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Résumé

La Néphropathie a IgA est la glomérulonéphrite primitive la plus fréquente,
responsable d’une évolution vers I’insuffisance rénale terminale dans 10 a 30% des
cas aprés 20 ans d’évolution. Les déterminants de cette maladie sont nombreux,
impliquant de multiples acteurs de I’inflammation, qu’ils soient cellulaires ou
humoraux. La physiopathologie genérale de la maladie est actuellement considérée
comme se deroulant en quatre «coups», (i) la production d’IgAl polymériques
présentant un déficit de galactosylation de la région charniére, (ii) 1’existence d’un
élément circulant capable de complexer ces IgA1l anormales, pouvant étre une IgG
anti-glycane ou la portion soluble du récepteur de type I aux IgA (sCD89), (iii) la
constitution de complexes immuns circulants et (iv) le dépdt glomérulaire de ces
complexes, générant des lésions inflammatoires puis cicatricielles responsables de
I’évolution vers la maladie rénale chronique. La médiation inflammatoire est
impliquée a différents niveaux comprenant entre autres le réle de I'infiltration de
macrophages dans le tissu rénal, 1’orchestration de cette réponse inflammatoire
glomérulaire par les sous-populations de lymphocytes T et I’importance de
I’activation du complément sur le déterminisme des Iésions glomérulaires
inflammatoires médiées par les complexes immuns déposés.

Au cours de ce travail de these, ’implication de ces différents acteurs a été explorée.
Les macrophages expriment le récepteur de type | aux IgA (CD89, issu du géne
FCAR), dont une mutation de la portion intracytoplasmique modifie in vitro la
transduction du signal. La premiere étude a visé a évaluer sur une grande cohorte
rétrospective I’impact de cette mutation sur le risque d’occurrence de la maladie ainsi
que son impact pronostique. Le rdéle des sous-populations T a été abordé au cours
d’une seconde étude, suivant I’hypothése que I’orientation pro-inflammatoire au
cours de la NIgA pourrait étre liée a un déficit de régulation par une sous-population
de lymphocytes T, les Tregs. Cette étude prospective a évalué la représentation de la
sous-population CD4*CD25'CD127'" et le profil d’expression génique de génes
prototypiques des sous-populations Thl, Tregs et Thl7. Le réle du complément
comme médiateur inflammatoire a ’interface entre les complexes immuns a IgAl et

les cellules mésangiales a été exploré par une étude in vitro.



La mutation 844 A->G de FCAR n’a pas été associée a un risque supplémentaire de
développer la maladie et n’impactait pas le pronostic des patients. L’étude des
lymphocytes T n’a pas montré de différence de quantit¢ de cellules
CD4*'CD25'CD127'™" entre patients et volontaires sains et ne suggérait qu’une
tendance en faveur d’un déficit fonctionnel de régulation (plus faible expression des
genes FoxP3, IL10, TGFB chez les patients). Enfin, des fragments issus de
I’activation et de la protéolyse par le facteur | de C3 ont été mis en évidence par
immunoblot et spectrométrie de masse au sein des complexes immuns générés
artificiellement en présence de serum.

Ces études suggerent qu’une modification du réle fonctionnel du CD89 n’impacte pas
le devenir de la NIgA, ce qui est en défaveur d’un rdle critique de ce récepteur dans la
pathogénie de la maladie. La tendance au déficit fonctionnel Tregs nécessite d’étre
confirmée au sein d’un effectif plus conséquent et présentant une forme plus active de
la maladie, mais elle corrobore deux autres études comparables dans leur
méthodologie. Enfin, le réle du complément se situe a 1’interface entre les complexes
immuns et les effecteurs inflammatoires glomérulaires tels que les cellules

mésangiales.

Mots clés: Néphropathie a IgA primitive, FCAR, CD89, Tregs, Thl7, Thil,

complément, complexes immuns



Résume en anglais

IgA Nephropathy (IgAN) is the most common primary glomerulonephritis, leading to
end stage renal failure in 10 to 30% of cases after 20 years. This disease is determined
by numerous inflammatory players, including cells and molecules. The pathogeny of
the disease is likely to be driven by a 4 «hits» model, (i) increased systemic
production of aberrantly O-galactosylated polymeric 1gA1, (ii) the existence of
circulating abnormal IgA1 binding element, which could be either an anti-glycan IgG
or the soluble fragment of the main IgA receptor (sCD89), (iii) the formation of
circulating immune complexes, and (iv) the glomerular deposition of these
complexes, that accounts for a variable local inflammation leading to scarring
processes and finally to the chronic kidney disease. Inflammatory mechanisms
operate at several levels, including the macrophage cells infiltration in the kidney
tissue, the orchestration of the immune response by T-cells subsets, including
regulatory T-cells, and the role of complement activation to induce the glomerular
inflammatory response from the immune complexes deposition.

In the present work, we aimed to explore the implication of these inflammation
response players. Macrophages express the type | IgA receptor (CD89, downstream
from its gene FCAR), whose function can be affected in vitro by a common mutation
of its intracytoplasmic portion. A first study evaluated the impact of this mutation on
the risk to develop the disease as well as on the global prognosis. A second study
evaluated the role of T-cell subsets during IgAN, following the hypothesis that the
pro-inflammatory balance of the disease could be a consequence of a defect in the
immune regulation by the Tregs. This prospective study aimed to assessing the
frequency of CD4*CD25'CD127'" cells in peripheral blood and the characteristic
gene expression profile from Thl, Th17 and Tregs subsets. The role of complement
as an inflammatory player at the interface between IgAl containing immune
complexes and mesangial cells was explored by an in vitro study.

The single nucleotide polymorphism 844 A->G of FCAR had no impact neither on
disease risk of occurrence neither on the renal survival. The T-cell subsets study
failed to demonstrate any difference in the proportion of CD4*CD25'CD127"" cells
and only suggested a defect in functional activity of Tregs, according to a lower

expression of FoxP3, IL10, TGF genes. The third in vitro study demonstrated by



immunoblot and mass spectrometry the presence of C3 breakdown products
accompanying IgAl based engineered immune complexes formed in presence of
normal immunoglobulin depleted serum.

The lack of effect of the mutation of FCAR on the IgAN prognosis is not in favour to
a critical role of this receptor on the pathogeny of the disease. The trend in the
functional defect of Tregs subset needs to be confirmed in a larger study, including
patients with a more severe form of their disease. This result is however consistent
with two other studies displaying a similar methodology. The role of complement is
confirmed to be a key player, as it is likely to act at the interface between the IgAN

particular immune complexes and mesangial cells.

Keywords : IgA Nephropathy, FCAR, CD89, Tregs, Thl7, Thl, complement,

immune complexes
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Liste des abréviations

ADCC antibody dependant cell-
mediated cytotoxicity

ADN acide desoxyribonucléique
ANCA : anti-neutrophil cytoplasmic
antibodies

APRIL

ARAZ2 antagoniste des récepteurs de
type de I’angiotensine I1

ASGPR

asialoglycoprotéines

récepteur des

Cosmc core 1 B3GalT specific molecular
chaperone

DFG debit de filtration glomérulaire
DFGe DFG estimé

DMLA dégénerescence maculaire liee a
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EBYV Epstein Barr virus

Fca/pR récepteur aux fragments Fc o/p
FcaRl ou CD89 récepteur au
fragment Fc de la chaine a

FoxP3 forkhead box protein 3

GalNac N-acétylgalactosamine

GWAS Genome Wide Association Study
HAA Helix Aspersa agglutinin

HLA human leucocyte antigen

HMR hématurie macroscopique
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HTA hypertension artérielle
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IgA immunoglobuline A

IgA1-dg IgAl galactose déficiente

IgG immunoglobuline G

IgM immunoglobuline M
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IL8 interleukine 8

IP10 interferon y induced protein 10

IRC insuffisance rénale chronique

IRCt insuffisance rénale chronique
terminale

ITAM Immunoreceptor tyrosine-based
activation motif

ITAMi ITAM inhibitor

KDIGO
Improving Global Outcomes
LOD Logarithm of Odds

Kidney Diseases :
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MAPK/ERK Mitogen-activated protein
kinases

MASP MBL associated serine protease
MBL mannose binding lectin

MCP-1  Monocyte
protein-1

chemoattractant

MIP2 macrophage inflammatory protein
2

NF- kB nuclear factor xB

NIgA Néphropathie primitive a
dépots mésangiaux d’IgA

PCR polymerase chain reaction

PDGF platelet derived growth factor
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ROC receiver operating characteristic
sCD89 CD89 soluble

SCR short consensus repeats

Ser serine

SHUa syndrome hémolytique urémique
SNP polymorphisme
mononucléotidique

TfR ou CD71 récepteur a la
transferrine

Tg2 transglutaminase 2

TGFp tumor growth factor 3

Thr thréonine

TNFa tumor necrosis factor alpha
Tregs lymphocytes T régulateurs

TT anatoxine tétanique
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1.1.Aspects cliniques

1.1.1. Histoire de la Néphropathie a IgA

Les premiéres descriptions véritables de glomeérulonéphrites peuvent étre datées de
1827 par Richard Bright(1l), associant la description d’urine albumineuse a une
atrophie granuleuse rénale diffuse dans un contexte clinique d’oedemes géneralisés.
La coagulation a la chaleur ou a I’acide acétique des urines permettait d’évaluer la
présence d’une protéinurie. Jusqu’au milieu du XIXéme siecle, la description de ces
états protéinuriques dominaient I’intérét des pionniers de la Néphrologie.
L’observation d’urines sanglantes (hématurie) était faite depuis de nombreux siecles
mais rapportée a des anomalies du tractus urinaire (calculs). La fin du XIXeme siécle
est marquée par 1’observation au microscope de globules rouges altérés
(acanthocytes), et progressivement 1’intérét pour la recherche d’une hématurie
microscopique ou macroscopique dans 1’évaluation des maladies rénales va s’ imposer
jusqu’en 1920 ou Thomas Addis décrit une méthode de quantification des hématies
dans les urines(2). Des descriptions de patients présentant des hématuries
macroscopiques récidivantes associées a la persistance d’hématurie microscopique
entre les crises apparaissent a la fin du XIXéme siécle(3). L’existence d’une
protéinurie et/ou d’une hématurie sont finalement les principaux éléments diagnostics
in vitro des maladies rénales au début du XXéme siécle.

L’évaluation histologique n’était alors réalisée qu’a partir de prélevements
autopsiques qui n’avaient pas permis de mettre en relation I’expression clinique et
morphologique de fagon utilisable par les cliniciens. L’apparition de la biopsie rénale
dans les années 1950 a transformé la connaissance des correspondances anatomo-
cliniques(4). La description de 10 cas de jeunes patients présentant une hématurie
macroscopique post-pharyngitique immediate récurrente par Bates et al. en 1957
apporte un premier é¢élément en faveur d’une individualisation de la future
Néphropathie a IgA(5). Les biopsies rénales retrouvaient la présence d’hématies dans
la lumiere tubulaire et certaines altérations glomerulaires segmentaires et focales. De
facon marquante, et pour la premiere fois, la description de dép6ts mésangiaux,

denses aux électrons, « fibrinoides », était faite en microscopie électronique par Galle



et Berger en 1962(6). Ces dépots étaient déja pressentis étre formés de complexes
immuns.

L’étape suivante a été le développement de I’immunohistochimie. Des anti-Sera anti-
IgA, anti-lgG et anti-IgM étaient disponibles dans quelques laboratoires en 1963,
mais manquaient pour la plupart de spécificité. La plupart des laboratoires
implémentant les immunomarquages sur biopsie rénale utilisaient un anti-1gG seul.
Finalement Jean Berger et Nicole Hinglais utilisaient un anticorps anti-IgA trés
spécifique préparé par I’'immunologiste Maxime Seligmann, et mirent en évidence les
dépots d’IgA intercapillaires, souvent associés a des dépots d’IgG. La description
princeps était diffusée au congres de la Société Francaise de Néphrologie en 1968
puis publiée la méme année dans un journal francophone(7). Entre 1968 et 1973, cette
néphropathie n’était décrite que par des équipes francaises, le scepticisme de la
communauté anglophone restant prédominant(8, 9). C’est a partir de 1973 que
quelques descriptions par des équipes d’autres nationalités (Néerlandaises,
Japonaises, Américaines, du Royaume-Uni) permettaient de reclassifier un grand
nombre de glomérulonéphrites segmentaires et focales hématurique en Néphropathies
mésangiales a IgA(10-13).

La généralisation de I’'immunomarquage anti-IgA a permis ’acceptation finale de
cette nouvelle entité diagnostique et le développement exponentiel des travaux la

concernant a partir de 1980.

1.1.2. Epidémiologie de la Néphropathie primitive a dépots mésangiaux d’IgA

Cette néphropathie est la premiére cause mondiale de néphropathie glomérulaire
primitive. Son incidence varie de fagon importante avec des valeurs maximales en
Asie (5,7 nouveaux cas par 100000 habitants) et minimales en Afrique (0,2/100000
habitants). En France, 1’incidence est intermédiaire (2,5/100000), alors qu’elle est
forte dans le Nord de I’Ttalie(14). La prévalence a été estimée a partir de séries
autopsiques a 1,3% en Finlande(15) et 3,7% au Japon. Ces valeurs sont issues de
séries autopsiques dont les causes de mort étaient accidentelles, en ne retenant que les
cas associant les dépdts mésangiaux d’IgA a des anomalies du sédiment urinaire.
D’autres études retenant les déces toutes causes retrouvaient des dépdts mésangiaux
d’IgA jusque dans 10% des cas(16). Mais les causes de déces étaient freqguemment

des cirrhoses, des infections et des cancers, représentant autant de causes de
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Néphropathies a IgA secondaires. Cependant, les dép6ts mésangiaux
asymptomatiques d’IgA sans autre anomalie histologique sont fréquents (6,8%, série
finlandaise), mais n’étaient jamais associés a des codépots de C3(15). Une étude
montrait une fréquence proche de 10% de dépdts mésangiaux d’IgA sur des biopsies
pré-implantatoires de donneurs vivants pour transplantation rénale(17).

Une caractéristique majeure de la NIgA est une expression de la maladie trés variable,
allant de formes complétement bénignes (formes asymptomatiques ou responsables
d’hématurie microscopique isolée) a des formes d’évolution rapidement
progressive(18). Les seéries de patients présentant une NIgA prouvée par biopsie
rénale évoluaient vers 1’insuffisance rénale terminale dans 9 a 43% des cas a 10 ans.
Ces différences pronostiques majeures entre les séries tiennent au moins en partie aux
disparités d’indication de biopsie. La série Stéphanoise (19) est caractérisée par un
taux important de biopsies pour hématurie microscopique isolée (27%), expliquant
I’apparent trés bon pronostic de cette cohorte (91% de survie rénale a 10 ans, 86% a
20 ans). La plupart des études relatent la survie rénale a partir du moment de la
biopsie, alors que celle-ci est active dans un grand nombre de cas depuis de
nombreuses années avant cet acte diagnostique. Dater le début de la maladie est
possible dans les cas aigus symptomatiques (hématurie macroscopique per-
infectieuse, syndromes néphritiques ou néphrotiques) qui représentent un tiers des
patients, mais cela se révéle moins évident dans les formes asymptomatiques ou le
dépistage (par exemple en médecine du travail) est le seul mode possible de détection.
Ceci explique les grandes variations pronostiques entre les différents centres en
fonction de la stratégie de dépistage, et de la politique de biopsie rénale. En France, la
NIgA est responsable de 3,5% (20) des patients incidents en Insuffisance Rénale
Chronique Terminale (IRCt), soit un taux d’incidence brut de 5,5 par millions
d’habitants, représentant le tiers des patients présentant une glomérulonéphrite
(10,4%). Cette valeur est probablement légérement sous-estimée, le taux de biopsie
pour syndrome glomerulaire n’étant que de 68% des cas incidents d’insuffisance
rénale terminale. C’est la premieére cause d’IRCt au sein des glomérulonéphrites

primitives.

1.1.3. Diagnostic de la Néphropathie a IgA primitive
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Le symptome le plus fréquent au cours de la NIgA est ’hématurie (90% des
patients)(21). Celle-ci est typiquement macroscopique sous forme de poussées
pendant des épisodes d’infections de la muqueuse respiratoire. Ces épisodes sont
spontanément régressifs mais récidivent. Environ un quart des patients présentent ce
symptome, assez caractéristique de la maladie, d’hématurie macroscopique
récidivante (HMR). Mais la forme la plus fréquente est I’hématurie microscopique
chronique, détectable uniquement par dépistage (bandelette urinaire, cytologie
urinaire quantitative).

La présence d’une protéinurie supérieure a 1g/24h est moins fréquente (29% au
moment de la biopsie, série Stéphanoise 1990-1999). De fortes protéinuries (>3g/24h)
peuvent étre présentes et les syndromes néphrotiques sont possibles (environ 3% des
patients). La protéinurie est un marqueur pronostique puissant.

L’hypertension artérielle est également un symptome fréquent, présent chez 21% des
patients au début de la maladie et 35% au moment du diagnostic dans notre série.
L’HTA est également un marqueur pronostique.

L’insuffisance rénale chronique, définie comme un Débit de Filtration Glomérulaire
(DFG) inférieur a 60 mL/min/1,73m2, est présente au moment du diagnostic dans
21% des cas.

L’association de ces symptomes clinico-biologiques a 1’¢1évation des IgA sériques est
également un élément en faveur du diagnostic de NIgA. Environ 40% des patients
présentant une NIgA primitive présentent une €lévation du taux d’IgA sériques. Les
performances diagnostiques de cette anomalie sont toutefois décevantes (sensibilité
0,33 pour une spécificité de 0,9) et I’absence de cette anomalie n’élimine pas le

diagnostic(22).

Le diagnostic de certitude repose sur I’examen anatomo-pathologique du tissu rénal,
obtenu par ponction biopsie.

La seule condition diagnostique est la présence dominante de dépots d’IgA dans le
mésangium glomérulaire de facon généralisée et diffuse, révélée par 1’étude en
immunohistochimie. Ces dépdts sont granulaires et réalisent un aspect en «arbre
mort ». Ces dépots s’associent tres fréquemment aux dépots de C3 (90%) et d’IgG
(50%)(23).
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Les lésions histologiques en microscopie optique sont par contre inconstantes et
volontiers segmentaires et focales(24). Elles comprennent différentes Iésions
glomérulaires parmi I’épaississement mésangial, la prolifération mésangiale, la
prolifération endocapillaire, les lésions de hyalinose segmentaire et focale(25, 26), la
prolifération extracapillaire et possiblement des Iésions de microangiopathie
thrombotique(27). Ces Iésions glomérulaires peuvent s’associer a des 1ésions tubulo-
interstitielles  (atrophie tubulaire et fibrose interstitielle) et vasculaires
(néphroangiosclérose).

Ces lésions visibles en microscopie optique constituent un marqueur pronostique de
la maladie. En effet, de nombreuses classifications histologiques ont été développées
a partir de séries monocentriques, dans le but de stratifier le risque d’évolution vers la
mort rénale. Deux approches différentes ont été menées : une premiére en grades de
sévérité et une seconde par I’accumulation de critéres quantitatifs. L’approche en
grades est centrée sur ’atteinte glomérulaire alors que les approches quantitatives
prennent en compte également I’atteinte vasculaire, tubulaire et interstitielle. Les
principales classifications en grade de sévérité sont celles de Haas(28), de
Meadow(29), et de Lee (30)(Tableau 1). Les approches quantitatives sont plus
nombreuses parmi lesquelles prend place la classification développée a Saint
Etienne(31). De nombreuses études retrouvent un pouvoir pronostique prédictif de
ces classifications, le plus souvent par une analyse univariable. Les classifications en
grades de sévérité permettent la prédiction de la mort rénale et ce de facon robuste a
I’analyse multivariable(18). Les sous criteres les plus fortement associées a la mort
rénale sont la sclérose glomérulaire et D’atteinte tubulo-interstielle. Le pouvoir
pronostique de la présence de croissants extracapillaires et de I’atteinte vasculaire est

moins constant parmi les études.
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Meadow

Grade Haas (Purpura Lee
rhumatoide)
Lésions histologiques
minimes ;
Hypercellularité ) ,
, P - - Glomérules Glomérules
| mésangiale minimale,
) normaux normaux
sans sclérose
segmentaire ou
croissant
. . Moins de 50% des Moins de 50% des
Glomérulosclérose ) ,
) glomérules glomérules
segmentaire et focale : .
. présentant une présentant une
avec au maximum une g -
- hypercellularité hypercellularité
1 discréte . - . .
- mésangiale mésangiale et
hypercellularité ; .
. - segmentaire avec sclérose
mésangiale sans L .
. rares synéchies ou segmentaire. Rares
croissant A - . .
petits croissants petits croissants
Glomérulonéphrite
roliférative focale. e e
P . Prolifération Prolifération
Moins de 50% des . . . ) . .
) ) mésangiale diffuse mésangiale diffuse
glomérules présentent b s
1l iy avec synéchies avec synéchies
une hypercellularité . .
) - occasionnelles et occasionnelles et
mésangiale ou - . - .
. petits croissants petits croissants
endocapillaire.
Croissants possibles
Glomérulonéphrite Prolifération T
T . . - - Prolifération
proliférative diffuse. mésangiale diffuse ) . .
. . mésangiale diffuse
Plus de 50% des marquée; moins de X .
, , X marquée, moins de
glomérules présentent 50% de glomérules .
. . 45% de glomérules
une hypercellularité présentant des .
v . . . présentant un
mésangiale ou croissants ou des - PR
s s croissant épithélial
endocapillaire synéchies avec .
. . avec sclérose
segmentaire ou sclérose -
. . segmentaire ou
globale. Croissants segmentaire ou
- . globale
possibles globale fréquente
Glomérulonéphrite .
. ) P . Idem stade 1V mais Idem stade IV,
chronique évoluée. s . .
plus sévére; >50% mais plus sévere;
Plus de 40% des .
. des glomérules plus de 45% des
\Y glomérules sont

scléreux et/ou plus de
40% d’atrophie
tubulaire

présentant un
croissant épithélial
important

glomérules
présentant un
croissant épithélial

Tableau 1. Classifications en grades histologiques (28-30)
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GLOMERULES SCORE VAISSEAUX SCORE
Nombre total de glomérules Endothélite (0 a 2+)
Nombre total de PAC Dépots sous endothéliaux (0 a 2+)
Prolifération cellulaire extra capillaire Tromboses (0 a 1+)
Nombre total de croissants SCORE VASCULAIRE ( maxi=5 )
Cellulaires
Fibreux ou fibro-cellulaires
TUBES SCORE
Exsudation fibrine Nécrose tubulaire (0 a 2+)
Prolifération cellulaire endo capillaire (0 & 2+) Atrophie tubulaire (0 a2+)
Scérose mésangiale (0 a 2+) SCORE TUBULAIRE ( maxi=4)
Hyalinose segmentaire et focale (0 a 2+)
INTERSTITIUM SCORE

% de glomérules atteints

Croissants extra-capillaires (02 2)

0-125%: 1 13-25%: 2
PACsi>25% (0a2)
25-50%: 1 >50 % : 2

Cotation additionnelle (0 a4)

Infiltration cellulaire (0 a 2+)

(Edeéme interstitiel (0 a 1+)

Fibrose interstitielle (0 & 2+)

SCORE GLOMERULAIRE ( maxi=6 )

SCORE GLOBAL ( maxi=20)

(glomérulaire+vasculaire+tubulaire+interstitiel)

SCORE INTERSTITIEL ( maxi=5)

Tableau 2. Exemple de score histologique quantitatif. (31)

Ces classifications presentent de multiples limites: (i) elles sont issues le plus
souvent d’une expérience monocentrique et générées a partir de 1’expérience de
pathologistes isolés, (ii) les critéres histologiques peuvent étre soumis a la subjectivité
du lecteur, occasionnant une variabilité intra- et inter-centre (iii) les différents critéres
au sein d’une méme classification peuvent étre covariables et créer une redondance
(iv) les critéres n’ont pas été sélectionnés a partir d’un travail statistique rigoureux
permettant de restreindre leur nombre aux seuls prédicteurs pronostiques
indépendants des données cliniques déja en possession du praticien avant la biopsie

rénale
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Pour pallier ces limites, la classification d’Oxford a été développée suite a
I’impulsion du groupement international « IgA Nephropathy Network ». La
particularité de cette classification est sa robustesse méthodologique(32, 33).

La cohorte de patients concernait plusieurs types de population (62 asiatiques, 94
européens, et 109 américains), présentant une néphropathie a IgA primitive de
sévérité moyenne (protéinurie 1,7 g/j, pression artérielle moyenne 98mmHg, stades 1,
2, 3 de maladie rénale chronique), avec une évolution vers le stade 5 dans 13% apres
un suivi médian de 69 mois.

