patients were shown to increase the albumin
permeability of normal glomeruli but did not scem
to be specific to the disease (Le. 30% of membranous
glomerulonephritis  patients) [11]. Greater risk of
recurrence was reported for patients in whom pre-
transplant sera induced a high albumin permeability
[12]. but the predictive value of this particular test was
not a consistent finding [11]. This bioassay was used in
an attempt to detect and identify the plasmatic factor
but, despite the use of various samples, no biochemical
characterization was performed.

Genetic contribution

More recently, major progress in our knowledge
concerning the mechanisms of INS has come from
the identification of some key proteins of the podocyte
slit diaphragm. These proteins, which are inter-related,
are critical for congenital and early childhood onset
nephrotic syndrome [13,14]. Their role is to maintain
the integrity of the slit diaphragm and thus its
permselectivity [15]. Late recurrence of INS reported
in transplanted children with congenital nephrotic
syndrome of the Finnish type was elegantly demon-
strated to be related to an immunization against
nephrin inherent to normal kidney grafts [16].
However, the difference between the intrinsic ‘genetic’
form and the extrinsic ‘immunological’ form due to
an extra-renal factor of nephrotic syndrome is not
clear-cut. Recurrence of nephrotic syndrome after
kidney transplantation is observed in 353% of patients
with the ‘immunological’ form, but also in 8% of
patients with podocin mutation [17]. Morcover, the
involvement of plasmatic factors in the recurrence of
congenital nephrotic syndrome cannot be totally
excluded, as an increase in albumin permeability
was detected with the serum of these patients. both
before and after transplantation [18]. The pathophy-
siological mechanisms underlying INS and its recur-
rence after kidney transplantation are more complex
than the simple hypothesis of an albuminuric factor.
They probably involve disequilibria between perme-
ability-inducing as well as protective factors, rendering
their identification more difficult.

Podocyte culture technigues

The successful transfection of primary cultures of
human or mouse podocytes with a temperature-
sensitive gene construct represents a new and practical
tool to study podocyte biology [19.20]. Differentiated
podocytes express the typical markers of in vive
podocytes, including key proteins of the slit diaphragm
such as synaptopodyn, P-cadherin. nephrin, podocin
and CD2ZAP. This cell line can thus be used as a new
tool to examine the effect of nephrotic plasma directly,
with a particular focus on the organization of the slit
diaphragm complex.
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First, it has been reported that incubation of this
immortalized podocyte cell line with normal or non-
nephrotic plasma is associated with the develop-
ment of long foot processes and the localization of
nephrin, podocin and CD2AP at the cell surface [19].
Recently, Coward er al. [21] published significant
data using these cells. They showed an abnormal
distribution of slit diaphragm proteins after 48h
exposure to nephrotic plasma, with nephrin, podocin
and CD2AP being retained within the cytosol.
Previously, two key findings have come from human
and animal models of nephrosis: it was shown that
nephrin and podocin are localized away from the
slit diaphragm in nephrotic patients and that there
was a change in slit diaphragm proteins from a linear
capillary loop pattern in  normal glomerulus
to a granular intracellular translocation in conditions
of heavy proteinuria [22-24]. The experiments on
podocyte culture are therefore able to reproduce
in vitro what is thought to occur in vive during
nephrotic syndrome.

Immortalized podocytes are also unique tools for
the analysis of intracellular mechanisms of podocyte
differentiation and dedifferentiation. The maintenance
of the differentiated form. observed with sera from
patients in remission, is mediated within minutes
through the suppression of calcium flow, via a kinase
pathway. Moreover, recent studies showed that block-
ade of integrin-linked kinase prevented podocyte
detachment [25] and that activation of a mitogen-
activated protein kinase (MAPK) such as p38 was
necessary for podocyte injury [26]. Thus, podocyte
activation by kinases seems to play a crucial role
in the dedifferentiation process. Another interesting
observation made by Coward and colleagues [21]
was that normal serum could reverse the delocalization
of nephrin, strongly supporting the possibility of a
defective or missing protective factor in nephrotic
plasma.

The nephrotic stage: a critical balance

The hypothesis that nephrotic patients lack plasmatic
factors essential for the maintenance of glomerular
permeability was initially evoked by studies based on
isolated glomerular experiments as well as the results
obtained using immortalized podocyte cell lines. This
hypothesis agrees with the failure to transfer albumin-
uria to animals using sera, plasma or immunoadsorp-
tion eluates and with the inability to reproduce these
experiments due to the presence of natural factors
that could reverse the effect of the transferred material.
Further evidence for the loss of factor(s) neocessary
for the maintenance of glomerular permeability comes
from the description of increased glomerular perme-
ability in the isolated glomerular test using sera from
FSGS patients bearing the NPHS2 gene mutation [18].
In the latter case, urine from nephrotic patients, but
not from normal controls, blocks in vifre the induction
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of glomerular abnormalities. strongly suggesting the loss
of a protective factor in the urine of nephrotic patients.