Les critéres histologiques ont été retenus sur plusieurs criteres : la reproductibilité
(par le degré de concordance entre pathologistes), I’indépendance des critéres entre
eux et enfin leur réle prédictif. Ce dernier était évalué de fagcon uni puis multivariée,
en intégrant les criteres cliniques « durs » (protéinurie, hypertension artérielle et
fonction rénale) pour la prédiction de 1’évolution vers I’IRCt, de la perte de plus de
50% du DFG et d’une pente forte de décroissance du DFG.

Les variables répondant a I’ensemble de ces critéres étaient 1’ hypercellularité
mésangiale (notée M), la sclérose glomérulaire segmentaire (notée S), et I’atrophie
tubulaire/ fibrose interstitielle (notée T). La présence d’une prolifération endo ou
extracapillaire n’était pas associée a une évolution clinique péjorative, mais la
prolifération endocapillaire seule était fortement associée a la présence d’un
traitement immunosuppresseur, représentant un biais potentiel. Ce critére
(prolifération endocapillaire), noté E, a finalement été retenu en raison de son
caractere prédictif apres censure des patients traités. La prolifération extracapillaire
n’a pas été retenue dans la classification. Ces 4 critéres sont colligés dans le tableau.
Plusieurs études ont évalué la validité de cette classification pour prédire le pronostic
néphrologique de la néphropathie a IgA primitive. La plus importante est une étude
japonaise (n=702)(34). La sévérité était comparable a 1’étude princeps. Les auteurs
retrouvent le réle pronostic indépendant des critéres S et T alors que le critere M
atteignait la limite de significativité et le critére E n’était pas associé au pronostic. Par
contre, la présence d’une prolifération extracapillaire était un critere prédictif
indépendant dans cette étude. Cette différence peut étre expliquée par le fait que des
patients évoluant vers I’IRCt lors de la premiére année apres le diagnostic ont été
inclus, ce qui n’était pas le cas lors de I’étude princeps. Une étude chinoise
concernant 410 patients retrouvait le rble pronostic indépendant des critéres S et

T(35). Parallelement, notre équipe a montré dans une population francaise (183
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patients) 1’absence de pouvoir pronostique indépendant des criteres de la
classification, en raison de caractéristiques initiales différentes de 1’étude princeps
(14% des patients avaient un DFG initial inférieur a 30 mL/min/1,73m?, avec un
niveau moyen de protéinurie initial plus faible)(36). Enfin, une étude américaine
multicentrique portant sur 187 individus, retrouvait un rdle prédictif sur la pente de
décroissance du DFG des seules variables S et T(37). En somme, les criteres S et T
semblent les critéres les plus robustes.

Cette classification résulte d’une démarche rigoureuse sur le plan méthodologique,
mais plusieurs limites peuvent étre objectées. La premiére critique est liée au fait
qu’une proportion de patients avaient fait 1’objet d’un traitement par corticostéroides,
modifiant leur évolution de maniére non maitrisée sur le plan statistique. Cet écueil a
été identifie et contourné par la récupération du critere E, mais pourrait diminuer les
performances de cette classification a définir des groupes de patients relevant d’un
traitement spécifique. Il est possible que d’autres 1ésions (par exemple la prolifération
extracapillaire) aient perdu leur pouvoir prédictif par D’effet du traitement
immunosuppresseur, laissant les critéres de lésions cicatricielles seuls ou presque a
prédire la sévérité. La deuxiéme critique est 1’absence de patient arrivant au stade
d’IRCt avant la premiére année de suivi. La encore, les formes histologiques
inflammatoires les plus graves pourraient étre moins representées et constituer
finalement un biais. D’autre part, il a é&té montré que les lIésions de microangiopathie
thrombotique pouvaient étre fréquentes dans la NIgA et associées a un pronostic
péjoratif indépendant(27), alors qu’elles étaient rares dans la cohorte de la
classification d’Oxford. Cette méme équipe a également décrit le role différentiel des
sous types de lésions de glomérulosclérose segmentaire dans le pronostic de la
maladie (hyalinose segmentaire et focale, lésions « collapsantes», «tip lesion »..),
ainsi que I’importance de leur caractére isolé ou avec Iésions associées(25, 26).

Cette classification permet donc un réel progres, répondant de maniére rigoureuse aux
exigences nécessaires au consensus et donc a son utilisation généralisée (simplicite,
reproductibilité, caractere prédictif indépendant). Toutefois, ses performances sont
variables lors des études de validation, et elle ne prend pas en compte les patients les

plus séveres (exclus au moment de la sélection).
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Variable

Histopathologique

Définition

Score

Hypercellularité

mésangiale

Glomerulosclérose

segmentaire

Hypercellularité

endocapillaire

Atrophie tubulaire /

Fibrose Interstitielle

<4 cellules mésangiales par axe mésangial
(moyenne)
>5 cellules mésangiales par axe mésangial

(moyenne)

Sclérose d’une partie du floculus ou

synechie flocculocapsulaire

Présence de cellules dans la lumiere des
capillaires glomérulaires réduisant cette

lumiére

Pourcentage de la surface corticale
atteinte : 0-25%
26-50%
> 50%

MO

M1

SO
(absent)
S1

(présent)

EO
(absent)
El

(présent)

T0

Tl
T2

Tableau 3. Classification d’Oxford. (32)

1.1.4. Prise en charge thérapeutique

Cette prise en charge dépend du niveau de risque a la prise en charge. Elle s’appuie

sur des recommandations internationales faisant la synthése des études disponibles

par un groupe d’expert (Kidney Diseases: Improving Global

KDIGO)(38).

Outcomes,
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Un niveau de risque est considéré comme faible si les anomalies urinaires sont
minimes (microhématurie isolée, protéinurie inférieure a 0,5g/24h), qu’il n’y a pas
d’HTA et que la fonction rénale est normale (DFG>60mL/min/1,73m?). Ces patients
peuvent recupérer spontanément (environ 15% des cas dans une série chinoise)
comme évoluer sur le long terme vers une macroprotéinurie (environ 30%). De
simples consignes hygiénodiététiques (par exemple : arrét du tabac, correction d’une

obésité) sont suffisants ainsi qu’une surveillance annuelle du fait du risque évolutif.

1.1.4.1.  Support thérapeutique commun

La situation la plus typique est la présence d’une protéinurie supérieure a 0,5g/24h *
associee a une HTA et + une insuffisance rénale chronique (IRC). Ces patients sont a
risque d’évolution vers ’insuffisance rénale terminale et doivent faire 1’objet d’une
prise en charge plus importante. Celle-ci s’appuie en tout premier lieu sur des
mesures non spécifiques. Ces mesures sont le contrble de la pression artérielle avec
I’objectif de 130/80 par des moyens non médicamenteux (régime limité en apports
sodés a 6g/jour, activité physique, correction d’une obésité, arrét d’une intoxication
éthylique chronique) et médicamenteux. Ces derniers sont principalement le recours a
un bloqueur du systéme rénine-angiotensine (inhibiteur de 1’enzyme de conversion,
IEC ou antagoniste des récepteurs de type 1 de I’angiotensine 11, ARA2) de fagon
préférentielle, du fait de leur haut niveau de preuve concernant la réduction de la
protéinurie et la réduction du risque d’évolution vers I’insuffisance rénale chronique
terminale(39-41). Ils font 1’objet d’une recommandation KDIGO de niveau élevé
(1B) lorsque la protéinurie initiale est supérieure a 1g/24h et d’une suggestion lorsque

la protéinurie est située entre 0,5 et 1g/24h (niveau 2D).

1.1.4.2. Corticothérapie

La corticothérapie est un mode de traitement ayant fait 1’objet de plusieurs études
contrélées/randomisées et de méta-analyses(42-46). Ces études montrent un bénéfice
majeur de la corticothérapie, permettant pour la plupart une réduction de la

protéinurie, un ralentissement de la pente de décroissance du DFG et une diminution
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du risque de doublement de la créatinine sérique. Cependant, ces études font 1’objet
d’une controverse marquée par le fait que la plupart d’entre elles n’accompagnaient
pas la corticothérapie d’un contrdle tensionnel suffisant, et comprenaient une faible
fraction de patients traités par IEC ou ARA2. Une étude chinoise comportait méme
une période d’éviction de ces traitements 1 mois avant I’inclusion(44). Les quelques
¢tudes s’appuyant sur un controle optimal de la pression artérielle et une proportion
élevée de patients traités par bloqueurs du systeme rénine-angiotensine semblent
montrer un bénéfice en terme de réduction de la protéinurie mais sans amélioration de
la fonction rénale sur une durée de suivi courte. Une méta-analyse évaluant le
bénéfice de la corticothérapie retrouvait une réduction du risque de doublement de la
créatinine sérique, mais 1’essentiel de 1’effet statistique était la résultante de 2 études
principales, surreprésentées, au cours desquelles la proportion de patients sous
IEC/ARA2 était limitée(47). Enfin les patients présentant un DFG inférieur a 50
mL/min/1,73m?2 étaient soit exclus soit en nombre limité.

Les recommandations KDIGO ne proposent la corticothérapie qu’a un niveau de
suggestion (et non de recommandation) avec un grade limité (2C) pour les seuls
patients présentant une protéinurie persistante >1g/j malgré 3-6 mois de traitement
anti-hypertenseur et antiprotéinurique s’appuyant sur les IEC/ARA2 si le DFG est
supérieur a 50 mL/min/1,73mz2.

Les schémas thérapeutiques de corticothérapie sont multiples. Le plus utilisé est
probablement celui issu de I’étude de Pozzi et al.,, consistant en 3 périodes
successives de 2 mois, chacune initiée par une perfusion intraveineuse quotidienne de
1 gramme de méthylprednisolone pendant 3 jours suivie d’une corticothérapie orale 1

jour sur 2 a 0,5mg/kg/j(42).

1.1.4.3. Traitements immunosuppresseurs

La premiere option est 1’association du cyclophosphamide a la corticothérapie. Une
seule étude controlée/randomisée a évalué D’intérét de cette approche a partir de
patients présentant une fonction rénale altérée définie par une créatinine sérique
initiale entre 130 et 250 pumol/L, avec un DFG estimé (DFGe) déclinant de 15%
I’année précédant 1’inclusion(48). Le traitement associait une corticothérapie orale a
40 mg/j pendant 2 ans suivie de 10 mg a un traitement par cyclophosphamide par voie

orale a 1,5 mg/kg/jour 3 mois suivi d’un traitement par azathioprine a la méme dose
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durant au moins 2 ans. Le groupe contrdle était un traitement par contréle tensionnel
seul. Cette étude montre une ameélioration de la survie rénale a 2 ans et & 5 ans malgré
un faible effectif (19 patients dans chaque groupe). Les critiques de cette étude sont
principalement 1’absence de corticothérapie dans le bras controle, le faible effectif, et
le contréle tensionnel insuffisant. Ces limites, ainsi que le caractére unique de cette
¢tude, ne permettait pas d’ériger cette stratégie thérapeutique en recommandation
KDIGO.

L’azathioprine n’est pas recommandée par les KDIGO. Seules quelques études
contrblées/randomisées font état de résultats divergents. Les seules études positives
concernent des populations pédiatriques et associent un traitement anticoagulant(49).
Elles montrent une proportion supérieure de patients en rémission de leur protéinurie
avec azathioprine, corticothérapie et traitement anticoagulant comparée a la méme
stratégie sans azathioprine. Une étude ne comportait pas de bloqueurs du systeme
rénine-angiotensine. Une étude plus récente portant sur une population adulte de 207
patients avec une créatinine sérique inférieure & 2mg/dL et une protéinurie supérieure
a 1g/24h, comparant une stratégie « corticothérapie et azathioprine » a une stratégie
« corticothérapie seule » ne retrouvait pas d’amélioration en terme de proportion de
doublement de la créatinine sérique mais par contre une incidence d’effets
secondaires plus importante dans le groupe azathioprine(50).

L’acide mycophénolique n’est pas recommandé non plus. 3 essais thérapeutiques
contrélés/randomisés appuient cette démarche. 2 études, 1’une Belge, 1’autre Nord-
Américaine sont négatives contre placebo avec un traitement par bloqueurs du
systeme rénine-angiotensine systématique dans les 2 groupes(51, 52). Aucune
amélioration ni de la protéinurie ni de la fonction rénale n’était mis en évidence apres
respectivement 2 ans et 1 an de traitement. Une étude chinoise dont la méthodologie
était comparable aux deux autres montrait cependant une baisse significative de la

protéinurie et une stabilisation du DFG comparé au groupe contréle(53).

1.1.4.4. Autres traitements

Le traitement par huiles de poissons a été également proposé au cours de la NIgA.
Celui-ci s’appuie sur un bénéfice global, associant notamment une amélioration de la
pression artérielle et du profil lipidique. Plusieurs essais contr6lés/randomisés ont été
menés pour évaluer leur efficacité au cours de la NIgA. Certaines études montrent
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une efficacité sur le risque d’évolution vers I’IRCt et le doublement de créatinine
sérique dont une caractérisée par un groupe contrdle par huile d’olive(54). Une
diminution de la protéinurie était notée au cours d’une autre étude(55). En face de ces
études positives, 2 autres études sont demeurées négatives(56, 57), ainsi qu’une méta-
analyse(58). Les KDIGO suggerent toutefois leur usage au regard de leur innocuité et
de leurs bénéfices cardio-vasculaires potentiels.

Les anti-agrégants plaquettaires ne sont pas recommandés malgré une méta-analyse
concluant en leur faveur(59). Ceci tient au fait que cette étude incluait des essais trés
hétérogénes en terme de traitements immunosuppresseurs et corticoides associés.
Enfin, ’amygdalectomie a pu constituer une option thérapeutique. Aucun essai
randomisé n’appuie 1’'usage de ce traitement et seules des séries rétrospectives sont
disponibles pour I’évaluer. Ces séries comprennent souvent une proportion de
patients traités par corticoides plus élevée parmi ceux traités par amygdalectomie,
représentant un biais important(60-62). Ce traitement n’est pas, en 1’état,

recommandé par les KDIGO.

1.1.4.5.  Situations cliniques particulieres

Certaines situations plus rares peuvent relever d’un traitement immunosuppresseur.
La premiere situation est une forme rapidement progressive de NIgA caractérisée par
une baisse rapide du DFG associée histologiqguement a une forme proliférative
extracapillaire, définie par I’existence de croissants concernant plus de 50% des
glomérules. Ces formes sont associées a une évolution vers I’insuffisance rénale
terminale dans 75% des cas a 10 ans(63). Aucun essai randomisé évaluant I’efficacité
d’un traitement immunosuppresseur n’est publié a ce jour, mais la sévérité du
pronostic rend possible un traitement comparable a celui des vascularites a ANCA,
associant corticothérapie et cyclophosphamide(64-66). Cette stratégie fait 1’objet
d’une recommandation KDIGO.

Une autre situation particuliere est celle du syndrome néphrotique s’associant
histologiquement & des dépots d’IgA mésangiaux et 1’absence de Ilésions
histologiques par ailleurs. Cette forme est trés semblable a la glomérulonéphrite a

Iésions minimes et doit faire 1’objet d’un traitement comparable a celle-ci

(corticothérapie orale a fortes doses dégressives en premiere intention)(67).
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1.1.5. Récidive en transplantation rénale

La NIgA est une glomérulonéphrite qui récidive fréeqguemment sur le transplant
rénal(68). Ceci est lié au fait que les complexes immuns circulants a IgAl
polymériques persistent dans le plasma du receveur et peuvent entrainer des dépots
glomérulaires mésangiaux responsables de lésions inflammatoires au sein du greffon.
Cette récidive est temps-dépendante et est tres variable entre les séries, allant de 9 a
64% a 10 ans(69-74). La récidive se caractérise par 1’apparition d’une protéinurie et
d’une hématurie microscopique dans la majorité des cas et peut représenter une cause
de perte de greffon pour 5 a 10% des patients greffés pour NIgA (69, 75).

Le traitement immunosuppresseur semble influencer le risque de récidive sur le
transplant. Une premicre étude rétrospective montrait que 1’incidence de la récidive
était de 9% a 10 ans apres une induction immunosuppressive par globulines anti-
thymocytes, alors qu’elle était de 41% a 10 ans sans induction et de 41% a 5 ans apres
une induction anti-CD25(75). Une autre étude portant sur le registre Australien et
Néo-Zélandais (ANZDATA) a mis en évidence que le maintien d’une corticothérapie
a 1 an était associé a une diminution du risque de perte de greffon par récidive de la
NIgA de facon indépendante de 1’age, du sexe, des incompatibilités HLA et de
I’ancienneté en dialyse avant la transplantation (Hazard Ratio 0,5 ; p=0,009)(76).

1.2.Physiopathologie

1.2.1. Physiologie des IgA et de leur récepteurs

La compréhension de la NIgA a beaucoup progressé ces derniéres années avec une
physiopathologie en 4 « coups » (77) : (i) une premiere étape de production d'lgAl
anormales, (ii) une seconde de production d’un élément complexant les IgAl, (iii)
entrainant la formation de complexes immuns circulants a IgAl polymériques
responsables d’un dépo6t (iv) dans le mésangium et induction de lésions glomérulaires.
Au cours de cette revue bibliographique sur la physiopathologie de la maladie, nous
décrirons dans un premier temps les acteurs moléculaires et cellulaires impliqués pour
dans un second temps exposer les visions physiopathologiques actuellement

défendues.
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1.2.1.1. Structure et fonction des IgA

Les IgA représentent le sous-type d'immunoglobulines dont la synthese est la plus

importante chez I'homme, avec une production de 66 mg par kilo de poids de corps

contre 34 mg par kilo pour IgG et 7,9 pour les IgM. Elles existent sous la forme de

deux isotypes, les IgAL et les IgA2, ces dernieres possédant trois allotypes.
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Figure 1. Structure d’une IgA 1. Détail de la région charniére.(66)

La grande particularité des IgAl est la présence d'une région charniére longue,

composée de 18 acides aminés et siege de 5 a 6 résidus glucidiques O-glycosylés(78).

Des travaux récents suggerent que la région charniere est en fait plus longue

comprenant 20 a 23 acides aminés(79). La O-glycosylation survient sur des résidus

Sérine et Thréonine par l'intermédiaire d'enzymes qui transférent le premier élément

(un résidu GalNac) de la chaine glucidique : les GalNac transférases (UDP-N-acetyl-

a-D-galactosamine: polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferases), suivie de
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I’action de galactosyltransférases (la glycoprotéine- Nacetylgalactosamine 3-beta-
galactosyltransférase 1, core 1b3-Gal-T) ou T-synthase issue de I’expression du géne
C1GALT qui ajoute un galactose(80, 81). Le motif obtenu est appelé antigene T et
sert de précurseur a un grand nombre de protéines O-glycosylées a la surface des

cellules ou destinées a étre sécrétées chez les mammifeéres.

I_ l awl,3
A Serﬂ'hr Tn antigen
F1

o1.2 f1.3 T antigen
B SerThr{ T GalNAc < Gal > Core 1 structure

], 3

C <Eer.-'Thr & Syalyl-Tn

}_—Im.e. f1,2
D \ﬁfrm“ GalNA < Gal > Monasyalyl-T
1 <_NeuMAc 02,2

1,2 f1,3 )
E {Snarn'hrfj:GaquAc> Gal > DisyalyT
X))
< NeuMAc < NeuNAc }'ﬂ'a

Figure 2. Profils de O-Glycosylation des résidus Ser ou Thr de la région charniére des
IgA1.(66)

Cet antigéne T est ensuite sujet a plusieurs types de sialylation comme indiqué dans la
figure (sialyl-transférases). Le role de cette O-glycosylation semble étre d'une part la
résistance a différente protéases d'origine bactérienne et d'autre part le maintien de la
structure allongée de I'immunoglobuline en rigidifiant la région charniére. Une
anomalie de O-glycosylation peut donc altérer les propriétés physico-chimiques de
I'lgA1(82).
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Figure 3. Enzymes impliquées dans 1’allongement de la chaine de O-glycosylation
des IgAl

Dautre part, il existe une N-glycosylation au sein du reste de la chaine lourde o (deux
résidus pour la chaine al, 4 et 4 ou 5 résidus pour les chaines a2)(83). Celle-ci
comprend des sucres différents (fucose, mannose, N-acétylgalactosamine,

galalactose), formant des complexes multiantennaires liés aux résidus Asparagine.

Les IgA circulantes sont essentiellement de type IgAl, monomériques et produites
par les plasmocytes de la moelle osseuse, alors que les IgA présentes dans les
sécrétions sont produites localement, avec une représentation relativement plus
importante des IgA2 et sont polymériques(84). Ces dernieres sont appelées IgA

secretoires et sont alors essentiellement dimériques.

L'organisation en dimeres est permise par la liaison de deux chaines lourdes o a leur
extrémité C-terminale par une chaine J(85). I'extrémité C-terminale de la chaine o des
IgA secrétoires est porteuse d'une séquence supplémentaire de 18 acides aminés
comportant une cystéine et permettant la liaison a la chaine J via des ponts
disulfures(86).
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Dautre part, les IgA secrétoires sont caractérisees par la présence d'un composant
secrétoire, un polypeptide d'environ 80 kDa. Ce composant secrétoire est lui-méme
un résidu du récepteur aux immunoglobulines polymériques (plgR). En effet, chez
I'nomme, les IgA dimériques sont produites par des plasmocytes au sein du systeme
lymphoide associé aux muqueuses. Ces IgA sont ensuite captées par le plgR présent
sur le pole basolatéral des cellules épithéliales, et vont subir une endocytose(84). La
vésicule d’endocytose est ensuite I'objet d'une circulation intracellulaire (transcytose).
L'ensemble IgA-plgR est enfin exprimé au pdle apical de la cellule épithéliale, ou le

pIgR est clivé, libérant une IgA dimérique associée au composant secrétoire.

Le role de ces IgA secrétoires est essentiellement une barriere anti-infectieuse de la

mugqueuse par plusieurs mécanismes :

- par la liaison et I'inactivation des bactéries sur le versant externe de la muqueuse en

inhibant notamment les capacités d'adhésion

- les IgA peuvent capter les bactéries sous I'épithélium et permettre leur clairance par

le processus de transcytose.

- de la méme maniére, les particules virales peuvent étre captées lors du passage

trans-cellulaire et éliminées par exocytose sur le versant apical

Les deux principaux modes d'action des IgA sont donc le recouvrement et
I'inactivation des micro-organismes et la liaison a des récepteurs spécifiques. Les IgA
ne peuvent pas activer la voie classique du complément alors qu'elles peuvent

I'activer par la voie alterne et la voie des lectines(87).

1.2.1.2. Les récepteurs des IgA

Plusieurs récepteurs aux IgA ont été décrits. Les principaux sont le FcaRI ou CDS89,

le pIgR et le récepteur a la transferrine (TfR ou CD71).
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Figure 4. Récepteurs aux IgA, d’aprés Monteiro et al.

Le FcoRI (CD89) est exprimé de maniére constitutionnelle a la surface des
polynucléaires neutrophiles, des éosinophiles, des monocytes, des macrophages, des
cellules dendritiques interstitielles et les cellules de Kuppfer. Méme si sa structure est
trés semblable aux autres récepteurs de fragments Fc (FcyR, FceRI), le gene est
localisé sur le chromosome 19 alors que ceux des autres récepteurs sont situés sur le
chromosome 1. Il est & noter que ce récepteur n'est pas exprime chez la souris, alors

qu'il I’est notamment chez le rat, les chevaux et les primates(88).

Ce récepteur est caractéris€¢ par la présence d'une chaine o permettant la
reconnaissance du ligand, et de deux chaines y, communes aux autres récepteurs de
fragments Fc, permettant la transduction du signal. La chaine o comprend deux
domaines immunoglobuline-like, une région transmembranaire et une courte portion
intracytoplasmique. La chaine a reconnait les domaines Ca2 et Ca3 du fragment Fc
de I'lgA. La chaine y posséde un motif ITAM (immunoreceptor tyrosine-based
activation motif). La liaison au fragment Fc des IgA entraine une dimérisation des
chaines a du récepteur, permettant la phosphorylation des résidus Tyrosine au sein

des motifs ITAM, point de départ de la cascade de signalisation intracellulaire. La
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liaison ligand-récepteur est responsable d'une relocalisation de plusieurs récepteurs au

sein de micro-domaines de la membrane plasmique.

La réponse cellulaire suite a la liaison IgA-CD89 dépendra du type d’IgA impliquée
(monomeérique ou polymérique/complexées) et de la liaison du récepteur a la chaine
v. Les IgA monomériques entrainent soit une réponse anti-inflammatoire médiée par
la portion ITAMi de la chaine vy, soit sont internalisées permettant d’accroitre leur
demi-vie en I’absence de chaine y associée. Par contre les IgA polymériques
systémiques et surtout les IgA complexées entrainent un regroupement membranaire
des molécules de CD89 engendrant dans cette configuration un signal intracellulaire
pro-inflammatoire. Cette interaction pourrait également s’accompagner d’un clivage

de la portion extracellulaire du récepteur (cf. infra).
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Figure 5. Réles du CD89 en fonction du caractere monomeérique vs. Polymérique des

IgA le liant et en fonction de la présence d’une chaine 7. (88)

Le plgR est synthétisé par les épithélia muqueux et glandulaires et comprend un
segment extracellulaire de 589 acides aminés, un domaine transmembranaire de 23
acides aminés et un segment intracytoplasmique de 103 acides aminés. Ce récepteur
est capable de se lier aux IgA et aux IgM polymériques. La liaison aux IgA
polymeériques se fait a la fois de facon non covalente au domaine Ca3 une autre part
de fagon covalente par un pont disulfure entre le domaine 5 du plIgR et le domaine

Ca2 de I'[gA. Cette zone de liaison est en partie commune au pIgR et au FcaRI(82).

Comme décrit ci-dessus, le plgR capte les IgA polymériques sur le pdle basolatéral de
la cellule épithéliale et permet leur transfert vers le secteur extra-muqueux par
transcytose. Apres clivage du plgR, un fragment de la portion extracellulaire du

récepteur reste lié a I'lgA dimérique et constitue le composant sécrétoire.

Le TfR ou CD 71, décrit initialement comme récepteur a la transferrine, est capable
de lier les IgA1 polymériques. Il est a noter que ce récepteur est présent sur les
cellules mésangiales et son expression est stimulée par les IgA polymériques(89). La
reconnaissance des IgAl par le CD71 est trés probablement dépendante de la région

charniére et de son niveau de glycosylation (90).
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1.2.2. Pathogénie séquentielle

1.2.2.1. Anomalies des IgA au cours de la Néphropathie a IgA primitive

La premiere anomalie est l'augmentation du taux d'IgA sériques, présente chez
environ 40 % des patients(21, 22), soit une proportion supérieure a celle de la
population geénérale. Cette anomalie n'est pas constante et n'est donc pas
indispensable a la genése de la pathologie, mais témoigne d'une probable dérégulation
de la production des IgA au cours de la NIgA. D'autre part, la proportion d'IgA
sériques polymériques, normalement inférieure a 10 %, est augmentée au cours de

cette maladie.

L'anomalie structurelle la plus remarquable concerne la glycosylation des IgA1l.
Comme décrit ci-dessus, les IgAl présentent deux types de glycosylation, une N-
glycosylation portée par les résidus Asn en position 263 sur le domaine Ca2 et en
position 459 sur le domaine Ca3, et une O-glycosylation portée par les résidus Ser et

Thr de la région charniére.

Au cours de la NIgA, la O-glycosylation est plus fréquemment anormale a la fois des
IgALl sériques (91, 92) et également de celles éluées des glomérules de patients
présentant la maladie(93, 94). Cette anomalie consiste en un déficit de galactosylation
des ramifications O-glycosylées. Ceci a pour conséquence une exposition du motif
GalNac tel quel (antigene Tn) ou au résidu GalNac directement sialylé.

Le mécanisme de production de ces IgAl galactose-déficientes (IgA1l-dg) n'est pas

élucide et plusieurs hypothéses ont pu étre discutées.

La premiere hypothése serait une anomalie de Il'activité de C1GALT1 des
plasmocytes producteurs d'lgAl. En effet, une diminution de l'activité de cette
enzyme serait a l'origine d'un défaut de galactosylation des résidus GalNac. Le gene
de cette transférase présente plusieurs polymorphismes mononucléotidiques (SNP)
dont certains sont associés a une susceptibilité modifiée vis-a-vis de la NIgA. Dans
une étude Chinoise portant sur 1164 individus dont 670 patients atteints de la
maladie, 5 SNP étaient étudiés mais seul l'un d'entre eux, en position -292, était
associé a une protection vis-a-vis de la NIgA(95). Dans une étude italienne plus
récente portant sur 494 individus dont 284 patients, l'allele 1365G était plus fréquent
chez les patients atteints de NIgA(96). Cependant, la force d'association entre ces
polymorphismes et la NIgA est faible et ne doit étre intégrée que dans un modéle de
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susceptibilité polygenique a cette maladie. De plus, aucune étude fonctionnelle
concernant l'activité de I'enzyme en présence ou non des alléles d'intérét n'a pu
confirmer ces résultats. D'autre part, I'étude du géne de la protéine chaperonne Cosmc
dont l'activité est associée a celle de C1GALT1 n'a pas permis d'identifier un
polymorphisme d'intérét (97). La mutation de la protéine Cosmc entraine une
dégalactosylation des protéines exprimées par les éléments figurés du sang (syndrome
Tn), mais n’entraine pas d’anomalie néphrologique(98). Par contre un modéle de
souris déficiente en CIGALTL1 présente en sus des anomalies hématologiques une
protéinurie en fait expliquée par la degalactosylation de la podocalyxine, protéine
exprimée par les podocytes(99). Ceci montre que ’altération seule de la capacité de
galactosylation des IgA ne suffit pas a induire la maladie. Plus recemment, il a été
montré que la diminution d’expression de C1IGALT1 pouvait étre sous I’influence
d’un micro-ARN, le miR-148b(100). Une autre hypothese serait une sialylation
excessive et précoce des résidus GalNac, empéchant la galactosylation(101). Il a été
effectivement montré I’augmentation de I’activité de ST6GalNacll (permettant la
sialylation de GalNac) au sein des lymphocytes B chez les patients présentant la
maladie(102)ST6GalNAcII, une sialyl-transférase, pourrait également avoir un réle
dans la production de formes galactose-déficientes. Son hyperexpression observée au
sein les lignées EBV immortalisées de lymphocytes B sécréteurs d’IgAl issus de
patients pourrait entrainer une cinétique de sialylation plus rapide, dépassant les

capacités de galactosylation (103).

La deuxieme hypothése est celle d'une dérégulation de la production d'IgA. En effet,
la dégalactosylation ne porte pas sur I'lgD présentée par le lymphocyte B avant la
commutation isotypique, suggérant que l'anomalie a l'origine de la déficience en
galactose n'est pas constitutionnelle. Il pourrait s'agir d'une production excessive
d'lgAl, dépassant les capacités de galactosylation. Le taux élevé d'IgA sériques, le
grand nombre de leurs cibles antigéniques, qu'elles soient d'origine muqueuse ou

systémique et leur faible affinité vis-a-vis de ces antigenes plaident dans ce sens.

D'autre part, une étude a évalué la réponse anticorps IgAl différentielle aprés
exposition a un antigéne systémique (anatoxine tétanique, TT) et un antigéne
muqueux (Helicobacter pylori, HP)(104, 105). L'ensemble des sujets sains et des
patients atteints de la NIgA avaient une réponse systémique IgAl-dg (détectés par

liaison a la lectine Vicia Villosa) plus importante contre I'antigene muqueux par
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rapport a I'antigéne systemique. Ceci suggere qu'au cours de la NIgA, la réponse aux
antigénes d'origine muqueuse est anormale, a l'origine de la production d'lgAl
polymériques vers le secteur systémique de faible affinité et en quantité excessive.

Cependant, il a été montré gqu'en isolant et en immortalisant des cellules B du sang
périphérique de patients atteints de NIgA, celles-ci sécrétaient des IgAl
essentiellement de type polymérique avec un deéficit de galactosylation de la région
charniére(102). Ceci suggére que l'origine de ces IgA1l anormales est médullaire,
méme si il a été montré que 15 % des patients avaient un marquage du composant
sécretoire au sein du mésangium cette fois-ci plus en faveur d'une origine
muqueuse(106). L hypothése qui prévaut actuellement est celle d’une anomalie de
compartimentation des lymphocytes B d’origine muqueuse dont la différenciation en

plasmocytes se produit finalement de fagcon anormale dans le secteur médullaire.

Cette anomalie pourrait survenir sous 1’influence d’un excés de certains facteurs de
survie des lymphocytes B, BAFF et APRIL. Dans un modele murin caractérisé par
une hyperproduction de BAFF, une néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA
survenait spontanément (107). Celle-ci était dépendante de la colonisation bactérienne
du tube digestif. L’atteinte rénale ¢était supprimée par un régime Stérile et
réapparaissait aprés la reprise d'un régime normal. Dans ce modele,
I’hyperproduction d’IgA dans le secteur systémique présentait des spécificités
antigéniques bactériennes des colonies digestives. De plus il a été montré que les taux
circulants de BAFF et d’un médiateur semblable, APRIL, étaient plus élevés chez les
patients comparés aux volontaires sains. Cette anomalie de compartimentation des
lymphocytes B d’origine muqueuse pourrait donc étre sous !’influence de ces

facteurs.

1.2.2.2. Formation des complexes immuns circulants a IgA1 polymériques

Au cours de la NIgA, on assiste a la formation de complexes immuns circulants
comprenant en majeure partie les IgAl-dg polymériques telles qu’elles viennent
d'étre décrites. Le mécanisme de formation de ces complexes immuns circulants reste
débattu et plusieurs méecanismes sont proposés. Nous allons examiner les différentes

théories visant a expliquer le mécanisme de formation de ces complexes immuns.
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1.2.2.2.1. Auto-agregation des IgA1 anormales

Il a été montré que les IgAl au cours de la NIgA avaient une capacité d'auto-
agrégation par des tests de liaison en phase solide(108). Cette auto-agrégation pouvait
étre inhibée par différents éléments compétitifs a savoir les IgA1, un peptide issu de
la région charniére des IgAl, des éléments GalNac et galactose alors qu'il n'y avait
pas d'inhibition par les 1gG, les IgA2 et I'acide sialique. Ceci suggere que cette auto-
agrégation se produit au niveau de la région charniére des IgA1 exposant des résidus
GalNac ou Galactose compatible avec la glycosylation anormale observée dans cette

maladie.

La méme équipe a pu mettre en évidence I'apparition d'une capacité d'auto-agrégation
apres digestion des chaines O-glycosylés d'IgA1 normales(109). Les enzymes
employées étaient une neuraminidase (désialylation), une galactosidase
(dégalactosylation) et une N-acétylgalactosaminidase (digestion des résidus GalNac).
Il apparait donc que la sialylation terminale protége de I'auto-agrégation des IgA1. De
plus, ces formes galactose-déficientes présentent une affinité supérieure aux éléments
de la matrice extracellulaire tels que la fibronectine, le collagéne IV et la laminine
pouvant expliquer l'agrégation de ces complexes immuns dans le mesangium

glomérulaire.

Plus récemment, Yan et coll. ont montré par une technique d'auto-agrégation a partir
d'lgAl désialylés et dégalactosylées fixées sur une colonne de chromatographie,
qu’une plus grande quantité d'IgAl était €luée a partir du sérum des patients atteints
de NIgA par rapport aux sujets sains et qu'une plus grande quantité encore d'lgAl
était éluées a partir du sérum de patients présentant des formes plus séveres (formes
proliférantes et sclérosantes)(110). De méme, ces formes séveres étaient associées a
une exposition plus importante des résidus GalNac, suggérant que I'importance de la
dégalactosylation pouvait rendre compte d'une expression plus sévere de la maladie.
Au cours de cette étude, la quantité d'lgG éluées était la méme entre les groupes par

cette méthode.
1.2.2.2.2. Réle des récepteurs

1.2.2.2.2.1. Formation de complexes solubles
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Les récepteurs aux IgA ont été incriminés dans la constitution des complexes immuns
circulants et dans le dépdt de ces mémes complexes dans le mésangium.

La premiére constatation a été la mise en évidence d'une diminution de I'expression
membranaire du CD89 des monocytes et des polynucléaires circulants des patients
présentant une NIgA(111). Cette diminution d'expression membranaire est associée a
un niveau transcriptionnel du CD89 normal. La deuxieme observation est celle de la
mise en évidence de CD89 soluble au sein des complexes immuns circulants
(précipitation par le PEG) chez les patients NIgA.

Dans la méme étude, les auteurs décrivent une souris transgénique pour le CD89
humain. En effet, la souris ne possede naturellement pas de récepteur équivalent au
FcaRI humain. Le développement d'une souris transgenique dont le transgene FCAR
est sous le contréle d'un promoteur spécifique a la lignée monocytaire reproduit de
facon représentative les conditions d'interaction IgA-sCD89 observées chez I'nomme.
Ces souris développent spontanément une pathologie proche de la NIgA humaine
avec des dép6ts mésangiaux d'lgA, une infiltration macrophagique et I'apparition
d'une protéinurie modérée et d'une hématurie. Dans ce modeéle, il est également
constaté une diminution de I'expression membranaire du CD89 avec un niveau de
transcription normal, et la présence de CD89 soluble au sein de complexes immuns
circulants dans le sérum. Seule la partie extracellulaire du CD89 est retrouvée au sein
de ces complexes, suggérant un clivage de ce récepteur apres l'interaction avec son
ligand. De plus, cette NIgA peut étre transmise a des souris saines par l'injection du
sérum de ces souris transgéniques.

D’autre part, cette équipe a généré une souris SCID transgénique pour le CD89
humain. Cette souris SCID présente un immunodéficit humoral complet portant sur
tous les sous-types d'immunoglobulines et notamment sur les IgA. Ces souris ne
développent pas spontanément la maladie mais seulement aprées transfert du sérum
des souris transgéniques de souche sauvage ou des IgA de patients atteints de NIgA.
Le transfert des IgA de sujets sains n'induit par contre pas la maladie chez ces souris.
Ainsi, dans ce modele murin, I'induction de la maladie nécessite a la fois la présence
d'lgAl polymériques et la présence du CD89. Cependant, dans le modéle de souris
transgéniques et de souche sauvage, la seule présence du CD89 induit des dépéts
mésangiaux d’IgA, ce qui n'explique pas la physiopathologie chez I'homme, puisque
le CD89 y est exprimé de maniere constitutionnelle sans entrainer habituellement de

Iésion. De plus, dans ce modéle, les dépots sont composés d’IgA2 uniquement, les
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seules exprimees par les souris. L'hypothese formulée par les auteurs est le fait que
les IgA chez la souris sont spontanément essentiellement polymériques dans le sérum,
ce qui n'est pas le cas chez I'hnomme.

Donc, d'aprés ces auteurs, la formation des complexes immuns circulants a IgAl
polymériques serait liée au détachement de la portion extracellulaire du CD89
(sCD89) exprimée par les monocytes et a la formation de complexes IgA1-sCD89

circulants.

1.2.2.2.2.2. Rdle des récepteurs dans la clairance des IgA

Le récepteur impliqué dans la clairance des IgA seriques et le récepteur aux
asialoglycoprotéines (ASGPR).

L'ASGPR est responsable de la clairance hépatique des IgA, mais de fagon plus
importante sur les IgA2(112). La délétion de la région charniere des IgAl toutefois
augmente leur clairance par I'ASGPR, ce qui n'est pas le cas lors que l'on fait
disparaitre seulement la O-glycosylation. En fait, il apparait que cette clairance des
IgA est dépendante de la N-glycosylation dont on sait qu'elle est plus importante sur
les IgA2 (4 résidus N-glycosylés contre 2 résidus sur les IgALl).

Cependant, il apparait clairement que les formes dimériques et polymériques font
I'objet d'une clairance hépatique médiée par 'ASGPR supérieure a celle des formes
monomeériques.

Cette voie n'explique pas la diminution de la clairance des IgA observée au cours de
la NIgA et d'autres récepteurs pourraient étre impliqués dans la reconnaissance de la

O-glycosylation.

1.2.2.2.2.3. Rdle des récepteurs pour la constitution des dépots mésangiaux

Les dépots mésangiaux d'lgA sont semblables aux complexes immuns circulants au
cours de cette maladie, c'est-a-dire composés essentiellement d'IgAl polymériques
présentant des anomalies de la O-glycosylation. Les récepteurs mésangiaux aux IgA
pourraient étre responsables du dépot de ces complexes.

Jusqu'a présent, il n'a pas été retrouvé d'expression du FcaRI (CD89) sur les cellules
mésangiales et ce récepteur n'est donc probablement pas impliqué dans le mécanisme

de ces dépots.
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Le principal candidat est le récepteur a la transferrine (CD71). En effet, celui-ci est
exprimé sur la membrane des cellules mesangiales, et ne lie que les IgA
polymériques(113). De plus, son expression mésangiale est augmentée au cours de la
NIgA et correle avec la sévérité de la maladie. Cette hyperexpression est retrouvée
dans plusieurs néphropathies glomérulaires médiées par les IgA (purpura rhumatoide,
néphropathie lupique).

L’obtention d’un modeéle murin présumé plus proche de la situation humaine a été
réalisé en développant une souris exprimant I’IgA1 humaine et le CD89 humain. Ces
souris présentent un phénotype de NIgA sévére a partir de la 12°™ semaine de vie,
associant protéinurie, hématurie et élévation de la créatinine sérique. De plus les
Iésions histologiques comprenaient des dépots mésangiaux typiques d’IgA et de C3
associes a une prolifération mésangiale et une infiltration macrophagique(114).

Au moyen de ce modéle, il a été possible de démontrer I’interaction entre 3 acteurs
potentiels générant les dépdts mésangiaux et la stimulation des cellules mésangiales.
Les IgAl et le sSCD89 possédent chacun une affinité pour le CD71, et a fortiori les
complexes IgA1-sCD89. Le depbt de sCD89 induit 1’expression de transglutaminase
2 (Tg2) en plus de médiateurs pro-inflammatoires tels que IL6, TNFo et MIP2. La
Tg2 a son tour stabilise en le liant le CD71 et un complexe sCD89-CD71-Tg2 est
stabilisé a la surface des cellules, favorisant le dépot d’IgA1 et stimulant la cellule
mésangiale.

Un autre récepteur aux IgA a été decrit, le Fca/pR, liant également les IgM avec une
affinité supérieure. Cependant, méme si la transcription du gene de ce récepteur a été
mise en évidence dans les cellules mesangiales, son expression membranaire n'a

jamais été mise en évidence, notamment sur ces cellules en culture.

1.2.2.2.3. Anticorps anti-glycanes

Il est connu depuis de nombreuses années que les complexes immuns circulants des
patients atteints de NIgA contiennent une certaine quantité d'lgG(115). Tomana et
coll. avaient pu mettre en évidence des IgG et des IgA1 anti-GalNac dans le sérum de
patients sains et a taux élevés dans le sérum des patients atteints de NIgA. Il s'agit
donc d'anticorps naturels probablement produits suite a I'exposition muqueuse a des

micro-organismes exprimant GalNac, a la maniere des anticorps naturels des groupes
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sanguins du systeme ABO. Au cours de ce travail, la specificité anti GalNac était
établie par la mise en évidence d'une liaison spécifique des 1gG sériques contre les
IgAl désialylés et dégalactosylées par voie enzymatique, correspondant a I'exposition
des résidus GalNac O-glycosylés. De plus la formation des complexes immuns était
inhibée par ces IgA1 modifiées immobilisées et également par GalNac immobilise.
Les travaux de Suzuki ont récemment caractérisé de maniére tres compléte la nature
de cette interaction IgG-1gA1 dégalactosylées(116).

Il a d'abord étudié par immunoblot la liaison entre les 1gG sériques et les IgAl
dégalactosylées. La quantité d'IgG anti IgA1l du sérum des patients atteints de NIgA
était supérieure a celle des sujets sains. La réaction était inhibée par une lectine se
liant spécifiguement aux résidus GalNac (HAA : Helix Aspersa agglutinin),
témoignant de la spécificité de ces anticorps contre ces résidus. Dans le méme sens, la
regalactosylation des IgA1l inhibait également cette reconnaissance.

Les auteurs ont par la suite développé des clones de lymphocytes B a partir de sang
périphérique de patients atteints de NIgA et de sujets sains aprés immortalisation par
I’EBV. Les anticorps produits par les cellules du groupe NIgA étaient capables de
reconnaitre les IgA1 dégalactosylées et les résidus GalNac de facon plus importante
que celles issues des sujets sains. De méme, la capacité de formation de complexes
immuns était supérieure.

L'amplification et le séquencage des ARNmM codant pour les chaines lourdes et
légeres des IgG par ces cellules a permis de caractériser une substitution d'acides
aminés A/S dans la zone CDR3 de la région variable de la chaine lourde quasi
systématique parmi les clones développés a partir de patients atteints de NIgA.

Les auteurs ont ensuite généré une 1gG recombinante (r1123) a partir de la séquence
caractérisant les patients NIgA qui est capable de se lier aux IgA dégalactosylées.
Enfin, par mutagenese dirigée, le remplacement de I'acide aminé S par l'acide aminé
A faisait disparaitre les capacités de liaison aux résidus GalNac.

A partir de ces résultats, un test diagnostic a été développé (Dot-Blot) et dont le
principe est une fixation d'IgAl dégalactosylées, I'application du sérum des patients,
et la révélation apres lavage de la présence ou non d'anticorps réactifs au sein du
serum par un systeme avidine/peroxydase. Les performances diagnostiques testées sur
60 patients révelent une aire sous la courbe ROC a 0,96, une spécificité de 95 % et

une sensibilité de 88 %.
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Ces résultats mettent en lumiére I'importance majeure de cette interaction 1gG-1gA1-
dg qui pourrait dans I'avenir permettre le diagnostic sérologique de la NIgA et devenir
un point d'ancrage a de nouvelles perspectives thérapeutiques dans cette maladie.

L'anomalie la plus caractéristique au cours de la NIgA est la constitution de
complexes immuns circulants qui vont présenter une capacité de dép6t au sein du
mésangium. Cependant, seule une proportion de patients présentant ces dépots
mésangiaux d'lgA va évoluer vers l'insuffisance rénale chronique (autour de 30 a 40
%). Il y a donc une mise en jeu variable de processus inflammatoires au sein du

parenchyme rénal.

1.2.2.3. Réponse inflammatoire glomérulaire aux dépbts mesangiaux d'lgA

Plusieurs mécanismes ont été incriminés dans la genése des lésions glomérulaires
induites par la présence de complexes immuns déposés dans le mésangium. lls font
intervenir plusieurs types cellulaires (cellules mésangiales, monocytes et
macrophages, lymphocytes T) et plusieurs types moléculaires (complément,
cytokines).

1.2.2.3.1. Activation du complément

Les dépb6ts mésangiaux d'IgA sont trés souvent associés a des codépots de C3 (90%
de fagon constante entre les séries), mais aussi de Properdine (75-100%) et de facteur
H de facon plus variable (30-90%) en faveur d’une activation de la voie alterne du
complément(23, 117, 118). D’autre part, il a été mis en évidence au cours d’études
datant des années 1980 une augmentation de la présence de produits issus de la
dégradation de C3 dans le plasma de patients présentant une NIgA, signant une
activation accrue de C3 (en C3a et C3b) par I’existence de C3 convertases au cours de
la maladie(119, 120). Le C3b est hautement instable in vivo, soit par liaison aux
surfaces activantes (par exemple les parois bactériennes), soit par dégradation rapide
par les régulateurs de la voie alterne (facteur | associé a un cofacteur pouvant étre le
facteur H), générant des produits de dégradation iC3b, C3dg, C3d qui sont eux
inactifs et stables, finalement détectables dans le plasma. Ces données anciennes

nécessitent toutefois d’étre revisitées.
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Les IgA ont la capacité d’activer la voie alterne du complément in vitro. Hiemstra et
al. ont pu mettre en évidence I’activation du C3 par le fragment F(ab), immobilisé
dans des conditions rendant exclusive 1’activation de la voie alterne (MgEGTA)(121).
Cette activation était identique par les IgAl et les IgA2, mais le caractére
polymérique des IgA était nécessaire dans cette étude. Le mécanisme moléculaire
d’activation de la voie alterne par les IgA n’est pas connu.