Finally, is this hypothesis plausible with clinical
observations? The mechanisms of action of plasma
treatment are not clear: to our knowledge, ~60% of
adult patients with FSGS recurrence present an initial
complete or partial remission after such treatment,
but no differences can be found with respect to the
substitution fluids used (albumin w»s fresh frozen
plasma). Morcover, immunoadsorption onto protein A
or lg-Therasorb columns can give equivalent results
without any protein substitution [2,28]. In addition, this
effect is not specific for FSGS recurrence and was also
reported in nephrotic syndrome of other origins [29].
Thus, these observations do not support a decrease of
a protective factor and sugeest that if these treatments
could modify the balance between circulating factors,
they act mainly by the removal of proteinuric factors.
In the recurrent patients, the only widely accepted
concept is the immediate recurrence of albuminuria.
suggesting that the presence of a pre-formed factor is
able to affect glomerular permeability of the kidney
graft. The discrepancies concerning the predictive value
of the effect of pre-transplantation sera on isolated
glomeruli also need to be reconsidered. The defect of a
protective factor is difficult to explain by a urinary loss
process as these pre-transplanted patients are generally
anuric and non-nephrotic. In addition. the high doses
of cyclosporin delivered as the first-line therapy for
patients with immediate FSGS recurrence could also
protect the glomerulus from an extra-renal aggression
[27] rather than only block the production of an
albuminuric factor of T-cell origin. The non-specific
finding reported recently by the loss of a protective
factor(s) seems to be more related to the consequences
of FSGS that could lead to an amplification loop of
the glomerulonephritis, rather than to the cause of the
initial discase. In addition, circulating factors have to be
considered as well as factors that could be of autocrine
origin.

Conclusion

The balance between different factors able to alter or
protect the elomerulus leads us to a new and
stimulating field of research certainly more complex
than the simple search for a proteinuric factor.
The immortalized podocyte model will provide an
additional in wvirre test for a more precise analysis
of the factors involved in the maintenance of
podocyte differentiation and will provide new
insights into the puzzling mechanisms of nephrotic
syndrome.
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Abstract

Buffalo/Mna rats spontaneously develop a nephrotic syndrome with focal segmental
glomerulosclerosis. We showed that this rat nephropathy recurs after renal transplantation suggesting,
as suspected in human, the presence of a circulating factor. We now reported on this strain of rats the
anti-proteinuric effect of Corticosteroids and/or cyclosporin A, of anti-T or B-cell specific treatments
(T cell receptor monoclonal antibody, Mitoxantrone) and of an analogue of deoxyspergualin (LF15-
0195). CS, CsA, CS-CsA combination and anti-T cell treatments lead to a transient and partial
reduction of proteinuria (48%, 65%, 68% and 65%, respectively) while Mitoxantrone showed no
effect. In contrast, LF15-0195 treatment led to a rapid and complete remission of the proteinuria
(<0.17 g/mmol; p<0.05) and restored normal histology of the kidneys. Finally, a Facs analysis of
blood samples revealed that a population of lymphocytes T CD25" is significantly increased in LF15-
0195 treated rats but not in non-immunosuppressive isomer treated rats (LF15-0296). The mechanism
of action of LF15-0195 in the Buffalo/Mna glomerulonephritis remains to be determined but these
results provide a promising therapeutic approach in human. A clinical trial of LF15-0195 (or

analogue) for relapsing FSGS patients after kidney transplantation is now necessary.

Medline key words: FSGS, Animal model, Buffalo/Mna rats, Glomerulonephritis and

Deoxyspergualin.
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Introduction

Idiopathic nephrotic syndrome (INS) with primary focal segmental glomerular sclerosis (FSGS)
lesions is a disease of unknown etiology, defined by a selective proteinuria, hypoalbuminemia and
non-specific lesions with a glomerular sclerosis following synechia between the floculus and the
Bowman’s capsule. Treatments such as corticoids (CS), cyclosporin A (CsA) and cyclophosphamide
(Cy) remain its key treatments (for review see (1)) but at least 20% of affected patients ultimately
require hemodialysis and/or kidney transplantation for end stage renal failure (ESRF). In 25 to 40%
of transplanted patients, the initial disease immediately relapses on the renal transplant (2). This
immediate (and iterative) recurrence and the beneficial effect of plasmatic exchanges (3) or
immunoadsorptions (4, 5) strongly strengthened the presence of a yet uncharacterized circulating
factor. The treatment of FSGS recurrence is still discussed and we consider that 50% of these
transplants were lost from recurrence (2). In addition, a rapid lost due to a recurrence of the initial
disease is considered as a contraindication to a further transplantation, leading to accumulation of

these patients in dialysis.