La mise en évidence au cours de la GWAS de Gharavi et al. d’une protection Vvis-a-
vis du risque d’occurrence de la NIgA par la délétion des génes CFHR1/3 réactive
I’intérét pour le role de la voie alterne au cours de la maladie (122). Ces génes sont
situés au sein du cluster du géne du facteur H et s’inscrivent dans une succession de 5
genes de régulation de la voie alterne, sont nommés Complement Factor H Related
genes (CFHR) et numérotés de 1 a 5 (123). Ces genes sont issus de duplications du
géne du facteur H et présentent des homologies de séquence marquées avec celui-ci.
Le gene du facteur H est structuré en 20 courts domaines (short consensus repeats,
SCR) de séquences partiellement conservées. Les genes CFHR ont une structure
semblable plus courte, ne comportant que 4 SCR (CFHR2) a 9 SCR (CFHR4 et 5).
CFHR1 circule exclusivement sous forme de diméres (homo ou hétérodimeres) et
cette dimérisation est médiée par leurs domaines N-terminaux(124). Ces protéines,
structurellement proches du facteur H, partagent certaines capacités fonctionnelles de
régulation de la voie alterne. Le premier élément commun est la préservation des SCR
C-terminaux, responsables de la reconnaissance de C3b et des surfaces cellulaires
eucaryotes via la liaison aux glycosaminoglycanes, aux acides sialiques ou aux
héparane-sulfates(125). Cette liaison est essentielle a cette fonction de I’immunité
innée distinguant les surfaces du soi, ou la régulation de la voie alterne est essentielle
a la prévention de I’activation du complément, des surfaces pathogénes. Alors que le
facteur H présente des capacités de régulation completes, associant 1’accélération de
la dissociation de la C3 convertase de la voie alterne (C3bBb) et I’activité cofacteur
du facteur I, CFHR1 n’a pas ces capacités (126). En revanche, elle est capable de
bloquer la formation de C5b-9 via la liaison de ses SCR1 et 2 a C5 et C5b6 (127).
CFHR3 ne peut pas accélérer la dissociation de C3bBb, mais possede une faible
activité cofacteur de 1. En somme, ces protéines gardent une forte affinité pour C3b et
les surfaces cellulaires, en compétition avec H, mais présentent des capacités de

régulation trés réduites en comparaison au facteur H. Ceci pourrait expliquer que la
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protection vis-a-vis de la NIgA conférée par la délétion des génes soit permise par
une activité du facteur H augmentée en 1’absence de compétition d’affinité pour le
C3b. D’autre part, il a été montré que la délétion de CFHR1/3 s’associait a des
concentrations plasmatiques de facteur H plus élevées(128). Cette delétion protége
¢galement de la dégénerescence maculaire liée a 1’age (DMLA), une autre maladie
caractérisée par une activation du complément(129). Cependant, cette délétion a
également été associée a certaines formes de syndrome hémolytique et urémique
atypique (SHUa), ce qui va apparemment en Sens Opposé a une augmentation
hypothétique de I’activité du facteur en présence de cette délétion. Ces formes de
SHUa sont particuliéres puisqu’elles s’associent a la présence d’anticorps anti-facteur
H. Ces anticorps jouent un rdle dans la survenue du SHUa puisqu’ils sont spécifiques
de la partie C-terminale du facteur H, responsable de la reconnaissance des surfaces
cellulaires(130). Les mutations de cette région du facteur H sont responsables de la
survenue de SHUa, soulignant le role direct probable de ces anticorps dans la
survenue de la maladie. CFHR1/3 comme décrit précédemment, conservent ces SCR
C-terminaux et leur absence pourrait avoir un réle direct dans I’apparition d’anticorps
anti-H, suggérant donc un mécanisme totalement distinct, ne remettant pas en cause
I’hypothése mécanistique proposée au cours de la NIgA et de la DMLA. Par contre,
cette delétion a été associée a un risque plus élevé de Lupus Erythémateux
Disséminé(131).

C3b binding,
C3b binding, Regulation activity surface binding

i — > <--->

crR1 (@
crHR3 ()t

Figure 8. Structure du Facteur H, de CFHR1 et CFHR3, par correspondance des SCR

par homologie de séquence.
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Figure 9. Hypothese mécanistique sous-tendant le role protecteur de la délétion
CFH1/3 vis-a-vis de la NIgA.

Une autre voie d’activation possible au cours de la NIgA est la voie des lectines. En
effet, il a été montré que les IgA polymériques pouvaient lier la mannose binding
lectin (MBL), activant la MBL associated serin protease (MASP). Plusieurs auteurs
ont mis en évidence la présence de ces protéines au sein du mésangium dans environ
25 % des biopsies rénales de patients atteints de NIgA(132, 133).

Dans une étude récente, les auteurs ont mis en évidence un sous-groupe de patients
présentant des dép6ts de MBL, de ficoline, de MASP 1,2,3, de C5b-9, de C3, de C4d
qui colocalisaient avec les dépots d’IgA1(132). Ce sous-groupe de patients présentait
une infiltration mésangiale plus importante et une forme clinique significativement
plus sévere concernant le niveau d’insuffisance rénale chronique et de protéinurie. Un
second élément concerne le dépdt de C4d glomérulaire inconstamment constaté
(environ 25% des patients). Celui-ci est connu depuis les années 1980, interprété a
I’époque comme un stigmate de I’activation de la voie classique, avant la mise en
évidence de la voie des lectines. En réalité, les dépbts de Clq sont soit rares soit
inexistants (0-10%) et leur présence n’est constatée que au cours de formes trés
évoluées de NIgA, ou des processus inflammatoires et cicatriciels sont moins
specifiques de la maladie(134). D’autre part, les IgA ne peuvent pas lier le C1q. La
mise en jeu de la voie classique est donc hautement improbable au cours de la NIgA.
Ces dépdts de C4d témoignent en réalit¢ de 1’activation de la voie des lectines,
puisque seules les formes associant le comarquage de MBL et MASP existent. Une
étude multicentrique Espagnole montre que le dépdt de C4d glomérulaire au cours de

la NIgA est prédictif d’une survie rénale plus faible a 20 ans (C4d+ : 28% vs. C4d- :
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85%)(135), confortant une étude asiatique préalable(136). L'activation de la voie des
lectines pourrait donc représenter un marqueur pronostique dans cette pathologie.
Enfin, ’activation du complément au cours de la maladie géneére la formation de C5b-
9, résultant de la liaison de C5 successivement a C6, C7, C8 et C9. Ces complexes se
forment typiquement au sein de la bicouche lipidique des membranes cellulaires,
entrainant la formation de pores dont la quantité peut entrainer la lyse cellulaire. Cette
conséquence classique est en fait rare et la présence de ces complexes est plus
fréeguemment impliquée a des doses « sublytiques ». La génération de C5b-9 en
quantités sublytiques entraine un stress cellulaire bien démontré au cours des modéles
de glomérulonéphrite extramembraneuse(137). Tout d’abord, la membrane plasmique
altérée est rapidement réparée et des vésicules comportant les complexes C5b-9 au
sein de leur structure lipidique sont expulsés dans la chambre urinaire et peuvent étre
détectés dans les urines. Les podocytes soumis a ces complexes augmentent leur
expression de protéases (98kDa gélatinase) responsables de 1’altération de la structure
de la membrane basale glomeérulaire, induisent la formation d’espéces réactives de
1I’oxygene, modifient la structure du cytosquelette, entrainant une désorganisation des
diaphragmes de fente (garants de la permselectivité de la barriere de filtration
glomérulaire) via CD2AP et la Néphrine, augmente la synthése d’eicosanoides via
I’augmentation de ’expression de la cyclo-oxygénase 2, augmente la synthése de
collagene IV et de laminine, participant a 1’épaississement de la membrane basale
glomérulaire, induit la synthése de TGFp, impliqué dans les processus de fibrose,
augmente la synthese de PDFG-B et —C, puissants inducteurs de prolifération des
cellules mésangiales et enfin entraine 1’apoptose des podocytes dont le capital est
limité en 1’absence de capacités de prolifération(138). De plus, il apparait que C5b-9
a doses sublytiques entraine des altérations des cellules mésangiales. Une équipe a
montré dans un modéle de néphrite Thy-1 de rat I’effet stimulant des complexes C5b-
9 sur la prolifération, I’apoptose et la synthése d’IL6 et de TGFp par les cellules
mésangiales in vivo et en culture(139). Or, la mise en évidence par immunomarquage
de C5b-9 glomérulaire est fréquente chez les patients présentant une NIgA et il a été
montré que ces complexes sont présents dans les urines et ce, de fagcon corrélée a
I’activit¢ de la maladie (protéinurie, concentration de creatinine sérique), et a la
fibrose interstitielle(140).
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1.2.2.3.2. Activation des cellules mésangiales

Les études de culture de cellules mesangiales ont pu montrer que ces cellules
présentent une capacité de prolifération, de sécrétion cytokinique pro-inflammatoire
(IL6, TNFa) en réponse a des agrégats d'lgG et IgA ou a des IgA polymériques(141).
D'autres cytokines ont également pu étre incriminées (MCP-1, IL8, IP10) sous
I'influence de la transcription de NF-kB(142).

Cette réponse impligue des récepteurs aux fragments Fc, puisque le seul fragment Fab
n'induit pas d'activation. Seulement, les principaux récepteurs aux IgA (pIgR, FcaRl,
ASGPR) ne sont pas exprimes par les cellules mesangiales. Le récepteur candidat
actuellement privilégié et le récepteur a la transferrine (CD71). En effet, si celui-ci est
faiblement présent au niveau des cellules mésangiales chez les sujets sains, son
expression membranaire est tres renforcée au niveau de ces mémes cellules chez les
patients atteints de maladie de berger. Le CD71 colocalise chez ces patients avec les
dépots d'IgA et n'est exprimé dans les autres glomérulonéphrites que lorsque celles-ci
comprennent des dép6ts d'lgA. Cependant, l'intensité du marquage du CD71 n'était
pas corrélée avec la sévérité biologique et cliniqgue, méme si elle s'associait a une
prolifération mésangiale plus importante. De plus, une étude montre que le CD71
induit une activation de la voie MAPK/ERK, contrélant la production de cytokines
pro-inflammatoires apres stimulation par des complexes de masse moléculaire élevée
issus de serum de patients présentant une NIgA(143).

Il a récemment été montré l'existence d'un dialogue cytokinique entre les cellules
mésangiales et les podocytes. La culture de podocytes en présence d'lgA n'induit pas
de modification phénotypique de ces premieres cellules. De plus, les podocytes
n'expriment pas de récepteurs aux IgA (en dehors du CD71). Par contre, la co-culture
de cellules mésangiales et de podocytes en présence d'lgA entraine une production de
TNFa par ces dernieres cellules sous l'influence du TNFa produit par les cellules
mésangiales par un systéme d'auto et de paracrinie(144). Pour renforcer cette boucle
d'activation, il apparait également une surexpression des récepteurs au TNFa par les
podocytes. Les cellules épithéliales tubulaires présentent également ce méme type de

réponse.

1.2.2.3.3. Réle de la polarisation des lymphocytes T
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Les lymphocytes T CD4+ présentent une hétérogénéité fonctionnelle, caractérisée par
plusieurs profils de sécrétion cytokinique(145). Les lymphocytes Thl sécretent
majoritairement de I’'IFNy, du TNFa et de I’IL2, soutenant une réponse inflammatoire
et permettant une immunité dirigée contre les pathogenes intracellulaires. La sous-
population Th2 produit de facon prédominante IL4, IL5, IL13 et favorise la
différenciation des lymphocytes B et la production d’anticorps, particuliérement
efficace contre les pathogénes extracellulaires et notamment les parasites. L’IL4
empéche la différenciation en Thl et ’IFNy bloque celle des Th2, induisant une
polarisation dominante des cellules T CD4+. Les cellules Th17 expriment I’'IL17 et
I’IL22 sous I’influence d’un promoteur RORyt induisant le recrutement de leucocytes
effecteurs tels que les polynucléaires neutrophiles.

En marge de ces phénotypes pro-inflammatoires, une autre population de
lymphocytes T CD4+ présente des propriétés suppressives, les cellules T régulatrices
(Tregs). Ces cellules expriment un facteur transcriptionnel prototypique, FoxP3,
permettant d’inhiber I’activation et la prolifération des lymphocytes effecteurs par
expression de cytokines suppressives (IL10), en consommant 1’IL2 et en exprimant la
Galectin-1.

Il a été mis en évidence depuis les années 90, certaines particularités de la
polarisation T au cours de la NIgA.

Dans une étude, il a été montré une polarisation Th2 plus prononcée des lymphocytes
circulants de patients atteints de NIgA sans insuffisance rénale (expression moindre
de IL2, IFNy et expression plus importante de 1L4, IL10 et IL13)(146). Par contre, les
formes séveres de la maladie s'associent a une expression plus importante d'TFNy par
les cellules mononucléées du sang périphérique et a une expression parenchymateuse
rénale plus importante d'TFNy, de TNFa et I’ILla soit un profil Thl
prédominant(147).

Ceci a été étayé dans un modele murin spontané de NIgA (souris ddY)(148). Les
souris qui développent une forme active de la maladie présentent un profil
d'expression cytokinique des cellules T spléniques de type Thl (IFNy), alors que la
population des souris présentant une maladie quiescente (dépdts d’IgA sans
protéinurie) étaient polarisées Th2. D'autre part, le phénotype « maladie active » était
transférable a des souris de maladie «quiescente » par transplantation de moélle
osseuse, la situation inverse aboutissant a la diminution des signes d’activité de la

maladie. Par contre le transfert adoptif de cellule T CD4+ de souris présentant la
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maladie a des souris complétement indemnes ne permettait pas d’induire la maladie.
Cette étude tend a montrer que chez la souris ddY, la polarisation T n’induisait pas a
elle seule la maladie, mais déterminait 1’activité¢ inflammatoire glomérulaire en
réponse aux dépdts d’IgA.

En plus de ces sous-populations classiques de lymphocytes T, d’autres sous-groupes
ont été mis en évidence, parmi lesquels les lymphocytes T régulateurs (Tregs) et les
lymphocytes Th17. Les Tregs exercent une activité régulatrice via la sécrétion de
cytokines immunosuppressives (IL10, TGFp), et par la lyse de cellules effectrices par
la production de granzyme A et perforine entre autres. Le phénotype Tregs est sous la
dépendance d’un facteur de transcription, FoxP3(149).

Les cellules Thl7 sont a I’inverse des cellules pro-inflammatoires. Elles se
différencient sous I’influence de TGFf et d’IL6 (et/ou IL1J3, IL21) et produisent des
cytokines pro-inflammatoires dont 1’IL17, induisant hotamment le recrutement et la
stimulation des polynucléaires neutrophiles et les lymphocytes B(150, 151).

Il semble exister une balance Tregs/Thl7 dont le déséquilibre peut favoriser les
maladies auto-immunes. Le role de cette balance a été peu étudiée au cours de la

NIgA et représente un mécanisme potentiel de la pathogénie de la maladie.

1.2.2.3.4. Infiltration macrophagique glomérulaire

Plusieurs données montrent que la NIgA s'associe a un infiltrat de cellules
mononucléées dans le parenchyme rénal a la fois glomérulaire et tubulo-
interstitiel(152). Les monocytes-macrophages sont impliqués dans la sécrétion de
médiateurs pro-inflammatoires et leur présence est sous la dépendance de facteurs
chimiotactiques tels que MCP-1 et MIF. Un polymorphisme mono nucléotidique de
MCP-1 (alléle A) est associé a une évolution plus sévére de la néphropathie a IgA
dans la population Japonaise, alors que cette association n'a pu étre mise en évidence
au cours d'une étude Allemande(153, 154).

D'autre part, les monocytes présentent, comme décrit ci-dessus, une expression
membranaire du CD89. Celui-ci pourrait étre responsable de la reconnaissance des
complexes immuns contenant des IgA1 polymériques par les monocytes, en induisant

leur activation et la sécrétion de médiateurs pro inflammatoires.

52



1.2.2. Aspects genétiques de la Néphropathie a IgA

Historiquement, les arguments les plus forts en faveur du role de la génétique au
cours de la NIgA étaient (i) I’observation de fratries HLA identiques conjointement
atteintes (ii) la mise en évidence de quelques familles présentant plusieurs cas, et (iii)
de grandes disparités géographiques et ethniques de fréquences de la maladie. Depuis
ces observations, la connaissance du déterminisme génétique de cette maladie a
progresse de facon majeure, rythmée par les avancées technologiques notamment par

les capacités d’analyses multiplexées.

1.2.2.1. Néphropathies a IgA Familiales

Les premieres publications décrivant des cas familiaux datent du milieu des annees
1970. Deux types d’observations pouvaient étre rapportées : des cas de NIgA au sein
de fratries présentant des groupes HLA identiques(155, 156) et un cas chez 2 sceurs
jumelles(157). Ces observations ont permis de suspecter tres précocément le réle du
groupe HLA dans le déterminisme de la maladie.

Ces prémices de 1’étude du déterminisme génétique au cours de la NIgA
comprenaient également des observations d’antécédents néphrologiques familiaux
associés a une proportion de cas issus de séries de NIgA. Ces antécédents se
résumaient la plupart du temps a la présence de symptdmes évoquant la NIgA
(hématurie macroscopique, protéinurie) sans preuve histologique. Cette proportion
variait de 3,8% a 21% (158).

Le deuxieme type d’observations était la mise en évidence de familles comportant au
moins 2 cas de NIgA prouvée histologiquement dans certaines régions du monde. Ces
descriptions ont été faites en France, en Italie dans la région de Brescia(159) et aux
Etats-Unis dans le Kentucky (160). Cette derniere description comportait 75 cas de
NIgA histologiquement prouvées issues de I’Est ou du centre du Kentucky, parmi ces
cas, 14 patients (18%) appartenaient a un arbre généalogique étendu issu d’un ancétre
commun. Cette région était assez isolée génétiquement avec I’existence occasionnelle
de consanguinité. De facon comparable, la série italienne décrit 43 cas de
glomérulonéphrites comprenant 25 cas prouveés par biopsie (dont 11 NIgA) tous issus
de 3 petits villages de la VVal Trompia dans la province de Brescia. Ces cas sont issus

de 3 familles probablement interreliées. Ces familles ont fait I’objet d’une



consanguinité marqueée, avec un isolement geographique net (région montagneuse) et
sont tres probablement liées entre elles. Ces 2 observations (américaines et italiennes)
démontrent le réle du déterminisme génétique avec une transmission compatible avec
un type dominant a pénetrance faible ou polygénique. L’expression clinique de la
maladie ainsi que sa progression n’est pas différente de celle des cas sporadiques. 1l
faut noter que dans ces séries familiales, une proportion significative d’apparentés ont
des formes différentes de Glomérulonéphrite (GN) avec notamment des formes
mésangioprolifératives sans Ig ou avec des dépdts d’IgM. A ce jour plus de 100
familles ont été décrites avec des contextes ethniques différents (notamment une
généalogie étendue d’une famille aborigéne d’Australie et une autre issue des indiens

Zuni du Nouveau-Mexique).

1.2.2.2. Hérédité des anomalies de glycosylation des IgA

Une des caractéristiques les mieux démontrées des patients atteints de NIgA est la
quantité plus importante d’IgA1l présentant une région charniére anormalement O-
Glycosylée. Ces formes d’IgAl sont déficientes en Galactose (IgA1-dg) et un test
basé sur I’affinité de ces motifs de glycosylation envers la lectine extraite de Helix
Aspersa permet leur dosage dans le serum. Une premiere étude (161) a montré une
augmentation de concentration de ces formes IgA1-dg dans le serum de 202 sujets
asymptomatiques présentant chacun un lien familial direct avec un patient (84
patients au total) présentant une NIgA sporadique prouvée par biopsie. Les taux
d’IgAl-dg étaient d’autant plus €levés chez les apparentés asymptomatiques que le
taux du patient index était lui-méme important. Les mémes données ont été montrées
dans cette étude a partir de cas familiaux américains (2 familles Kentucky et
Alabama, 7 patients et 64 apparentés asymptomatiques)(162). Ces données confortent
la proximité pathogénique entre NIgA sporadique et NIgA familiale. De la méme
maniere Lin et coll. ont montré dans une population chinoise une augmentation de la
proportion d’IgAl-dg dans le serum de sujets apparentés de premier degré a des
patients atteints de NIgA (63 patients, 32 apparentés)(163). Les époux(ses) des
patients avaient une proportion d’IgA1-dg comparable a une population contréle, ceci
étant en défaveur d’un réle environnemental. Ces ¢léments montrent dans 2 contextes
ethniques différents le caractére génétiquement déterminé des anomalies de

glycosylation des IgA1 au cours de la NIgA.
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1.2.2.3. Etudes génétiques moléculaires

Deux grands types d’études moléculaires peuvent €tre conduites, (i) les études de
liaison génétique, réalisées a partir de familles de NIgA et (ii) les études d’association

génétiques conduites dans le cadre de NIgA sporadiques.

1.2.2.3.1. Etudes de liaison génétique

La méthodologie de ces études consiste a génotyper des loci trés polymorphiques et
distribués tout au long du génome humain des membres de familles présentant
plusieurs cas de NIgA. La transmission du caractere « NIgA » est établie par le
moyen d’un arbre généalogique et une étude statistique est menée pour chaque locus
afin de déterminer la liaison génétique de celui-ci a la maladie par I’étude de leur
coségrégation (cotransmission) . Cette étude statistique va exprimer le résultat sous la
forme d’un LOD score (Logarithm of Odds) propre a chaque locus, dont la valeur
supérieure a 3 démontrera la liaison génétique significative entre la maladie et le
locus. Une cartographie des loci avec leur LOD score est ensuite établie pour déduire
la portion du génome liée & la transmission du caractére NIgA (région de loci
présentant un LOD > 3). Le grand avantage de cette méthode est 1’absence
d’hypotheése physiopathologique entre chaque locus et la maladie, permettant une
situation d’aveugle au cours de I’analyse. L’étude de Gharavi et al. (164) a mis en
¢vidence a partir de I’analyse de 30 familles italiennes et américaines et au moyen du
génotypage de 384 marqueurs polymorphiques (loci), une liaison génétique puissante
(LOD maximal 5,7) de la région 6q22-23, appelée par les auteurs IGANL. Cette
analyse a ét¢ menée sous I’hypothése d’une transmission dominante a pénétrance
variable et celle d’'une hétérogénéité génétique, c’est a dire considérant que seules
certaines familles sont liées a cette région du génome (60% dans cette étude). Ce
dernier point tend a montrer que cette région ne détermine pas toutes les formes
familiales de la maladie. Un second locus a la limite de la significativité était décrit
dans la région 3p23-24 (LOD 2,8). Une seconde étude italienne (165) portant sur 22
familles retrouvait une tendance en faveur d’une liaison de IGAN1 a la maladie (LOD
score insuffisants a 0,42 et 1,05 mais analyse non paramétrique p=0,01). Cette peme
étude trouve deux autres loci dans les régions 4g26-31 (LOD 1,83, p=0,0025) et
17912-22 (LOD 2,56, p=0,0045). La force de liaison dans cette étude était moins
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marquees, et les conclusions statistiques étaient portées avec moins d’exigence que la
premicre étude. Une derniére étude de liaison a 1’échelle du génome a été menée sur
une seule grande famille canadienne (166), retrouvant un autre locus lié a la NIgA, la
région 2q36 (LOD 3,47). Cette région recouvre toutefois les genes COL4A3 et
COL4A4 dont les mutations sont responsables de syndrome des membranes basales
minces et les formes autosomiques récessives de maladie d’Alport. Compte-tenu du
caractére commun de [’hématurie microscopique a ces 3 maladies, il est possible que
cette famille particuliere ait une forme de NIgA associée aux membranes basales
minces. Enfin, il faut noter qu’une étude japonaise (167) portant sur un modele murin
(souris ddY) de susceptibilité spontané a la NIgA retrouve une liaison de la maladie
avec un locus situé sur le chromosome 10, synténique avec la région 6q22-23
humaine (IGAN1).

Ces études tendent & montrer le réle du locus IGANL1 dans le déterminisme des
formes familiales de la maladie. Ce locus est le seul qui soit reproductible dans 2
études avec eégalement un possible role dans une forme murine de NIgA familiale
spontanée. Cependant, ce locus comprend une centaine de geénes et, a I’heure actuelle,
aucun d’entre eux n’a pu €tre proposé comme participant a la physiopathologie de la

maladie.

1.2.2.3.2. Etudes d’association génétique

Ces études portent sur les formes sporadiques de NIgA et peuvent étre catégorisées en
2 types, les approches par génes candidats et les approches a 1’échelle du génome
(Genome Wide Association Study). Un trés grand nombre d’études d’association
génétique par ’examen du rdle d’un ou plusieurs génes candidats ont été menées
depuis les années 1990. La méthodologie est typiquement 1’étude d’une cohorte de
cas de NIgA sporadiques comparée a celle de témoins théoriquement issus de la
méme zone géographique, avec le méme contexte génétique de fond. Ces études
comparent la fréquence d’un ou de plusieurs polymorphismes (le plus souvent
mononucléotidiques) du gene candidat, choisi pour son rdle physiopathologique
supposé, avec I’'idée qu’une fréquence significativement différente d’un allele entre
les cohortes de cas et celle des témoins est en faveur d’un role causal (au moins
partiel) du gene sur la maladie. Mais ces études, dans leur grande majorité, font

I’objet de critiques méthodologiques importantes. Les principaux griefs contre ces
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études sont le sous-dimensionnement des effectifs, le contexte géographique et
ancestral du groupe contrdle différent du groupe de cas (ou du moins non Vvérifiable),
la stratification occulte de la population des cas, ’absence de correction statistiques
pour les analyses multiples et le biais de publication. Beaucoup de ces études n’ont pu
étre reproduites du fait de ces insuffisances méthodologiques d’une part, mais aussi
probablement du fait du contexte ethnique différent entre études portant sur le méme
polymorphisme du méme gene. Ces études ont porté sur le polymorphisme des genes
du systéme rénine-angiotensine, ceux des enzymes de glycosylation, des récepteurs
aux immunoglobulines et des cytokines et de leurs récepteurs pour les principaux. Les
principaux résultats portant sur le polymorphisme des génes du systeme rénine-
angiotensine portent sur la délétion du géne de I’enzyme de conversion de
I’angiotensine. Une méta-analyse de Yong et coll. (168), porte sur 20 études et
rapporte un effet prédisposant de cette délétion sur le risque de NIgA dans la
population asiatique, alors qu’elle ne modifie pas le risque dans les populations
caucasiennes. Cependant, cette association n’est pas propre a la NIgA et a été décrite
dans d’autre glomérulonéphrites et plus globalement au cours de la maladie rénale
chronique.