Animal models of FSGS have been described but are mainly more related to secondary forms of
FSGS (6-8) and do not supply a causal model in which a putative permeability factor could be
involved (9). The Buffalo/Mna rat strain develops a spontaneous glomerulonephritis from to 2-3
months of age, in a normotensive and non-uremic animal (10). At that time, only minimal change
glomerulonephritis could be observed, FSGS lesions appear later after 4 to 6 months of age (11).
Despite having a genetic background suggesting a potential biochemical podocyte abnormality (the
knowledge of such mechanisms is currently growing in humans, 12), we have recently suggested the
potential involvement of a circulating factor in this model, through transplantation experiments.
Indeed, we have demonstrated the recurrence of the initial disease after transplantation of normal rat
kidneys into Buffalo/Mna recipients and its remission when albuminuric Buffalo/Mna kidneys were

grafted into a normal environment (13).
In this study, we have used the Buffalo/Mna strain to test the antiproteinuric effect of various

immunosuppressive drugs. We found a marginal effect of CS and/or CsA and of anti-T cell therapy

while the use of an anti-B cell treatment remains without effect. In contrast, a deoxyspergualin (DSG)
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analogue, LF15-0195 (14), specifically triggers a complete but transient remission of the
Buffalo/Mna kidney disease on the proteinuria as well as on the histological presentation. In addition,
this treatment induces an increase of a CD25" T cell population, suggestive of a peripheral immune
regulatory population as recently demonstrated in different models of allotransplantation and auto-
immune diseases. These findings will provide new insights into the mechanisms of proteinuria in this

model and could have important clinical applications.
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Materials and Methods

Animals: The Buffalo/Mna rat strain maintained in our lab was originally kindly provided by Dr
Saito (Central Experimental Institute, Nokawa, Kawasaki, Japan). The animals were born from a
unique couple and bred for at least 10 generations. The animal care involved in this study was in

strict accordance with our institutional guidelines.

Proteinuria measurement: The animals were placed in metabolic cages for 24h before

measurement with free access to drink but without food pellets, to avoid contamination of urinary
samples. The total urinary protein concentration (g/L) was measured by a colorimetric method using
a Hitachi autoanalyser (Behringer). Urinary creatinine (mmol/L) was measured by the Jaffé method.
Proteinuria was expressed according to: Proteinuria (g/mmol) = urinary proteins (g/L) / urinary

creatinine (mmol/L) and was considered as abnormal when greater than 0.17 g/mmol.

Treatments: Five to six-month-old male proteinuric Buffalo/Mna rats were allocated to groups of
five animals. The treatments used were Methylprednisolone (Cox-Qualimed, France), Cyclosporin A
(Sandimmun®, Novartis, France), Mitoxantrone (Novantrone®, Wyeth-Lederlé, Paris-La Defense,
France) and LF15-0195 (an analogue of the 15-deoxyspergualin, and its control isomer, the LF15-
0296, Fournier, Daix, France). The R7.3 Ab, a purified mouse monoclonal antibody recognizing a
constant determinant of the rat T-cell receptor 3 chain and its isotypic control (3G8, an Ig G;) were
obtained from European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC, Salisbury, UK). For clarity,
all the treatment groups are presented in Table 1. The dosage and duration of the treatment period
were defined according to the references of the literature, in the absence of remission the maximal
duration was of 60 days. Proteinuria and serum creatinine were measured before treatment initiation
and at regular intervals thereafter. Animals of group 7 and 8 were sacrificed during the remission

period (proteinuria < 0.17 g/mmol) for histological examination.

5/6 nephrectomy on Wistar rats: We realized the 5/6 nephrectomy by an uninephrectomy of left
kidney followed by a ligature of 2 of 3 branchs of renal artery of the right kidney (n= 8). Proteinuria
of these rats was observed and when this became around 0.5 g/mmol, we treated rats either by LF15-

0195 (1mg/kg/d) or by LF15-0296 (10mg/kg/d) during 30 days.
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Flow cytometry: Cells were prepared from 2ml blood samples. All antibody dilutions and washes
were performed in PBS 0.2% bovine serum albumin and 0.1% NaN3. After lysis of erythrocytes with
hypotonic solution (NH4CI-KHCO3-Na2EDTA, pH 7.2), cells were saturated with rat serum diluted
1/2 in PBS-BSA-NaN3 for 30 min and incubated for 30min at 4°C with a saturating concentration of
a specific anti-rat mAb (Ox1+0x30: anti-CD45; R7.3: anti-TCRf; Ox8: anti-CD8; W3/25: anti-CD4;
0Ox33: anti-CD45RA; ED3: anti-macrophagic syaloadhesin; 3.2.3: NKR). Cell were washed, stained
with FITC-labeled donkey anti-mouse IgG (Jackson Laboratories, Immunotech, Marseille), washed
and analyzed. For double staining, cells were simultaneously incubated with a saturating
concentration of FITC labeled mAbs (Ox19: anti-CDS5; anti-CD3; ED3 and 3.2.3) and biotinylated-
mAbs (Ox1+0x30; Ox8; W3/25; Ox 33; Ox26: Transferin Receptor; Ox 39: anti-CD25 or IL2
Receptor a chain) for 30min at 4°C. All mAbs were obtained from the ECACC, purified and labeled
in our laboratory. For negative controls, cells were first incubated with isotype-matched, irrelevant
mAbs (mouse anti-human Abs). After two washes, cells were incubated for 30min at 4°C with
streptavidin-phycoerythrin  (Jackson, Immunotech, France), then washed and analyzed.
Cytofluorometric analysis was performed on a FACScan (Becton-Dickinson) using CellQuest

Software. 10000 events were acquired for each sample.

Light-microscopy examination: Kidney samples were fixed for 20 min in Carnoy solution and then
in 10% buffered formalin and embedded in paraffin. 4pm-sections were stained with hematoxylin
and phloxin (HP), periodic acid Schiff (PAS), Masson trichrome and periodic acid-silver
methenamine (PAM). Slides were analyzed by an independent pathologist. Lesions were estimated
and counted on five fields at a 100X magnification. For electron-microscopic examination, kidney
biopsies were fixed in 2.5% glutaraldehyde, post-fixed in a mixture of 2% osmium tetraoxide in
200mM cacodylate buffer, pH 7.2 and embedded in Epon 815. Thin sections were stained with lead

citrate and uranyl acetate and examined using a Hitachi electron microscope at 2000KeV.
Statistical analysis: The Wilcoxon test was used to compare the proteinuria level before and after

treatment. p<0.05 was considered as significant. The Student t test was used to compare histological

data in Table II and in Facs analysis to compare different cells populations before and after treatment.
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Results

Corticosteroids, Cyclosporin A and R7.3 partially and transiently reduce proteinuria in
Buffalo/Mna rats while Mitoxantrone had no effect.

CS treatment significantly reduced urinary protein excretion, which reached a minimum value of
51% of the initial level after 10 days. This level was maintained until the end of the treatment period
(Fig.1a, p<0.05). CsA treatment was also associated with a significant 68% decrease in proteinuria,
which was maximal on Day 30 (Fig.1b, p <0.05). These reductions of proteinuria were statistically
significant in comparison with Day 0, however, the lowest average value obtained after these two
treatments did not reach the normal range for healthy rats (<0.17 g/mmol). Furthermore, the
proteinuria slowly increased thereafter, reverting to pre-treatment levels. During these treatments,
serum creatinine remained stable and within the normal range (26.2 £ 3.5 umol at Day 0 vs. 29 £ 2.9
umol at Day 60, for the CS group and 29.4 £+ 4 umol at Day 0 vs 29 + 3.3 umol at Day 60 for the
CsA group, p=ns). Control animals receiving daily vehicles (olive oil or NaCl) maintained a steady
state level of excreted proteins without any statistical significant change in their proteinuria (data not
shown). The combination of CS and CsA resulted in a significant decrease in proteinuria (68% at
Day 63, Fig.1c, p<0.05), more stable than that observed when the drugs were given individually, but
again without reverting to normal values, and reverted to the pre-treatment range after withdrawal of
treatment. Histological kidney examination of CS or/and CsA treated rats failed to evidence any
ultrastructural change compared with untreated age-matched rats.

The administration of R7.3 Ab for 9 days rapidly decreased both T cells (75.6 £ 2.6% of WBC at
Day 0 vs. 54.7 + 4.2% at Day 4) and proteinuria (1.95 + 1.1 at Day 0 vs. 0.99 £ 0.7g/mmol at Day 4,
a 50% reduction), although these decreases were transient and were not statistically significant. Using
an anti-rat Ig Elisa technique, we detected an immunization against the R7.3 Ab at Day 9 (data not
shown) and we hypothesize the effect of blocking Ab. To slow down the effect of such an
immunization and to enable the treatment of rats for a longer time with this Ab, the R7.3 Ab was
combined with CsA. This combination significantly decreased up to 65% but did not normalize the
proteinuria in Buffalo/Mna rats (Fig.2, p<0.05). The effect of this treatment was not lasting and
proteinuria slowly increased after treatment withdrawal. The evolution of proteinuria seemed to
correlate with the activity of R7.3 Ab on the peripheral leukocyte population. Facs analysis showed a

maximal decrease in total lymphocytes at Day 26 (90.5 £ 3.6% of WBC at Day 0 vs. 22.3 + 3.3 % at
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day 26, a 4.5 fold decrease) when the proteinuria reached its lowest value and a progressive return to
normal values at the same time as the recurrence of proteinuria. The mean effect on proteinuria could
not be attributed entirely to CsA activity because the administration of R7.3 Ab alone also affected
the Buffalo/Mna proteinuria and the kinetics of their effects was very different: R7.3 affected the
proteinuria rapidly (from 4 days) while CsA decreased the proteinuria slowly (on 30 days).