Les polymorphismes des genes codant les enzymes de glycosylation potentiellement
responsables des anomalies de galactosylation des IgAl concernent essentiellement
C1GALT1 et Cosmc. 2 études (95, 96), une chinoise et une européenne, portant sur
respectivement 670 et 284 patients atteints de NIgA (494 et 210 témoins) montrent
I’association de divers polymorphismes de C1GALT1, une galactosyl-transférase,
avec le risque de présenter la maladie. Un polymorphisme au sein du promoteur de
ST6GALNAC?2, une sialyl-transférase a également été décrit dans une seule étude
chinoise de grand effectif(169) comme étant associé a la maladie.

Plusieurs récepteurs au fragments Fc des IgG (170) ont été associés a la maladie. Les
polymorphismes du géne du récepteur commun aux IgA, FcaRI ou CD89, ont été
étudiés de maniére extensive et seuls Vuong et coll. (171) ont pu associer un
polymorphisme particulier du CD89 avec la quantité de CD89 soluble dans le serum
des patients.

Concernant les genes cytokines, le résultat le plus convaincant concerne le
polymorphisme du gene du récepteur a I’IL5 (IL5RA) et du géne TNFRSF6B, un
récepteur soluble leurre de LIGHT(172). Cette étude portait sur I’analyse d’un grand

nombre de polymorphismes sur 69 genes candidats et la région IGAN1, a partir de
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732 patients atteints de NIgA sporadique issus de 3 centres (Finlande, France, et
Canada). Par ailleurs des polymorphismes concernant les génes CCRS5, TGFp1 et
MCP1 ont €té associés a la progression de la NIgA.

Ces études peuvent donc permettre malgré les défauts précédemment cites,
d’envisager des pistes physiopathologiques, en plus de représenter un biomarqueur

potentiel.

1.2.2.4. Les études d’association a 1’échelle du génome (Genome Wide Association
Study, GWAS)

Celles-ci représentent un bond méthodologique datant de la fin des années 2000,
ayant permis une avancée indiscutable dans la compréhension du déterminisme
génétique des formes sporadiques de la maladie. Elles permettent d’explorer de
nouvelles orientations pathogéniques a partir de données reproductibles et
globalement plus sires. Elles permettent enfin d’expliquer en bonne partie
I’épidémiologie mondiale de la maladie.

Ces ¢tudes sont réalisées a partir du génotypage d’un trés grand nombre de
polymorphisme mononucléotidiques (>1000) couvrant I’ensemble du génome par le
moyen d’analyses multiplexes sur puces a ADN. Cette analyse est réalisée sur un
grand nombre de patients et de témoins appariés sur 1’origine géographique. La
qualité de 1’analyse biostatistique est ici essentielle, permettant de corriger les « effets
centre », éviter les biais de stratification des populations et corriger les seuils de
significativité en regard de I’analyse multiple. Elles permettent d’individualiser des
génes présentant des polymorphismes significativement associés a la maladie sans a
priori, méme si le grand nombre de cibles polymorphiques ne couvre pas
completement 1’ensemble du génome.

La premiére étude (173) a porté sur une population du Royaume-Uni combinant des
cas familiaux et des cas sporadiques (914 patients au total) contre une cohorte de
donneurs de sang (4980 contrdles). Cette sélection était critiquable du fait de la
combinaison des cas familiaux et des cas sporadiques ainsi que le groupe contréle
issu de donneurs potentiellement originaires de zones geographiques différentes des
cas. Cette étude montre une forte association de la région des genes du Complexe
Majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH) en région 6p, avec un grand nombre de

polymorphismes associés a la maladie situés dans les génes HLA-B, HLA-DRB,
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HLA-DQA et DQB. Ceci confirme le role de certaines mutations limitées des géenes
du CMH, sans pouvoir dégager la responsabilité claire de tel ou tel géne dans la
prédisposition a la maladie.

Une seconde étude (122) multicentrigue mondiale, (premiere étape exploratoire a
partir de la cohorte chinoise, puis une étape de confirmation sur cohortes Européenne
et Nord- Américaine) a permis, au moyen d’une méthodologie robuste, de confirmer
le role de la région 6p21 dans la zone du CMH (comprenant plusieurs signaux) et
d’identifier d’autres polymorphismes significatifs. Un deuxieme locus, situé dans la
région 1931 au sein du cluster du géne du facteur H du complément, était fortement
associé avec le risque de NIgA. Le polymorphisme associé était en déséquilibre de
liaison avec la délétion des genes CFHR1 et CFHR3, suggérant un role
physiopathologique de la régulation de la voie alterne du complément au cours de la
maladie. Enfin, une large région (22q12) comportant les gégnes HORMAD2, MTMR3,
LIF et OSM présente un polymorphisme significativement associé a la maladie. Cette
¢tude est d’autant plus convaincante que les résultats ont été reproduits dans une
seconde étape de validation a partir de nouvelles cohortes distinctes (5 cohortes
Européennes, 2 Asiatiques et 1 Afro-Ameéricaine). Un modele prédictif de risque de
NIgA sporadique a partir des génotypes des différents polymorphismes sélectionnés
permet de reproduire 1’épidémiologie mondiale de la NIgA et notamment les
gradients de fréquence Nord-Sud et Est-Ouest(174). Ce modeéle retrouve également
les pics de fréquence de la région de Brescia en lItalie, ce qui est finalement en faveur
d’un mécanisme polygénique de ces formes familiales au sein de populations
génétiquement isolées.

Enfin, ces études permettent d’estimer la part du déterminisme génétique dans la
variabilité d’occurrence de la NIgA. Cette part de variation est de 4 a 5%, ce qui est
trés significatif tout en restant dans le cadre d’un déterminisme polygénique, dont les
traits multiples sont parfois transmis en bloc dans des contextes d’isolats génétiques

partiels, faisant apparaitre des formes familiales.
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2.PARTIE EXPERIMENTALE
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2.1. Justification de la recherche et hypothése de travail

La pathogénie a coups multiples de la NIgA dépend d’un grand nombre de médiateurs
inflammatoires qu’ils soient moléculaires ou cellulaires. La génése des complexes
immuns néphritogéniques et 1’induction d’une inflammation glomérulaire sont deux
étapes critiques que ce travail vise a explorer.

Le rble du récepteur de type | au fragment Fc des IgA (CD89) reste mystérieux au cours
de la NIgA. Il ne semble pas intervenir dans la fixation des IgA au mésangium, celui-ci
n’y étant pas exprimé. Deux rdles potentiels sont possibles. Le premier est sa capacité a
étre clivé par les IgA polymériques, sa fraction soluble étant alors un élément capable de
complexer les IgA permettant la constitution de complexes moléculaires de grande taille,
favorisant les dépdts glomérulaires. Le second role potentiel est le recrutement et
I’activation de cellules inflammatoires dans le parenchyme rénal en présence d’IgA
polymériques complexées et stabilisées. Les monocytes/macrophages expriment le CD89,
et ce récepteur pourrait représenter alors un médiateur entre les dépdts mésangiaux et
I’inflammation. Un environnement cytokinique compatible avec une activation de ces
cellules prévaut au sein du parenchyme rénal au cours de la NIgA. Or, il a été montré
qu’une mutation du géne de ce récepteur (FCAR) dans sa portion cytoplasmique
modifiait in vitro les capacités d’activation des macrophages et des polynucléaires. Ce
polymorphisme a été associé au lupus systémique au cours d’une étude. Au cours de ce
travail, nous avons entrepris de rechercher un effet de ce polymorphisme sur le risque de
survenue de la NIgA et son impact sur le pronostic de la maladie, afin d’évaluer le role
pathogénique de I’activation de ce récepteur au cours de la maladie.

La deuxiéme approche concerne le réle des lymphocytes T et de ses sous-populations sur
I’orientation pro-inflammatoire de la maladie. Un déficit de la régulation immunitaire est
constatee dans plusieurs maladies auto-immunes, avec une balance caractérisée par d’une
part un exces d’orientation pro-inflammatoire médiée notamment par les lymphocytes
Th17 et d’autre part une baisse de la quantité et des capacités fonctionnelles des Tregs.
Alors qu’au cours de la NIgA, une réponse inflammatoire locale est responsable des
Iésions glomérulaires, nous avons realisé une étude visant a rechercher un déséquilibre de
la balance Tregs-Th17 chez des patients en comparaison a des volontaires sains.

Enfin, ’implication de la voie alterne du complément est trés probable au cours de la

maladie, du fait des dépdts mésangiaux de C3, de properdine, de facteur H associés au
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C5b-9. La mise en cause récente au cours d’une GWAS du rdle protecteur de la délétion
de CFHR1/3 vis-a-vis du risque de développer la NIgA ajoute un élément fort en faveur
du rdle de la voie alterne et de sa régulation. Afin de tester I’hypothése selon laquelle les
complexes immuns au cours de la NIgA activent la voie alterne en phase soluble, nous
avons étudié au cours de ce travail les capacités de liaison au C3 de complexes immuns
artificiels formés d’IgA1-dg monoclonale associée a une IgG anti-glycane en présence de
serum. Les formes moléculaires de C3 étaient précisées par immunoblot et spectrométrie

de masse.
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2.2. Matériel et méthodes

2.2.1. Exploration du réle des monocytes/macrophages : étude du polymorphisme du
CD89

2.2.1.1. Populations étudiées

L'étude genétique était réalisée a partir de deux cohortes.

Tous les patients présentant une NIgA prouvée par biopsie rénale diagnostiqués entre
1979 et 2009, majeurs au moment du diagnostic, affiliés au régime de sécurité sociale
et pour lesquels un échantillon d'ADN exploitable était disponible ont été inclus dans
l'analyse. Le critere diagnostiqgue de maladie de Berger était immuno-histologique,
correspondant a la présence de dépot d'IgA dans le mesangium glomérulaire coté 1+
selon une échelle semi quantitative. Seuls les patients ayant fourni leur consentement
expres au moment du prélévement ou au cours du suivi de la cohorte ont été inclus dans
I'étude. Un courrier sera adressé a tous les patients de la cohorte pour les informer de la
réalisation de cette étude et pour leur permettre d'exprimer leur refus. D'autre part, seuls
les sujets caucasiens et les sujets suivis dans le centre de Saint-Etienne ont été retenus
dans l'analyse. Cette premiere cohorte permettra I'analyse pour I'étude de susceptibilité
génétique en comparaison avec les volontaires sains.

Pour I'étude d'association génétique, seule la sous-population des patients inclus de
1979 a 1999 a servi a I'analyse, permettant un recul moyen suffisant.

La cohorte de volontaires sains rassemble un ensemble d'individus matchés en age
et en sexe, ayant signé un consentement éclairé au moment du prélevement. Les critéres
d'inclusion étaient I'absence de maladie chronique et I'affiliation au régime de sécurité
sociale.

Cette collection biologique a été déclarée au ministere de la santé suite a l'arrété

ministériel de mars 2007 et constitue une cohorte exhaustive de patients consécutifs.

2.2.1.2. Extraction de 'ADN
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Cette extraction a éte réalisée a partir d'un culot de leucocytes obtenus a partir de
sang total aprés traitement par une solution de lyse des globules rouges et
centrifugation. Le culot leucocytaire est ensuite congelé a -20°.

Le culot était ensuite récupéré, homogénéisé dans la solution d'extraction (10 ml).
Une digestion enzymatique était ensuite réalisée par I'ajout de 0,1 ml de solution de
protéinase K a 10 mg/mL suivie d'une incubation a 37° sous agitation constante pendant
une nuit permettant d'obtenir une solution parfaitement homogéne.

Une extraction au phénol était ensuite réalisée sous hotte. Le phénol était préparé
extemporanément par récupération de la phase supérieure obtenue par l'ajout d'un
tampon pH 8 fourni avec la solution mere. 10 ml de phénol étaient ajoutés a
I’homogénat cellulaire, le tube était ensuite agité durant 10 minutes, centrifugé 5 min a
3000 tours par minute et la phase aqueuse est récupérée. Celle-ci était traitée
successivement par 10 ml de phénol chloroforme (solution 1/1), puis 10 ml de
chloroforme-isoamyalcool (solution 24/1) a deux reprises avec a chaque étape une
agitation suivie d'une centrifugation 5 min a 3000 tours par minute et la récupération de
la phase aqueuse. Enfin, une solution de NaCl 5M était ajoutée a la quantité de
40uL/mL de solution.

La précipitation de I'ADN était ensuite également réalisee sous hotte. Elle était
permise par l'ajout de deux volumes de solution absolue d'éthanol conservée a -20°C.
L'ADN était ensuite récupéré par une pipette pasteur introduite dans le tube jusqu'au
fond. Le bout de cette pipette était ensuite plongé dans de I'éthanol a 70° conservé a
4°C. Le surplus d'alcool était retiré par I'application d'un buvard, le bout de la pipette
était sectionne et laissé a secher dans un tube a hémolyse stérile une nuit.

L'ADN était ensuite dissous dans 1 ml de trichloréthylene a pH 8 sous agitation
pendant une nuit a 4° et un dosage permettait d'ajuster la concentration a 200ug/mL.

Les aliquots étaient ensuite congelés a -20°C.

2.2.1.3. Discrimination allélique par PCR quantitative en temps réel

Les échantillons d'’ADN étaient ensuite dilués au 1/10 dans de I'eau distillée. Le
volume du milieu réactionnel de la PCR était de 25uL par puits et était composé de :

o 12,5uL de TagMan® Universal PCR Master Mix, contenant la Tag
polymérase de type hot start Tag polymérase (AmpliTaq Gold ®DNA Polymérase), les
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désoxyribonucléotides (dUTP, dATP, dCTP, dGTP),la référence interne passive ROX
(permettant de normaliser tous les phénoménes qui ne sont pas dépendants de la
réaction PCR comme les erreurs de pipetage), I’AmpErase UNG (systéme de
décontamination), tampon et ions nécessaires a la PCR.

o 0,625 pl de TagMan® SNP Genotyping assay mix, contenant les primers
spécifiques de la PCR et la sonde TagMan®MGB (reporter en 5° marqué par FAM ™
et VIC ™ pour différencier I’amplification de chaque alléle) (Assay ID:
C 25472878 _10)

. 6,875 ul d’eau distillée

. 5 ul ’ADN dilué

La réaction de PCR était réalisée sur un automate Applied Biosystems 7500 Real
Time PCR System (ABI PRISM 7500 system) utilisant des plaques de 96 puits. On
utilisait un puits par patient et trois puits de contréles négatifs sans ADN (NTC : non
template control) pour vérifier I'absence de contamination de la manipulation. La
discrimination allélique ne nécessitait pas la réalisation de duplicata compte tenu de
I'absence de résultats quantitatifs.

Les étapes de la PCR suivaient les recommandations du fabricant et comprenaient :

o 2 étapes initiales de deux minutes a 50° (activation AmpErase UNG) et 10
minutes & 95° pour activer la Taq polymérase et désactiver I’AmpErase UNG.

. 40 cycles comprenant chacun une étape de dénaturation de 15 secondes a

92°C et une étape d’annealing /extension d’une seconde a 60°C.

La discrimination allélique se faisait par I'analyse automatique des résultats par
l'automate en point final par le «post read run». L’alléle A était spécifiquement
reconnu par la sonde marquée par VIC® et 1’allele G par la sonde marquée par FAM ®.
Ainsi I’homozygote A : donnait un signal de fluorescence VIC. Ainsi ’homozygote A
était caractérisé par un signal de fluorescence VIC, ’homozygote G un signal de

fluorescence FAM, et I’hétérozygote G/A donnait les 2 signaux de fluorescence.

2.2.1.4. Analyse statistique
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La premiére analyse était celle de la vérification que la relation entre les trois génotypes
AA, AG et GG et la fréquence des alléles suivait bien I'équilibre de Hardy-Weinberg
par un test du .
L'objectif principal de I'étude était la comparaison de la fréquence de l'alléle Gly**®
(alléle G) chez les patients porteurs de maladies de Berger par rapport a des volontaires
sains. Cette comparaison était permise par un test du 2. La fréquence de 1'all¢le décrite
pour les sujets caucasiens est de 15 % environ. Pour mettre en évidence une
augmentation de fréquence de 70 % chez les patients porteurs de la maladie (soit une
fréquence de 26 %) avec un risque alpha de 5 % et un risque béta de 10 %, il était
nécessaire d'inclure un minimum de 278 patients dans chaque groupe. Les résultats sont
considérés comme significatifs au seuil de 5 %.
Les objectifs secondaires comprennent :
. I'étude de la corrélation entre la présence de l'allele Gly248 et la
survie rénale chez les patients porteurs de maladie de Berger appartenant a
la cohorte et pour lesquels il existait un recul suffisant (cohorte 1979-1999).
L'analyse a été réalisée par des méthodes univariables (Kaplan Maier, test du
LogRank, modele de Cox univariable) et des méthodes multivariables (Cox)
prenant en compte les différents facteurs de risques connus d'évolution vers
I'insuffisance rénale terminale (protéinurie, insuffisance rénale chronique,
hypertension artérielle, score histologique de gravité au moment du

diagnostic).

. I'étude d'association avec les différents parametres d'activité au
moment du diagnostic : la protéinurie (test t de Student), insuffisance rénale
chronique (taux de créatininémie et débit de filtration glomérulaire estimé
par la formule MDRD, test t de Student), hypertension artérielle (test du ),
score histologique de gravité (test t de Student et y?).

2.2.2. Etude du role des lymphocytes T : étude de la polarisation lymphocytaire T au cours de
la NIgA

2.2.21. Patients

Cette étude prospective prévoyait d’inclure un total de 30 patients présentant une

NIgA comparée a 15 patients volontaires sains.
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Tous les sujets devaient avoir signé les consentements de participation a 1’étude et
devaient étre affilié a un régime de sécurité sociale. De plus les patients devaient étre
proteurs d’une NIgA authentifiée par biopsie rénale, dont le diagnostic a été établi
moins de 5 ans avant I’inclusion, définie par la présence de dépdts mésangiaux diffus
d’IgA et présenter un DFG estimé supérieur a 60 mL/min/1,73m? Le groupe
« NIgA » comprenaient 2 sous-groupes de 15 patients, I’un présentant des IgA
augmentées (> 350mg/dL) et ’autre des IgA normales (<350mg/dL). Les patients
devaient étre appariés en age (moins de 10 ans de différence) et en sexe entre groupes
de 15 sujets. Les volontaires sains ne devaient pas présenter de maladie chronique
connue. La prise d’'un immunosuppresseur dans les 6 mois précédant 1’inclusion, la
survenue d’une infection dans les 2 mois précédant, étaient des critéres de non

inclusion. Un prélévement sanguin était réalisé le jour de I’inclusion.

2.2.2.2.  Extraction des cellules mononucléées du sang périphérique

Les cellules mononucléées étaient récupérees par méthode de centrifugation par
gradient de densité dans un milieu de séparation lymphocytaire (Ficoll-Hypaque a
1,077g/mL) apres dilution 1:1 dans une solution de Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS).

Aprés lavage par centrifugation dans I’HBSS a 2 reprises, les cellules étaient ensuite
resuspendues dans du PBS + 0,5% d’albumine de serum bovin (BSA) et numérées sur

cellule de Thoma.

2.2.2.3.  Analyse en cytométrie de flux de la sous-population CD4+CD25+CD127low

500000 cellules étaient prélevées pour analyses, resuspendues dans 100uL de PBS
1% BSA contenant des anticorps anti-CD4, anti-CD25, anti-CD45 et anti-CD127
couplés a des fluorochromes différents et analysés par cytométrie en flux (FACS
Canto I1) sur logiciel FACS DIVA Software Version 2.0.

2.2.2.4. Activation des cellules T

Les lymphocytes T étaient préalablement activées 48h a 1’aide d’anticorps

mitogéniques anti-CD3 a la concentration finale de 5 pug/mL (eBiosciences, San
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Diego, CA, USA) fixés au fond d’une plaque de culture 24 puits et anti-CD28 a la
concentration finale de 2ug/mL. Le milieu était du RPMI 1640 (Sigma, Saint Quentin
Fallavier, France) supplémenté avec 20% de serum de veau feetal (SVF) inactivé, et
une solution antibiotique et antifongique (péniciline G 1000U/mL, streptomycine

10mg/mL, amphotericine B 25ug/mL), I’ensemble pour 10° CMSP par puits.

2.2.2.5. Extraction de I’ARN

Cette extraction utilise le kit RNEasy Mini Kit de Qiagen (Courtaboeuf, France)
d’aprés les recommandations du fabricant. Cette technique procéde de différentes
étapes, (i) la lyse des membranes cellulaires par un Tampon RLT (ii) adsorption des
ARN par centrifugation sur une colonne de silice (RNEasy Mini spin Column) apres
homogénéisation dans 1’éthanol a 70% et (iii) lavages par tampons RW1 puis RPE
(iv) élution dans de 1’eau RNase free permettant la conservation a -80°C. Les ARN
sont ensuite quantifiés par lecture de la densité optique a 260 nm et leur pureté est
verifiée par un rapport de DO a 260 nm/DO 280 nm et DO a 260 nm/DO 230 nm a
respectivement 1,8-2 et 1,9-2.

2.2.2.6.  Rétrotranscription des ARN en ADN complémentaires

Le kit High Capacity cDNA Reserve Transcription Kit a permis cette
rétrotranscription des échantillons d’ARN issus des cellules des patients et des
volontaires sains apres respect des recommandations du fabricant. Une transcriptase
reverse (1pL) est associée aux dinucléotides triphosphates (ANTP a 1200mM) (0,8pL,
concentration mere 25x), aux amorces aléatoires (2uL, 10x), et complétée par de
I’eau RNase free pour un volume réactionnel de 10uL par échantillon. Un
thermocycleur réalise la séquence thermique suivante : 10 minutes a 25°C, 2 heures a
37°C, 5 secondes a 85°C, 10 minutes a 4°C. L’ADN complémentaire (ADNCc) est

ensuite conservé a -20°C.

2.2.2.7. RT-PCR quantitative en temps réel
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L’expression quantitative des genes Tbet, RORyT, TGFp, IL10, FoxP3 et IL17A était
analysée par RT-PCR quantitative en temps réel a partir des ADNc des échantillons

correspondant & chaque patient.

Le principe est le suivant :

les mélanges commercialisés spécifiques d’un géne comprennent un couple
d’amorces encadrant la séquence d’intérét et une sonde capable, par sa séquence,
de s’hybrider a une portion d’ADN située entre les amorces. Ces sondes d’ADN
comportent dans leur structure un émetteur de fluorescence et un extincteur de
absorbant la fluorescence de 1’émetteur lorsque celui-Ci reste a proximité (ce qui
est le cas lorsque la sonde est intacte). Aprés hybridation de la sonde sur sa
séquence cible, I’¢longation d’un néobrin d’ADN complémentaire par la Taq
polymérase va détruire la sonde et libérer 1’émetteur de son extincteur, générant
un signal de fluorescence. Ce signal sera mesuré de facon quantitative par un
détecteur (aprés excitation a une longueur d’onde spécifique de 1’émetteur) a la
fin de chaque cycle. A chaque cycle de PCR, les brins des ADN bicaténaires
formés sont séparés par ’application d’une température élevée, et les sondes
inutilisées peuvent se fixer sur les brins filles au cycle suivant. La détection du
signal & la fin du cycle permet au final de tracer une courbe de fluorescence pour
chaque puits, traduisant la quantité de sondes consommées depuis le début de la
réaction a chaque cycle, équivalant la quantit¢ d’ADN de séquence d’intérét
accumulée.