Mitoxantrone treatment effectively diminished peripheral B cell counts (26.3 + 2.5% of white blood
cells (WBC) at Day 0 to 7.2 = 1.4 % at Day 14, a 3.6 fold decrease) without affecting the number of
T cells (84.9 + 8.5 % of WBC at Day 0 vs. 86.2 £ 5.6 % at Day 14 and 74.1 £ 15.1 % at the end of
the treatment). However, this treatment did not decrease proteinuria in Buffalo/Mna rats: proteinuria
was 0.51 £ 0.3 g/mmol at Day 0, 1+ 0.5 g/mmol at Day 7, 0.84 + 0.7 g/mmol at Day 14, 0.84 £ 0.2
g/mmol at Day 24 .

LF15-0195 leads to a complete remission of proteinuria in the Buffalo/Mna rat.

We firstly showed that LF15-0195 treatment prevented the development of nephrotic range
proteinuria in 2-month old Buffalo/Mna rats when administered at the onset of proteinuria
(0.2g/mmol) (Fig.3a). The control of the naturally occurring proteinuria in these animals was
efficient for one month after treatment withdrawal, after which time proteinuria increased
progressively to the values observed in untreated aged matched Buffalo/Mna rats. At a later stage of
the disease, when the animals had substantial proteinuria (Day 100; 0.5g/mmol), treatment or re-
treatment by LF15-0195 promptly reduced proteinuria, which reached normal range values at Day
120 (Fig 3a, p<0.05). Normalized values could then be stabilized with a half treatment dosage
(0.5mg/kg/d). The same normalization of proteinuria was obtained 20-30 days after LF15-0195
treatment of overtly proteinuric Buffalo/Mna rats (Fig 3b). Moreover, LF15-195 administration did
not have any effect on the serum creatinine of these rats (28 £ 5.2 umol at Day 0 vs. 21+ 1.6 umol
Day 30/130, when the proteinuria was normalized, p=ns). We have planned to administer, as advised
by the Fournier Laboratories, a long-term treatment (similar to CS and/or CsA ones) but, according to
this profound effect, we have stopped the treatment to avoid potential overimmunosuppression and to
obtain a histological sample of kidneys in complete remission. In comparison, the control isomer
(LF15-0296) of the LF15-0195 had no effect on proteinuria (Fig.3b). This suggests that LF15-0195

did not reduce the proteinuria through an electrostatic effect, the isomer having the same strongly
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positive charges. In the same way, in order to eliminate a potential non-immune effect of LF15-0195
treatment, we realized 5/6 nephrectomy on Wistar rats, and when these became proteinuric, we
treated them either with LF15-0195 or LF15-0296 (data not shown). In the two cases, we did not
found any improvement of proteinuria during or after treatment, but a continuation of the increase in
proteinuria (0.55 £ 0.03 and 0.54 £0.08 respectively at Day 0 of treatment; 0.64 £ 0.07 and 0.65 *
0.07 at Day 10, 0.67 £ 0.16 and 0.98 £ 0.27 at the end of the treatment; 1.42 £+ 0.38 and 1.53 £ 0.27
at Day 40)

Facs analysis of blood from LF15-0195-treated Buffalo/Mna animals (n=5) showed a significant
increase in CD5'CD25" cells (6% 2.6% of WBC at Day 0 vs. 17.6 + 4.6% at Day 15, p<0.02, a 3 fold
rise) while the proportion of T, B, NK cells and monocytes remained unchanged. In contrast, LF15-

0296 treated control rats did not show any increase in their CD25" population (data not shown).

Light microscopy examination (Table II) of LF15-0195 treated rat kidneys (6 months old)

obtained during complete proteinuria remission (n=6; Fig 3a) showed a subnormal renal histology
(Fig.4a). As compared to lesions usually seen in 6-7 month-old Buffalo/Mna (Fig.4b), treated rats
had only few glomerular lesions (3.3 £ 1.8 % vs. 10.9 £ 1.5 %, p<0.001) and no tubular dilatation
(0.83 £ 1.1 % vs. 19.5 £ 13.1 %, p<0.01) demonstrating the reversibility of the lesions and the
beneficial effect of LF15-0195 at the histological level. Electron-microscopic examination of LF15-
0195 treated Buffalo/Mna rat kidneys did not show any foot process fusion or cytoplasmic
vacuolization and the foot processes were well organized and distributed (Fig.5a). In contrast, the
untreated 6-7 month old Buffalo/Mna kidneys showed focal and moderate podocyte lesions with

some foot process flattening and fusion (Fig.5b).
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Discussion