Or, a chaque cycle, en présence des réactifs en quantité non limitante (sondes,
amorces, nucléotides), la quantit¢ d’ADN double a chaque cycle. Dans une
premiére phase, la quantité de fluorescence est insuffisante pour étre détectée,
méme si I’accumulation d’ADN est déja exponentielle (2", n étant le nombre de
cycles) au cours de cette phase et le signal de fluorescence sera celui d’un bruit de
fond. Une deuxieme phase sera I’augmentation linéaire de la fluorescence,
témoignant de I’accumulation exponentielle d’ADN. Lors de cette 2°™ phase, la
courbe d’augmentation de la fluorescence franchira un seuil dont la valeur est
commune a tous les puits. Ce seuil devra étre suffisamment élevé pour étre dans
la portion linéaire d’augmentation de la fluorescence. Le cycle de PCR au cours
duquel le seuil est franchi par le signal de fluorescence est noté Ct et constitue la
mesure a 1’origine de la quantification du gene d’intérét. Dans une troisieme

phase, un réactif est compleétement consommé, ne permettant pas 1’accumulation
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supplémentaire d’ADN et le signal de fluorescence stagne (aplatissement terminal
de la courbe). L’aspect final de la courbe est une sigmoide.
L’utilisation du Ct pour quantifier le gene d’intérét est la suivante. Un Ct faible
représente une nécessité de peu de cycles de PCR pour rendre le signal de
fluorescence détectable et traduit donc une quantité d’ADN initiale élevé. A
I’inverse un Ct ¢élevé traduit la nécessit¢ d’un grand nombre de cycles pour
détecter un signal au seuil défini et correspond a un quantit¢ d’ADN initiale plus
faible. Comme la quantité d’ADN est doublée a chaque cycle, la relation entre la
quantité d’ADN initale et la valeur de Ct est :
[ADNc géne d’intérét] = 27"
Cette valeur absolue n’est pas interprétable en 1’état, du fait de la grande
variabilit¢ de la quantit¢ globale d’ADN (quantité de cellules notamment,
efficacité de D’extraction d’ARN) et doit étre normalisée a un geéne dont
I’expression est constante (géne dit « de ménage »). Le géne utilisé dans notre
étude est celui de la GAPDH. Cette normalisation donne une expression relative
du gene d’intérét sur celle du géne de la GAPDH et est permise par la différence
de Ct entre les 2 génes :
[ADNc géne d’intérét]/[ADNc GAPDH]= 2"
Enfin, la comparaison des différentes conditions entre elles (par exemple dans
cette étude la comparaison de I’expression relative de chaque gene entre les
différents patients) se fait a partir d’un calibrateur commun a partir des
différences de ACt entre chaque condition et son calibrateur :
Expression relative (RQ) = (JADNc gene d’intérét condition]/[ ADNc GAPDH
condition])/ (ADNc gene d’intérét calibrateur]/[ADNc GAPDH calibrateur])
— 9-AACH
Au cours de 1’étude, les mélanges spécifiques suivants ont été utilisés (Applied
Biosystems) : Thet (Hs00203436-m1); RORyT (Hs01076112-ml); TGEFf
(Hs0099999918-m1) ; IL10 (Hs00961622-m1); FoxP3 (Hs00203958-m1l);
IL17A (Hs00174383-m1).
La réaction de PCR était permise par le mélange d’ADNc (normalis¢ 10ng), de
master mix (12,5pL), de melange sondes/amorces spécifique a chaque géne
d’étude (1uL), complété par de 1’eau pure pour un volume réactionnel finale de

25uL
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2.2.3. Etude du C3 au sein des complexes immuns IgA1-dg / IgG antiglycane

2.2.3.1. Formation des complexes immuns artificiels

La méthode d’obtention des complexes immuns est basée sur la mise en relation de
différents réactifs

Le premier réactif est une IgAl polymérique monoclonale issue d’un patient
présentant un myélome et purifiée par chromatographie d’exclusion stérique sur
colonne de Sephacryl. La fraction polymérique (comprenant des formes di et
trimériques) est purifiée lors d’une seconde étape et constitue le réactif employé. Elle
est nommee pAle (acronyme du patient source). Cette IgA est parfaitement
caractérisee en terme de sites de glycosylation par spectrométrie de masse haute
définition et présente une déficience en galactose (IgA1-dg), la rendant réactive vis-a-
vis d’Helix Aspersa Agglutinin (HAA), une lectine se liant aux motifs GalNac.

Le second réactif est une IgG recombinante, développée a partir d’un clone de
lymphocyte B d’un patient atteint de NIgA. Cette IgG est caractérisée par son affinité
élevée vis-a-vis des IgAl-dg, de facon glycane-dépendante. Sa séquence d’acides
aminés comprend un motif YCSK au sein la région CDR3, déterminant sa spécificité
envers le résidu GalNac. La réactivité de cette 1gG, nommée r1123, vis-a-vis d’IgAl-
dg est augmentée par un prétraitement des IgA par neuraminidase, permettant la perte
des acides sialiques, exposant d’autant mieux les résidus GalNac. Une préexposition
des IgAl-dg par HAA, diminue de facon majeure leur liaison a rl123, par
compétition d’affinité pour la région charniére. L’affinité de r1123 pour les IgA1-dg
est donc bien caracterisée.

des quantités croissantes de serum normal déplété en IgA et en 1gG sont utilisées. Le
serum est issu d’un patient sain. La déplétion en IgG était permise par passage sur
colonnes de protéine G puis la déplétion IgA était réalisée sur colonnes Sepharose-
CNBr-anti-lgA. Chaque déplétion était réalisée durant une nuit sous agitation douce.
La déplétion était vérifiée par un dosage ELISA IgA et IgG.

les réactifs pAle et r1123 sont mélangés aux doses respectives de 80ug et de 40ug,
associes a des doses croissantes de serum deplété (40, 80, 160uL), et complétées par
du PBS pour atteindre 500uL. Le mélange était incubé toute une nuit a 4°C sans

agitation.
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2.2.3.2. Chromatographie

Les complexes sont ensuite obtenus apreés fractionnement par masse moléculaire au
moyen d’une chromatographie d’exclusion stérique sur colonne Superose 6 de 60mm
de la maniére suivante :

I’échantillon de 500uL était filtré (centrifugation sur Nanosep 0.2um, Pall)

la colonne Superose 6 de 60mm était rincée par PBS stérile (60 mL) en conditions de
basse pression par une pompe péristaltique, apres avoir été calibrée par standards
moléculaires (Biorad)

I’échantillon filtré était appliqué en surface de colonne apres retrait du PBS dans la
portion supérieure

apres intégration de 1’échantillon dans la résine, la pompe est remise en route,
permettant la circulation du PBS, véhicule de la chromatographie.

le PBS de sortie de colonne est récupéré dans un collecteur de fraction. Le premier
tube est rempli et les tubes suivants recoivent 5 gouttes (250uL) chacun.

les fractions allant du volume de vidange a la fraction correspondant a la masse
moléculaire de 55 kDa sont récoltées, mélangées 2 a 2 puis chaque fraction double est

filtrée a nouveau.

2.2.3.1.1. Application des fractions en culture de cellules mésangiales

une lignée primaire de cellules mesangiales humaines (Cambrex BioScience,
Walkersville, MD, USA) est mise en culture au passage 3 sur milieu RPMI 1640
supplémenté par SVF 20%, L-Glutamine et antibiotiques (Pénicilline
G/Streptomycine) sur plagques 24 puits a 37°C en atmosphere humide et a 5% CO,. Le
milieu est changé toutes les 48h jusqu’a obtention d’une confluence a 85-95%.

le milieu de culture est alors changé pour du RPMI 1640 supplémenté par SVF
1% durant 24h

les fractions doubles filtrées sont alors appliquées dans les puits (200uL de
fraction + 200puL de RPMI 1640 1% SVF) en duplicats. Les 100uL restant sont
utilisés pour analyse ELISA. Un témoin neégatif est utilise en double sur chaque
plague (fraction remplacée par du PBS stérile) et un témoin positif (fraction
remplacée par PBS stérile + PDGF BB (R&D Systems) 4uL). La culture se poursuit

dans les mémes conditions durant 20h
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La *H-Thymidine (Perkin Elmer, 1mCi (37MBq), 14.4 Ci/mmol) est ajoutée au
milieu de culture dans chaque puits (100uL) et incubée 4h & 37°C 5% CO,

Le surnageant et 2 lavages de puits par PBS sont récupérés et filtrés. Les filtres de
chaque condition sont récupeérés et placés dans la fiole de scintillation correspondante.
La couche cellulaire adhérente est lysée par NaOH 0.3M 200uL durant 20 minutes.
Le lysat est versé dans la fiole de scintillation correspondant a la condition. Une
derniére lyse est réalisée par acide acétique 10%, permettant de récupérer les derniers
débris cellulaires.

La lecture est ensuite assurée par un compteur de scintillation. Les donnees brutes

sont moyennées pour chaque condition.

2.2.3.1.2. ELISA de mesure des IgA et des IgG totales par fraction

Les plaques 96 puits (MaxiSorp) sont préalablement coatées a lug / ml de F(ab’)2
Chevre Anti-lgA(chaine o) Humaine (AffiniPure) pour le dosage des IgA et 1ug / ml
de F(ab’)2 Chévre Anti-lgG(Fc) Humain (AffiniPure) pour le dosage des 1gG, dans
100pL PBS Azide une nuit. Les puits sont ensuite lavés 5 fois avec du PBS et bloqués
avec 200uL de PBS 5% SVF et Tween 20 a 0.05% durant 2h. Un lavage (5 fois avec
PBS) est suivi de la distribution de 100puL de PBS 1% SVF et Tween dans chaque
puits.

Chaque fraction est diluée a 1:200 pour un volume final excédant 400uL par
condition. Les conditions diluées sont distribuées dans chaque puits de départ (100uL
par puits, chaque condition en duplicat) et une dilution de moitié est réalisée a la
pipette a chaque étape dans les 5 puits suivants. Un standard de concentration
(concentrations finales pour le dosage des IgA 50ng/mL et pour le dosage des IgG
25ng/mL) est dilué de moitié a chaque étape a 9 reprises en double. Les plaques sont
recouvertes et incubées une nuit a 4°C.

Le lendemain les plaques sont lavées (5 fois avec PBS + Tween) et 1’anticorps
secondaire est ajouté (100pL par puits). Pour le dosage des IgA, un anticorps de
Chévre anti-IgA Humaine (F(ab”)2, Genway Biotech) marqué a la biotine est utilisé
(1 :40000) et pour le dosage des IgG, un anticorps de Chévre anti-lgG Humaine
(F(ab’)2, Genway Biotech) marqué a la biotine (1:20000) est employé. Une
incubation de 3h a 37°C en chambre humide est réalisée. Les plaques sont lavées (5

fois avec PBS + Tween) et ’HRPO (Horseradish Peroxidase, Extravidin Peroxidase,
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1:2000) est appliquée 1h a 37°C. Les puits sont de nouveau lavés avec du PBS seul,
et la réaction colorimétrique est basée sur I’emploi d’OPD (O- Phenylenediamine,
60mg par plaque), dans un tampon citrate / Na2HPO4 a pH 5.0 (12 mL par plaque), et
associe a H,O, 30% (1,44uL par plaque), distribué a 100uL par puits. La réaction est
arrétée a 30 minutes par une solution STOP (acide sulfurique 5,6%). La lecture se fait

a 490 nm par un spectrophotometre.

2.2.3.1.3. Electrophorése sur gel de polyacrylamide et immunoblot anti-C3

L’électrophorése est réalisée sur minigels (BioRad, 10 puits de 30uL) de
polyacrylamide (gradient 4-15%) dans un tampon Tris/Glycine/SDS (BioRad). Les
échantillons sont dilués dans un tampon SDS, glycérol, Tris, B-mercaptoéthanol
(conditions réductrices) et bleu de bromophénol a 1:1 et injectés (30uL) dans les
puits du gel. Un puits a chaque extrémité est réservé a 1’échelle de standards de masse
moléculaire (5pL). L’¢électrophorése est réalisée a 120V jusqu’a la sortie du standard
de 10kDa du gel)

L’immunoblot est ensuite réalisé en condition semi-séche. La membrane de transfert
est en PVDF, le tampon de transfert utilisé est composé de Méthanol/Tris/Glycine. Le
gel et la membrane sont disposés en « sandwich » entre 2 couches de papier épais. Le
transfert se fait sous 300mA durant 1h25.

Apres transfert, la membrane est bloquée 1h dans un tampon de blocage (SuperBlock,
Pierce Biotechnology, SmL), puis I’anticorps primaire est ajouté au tampon (anti-C3
polyclonal, Chevre anti-C3 Humain, 1:7000, donné par Dr Mrug, University of
Alabama at Birmingham, Birmingham, AL) et incubé en agitation douce une nuit. Le
tampon est retiré et la membrane est lavée 4 fois 15 min dans le TBS (Tris Buffer
Saline). Puis ’anticorps secondaire est appliqué (IgG Ane anti-lgG Chévre lié a
Horseradish Peroxidase dilué 1:50000 dans le tampon de blocage) a température
ambiante 1h. La membrane est de nouveau lavée (4 fois 15 minutes TBS) et la
solution ECL est appliquée (Enhanced ChemilLuminescence, Pierce SuperSignal
Pico) 10 minutes et le résultat est obtenu par impression d’un film autoradiographique

en chambre noire apres 1 minute d’exposition).

2.2.3.1.4. Analyse en spectrométrie de masse
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Un deuxieme gel d’électrophorése est marqué de manieére non spécifique par un
marquage des protéines a 1’Argent compatible avec [’analyse subséquente en
spectrométrie de masse. Les bandes de gel correspondant aux bandes réactives de
I’immunoblot anti-C3 sont excisées, et font I’objet d’un traitement par trypsine dans
le gel. L’analyse du contenu en fragments tryptiques se fait en spectrométire de masse
par LTQ Orbitrap Velos en MS/MS. Les paramétre m/z des fragments obtenus
permettent de déduire le fragment tryptique détecté et de connaitre la protéine dont il
est issu (par algorithmes MASCOT et SEQUEST).
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2.3. Résultats

2.3.1. Exploration du réle des monocytes/macrophages : étude du polymorphisme du
CD89

2.3.1.1. Etude de susceptibilité génétique

Un total de 726 patients et 264 volontaires sains ont finalement pu étre inclus dans
I'analyse. L'age moyen des patients était de (age ; + écart type) 46 +15 ans au moment
du diagnostic avec un sex ratio de 2,7 et les volontaires sains avaient en moyenne 38
+ 11 ans avec un sex ratio de 1,9.

Les fréquences des différents génotypes et alleles sont données dans le Tableau 3. Le
génotype homozygote sauvage (AA) est présent chez 69,3 % des patients et 68,9 %
des volontaires. Le génotype hétérozygote (AG) représentait respectivement 27 % et
27,3 % alors que le génotype homozygote muté (GG) correspondait a 3,7 % des
patients et 3,8 % des volontaires. Les fréquences de ces différents génotypes n'étaient
pas différentes entre les deux populations (test x> 0,557 ; non significatif). Les
fréquences des alleles A et G étaient respectivement de 83 et 17 % de facon
comparable entre les deux groupes. Ces fréquences suivent la loi de Hardy-Weinberg,
les fréquences attendues étant de 68,9 % pour le génotype AA, de 28,2 % pour le
génotype hétérozygote et de 2,89 % pour le génotype GG (test > 0,96 ; non
significatif).

76



Patients

Génotypes/ Volontaires (n, %)
(n, %) X2 p
Alleles n=264
n=726
AA 503 (69,3%) 182 (68,9%)
AG 196 (27,0%) 72 (27,3%) 0,557 0,76
GG 27 (3,7%) 10 (3,8%)
A 83% 83%
1,000 0,52
G 17% 17%
Tableau 3. Fréquence des différents génotypes et alléles parmi les populations de

patients présentant la maladie par rapport aux volontaires sains.

2.3.1.2. Etude d'association génétique pronostique

L'ensemble des patients inclus entre 1979 et 1999 correspondaient a un total de 425
individus. Les résultats sont donnés avec I'écart type entre parenthéses. Le recul
moyen était de 99 (£68) mois et les caractéristiques au moment de la biopsie rénale
étaient les suivantes : I'dge moyen de 37,6 (£15,6) ans, I'indice de masse corporelle de
24,4 (£4,1) kg/mz?, le sex ratio de 2,79, la proportion de patients présentant une
protéinurie et une hypertension artérielle était respectivement de 62,7 % et 32 %, le
score histologique moyen de 7,4 (+3,6) sur une échelle de gravité de 0 a 20, une
créatininémie moyenne de 138 (+141) umol/L et un débit de filtration glomérulaire
estimé par la formule MDRD (Modifying Diet in Renal Diseases) de 74 (x£30)
mL/min/1,73mz2. Un total de 88 patients a évolué vers l'insuffisance rénale chronique
terminale soit 20,7 % de la cohorte. Ces caracteristiques sont décrites dans le Tableau
4.
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Population

A G
globale p
n=425 n=292 n=133
Age (ans) 37,6 (x15,6) 37,3(%16,8) 36,9(x16,0) 0,8
Sexe ratio 2,79 3,11 2,02 0,06
IMC (kg/m?) 24,4 (+4,1) 24,1 (+4,2) 24,3 (¢4,1) 0,6
Score 7,4 (£3,6) 7,3 (£3,4) 7,6 (£3,9) 0,5
Protéinurie (%) 62,7% 62,8% 62,3% 0,9
HTA (%) 32% 34% 29% 0,29
Créatininémie
138 (+141) 136 (£130) 143(+162) 0,7
(umol/L)
MDRD
) 74 (x30) 77 (x£34) 75 (£31) 0,6
(mL/min/1,73m2)
IRCT (n, %) 88 (20,7%) 60 (20,5%) 28 (21,1%) 0,9

Tableau 4. Caractéristiques des patients de la cohorte 1979-1999. IMC : Indice de
Masse Corporelle ; HTA : Hypertension Artérielle ; MDRD : formule d’estimation du
débit de filtration glomérulaire issue de 1’étude Modifying Diet in Renal Diseases ;
Score : score histologique de gravité coté de 0 a 20. IRCT : patients ayant évolué vers
I’insuffisance rénale terminale au cours du suivi. Test du ¥ pour les comparaisons de

proportion et test t de Student pour les comparaisons de moyennes.

Ces caractéristiques n'étaient pas statistiquement différentes entre les patients
homozygotes pour lallele A et I'ensemble des patients présentant l'allele G
(hétérozygote ou homozygotes mutés). Seule une différence de sex ratio était a la limite
de la significativité (p=0,059), toutefois dans un contexte de comparaisons multiples
(Tableau 4). De facon particuliere, la proportion de patients ayant évolué vers
I'insuffisance rénale chronique terminale n'était pas différente selon l'alléle étudié.

De la méme maniere, en analyse univariable par la méthode de Kaplan Maier, la
survie rénale n'était pas différente entre les deux groupes (test du LogRank, p=0,9)
comme montrée par la Figurel. Les courbes de survie sont superposables, méme pour
les patients dont le suivi dépassait 15 ans.

Le modele de Cox univariable montrait un Hazard Ratio a 1,029, non significatif,
confirmant I'absence d'effet pronostique sur la survie rénale (Tableau 5). L'intégration

dans un modele multivariable comprenant les principaux facteurs de risque identifiés
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aboutit a un resultat comparable, alors que les effets de la protéinurie, de
I'insuffisance rénale et d'un score histologique sévére (>8) impactent de fagon

majeure le risque d'évolution vers l'insuffisance rénale chronique terminale.
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0,8 Alléles
-+ Censure A
-+ Censure G
e
% 0,4
0.00 100,00 Sui‘:?i‘::ois) 200,00 250,00 300,00
b.
Durée suivi
_ 60 120 180 240

(mois)
Patients

) 289 190 169 109 49
exposeés (A)
Patients

) 132 91 51 21 8
exposeés (G)
C.

Survie moyenne (mois) p (LogRank)
Allele A 219
0,902

Alléle G 221

Figure 10. a. Courbe de survie ; b. Table de survie ; c. Survies moyennes, test du LogRank
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a.

Variables Coefficient 3 Hazard Ratio p

SNP CD89 (Gvs A) 0,47 1,029 0,90

b.

Variables Coefficient Hazard Ratio p

Age -0,21 0,98 0,054
Sexe -0,43 0,65 0,15
IMC 0,041 1,04 0,27
HTA -0,16 0,85 0,63
Creatininémie 0,006 1,006 <0,001
Protéinurie 2,02 7,57 0,007
Score >8 1,54 4,67 <0,001
SNP CD89 (Gvs A) 0,47 1,60 0,118

Tableau 5. Modéles de Cox univariable (a.) et multivariable (b.). IMC : Indice de Masse

Corporelle, HTA : Hypertension Artérielle, MDRD : formule d’estimation du débit de

filtration glomérulaire issue de 1’étude Modifying Diet in Renal Diseases), Score : score

histologique de gravité coté de 0 a 20.

2.3.2. Etude du réle des lymphocytes T : étude de la polarisation lymphocytaire T au

cours de la NIgA

2.3.2.1. Patients

Au total, 28 patients présentant un NIgA et 15 volontaires sains (VS) ont été inclus

dans I’étude. L’age médian[étendue interquartile] était de 44,5[32,5-57] ans pour le

groupe NIgA et 40,5[27,5-48,5] ans dans le groupe VS (p=0,17). Dans le groupe

NIgA le sex ratio était de 3,6, ce qui était comparable au groupe VS (2,75). Le taux
d’IgA médian était de 324[231-449] mg/dL dans le groupe NIgA et de 232[194-264]
mg/dL dans le groupe VS (p=0,006). La protéinurie au moment de la biopsie était de

0.79/24h. Le score histologique était faible (5[1-8]) dans le groupe NIgA.
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2.3.2.2. Populations cellulaires T

Les lymphocytes totaux n’étaient pas différents entre les groupes (en
éléments/mm?®) : NIgA : 1899[1590-2177] VS :2178[1806-2525], p=0,17, de méme
que la population T CD4+ (NIgA : 922[627-1039] ; VS : 877[764-950], p=0.95) et la
population T CD8+ (NIgA : 373[294-513]; VS: 480[299-504], p=0,49). Les
lymphocytes B (NIgA : 196[155-284]; VS: 266[188-329], p=0,11) et les
lymphocytes NK (NIgA : 245[175-336] ; VS: 339[213-480], p=0,13) étaient
comparables.

Les populations T CD4+ CD25+ CD127"°" n’étaient pas différentes, exprimées en %
des lymphocytes T CD4+ (NIgA : 7,2[6,1-8,2] ; VS : 6,9[6,0-7,6], p=0,69).
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Figure 11. Comparaison des lymphocytes totaux entre groupes NIgA et VVS. En éléments/mm?®
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Figure 11. Comparaison des lymphocytes totaux entre groupes NIgA et VS. En éléments/mm’
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Figure 13. Comparaison des populations T CD4+ CD25+ CD127'°%. En % des
lymphocytes T CD4+.
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2.3.2.3. Profil transcriptionnel des lymphocytes T

2.3.2.3.1. Expression des genes Thl

L’expression de Tbet était plus faible & au repos et apres activation dans le groupe
NIgA, een expression relative par rapport a un calibrateur commun (JO : 3,16[1,6-6,0]
, J2: 1,46[0,9-2,0]) par rapport au groupe VS (JO: 12,3 [2,9-16,1], J2: 2,55[1,21-
4,29], p=0,01 et p=0,09.
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Figure 14. Expression relative de Thet aprés activation anti-CD3 et anti-CD28 (J2)

2.3.2.3.2. Expression des genes Thl7

L’expression de RORyT était nettement plus faible dans le groupe NIgA au repos.
Elle était de 1,5[0,76-4,3] dans le groupe NIgA et 11,1[4,5-46] dans le groupe VS,
p<0,001. Apres activation, la méme tendance est notée : dans le groupe NIgA elle
était de 2,66[1,4-5,5], et 5,9[3,3-17] dans le groupe VS, p=0,07.

L’expression du geéne d’IL17A n’était pas détectable au repos dans aucun des
groupes, et aprés activation, elle était de 9,81[2,2-15] et de 27,2[3,1-161], p=0,3. Le
résultat n’est pas significatif, mais la tendance est la méme que pour 1’expression de

RORYT en faveur d’une diminution de I’activité fonctionnelle des cellules Th17.
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Figure 15. Expression relative de RORYT (a gauche) et IL17A (a droite) aprés stimulation
(J2).

2.3.2.3.3. Expression des genes Tregs

L’expression de FoxP3 était similaire entre le groupe NIgA 1,70[0,51-2,3] et le
groupe VS 6,9[6,0-7,6] au repos, p=0,42. Apres stimulation, elle était de 3,11[1,3-6,1]
dans le groupe NIgA et de 4,86[2,0-14], p=0,14 dans le groupe VS. Un déficit de
régulation Treg n’est donc pas exclu.

L’expression du géne 1L10 est identique dans les 2 groupes avant et apres activation.
Au repos, I’expression relative était de 26,0 [9,0-38] dans le groupe NIgA et de
30,9[5,2-79] dans le groupe VS, p=0,84. Apres activation elle était de 20,4 [11-34]
dans le groupe NIgA et 29,3[14-60] dans le groupe VS, p=0,14.
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Figure 16. Expression de FoxP3 (a gauche) et IL10 (a droite) apres activation.

L’expression de TGFp était comparable entre groupes (NIgA : 8,35[5,7-11,6] et VS:
12,1[0-22], p=0,6) au repos et apreés activation (NIgA : 0,79[0,4-1,5] et VS : 1,8[0,96-2,3],
p=0,11)
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Figure 17. Expression relative du géne TGFp apres stimulation
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2.3.3. Etude du C3 au sein des complexes immuns IgA1-dg / IgG antiglycane

2.3.3.1. La prolifération mésangiale induite par les complexes immuns est influencée

par la présence d’un facteur sérique

Les complexes immuns IgA1-dg/lgG anti-glycane étaient formeés par le mélange de
pAle, de r1123, de quantités croissantes de serum humain normal déplété en IgA et
IgG puis fractionnés sur colonne. Les fractions étaient mélangées 2 a 2 et intégrées au
milieu de culture des cellules mésangiales humaines. La stimulation des cellules
mesangiales par les fractions de haut poids moléculaire était d’autant plus importante
que la quantité ajoutée de serum déplété en IgA et en 1gG dans le mélange était
importante.. La Figure montre un effet-dose du volume de serum responsable d’un pic
de prolifération (marquée ICA, immuns-complexes artificiels) des fractions de tres
haut poids moléculaire (supérieur a 670 kDa). Un facteur sérique distinct d’une IgA
ou d’'une IgG est nécessaire pour conférer les capacités de stimulation de la
prolifération des cellules mesangiales des complexes immuns IgA1-dg/lgG.
L’expérience équivalente avec le seul méme serum déplété en IgA et IgG (sans pAle
ni r1123) montre I’absence de pic de prolifération au sein des fractions de haut poids

moléculaire (témoin négatif)
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Figure 18. en haut : prolifération des cellules mésangiales en culture induite par les

fractions de poids moléculaires décroissants. Les fractions 30 a 42 induisent une

prolifération (Immuns Complexes Atrtificiels). En bas : quantification des IgA totales

par fraction

2.3.3.2. Les fractions de haut poids moléculaire contiennent des éléments de C3

Etude de la composition des fractions de haut poids moléculaire
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Les fractions stimulant la prolifération des cellules mesangiales en culture (de 30 a
42, masse moléculaire théorique >670kDa) étaient mélangées et concentrées 4 fois
par ultracentrifugation. La condition d’étude (ICA, IgAl-dg/lgG antiglycane en
présence de serum déplété en IgA et IgG a 160uL) était comparée a la condition
témoin négatif (serum déplété seul, techniqué de la méme maniere). L’analyse en
immunoblot anti-C3 polyclonal révéle la présence de multiples bandes de C3 de
masses moléculaires différentes aprés électrophorése en conditions réductrices.
Figure. De maniere globale, la présence de C3 était plus marquée dans la condition
ICA, marquant le fait que la présence de complexes immuns s’accompagnait d’une
présence de fragments de C3 de faible masse moléculaire (entre 30 et 120kDa), dont
la présence au sein de ces fractions de masse ¢élevée n’était expliquée que par la
liaison non covalente aux immunoglobulines ajoutées.

Les principales bandes réactives avaient un poids moléculaire de 30, 40-43, 68, 75,
110 et 120 kDa. Les bandes correspondantes d’un gel identique marqué a 1’argent

étaient excisées et analysées en spectrométrie de masse aprés digestion tryptique.
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Figure 19. Gel d’électrophorése marqué a 1’argent et immunoblot anti-C3.

Analyse des bandes réactives par spectrométrie de masse MS/MS
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L’analyse en spectrométrie de masse confirme la présence de C3 dans chacune de ces
bandes avec un niveau de certitude satisfaisant (entre 89 et 100%). Les séquences des
fragments tryptiques identifiés permettent de les situer sur la séquence de la protéine
de C3, et en prenant en compte la masse moléculaire recouverte par chaque bande, il
est possible d’identifier les espéces moléculaires de C3 présentes au sein des
complexes immuns de masse élevée. Certains fragments sont des produits issus du
clivage du C3b par le facteur I, tels que C3c, iC3b, C3dg et C3d, en faveur d’une

activation de C3 directement au sein des complexes immuns IgAl1-dg/lgG anti-

glycane.
A 120 kDa a Complete a chain 100 35 Yes No
B 110 kDa a C3b a chain 89 0.54 Yes No
C 76 kDa ] C3, C3b, C3c, iC3b B chain 100 15 Yes Yes
D 68 kDa a iC3b 100 8.4 Yes No
E 40-43 kDa a iC3b +iC3c + C3dg 100 21 Yes No
F 30 kDa a C3d 90 0.84 Yes No

Tableau 6. Identification par spectrométrie de masse des fragments de C3 présents au
sein des fractions de trés haut poids moléculaire. Le pourcentage de couverture est

exprimé sur la base de la séquence enti¢re de C3 (chaines a et f comprises).
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2.3. Discussion générale

Cette these explore de multiples mécanismes inflammatoires impliqués dans la génése
et I’entretien de la NIgA. L’exploration du réle de I’immunité cellulaire a été
envisagée sous 2 axes différents : le possible réle des monocytes macrophages (voire
des plaquettes) sous l’influence d’une mutation du récepteur aux IgA (FcaRI ou
CD89) et I’exploration de I’implication potentielle des lymphocytes T et de leur rdle
d’orientation de la réponse immunitaire. L’immunité humorale est un acteur majeur
de la pathogénie de la maladie et cet aspect a ét¢ abordé par 1’exploration de
I’activation du complément par les complexes immuns dans un modéele représentatif
in vitro.

L’étude du role de la mutation 844A->G suit les recommandations émises par
I’American Society of Nephrology pour définir des bonnes pratiques pour la
réalisation d’études portant sur le role des polymorphismes génétiques au cours des
maladies rénales(175). Ces recommandations font suite a la définition de critéres de
qualité méthodologique par le journal Nature Genetics en 1999.

La premiere condition préalable est celle de [lexistence d'un sens
physiopathologique a I'étude, c'est-a-dire qu'il existe des arguments pour penser que le
géne d'intérét est impliqué dans les mécanismes de la maladie. 1l y a effectivement
deux voies potentielles d'implication du CD89 au cours de la maladie de Berger (cf.
supra) a savoir un rdle dans la constitution des complexes immuns circulants par le
clivage de la portion extracellulaire du récepteur et sa liaison aux IgA polymériques
complexées et dautre part un réle de médiation pro-inflammatoire médiée par
certaines cellules circulantes (monocytes-macrophages, plaquettes) en réponse aux
dépbts mésangiaux d'IgA. Ce deuxieme mécanisme constitue la base de I'nypothese de
notre étude et est étayé par plusieurs travaux concernant notamment le réle des
monocytes dans la réponse inflammatoire locale au cours de la maladie.

De la méme maniéere, ces recommandations portent sur la nécessité de la
description préalable de I'effet du polymorphisme d'intérét sur la fonction de la
protéine. Le travail de Wu et coll.(176) porte sur les différences fonctionnelles du
récepteur en fonction de la présence ou non de la mutation 844 A->G. Il met en
évidence par une etude de transfection du gene muté dans une lignée cellulaire

immortalisée des différences phénotypiques dans le sens d'une exacerbation de la
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réponse pro-inflammatoire (mobilisation du calcium intracellulaire, sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires, dégranulation) en réponse a une stimulation par les IgA.
Ces differences in vitro sont confirmés ex vivo par I'étude de la réponse inflammatoire
de polynucléaires neutrophiles issus de patients homozygotes pour l'allele A en
comparaison avec des patients homozygotes pour l'allele G. De la méme maniére, la
sécrétion d’Interleukine 6 (IL-6) était exacerbée en réponse & une stimulation par les
IgA chez les patients homozygotes mutés. Il n'y a pas d'autres études portant sur ce
polymorphisme et notamment pas d'étude fonctionnelle portant sur les monocytes-
macrophages ou les plaquettes potentiellement impliquées dans la maladie de Berger.
Ces resultats obtenus par Wu et coll. confirmaient le rdle fonctionnel de ce
polymorphisme.

Le second critere de qualité méthodologique concerne la taille des groupes étudiés
et la puissance de I'étude. L'effectif de notre étude s'appuie sur la cohorte de patients
atteints de NIgA caucasiens parmi les plus importantes sur le plan international et sur
une collection biologique de méme ampleur. Cette taille permet de mettre en évidence
en théorie de faibles différences de fréquence allélique avec une puissance suffisante.
De plus, il s'agit d'une cohorte exhaustive comprenant des patients consécutifs avec
une définition objective de la maladie. La stricte négativité de cette étude permet donc
de conclure avec une sécurité suffisante a I'absence d'effet de ce polymorphisme dans
notre population. La troisieme recommandation concerne les comparaisons multiples
et I'ajustement statistique nécessaire dans ce cas. Ce point ne concerne pas cette étude
puisqu'un seul polymorphisme a été étudie, limitant le risque de conclure a tort a une
différence par inflation du risque a. Enfin, les derniers critéres concernent les études
pour lesquelles une différence est mise en évidence ce qui n'est pas le cas ici.

Notre étude comporte certaines limites. Au cours de notre travail, seuls les sujets
caucasiens ont été retenus pour l'analyse car le contexte génétique déterminé par
I'origine ethnique est tres important pour l'interprétation. Par exemple, des différences
de déterminisme de certains polymorphismes du gene C1GALT1 ont déja été notées
entre populations caucasienne et asiatigue (mutation 1365 G->A cliniquement
déterminante au cours d'une étude européenne alors qu'elle ne I'est pas au cours d'une
étude chinoise)(95, 96). Nos résultats ne peuvent donc pas étre extrapolés directement
a d'autres populations pour lesquelles I'étude reste nécessaire.

La seconde limite est une hétérogénéité du suivi trés marquée liée a un nombre de

perdus de vue relativement important expliquée par la faible symptomatologie de la
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maladie. Cependant, les analyses effectuées permettent de limiter I'impact de ces
différences de suivi en censurant les patients apres la date du dernier suivi.

Plusieurs polymorphismes des récepteurs au fragment Fc des immunoglobulines ont
été impliqués dans la susceptibilit¢ envers plusieurs maladies auto-immunes
inflammatoires (lupus érythémateux systémique essentiellement, mais aussi
myasthénie, syndrome de Guillain-Barré, vascularite 8 ANCA). Ces polymorphismes
sont décrits essentiellement avec les geénes codant pour les FcyR: FCGR2A,
FCGR2B, FCGR2C, FCG3A, FCGR3B. La majorité de ces mutations sont de type
mononucléotidiques (SNP : single nucleotide polymorphism) mais plusieurs d'entre
eux concernent des variations du nombre de copies du géne(177). Deux
polymorphismes des FcyR ont été associés a une évolution plus sévere de la NIgA au
cours d'une étude japonaise: FCGR2A 131R et FCGR3A 176V(170). Ce travail
comportait cependant certaines limites méthodologiques (faibles effectifs, sévérité de
la maladie uniquement affirmée par un score histologique et absence d'ajustement du
niveau de significativité compte tenu de comparaisons multiples) et concerne un type
de population différent. Elle montre toutefois la possibilité de la médiation
inflammatoire locale par certains leucocytes circulants via les récepteurs aux
immunoglobulines.

De la méme maniere, plusieurs polymorphismes concernant des génes impliqués dans
I'inflammation ont montré leur réle concernant le risque de développer la maladie
mais surtout concernant un pronostic plus sévere. Ces principaux génes sont le
récepteur aux chimiokines CC de type 5 (CCR5, severité)(178), le Transforming
Growth Factor Bl (TGFBI1, sévérité)(179), MCP-1 (Monocyte Chemoattractant
Protein 1, séverité)(153), IL5RA (chaine a du récepteur de I’Interleukine 35,
susceptibilité), et TNFRSF6B (Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily 6b,
susceptibilité)(172). Plus récemment, les GWAS ont affirmé le rble des génes issus
du complexe majeur d’histocompatibilité et I’une d’entre elle a montré 1’influence du
polymorphisme du gene codant APRIL (TNFSF13), capable in vivo d’orienter
anormalement les lymphocytes B muqueux vers le secteur systémique, de genes
impliqués dans I’'immunité muqueuse (OSM, LIF) et de la délétion de CFHR1/3,
impliqués dans la régulation de la voie alterne du complément(180). L'ensemble de
ces éléments montre le caractéere polygénique du déterminisme de la sevérité de la
NIgA, et qu'une partie majeure de ce déterminisme dépend de génes impliqués dans

I'inflammation.
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Plusieurs polymorphismes du FcaRI ont ¢été¢ décrits dans différentes populations.
Narita et coll. ont décrit trois polymorphismes mononucléotidiques du promoteur et
de la région 5’UTR du gene FCAR sans toutefois pouvoir l'associer ni a un risque
plus important de développer la NIgA ni a un pronostic plus sévere(181). Le
polymorphisme 324 A->G est associé un risque plus important de développer une
maladie inflammatoire, la périodontite aggressive et les SNP 311CC et 342 CC sont
associés a une évolution plus sévére des patients atteints d'hépatite C(182, 183).

Le polymorphisme du FCAR étudié dans notre étude 844 A->G est le premier a avoir
été associe a une différence fonctionnelle du récepteur ce qui rendait nécessaire la
réalisation de cette étude. Son résultat négatif n'exclut pas la possibilité qu'un autre
polymorphisme de ce gene soit impliqué dans la NIgA ou que ce méme
polymorphisme ait un réle au sein d'autres populations. Le role du CD89 dans la
médiation inflammatoire locale au cours de la NIgA reste donc encore hypothétique
et les mécanismes de la réponse locale au dépot mésangiaux d’IgA restent a I'heure
actuelle obscurs.

L’étude d’évaluation du role des Tregs et du profil d’expression génique des cellules
mononucléées du sang périphérique est globalement négative dans le sens ou aucune
différence n’a pu étre montrée concernant la quantité de cellules Tregs dans le
compartiment sanguin et concernant I’expression de genes prototypiques de sous
populations T. Une tendance en faveur d’un déficit de régulation apres activation est
toutefois notable, puisqu’elle participe d’une expression commune plus faible de
génes exprimés par les Tregs, FoxP3 (facteur transcriptionnel), IL10 et TGFp
(cytokines). Il n’est donc pas exclu qu’il existe un déficit fonctionnel du sous-groupe
Tregs, alors que leur présence quantitative dans le sang n’était pas différente des
volontaires sains.

C’est une étude prospective pour laquelle les analyses ont été réalisées de facon
simultanées entre patients et volontaires, rendant la comparaison entre groupes plus
fiable.

Cette étude présente des limites. Tout d’abord I’effectif relativement faible est une
contrainte consécutive a l’exigence du mode de recrutement prospectif, rendu
nécessaire par la nécessité d’une extraction, d’une mise en culture et d’un recueil
d’ARN immédiats. D’autre part, les critéres d’inclusion ne permettaient de retenir que
les patients ne présentant pas d’altération du DFGe, afin de se prémunir contre le

risque de différences liées a la seule insuffisance rénale, non spécifique de la NIgA.
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Mais cette précaution a généré un groupe de patients présentant une maladie tres peu
active, rendant moins probable la mise en évidence de différences avec les
volontaires. La tendance en faveur d’un déficit de régulation pourrait &tre plus
marquée chez des patients d’expression clinique plus sévere, appelant la réalisation
d’une nouvelle étude.

Peu d’études ont évalué le role des Tregs au cours de la NIgA. Une seule présentait
une méthodologie comparable, a savoir 1’évaluation de la fréquence de ce sous-
groupe cellulaire dans le sang périphérique et d’autre part le profil d’expression
génique de ces sous populations. Elle montre au sein d’un effectif de 63 patients la
sous-représentation des populations Tregs associée a une augmentation des
populations Thl7 par rapport a un groupe de volontaires sains(184). De facon
comparable, I’expression génique de FoxP3 était diminuée alors que I’expression de
RORYT et IL17A était augmentée, en faveur d’une balance proTh17, et donc propice
a I’inflammation et a ’autoimmunité. Cette étude incluait des patients plus séveres,
comportant des formes tres protéinuriques et présentant une altération de la fonction
rénale, expliquant une différence plus nette. Une seconde étude dans une population
pédiatrique retrouvait également un déficit fonctionnel Tregs, marqué par une
diminution d’expression génique de FoxP3 et de TGFp aussi bien au cours du purpura
rhumatoide qu’au cours de la NIgA(185).Enfin, une derniére étude montrait une
expression génique plus marquée des Th17 et Th22 (186)

Les arguments en faveur d’un déficit fonctionnel des Tregs est donc probable au
cours de la NIgA, potentiellement responsable de la survie de clones auto-réactifs
(par exemple des lignées de lymphocytes B produisant les anticorps anti-glycanes) et
de I’orientation pro-inflammatoire de la réponse aux dép6ts mésangiaux.

La réponse pro-inflammatoire glomérulaire est également sous la dépendance de
facteurs humoraux. Les complexes immuns a IgAl sont les premiers acteurs
humoraux a l’origine de cette réponse inflammatoire glomérulaire, méme si le
mécanisme sous-tendant cette relation reste obscur. Le rdle des récepteurs,
notamment du CD89 et du récepteur a la transferrine (CD71) y est possible. Un autre
acteur majeur de cette interface complexe immuns/inflammation glomérulaire est
I’activation du complément.

Au cours de cette étude in vitro, au moyen d’un modele de complexes immuns
représentatif de ceux impliqués au cours de la NIgA, a savoir une IgAl-dg

polymérique et une IgG anti- IgA1-dg (anti-glycane), nous avons montré que (i) un
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facteur sérique était nécessaire a 1’acquisition du pouvoir stimulant des complexes
immuns sur les cellules mésangiales de facon dose-dépendante et (ii) que ces
complexes immuns avaient la capacité d’activer et de lier de fagon non covalente en
phase soluble le C3. Cette activation aboutissait a la présence de produits de
dégradation du C3 issus de I’action du facteur I (C3c, iC3b, C3d, C3dg). Cette
activation pourrait témoigner de la constitution d’une C3 convertase au sein des
complexes, augmentant la taille de ces derniers. Aprés dépdt glomerulaire, le C3
activé pourrait étre responsable de 1’activation mésangiale, a 1’origine de la
prolifération cellulaire et de la transition vers un phénotype sécrétant les éléments de
matrice mésangiale. La génération de C3a, une anaphylatoxine issue de 1’activation
de C3, est un acteur possible de cette meédiation(187). La NIgA partage de
nombreuses caracteristiques histopathologiques avec la néphropathie a dépéts isolés
de C3, au cours de laquelle typiquement le seul dépdt de C3 est présent (les
immunoglobulines sont en régle absentes des dépdts) en association a des lésions
histologiques comprenant un épaississement et une prolifération mésangiaux(188).
De la méme maniére qu’au cours de la NIgA, le marquage de C5b-9 est fréquent. Le
mécanisme de cette néphropathie associe des anomalies de génes de régulation de la
voie alterne du complément avec un caractére familial fréquent (par exemple la
mutation de CFHRD) et la présence fréquente d’un facteur néphritique (C3Nef), qui
est un auto-anticorps stabilisant la C3 convertase de la voie alterne. Ces mécanismes
concernent uniquement 1’activation excessive de la voie alterne et qualifie I’activation
du C3 comme un médiateur possiblement suffisant de I’induction de I’inflammation
glomérulaire, via le C3a et/ou le C5b-9 sublytique. La présence de C3 activé au sein
de complexes immuns a IgA1 et un argument en faveur du réle de la voie alterne dans
le déterminisme de la NIgA.

Ce résultat corrobore la mise en évidence récente du réle protecteur de la délétion de
CFHR1/3 vis-a-vis de I’occurrence de NIgA au cours d’une GWAS internationale,
dont le mécanisme pourrait étre un surcroit d’efficacité du facteur H en 1’absence de
CFHR1 et CFHR3(122, 189).

Ces travaux mettent donc en perspective différents acteurs de la médiation
inflammatoire au cours de la NIgA, comprenant le réle potentiel des monocytes
macrophages et de leur récepteur aux IgA (CD89), le r6le de la polarisation des
lymphocytes T, en particulier celui des Tregs et enfin une médiation humorale par

I’activation du complément au sein des complexes immuns.
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Ces travaux ouvrent la voie a de nouveaux projets. Le rble des sous-populations
lymphocytaires est une voie intéressante, puisqu’elle détermine en amont les
processus d’auto-immunité et d’inflammation. L’étude de nouvelles sous populations
lymphocytaires T et B, ainsi qu’une évaluation au cours de formes plus séveres de la
maladie est une voie possible de prolongement de ce travail. Le role du complément
au cours de la maladie fait intervenir de nombreux acteurs, que ce soit I’activation en
phase soluble du complément, mais aussi I’activation in situ, intraglomérulaire. De ce
point de vue, les cellules mésangiales et les podocytes ont la capacité d’influer sur la
balance activation/régulation, puisque ces cellules ont la capacité d’exprimer le C3 de
maniére inductible dans des conditions pro-inflammatoires (en présence de TNFa),
mais aussi le facteur H, DAF, MCP. L’étude de la réponse cellulaire mesangiale au
C3 activé, en présence d’IgAl-dg seule ou sous forme de complexes immuns en
modulant ’expression du facteur H par transfection de silencers est un projet qui
permettrait de mieux comprendre la réponse cellulaire au cours de la NIgA. Le role
des protéines CFHR1 et 3 nécessite d’étre étudié de fagon plus avancée, en évaluant
I’effet de la délétion de leurs geénes sur la séverité de la maladie (étude en
polymorphisme du nombre de copies). Le réle du C5b-9 nécessite d’étre évalué,
compte-tenu de [D’existence de thérapeutiques anti-C5 efficaces disponibles

(eculizumab).

2.4, Conclusion générale

En conclusion, la Néphropathie a IgA primitive est une entité nosologique faisant
intervenir de nombreux mécanismes du domaine de I’inflammation, qu’ils soient
cellulaires (monocytes/macrophages, lymphocytes T et B) ou humoraux (IgAl-dg,
IgG anti-lgAl-dg, activation du complément). Ces meécanismes interviennent en
phase soluble (complexes immuns circulants) et en phase solide (dépdts
d’immunoglobulines et de complément, déterminant I’inflammation glomérulaire et
parenchymateuse rénale).

Le présent travail visait a évaluer le role propre de certains de ces acteurs. Le SNP
844 A->G, pourtant responsable d’une modification fonctionnelle du CD89 au sein
des monocytes/macrophages et des polynucléaires, ne semble pas impliqué ni dans le
déterminisme de la maladie ni dans sa sévérité. Le déficit de régulation immunitaire,

suggére par une tendance d’expression plus faible de geénes prototypiques Tregs
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(FoxP3, IL10, TGFpB) dans notre étude, malgré un effectif faible et une expression
clinique peu sévére peut étre impliqué dans la direction pro-inflammatoire et pro-
auto-immunité. Cette tendance semble étre confirmée dans d’autres études
méthodologiquement comparables. Enfin, la médiation humorale fait intervenir les
immunoglobulines, au premier rang desquelles les IgAl, possiblement complexées
par des IgG, mais aussi le complément par 1’activation de la voie alterne et de la voie
des lectines. Notre étude a permis de mettre en évidence la présence de formes issues

de I’activation de C3 au sein des complexes immuns au moyen d’un modg¢le in vitro.
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Abstract

Background. IgA nephropathy is characterized by a high
heterogeneity of clinical expression with 10-30% of patients
progressing to end-stage renal failure. The gene of the FcaRI
or CD89 presents a single-nucleotide polymorphism respon-
sible for a proinflammatory phenotype of neutrophils in vitro
and ex vivo. The aim of our study was to assess whether this
CD89 polymorphism 844 A->G is (i) a marker of disease sus-
ceptibility and/or (ii) associated with a more severe prognosis.

Methods. All patients diagnosed with IgA nephropathy
and for whom DNA frozen sample was available were
included in this European monocentric retrospective
analysis and compared to a cohort of healthy volunteers.
Allelic discrimination was performed by real-time quan-
titative polymerase chain reaction (Applied Biosys-
tems™). We first compared the distribution of A and
G alleles between patients and volunteers and then
studied the relationships between alleles and renal
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SNP 844 A->G and IgA nephropathy

survival, histological score, proteinuria and renal func-
tion at diagnosis.

Results. Seven hundred and twenty-six patients were ana-
lyzed for the study of susceptibility and 425 in the association
study. The presence of the G allele was not associated with the
occurrence of IgA nephropathy (3 test 0.57, ns). Likewise,
renal survival and the criteria for disease activity at time
of diagnosis were not affected by the presence of the G allele.
Conclusions. No significant association between 844
A->G CD89 polymorphism and the expression of the
IgA nephropathy in Caucasians exists. This result does,
however, not preclude the implication of other CD89 poly-
morphisms neither the possibility for a role of CD89 in the
pathogenesis of IgA nephropathy.

Introduction

IgA nephropathy is the most frequent primary glomerulo-
nephritis with a worldwide distribution. Its incidence is con-
sidered to be ~30 new cases per million per year in
Caucasians [1]. Seven—40% of patients will progress to
end-stage renal failure (ESRF) requiring dialysis and/or kid-
ney transplantation with a high rate of recurrence on renal
graft (50% after 10 years). The typical clinical expression is
the presence of hematuria (either microscopic or macro-
scopic during mucosal infection) associated with some level
of hypertension, proteinuria and impaired renal function that
altogether represent classical risk factors for evolution to-
ward ESRF. Renal biopsy is mandatory for the diagnosis
showing the presence of mesangial dominant IgA deposits
[2] and also useful to refining prognostic evaluation [3].