In this study the effect of various immunosuppressive drugs were tested on the naturally occurring
glomerulonephritis of Buffalo/Mna rats. First, we show that conventional treatments of human
nephrotic syndrome (CS and/or CsA, 10, 15) induced some partial and transient decrease in the
proteinuria of Buffalo/Mna rats and that the B cell depleting therapy, by Mitoxantrone (16, 17), had
no effect. On the other hand, the anti-T cell R7.3 mAb (18), reduced proteinuria but this effect
remained partial and very limited in time. In contrast, we show that LF15-0195, a derivate of DSG
(19, 20), was able to prevent proteinuria in young Buffalo/Mna rats or to induce a complete and more
durable remission of the proteinuria than the other treatments. Moreover, LF15-0195 led to the
recovery of a subnormal histological and ultra structural aspect in proteinuric kidneys.

Treatment with CS has previously been reported as being unsuccessful in decreasing proteinuria in
Buffalo/Mna rats treated with 2mg/kg/day of subcutaneous prednisolone for 1 month (10). We used a
longer but less aggressive treatment injected intraperitoneally (60 days, 1mg/kg/d) and showed a
relative efficacy but without normalization of the proteinuria. The CsA and the combination CS-CsA
induced similar results without reaching the threshold of complete remission. The reduction in
proteinuria observed with the use of these drugs was not related to a reduction in the glomerular
filtration rate. Indeed, serum creatinine of the Buffalo/Mna rats remained unmodified irrespective of

the treatment used.

These observations with classical treatments reinforce the findings of our previous study which
showed that Buffalo/Mna might be a relevant model of human FSGS (10). In addition to the
similarities between the lesions observed here and those in the human disease, we showed that the

disease could recur after renal transplantation, also suggesting the involvement of a circulating factor

(13).

Mitoxantrone, which is a drug known for its anti-proliferative properties by intercalating DNA, acts
as an immunosuppressor, earlier on B cells (16) and then later on T cells (21). We took advantage of
this functional duality to test the role of B cells in the Buffalo/Mna nephropathy. The treatment
duration was chosen to obtain a strong depletion of B cells without affecting T cells (Facs analysis,

data not shown). Thus, in our in vivo experiments, only a mild and transient decrease in T cells was
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observed at the end of Mitoxantrone treatment and this was not sufficient to modify the proteinuria in

these animals. These results suggest that B cells may not be the most relevant targets in this disease

To our knowledge, anti-TCR MoAb therapy has not been tested on initial human NS because it is
associated with severe side effects (22). In addition, it is well known that NS can recur immediately
after renal transplantation despite anti-T cell therapies. The fact that such treatment only partially and
transiently decreased proteinuria in the Buffalo/Mna model suggests that the disease is multifactorial
and that T cells are only one of the components involved. However, the use of an antibody can not be
compared with the use of a drug, since the therapeutic use of monoclonal antibody is limited in time,
because of the immunization of recipient against this Ab, and we cannot exclude the possibility that

long-term T cell depletion is necessary to obtain a prolonged effect.

Our main observation is the first demonstration of a complete remission of proteinuria following
LF15-0195 treatment, an analogue of 15-deoxyspergualin (DSG) (23, 24). More interesting and
important is that this complete remission of proteinuria is following by a near complete resolution of
ultra structural glomerular abnormalities suggesting a direct impact on the, yet unknown, mechanism
of this spontaneous rats nephropathy. The LF15-0195 is a stabilized form of a most known drug
called DSG. DSG is a potent immunosuppressive drug known to block T and B lymphocyte
differentiation (19) as well as macrophage function and activation (inhibition of release of cytotoxic
mediators (20), down regulation of MHC class I and II expression (25), interference with Ag
processing and presentation (26) and modulation of IL1 production (25)). DSG has been shown to
bind a constitutive member of the heat shock protein 70 family and to interfere with Ag processing
(26) and nuclear translocation of NF-kB (27) and to block the cellular cycle in the transition phase
Go/G1 to S/G2-M (28), blocking thus T and B cell differentiation. More recently, LF08-0299 (or
Tresperimus), an other analogue of DSG has been shown to induce tolerance in a rat transplantation
model by the induction of a suppressive CD4 T cell population, in the absence of cell depletion (29).
In the same model, LF15-0195 has been shown to induce tolerance and an increase in CD25" T cells
(30). These findings correlate with our cytometric results that also show an increase in a CD25" T
cell subset. On the contrary, LF15-0296, the control isomer of LF15-0195, neither increased the
CD25" T cell subset nor normalized the Buffalo/Mna proteinuria. One could hypothesize that LF15-

0195 regulates a peripheral immune regulatory population (31) involved in maintaining self-tolerance
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(32), the alteration of such a mechanism being responsible for autoimmune diseases (33,34). This
increase of CD25" T cell subset was not found in the model of proteinuria and glomerulosclerosis,
induced by nephron reduction (5/6 nephrectomy), in which we did not see any improvement of rat
proteinuria following LF15-0195 treatment. At the same time, the treatment of Buffalo/Mna with
LF15-0296, an isomer of LF15-0195 with similar positive charges but a very weak
immunosuppressive effect, did not trigger any change of Buffalo/Mna proteinuria, demonstrating so
that the effect of LF15-0195 do not pass by an electrostatic property of the LF15-0195 molecule
restoring the glomerular permeability. So, we hypothesized first that LF15-0195 could contribute to
the control of an unknown immune process leading to albuminuria in Buffalo/Mna rats by the
establishment of a suppressive activity. An alternative hypothesis could be a direct inhibition of NF-
kB activation by the LF15-0195 in glomerular epithelial cells, modifying the signaling pathway of a
putative nephrotoxic factor. This hypothesis is supported by the recent observation of an increase in
NF-«B pathway activation in kidney biopsies of patients with post-transplantation INS recurrence
(39).

In summary we have shown that LF15-0195 has a unique effect in a model of experimental
idiopathic nephrotic syndrome. Despite an unknown mechanism but according to human similitude’s
the data obtained in this model of kidney disease suggest that LF15-0195 could have great potential
in the treatment of human steroid resistant nephrotic patients or post transplant relapsing nephrotic

syndrome which do not respond to current treatment strategies.
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Legends:

Figure 1: Effect of CS (a), CsA (b), the CS-CsA combination (c) on proteinuria in Buffalo/Mna rats.
Each treatment was administered for 60 days. Each group consisted of 5 animals. Proteinuria is
expressed as the ratio of the urinary proteins (g/L) to urinary creatinine concentration (mmol/L). All
values are expressed as mean + SD (scale bar). * indicates a significant decrease in proteinuria (vs

Day 0).

Figure 2: Effect of anti-T lymphocyte treatment using R7.3 Ab on proteinuria in Buffalo/Mna rats.
R7.3 Ab was injected IP for 20 days and CsA per os simultaneously. The 3G8 Ab associated with
olive oil was administered to the R7.3/CsA control group rats. Each group consisted of 7 animals.
Proteinuria is expressed as the ratio of the urinary proteins (g/L) to urinary creatinine concentration
(mmol/L). All values are expressed as mean + SD (scale bar). * indicates a significant decrease in

proteinuria (vs Day 0).

Figure 3: a) Effect of an analogue of 15-deoxyspergualin, LF15-0195, on the onset of proteinuria in
young Buffalo/Mna rats. The first treatment was administered for 30 days and the second for 25 days
at the initial dose (1 mg/kg/d) and then for 25 days at half of the initial dose (0.5 mg/kg/d). This
group consisted of 5 animals. The control group were age-matched untreated Buffalo/Mna rats. b)
Effect of LF15-0195 compared to LF15-0296, an isomer without immunosuppressive effect, on the
proteinuria of 6-month-old Buffalo/Mna rats. The two treatments were administered for 30 days.
Each group comprised 5 animals. Proteinuria is expressed as the ratio of the urinary proteins (g/L) to
urinary creatinine concentration (mmol/L). All values are expressed as mean = SD (scale bar). *

indicates a significant decrease in proteinuria (vs Day 0).
Figure 4: Light microscopic examination of LF15-0195-treated Buffalo/Mna kidneys showing a
subnormal renal feature (panel a) and of native kidneys from 6 month old Buffalo/Mna rats showing

major tubular alterations and FSGS lesions (panel b) (PAS staining, x 200).

Figure 5: Electron microscopic examination of LF15-0195-treated Buffalo/Mna kidneys (panel a)

showing a normal ultrastructural feature with foot process well differenciated and organized in slit
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diaphragm, compared with age-matched kidneys (6 months) of native Buffalo/Mna rats showing

some flattening and foot processes fusion (panel b) (x 15,000).
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Group Treatment Dose Route of Lenght Number Initial Control group Reference
administration of rats Proteinuria
1 CorticoSteroids 1 mg/kg/d | Intraperitoneal 60 days 5 0.56 g/mmol 0.9% Nacl (n=5) Kato F, 1983 (8)
2 Cyclosporin A 10 mg/kg/d | Per Os 60 days 5 0.55 g/mmol Olive oil (n=5) Bouchot O, 1989
a7
3 CorticoSteroid + | 1 mg/kg/d + | Intraperitoneal 60 days 5 0.49 g/mmol | Olive oil and 0.9% Nacl /
Cyclosporin A 10 mg/kg/d + Per Os (n=15)
4 Mitoxantrone 0.5 mg/kg/d | Intraperitoneal | 14 days + 5 0.51 g/mmol 0.9% Nacl (n=5) Fidler JM, 1986
14 to !4 days 9)
5 Anti-TCR Ab 50ug/d Intraperitoneal 9 days 5 1.1 g/mmol Tsuchida M, 1994
(18)
6 Anti-TCR Ab + 50 pg/d + | Intraperitoneal 20 days 7 0.76 g/mmol | 3G8 (IgG1) and olive oil | Tsuchida M, 1994
Cyclosporin A 10 mg/kg/d + Per Os (n=7) (18)
7 LF15-0195 1 mg/kg/d | Intraperitoneal 30 days 5 0.2 g/mmol Group 9: LF15-0296 Chiffoleau E,
10 mg/kg/d by IP 2002 (15)
8 5 0.58g/mmol (n=15)

Table I: Summary of the treatments used in the Buffalo/Mna rats, with dose and route of administration, length of treatment, number of rats,

initial proteinuria average for each group, control group and a bibliographic reference for each treatment.
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o .
Rats %o of damaged Tubular dilatation Intf:rstlglal Infiltrate
glomeruli Fibrosis
Age-matched
untreated 1 126 13 ) *
Age-matched
untreated 2 10.1 39 ) -
Age-matched
untreated 3 9.3 1 ) -
Age-matched
untreated 4 1.6 15 ) )
109+1.5 19.5+13.1
LF 15-0195
treated 1 2.6 1 ) )
LF 15-0195
treated 2 6.4 I ) )
LF 15-0195
treated 3 4.4 0 ) )
LF 15-0195
treated 4 2 3 ) )
LF 15-0195
treated 5 1.9 0 ) )
LF 15-0195
treated 6 22 0 ) )
33+1.8 0.83t1.1
p=0.0001 p=0.007

Table II : Summary of the histological examination of untreated age-matched Buffalo/Mna
kidneys (presentated in the Figure 3a) versus LF15-0195 treated Buffalo/Mna kidney sections
(rats 1-3 presentated in Fig.3a and rats 4-6 presentated in Fig.3b). Slides were examinated by a
pathologist in a blinded fashion. Lesions were estimated and counted on five fields at a 100X

magnification. p < 0.05 was considered as significant.
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ETUDE DES DESORDRES IMMUNITAIRES DANS LE SYNDROME NEPHROTIQUE
IDIOPATHIQUE ET SA RECIDIVE APRES TRANSPLANTATION RENALE

Le syndrome néphrotique idiopathique (SNI) est une glomérulopathie qui évolue dans 5 a 10%
vers une insuffisance rénale terminale, nécessitant alors une transplantation. Malheureusement,
la maladie initiale récidive chez 30 a 50% des patients transplantés, suggérant I’implication d’un
facteur circulant peut étre produit par les lymphocytes T.

Dans cette étude, nous avons cherché a mieux caractériser I’implication des lymphocytes T dans
le SNI et sa récidive. Nous avons montré que 1’apparition des 1ésions chez un modéle animal
spontané de SNI, était précédée d’une infiltration rénale de macrophages et de lymphocytes Th2,
suggérant un réle de ces populations dans la maladie initiale. L’étude des lymphocytes T chez
des patients récidivant leur SNI aprés transplantation a montré que la récidive était associée a un
phénotype lymphocytaire naif et a des anomalies de régulation. Un facteur circulant potentiel
surexprimé dans le sérum de ces patients et toxique pour les podocytes in vitro a également pu
étre mis en évidence, ouvrant de nouvelles perspectives thérapeutiques.

Mots clés : syndrome néphrotique idiopathique, récidive, lymphocytes T, transplantation

STUDY OF IMMUNE DISORDERS IN IDIOPATHIC
NEPHROTIC SYNDROME AND ITS RECURRENCE AFTER
KIDNEY TRANSPLANTATION

Idiopathic nephrotic syndrome (INS) is a glomerulopathy that leads in 5 to 10% of cases to end
stage renal failure, requiring renal transplantation. Unfortunately, 30 to 50% of patients recur
their initial disease after transplantation, suggesting the involvement of a circulating permeability
factor probably produced by T lymphocytes.

In this study, we want to better characterize the involvement of T lymphocytes in INS and its
recurrence. We showed that a macrophagic and Th2 infiltrate precede the apparition of initial
lesions in a spontaneous animal model of INS, suggesting a role for this population in the onset
of initial disease. The study of patients with INS recurrence T lymphocytes after transplantation
showed that recurrence was associated with a naive phenotype and regulation abnormalities.
Moreover, a potential circulating factor over-expressed in recurrent patients serum and toxic for
podocytes in vitro was identified, opening new insight in the treatment of INS recurrence.

Key words: idiopathic nephrotic syndrome, recurrence, T lymphocytes, transplantation
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