Pathogeny of the disease can be separated into three main
stages [4]: (i) abnormal response to mucosal antigens and
production of aberrantly glycosylated polymeric IgAl, (ii)
formation and glomerular deposition of IgA1 immune com-
plexes and (iii) glomerular injury (inflammation and fibro-
sis). The aberrant glycosylation of the IgA1 is necessary but
not sufficient to trigger the disease [5]. A ‘second hit’ is
required to form circulating IgA immune complexes with
currently two possible pathways being privileged: (i) the
cleavage of FcaRI (CD89) from cell membrane leading to
a soluble form of the receptor that aggregates the circulating
abnormal IgA1 [6] and (ii) an autoimmune-like mechanism
through which auto-IgG and/or IgAl specific for the Tn
antigen interact with the degalactosylated IgA1 [7].

FcaRI or CD89 is the main Fc receptor for IgA, specific
for its heavy chain and expressed by myeloid-derived cells,
mainly polynuclear cells, monocytes/macrophages and pla-
telets [8]. Fully functional CD89 requires the association of
the a-chain with a y-chain [9]. While the monovalent en-
gagement of CD89 leads to an intracellular negative signal,
clustering of this receptor by, for instance polymeric IgA
immune complexes triggers a proinflammatory stimulating
signal via the phosphorylation of ITAM of the y-chain.

Several studies have shown that glomerular inflamma-
tion in IgA nephropathy is in part mediated by mesangium
infiltrating macrophages [10] through the local production
of several specific cytokines [e.g. macrophage chemoat-
tractant protein 1 (MCP-1), Macrophage Migration Inhib-
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itory Factor] [11]. These cells express FcaRI and thus could
be at the interface between IgA deposits and local inflamma-
tion. Indeed, Kanamaru et al. [12] well described the link
between FcaRI signaling and glomerular inflammation (mac-
rophage infiltration, proteinuria) in a human FcoRI trans-
genic mouse model. By rendering the FcoRI unable to
signal, while they still observed mesangial IgA deposits, they
noticed a dramatic decrease in local inflammation.

Wu et al. [13] described several single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) of the gene coding for the CD89,
FCAR. The nonsynonymous SNP 844 A->G, also called
rs16986050, changes codon 248 from AGC (Ser248) to
GCC (Gly248). It concerns the cytoplasmic domain of
CD89 and appeared to be responsible for in vitro significant
differences in inflammatory response of transfected immor-
talized cell lines (murine macrophage cell lines P388D1
and rat basophilic leukemia mast cell lines RBL-2H3) in
term of degranulation and intracellular Ca++ mobiliza-
tion. The mutated allele Gly248 rendered the inflammatory
response of these cells independent of the presence of the
v-chain suggesting that this polymorphism modifies the
cytoplasmic interaction with this y-chain. The authors
found also that the Gly248 allele was enriched in a systemic
lupus erythematous population.

Herein, we tested the hypothesis that the proinflamma-
tory allele Gly248 of the FCAR is associated to IgA nephr-
opathy. We studied in a large cohort of Caucasian patients
whether this allele was responsible for (i) a higher suscept-
ibility of patients to develop IgA nephropathy and (ii) a
higher risk to progress toward ESRF.

Material and methods

Populations

All Caucasian adult patients who presented a biopsy-proven IgA nephr-
opathy, defined by the presence of IgA mesangial deposits of at least 1+
(semiquantitative scale), diagnosed between 1979 and 2009 in Saint Eti-
enne, France, with useable DNA sample and informed consent were first
considered (SUSCEPTIBILITY study cohort). The severity of histological
lesions was assessed by a semiquantitative score (from 0 to 20 points) that
is independently predictive of a worse clinical evolution [14]. In order to
permit a minimal follow-up of 10 years, only patients from the 1979-99
period were analyzed to study the association of the allele with the pro-
gressing forms of the disease (ASSOCIATION study cohort). The control
cohort comprised age- and sex-matched healthy adult volunteers having
signed an informed consent.

These biological collections have been declared to the French health
Ministry and represent an exhaustive cohort of consecutive patients. The
study was realized with approval from the local ethical committee and was
promoted by CHU de Saint Etienne.

DNA extraction

DNA was extracted from peripheral blood leucocytes with a standard
phenol—chloroform method. Leucocytes were isolated by treatment with
red blood cell lysis solution, before an overnight enzymatic digestion
(proteinase K). Treatments by phenol, phenol-chloroform (1/1) and
chloroform—isoamylalcohol (24/1) twice were successively applied with
centrifugation (3000 tours/min, 5 min) and recovering of the aqueous
phase after each step. DNA was then precipitated with pure ethanol then
dried and finally dissolved in 1 mL trichloroethylene solution (pH 8) over-
night. Aliquots DNA concentrations were adjusted to target 200 pg/mL
before storing at —20°C.

Allelic discrimination

The allelic discrimination was performed by quantitative real-time poly-
merase chain reaction (PCR). The mix was composed of 12.5 pL Tagman
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universal master mix (containing Taq polymerase, deoxyribonucleotides,
internal passive reference ROX, AmpErase UNG, buffer and ions), 0.625 uL
Tagman SNP Genotyping assay mix (containing rs16986050 specific pri-
mers and Tagman MGB probe; assay ID C_25472878_10), 5 uL of patient
DNA and 6.875 pL distillated water. PCR was performed on Applied
Biosystems 7500 (ABI PRISM 7500) with 96 well PCR plates. Three
negative template controls were performed on each plate. PCR steps were
realized according to the manufacturer guidelines: two initial cycles (2 min
50°C-10 min 95°C) followed by 40 cycles (15 s 92°C—1 s 60°C) with an
automatic post read run giving patient genotyping.

Statistic analyses

A first analysis was to verify that the genotypes distributions (AA, AG and
GG) followed the Hardy—Weinberg equilibrium with a % test. Frequencies
of the G allele between IgA nephropathy patients and healthy volunteers
were compared using the % test. With a o risk of 5% and a statistical
power of 90%, a minimal number of 278 individuals in each group was
necessary to gather, as the frequency of the G allele was reported to be 0.14
in Caucasian healthy population. Results were considered to be significant
at a 5% threshold.

For the association study, univariate (log-rank test, univariate Cox) and
multivariate Cox analyses were performed. For multivariate analysis, cat-
egorical variables were considered (gender, proteinuria >0.3 g/day, his-
tory of hypertension, impaired renal failure at time of diagnosis defined by
an modifying diet in renal diseases equation (MDRD) 4-variable assessed
glomerular filtration rate (GFR) of <60 mL/min/1.73m? and global optical
score of >8) as well as continuous variables [age, serum creatinine, body
mass index (BMI)]. Comparisons of proteinuria level, serum creatinine
level and MDRD estimated GFR were performed between patients with
AA genotype and those with AG or GG genotype (Student’s #-test), as
hypertension and global optical score were compared using x> test.

Results

SUSCEPTIBILITY Study

Seven hundred and twenty-six patients and 264 healthy
volunteers were finally included in the analysis. The mean
age of the patients was (=SD) 46 £ 15 years at time of
diagnosis with a male/female sex ratio of 2.7, comparable
to the control cohort (respectively, 38 + 11 years and 1.9).

Genotypes and alleles frequencies are displayed in Table 1.
The frequencies in patients of wild (AA), mutated hetero-
zygote (AG) and mutated homozygote (GG) genotypes were
69.3, 27 and 3.7%, respectively. These frequencies were
comparable to those observed in the volunteers’ cohort
(68.9, 27.3 and 3.8%, respectively, ns). The frequencies of
allele A and G were, respectively, 83 and 17%, equally
distributed in both groups. These distributions respected
the Hardy—Weinberg equilibrium.

ASSOCIATION study

A total of 425 patients were included in the 1979-99
cohort with a mean follow-up of 99 + 68 months with
the following characteristics at the time of biopsy: mean
age of 37.6 (£15.6), BMI of 24.4 (£4.1) kg/m”, a sex
ratio of 2.79. Sixty-three percent of patients had a protei-
nuria of >0.3 g/24 h and 32% had hypertension at the time
of diagnosis. Mean serum creatinine was 138 £ 141 pmol/
L with an MDRD estimated GFR of 74 (+30) mL/min/
1.73m? and the mean global optical score (GOS) was 7.4
(£3.6) on a 0-20 points scale. Eighty-eight patients pro-
gressed to ESRF during follow-up. The distribution of
these characteristics according to the A and G alleles is
displayed in Table 2.

N. Maillard et al.

Table 1. Genotypes and alleles frequencies among patients and healthy
volunteers

Patients (n, %), Controls (n, %),

Genotypes/alleles n = 726 n =264 1 P
AA 503 (69.3) 182 (68.9)

AG 196 (27.0) 72 (27.3) 0.557 0.76
GG 27 (3.7) 10 (3.8)

A 83 83 1.000 0.52
G 17 17

Table 2. Comparative characteristics of the 1979-99 cohort patients
according to their alleles®

Whole
population A G
n =425 n =292 n =133 P

Age (years old) 37.6 (£15.6) 37.3 (£16.8) 36.9 (x16.0) 0.8
mean (£SD)

Sex ratio 2.79 3.11 2.02 0.059
BMI (kg/m?) 244 (+4.1) 24.1(*x42) 243(x41) 0.6
mean (£SD)

GOS mean (=SD) 7.4 (£3.6) 7.3 (%34 7.6 (£3.9) 0.5
Proteinuria (%) 62.7 62.8 62.3 0.9
Hypertension (%) 32 34 29 0.29
Serum creatinine 138 (£141) 136 (£130) 143 (£162) 0.7
(umol/L) mean

(+SD)
MDRD 74 (£30) 77 (£34) 75 (£31) 0.6
(mL/min/1.73m?)

mean (£SD)

ESRF (n, %) 88 (20.7) 60 (20.5) 28 (21.1) 0.9

“MDRD, modifying diet in renal diseases equation.

Table 3. Univariate and multivariate Cox regression analyses

p Hazard ratio P
Univariate Cox regression analysis
SNP CD89 (G versus A) 0.47 1.029 0.90
Multivariate Cox regression analysis
Age —0.21  0.98 0.054
Sex —0.43 0.65 0.15
BMI 0.041 1.04 0.27
Hypertension —-0.16  0.85 0.63
Serum creatinine 0.006 1.006 <0.001
Proteinuria >0.3 g/day 202 757 0.007
GOS >8 1.54  4.67 <0.001
SNP CD89 (G versus A) 0.47  1.60 0.118

Renal survival was identical in both allelic groups as
shown in Figure 1. Univariate and multivariate Cox
analysis did not show any increased allele-related risk to
progress to ESRF (hazard ratio 1.029, ns). In contrast, pro-
teinuria, renal function impairment and high GOS (>8)
were confirmed to be independent risk factors (Table 3).

Discussion

Our results strongly suggest that the FCAR polymorphism
844 A->G is not associated with a higher susceptibility to
IgA nephropathy neither with a worse disease prognosis.
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Fig. 1. (A) Kaplan—Meier analysis of renal survival according to the alleles A or G. (B) Survival table. (C) Log-rank test.

This polymorphism of FCAR is a particularly attractive
genetic candidate as a susceptibility factor for I[gA nephr-
opathy. Wu et al. [13] demonstrated that the mutated
allele 844G is a functional polymorphism susceptible to
exacerbate the proinflammatory phenotype of CD89-
bearing cells. Monocytes/macrophages that constitutively
express CD89 can infiltrate the glomerulus during IgA
nephropathy [3, 15]. This process is recognized as an
independent prognostic factor which is now taken into
account in the Oxford Classification (endocapillary hyper-
cellularity) [3]. In this regard, we reasoned that the 844G
allele might be overexpressed in patients with IgA nephr-

opathy or at least in patients with the more severe forms of
the disease. We believe that our negative results are robust
and allow us to ruling out any significant association be-
tween the 844G allele and IgA nephropathy in Cauca-
sians. Indeed, the American Society of Nephrology
issued guidelines for polymorphisms study applied to
nephrology with a special focus on (i) the biological sense
of the study (ii) the adequate sample size (iii) the P adjust-
ment for multiple comparisons [16]. Our study largely met
these criteria since (i) a pathogenic hypothesis was ini-
tially formulated, (ii) our cohort was adequately sized for
testing our hypothesis and even to reject it with sufficient
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confidence (iii) no adjustment of P was necessary as we
tested only one SNP.

Several SNPs concerning inflammatory genes have been
previously found to impact either the susceptibility to IgA
nephropathy or the risk to progress toward ESRF. The main
genes that have been pinpointed so far are CC chemokine
receptor of type 5 (CCRS, severity) [17], transforming
growth factor B1 (TGFI, severity) [18], MCP-1 (severity)
[19], a-chain of the receptor of interleukin 5 (IL5SRA, sus-
ceptibility) and TNFRSF6B (tumor necrosis factor receptor
superfamily 6b, susceptibility) [20]. SNPs concerning Fc
receptor genes have also been implied. In a Japanese cohort
of patient with IgA nephropathy, SNPs of genes coding for
the FcR v (FCGR2A 131R et FCGR3A 176V) were found
to be overexpressed [21]. To our knowledge, this finding
was not confirmed in other population.

Interestingly, as part of a study looking at the implication
of soluble CD89 in the progression of IgA nephropathy,
Vuong et al. [22] recently tested a possible association of
the 844G allele in IgA nephropathy. Our results obtained in
a larger cohort of patients are identical to theirs regarding
the frequency of the G allele and the absence of association
with disease susceptibility and prognosis.

Other FCAR SNPs have been tested, essentially con-
cerning the intron or promoter region of the gene. Narita
et al. [23] failed to find any relationship between three
SNPs of the 5'UTR with IgA nephropathy. Vuong et al.
studied four additional SNPs and found a relationship be-
tween an FCAR intronic SNP, rs11084377, and the level of
soluble CD89, that seems to be, in this study, protective
from nephropathy progression.

Conclusion

Our study provides strong evidence that the SNP 844 A->G
of FCAR is not associated with IgA nephropathy in Cauca-
sians. This result does, however, not preclude the implication
of other FCAR polymorphisms neither the possibility for a
role of CD89 in the pathogenesis of IgA nephropathy.

Conflict of interest statement. None declared.
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Conclusions: Interleukin-6 and interleukm-4 accenmated galactose deficiency of IgAl
via coordinated modulation of key glycosvltransferases. These data provide a mechanism
to explain increzsed pomme-complex formation and disease exacerbation durng mmcosal
infections in patients with IzAN.

Funding: NIDDE Support

FR-PO342

Pathogenic Role of IgAl-Containing Immune Complexes in IgA
Nephropathy Hitoshi Suzuki! Yusuke Suzuki! Eenji Satake ! Bruce A.
Julian * Jan Novak,” Yasuhiko Tomino.! 'Nephrology, Juntendo Univ Facully
of Medicine, Tokyo, Japan, “Medicine and Microbiology, Univ of Alabama at
Birmingham, Birmmgham, AL

ackezround: IzA nephropathy (TzAN) is an auteiromume plomernlonephritis wherem
immmme complexes (IC) composed of galactose-deficient IzAl (Gd-I1zAL; autoantizen) and
anti-glyean IgG antoantibodies deposit in the plomemli. Senum levels of Gd-IgAl as well
as anfi-ghyrean [2G autoanfibodies, responsible for the formation of ICs with Gd-IgAl, are
elevated m patrents with IgAN. However, the pathogenic roles of Gd-IgAl-contaming IC
and mechamrsms of immmme deposits in the mesangnm are shll obscure.

Mlethods: Polbymenie Gd-IgA ] myeloma protem and recambinant anfi-glhyean IeGwere
used to form IC (Gd-IzAl-I1gG IC) m vitro to mject i v mbo nude mice. After vanous tme
intervals, mice were sactificed; blood and wine were collected to determine senmm IgAT and
Ig(s, winary protein and creatinme and hematuna. Alse, to assess the petential capacity of
these IC to actrvate endothelial cells, iman renal glomerular endothelial cells (HRAGEC)
were co-cultured with Gd-IgAl alone or Gd-IzAl-IzG IC for 72 b Then, transeript levels of
THF-a, TGF-f, IL-6, ICAM] and E-selectin in HRGEC were measured by RealTime PCE.

Resulls Gd-IgAl and anti-glycan IgG formed IC that deposited with nnwine C3 m the
mesangium and in small amounts m the subendethelial area of the glomerular capillanes,
and mduced hematmia and protemuna. In control muce mjected with only Gd-IzAl or
Gd-IgAl with IzG from a healthy control, IzAl deposited only tansiently and did not
cause tssue mywry. After stmmlation with Gd-I1gAl-IgG IC in HRGEC, tansenpt levels
of TNF-, ICAM-1 and E-selectin were upregulated (P-=0.01).

Conclusions: Chur studies confirmed the rele of Gd-IgAl-IgG-containing IC in the
pathogenesis of IgAN and mduchon of proteimma and hematuna. Futhermore, the Gd-
IzAl-T1p( IC may bind to glomerular endothelial cells and induce release ed'pa.ﬂwg;enm
cytokines and chemokines.

FR-PO3543

IgA Antibodies to Glomerular Endothelial Cells in Patients with Lupus
Nephritis: Correlations with Eenal Injury Kazuo Takahashi Ayako Kondo,
Dasuke Hirano, Shin"ichi Akiyama, Hiroki Hayasha, Shigehisa Koide, Midon
Hasegawa, Yoshiyuki Hiki, Shunj Yoshida, Keij Miura, Yukio Yuzawa. Fujita
Health Univ, Toyoake, Aichi, Japan.

Background: Although anti-endothelial cell antibodies (AECA) against buman
umbilical vein endothehal cells (HUVEC) have been detected in systemac lupus
erythematosus (SLE), their pathologieal role remams imelear. Becawse anfipens expressed on
the endothelial eell (EC) surface are pivotal for sutoimmmme reactions, methods that detect
antibodies only to EC swrface molecules are requuired. Thus, we developed a solubilized
cell surface protein capture enzyme-linked immmmesorbent assay (CSP-ELISA) that is able
to detect anhbedies against membrane proteins. We alse aimed to elucidate the climeal
unportanece of AECA ﬁm’ﬂssu.e-"pea:ﬁc EC.

Methods: Sera from 52 patients with biopsy-proven hopus nephritis (1), 25 with SLE
without renal mvobrement (non-LN SLE}, 10 disease controls (DC) and 81 healthy controls
(HC) were tested for [2G- and Iz A-AFCA o hurnan glomemlar EC (HGEC) by CSP-ELISA.

Results: Titers of [gG- and Igi- AECA to HGEC were significantly higher m IN
and nen-11M SLE patients than m the combmed D and HC (P = 0.001) groups. The leval
of [zG-AFCA did not correlate with active lesions, but the level of Iz A-AFCA to HGEC
did corelate with hustological eidence of active lesions o LN patients (P = 0.001)
Inrminocytochemical analysis showed AECA recognized membrane ins on HGEC.
The significant cormelation of titer of AFCA to both HGEC and HUVEC (B.=0.95 for IzG-,
0.93 for IgA-AFCA, respectively) mdicated AECA in LN patients ecopnize membrane
proteins expressed on HGEC and HUVEC. To identify specific antigens against AECA|
biotinylated CSPs were meubated with sera from I M patients withkugh titers of IsG-AECA.
unnumoprecipitated with momebilized protein G followed by mmobihized avidm, and
blotted with MeuwtrAsidin A 150-kDa protein band that shifted to a 55-kDa protemn band
under reducing conditions was detected i patients with TN, but not im HC.

Conclasions: IgA-AFECA was observed to be associated with pathelogical activity
pathogenesis of LM,
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Enzymatic Sialvlation of IgAl Hinge-Region: Pathogenic Role of Sialic
Acid in IgA Nephropathy (IgAN) Kazuo Takahashi.'* Milan Raska,' Milada
Stuchlova-Horynova,'* Alena Kasperova,'* Stacy D. Hall! Yoshiyuks Hiki ?
Yukio Yuzawa? Zma Moldoveanu,! Bruce A. Julian ' Matthew B. Renfirow '
JanNovak ! 'Univ of Alabama at Birmingham, Birmingham, AL “Fujita Health
Univ, Toyoake, Japan; ‘Palacky Univ in Olomouc, Olomouc, Czech Republic.

Background: Pztients wath IzAN have lugh senum levels of galactose (Gal)-deficient
IzAl; some hinge-region (HR) O-ghyeans consist of termunal N-acetylgalzctosamine
(GallVAc) wath ar without N-acetylnewrammic acd (Mewfc, sabe and). Swalylation of
GalNAe blocks subsequent galactosylation. IzAl-producing cells from IgAN patients
have increased activity of 2.6 salyltransferase (ST6GalNAc) that sialylates GalNAc
Thus, premature Aal}hhmofGaﬂ‘m.c mzy be ﬁw.'urpm&mhmof(ﬂl—d:ﬁumtlg&l

\fedmds We established protocels for enzymatic 002, 6-sialylation or 02 3-malylation
(5T 3Gall; adds Menfe to galactoss) of IgAl O-glyeans of an asialo-IgA ] myveloma protem
(Ale) that nummes the Gal-deficient IzAl m IgAN patients. The products were assessed
by lugh-resolution mass spectrometry and ELISA with the GalAe-specific lectin from
Helix aspersa (FLAA).

Results: Changes m SDS-PAGE mobibty of the [zA] heavy chain indicated that both
enzymes were active. Enzymatic sialylation of the myeloma protein generated sialylated
lgAl that miraes the cireulating nepliitogeric IzAl m IzAN patients, c'har:l.ctumdhv
02 6-salylated Gal¥Ac, or the IgAl typical for healthy controls, charactenzed by an
02 3-sialylated Gal attached to GalMAc. Lectm ELISA was used to assess binding to the
IgA] before and after the enzymatic reachions. 02,6 or 002 3-s1alylation of IgA ]l markedly
decreased rezetivity with the HAA lectin, Mewaminidase treztment (removes sialic acid)
completely restored the level of lectin reactivity. Thus, lectin binding to GalNAc decreased
after sialylation of a neighbormg glycan m the cluster of O-glycans of the [zA] hingeremion.

Conclusions: Newamimdase should be used to treat serum IgAl before a lectin
assay to assess the content of hinge-region Gal-deficient GallMAc. Char in vifro enzymatic
sialylation medel will be useful to study the liclogical roles of Nenfc mthe [zA]l HR in
the pathogenasis of [z AN,
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Proteomic Analvsis of Engineered IgAl-IgG Immune Complexes Reveals
Association with Activated Complement C3 Nicolas Maillard Leeann
Boerma, Stacy D. Hall, Zhi Quang Huang, Michal Mmg, Zina Moldoveanu,
Bruce A. Julian, Matthew B. Renfrow, Jan Novak. Uwiv of Alabama at
Birmingham, Birmimgham, AL

Background: In IgA nephropathy (IgAMN), C3 colocahzes with IzA m mesangal
deposits. Deletion of CFHR1.3 genes has been recently described to protect from the
ocomrence of IzAN, lughlishting the contibufion of complement altermztive pathway
(APF). Using an invitre mode] of polymenc galmuse—&zﬁuzur{&d)lgg\l with recombimant
antighyean [gG denved from an I AN patient mn mmymime complexes (ICs) formed mn the
presence of serum. we identified and chamacterized by protecnuc analyses complement C3
products associated with the complexes.

Methods: ICs were formed overmught at 4°C, using purified Gd- polymeric IzA ] (pAle)
myeloma protemn, recombmant antiglyean IgG (r1123), and IgA- and IgG-depleted serum
of a healthy control. High-molecular-mass fractions (HMMFs; 700 kDa) were solated
by size-exchusion chromatosraphy. The fiactons that shmulated proliferstion of culhored
homan mesangal cells were pooled, concentrated, and frachonated by SDS-PAGE for
protecmic analysis. After sibver stamning, protein bands were excised, dipested by trypam,
and analysed by high-resolution tandem mass spectrometry (LTQ OrbitrapVelos; MS/MS).
Identification of protemns was allowed by use of MASCOT and SEQUEST algorithms.

Results: Proteomic anabysis revealed that C3 o and P chain elements were present
iuﬂna.cﬁve]li_»andml}hnammmtofﬁchainwasinﬂie mz fizchons in
negative confrol (serum only). Amino-acid sequence obtained by MSMS combimed with
information on the melecular mass of comesponding bands from SDS-PAGE identified
1C3b, Cle, and C3dz (confimed by ant-C3 mmmmmoblotting). The presence of these
1crw—mnlacula.r—ma:ﬁ products in HVMFs can only be explained by their binding to ICs.
These resulfs thus provide evidence that biologically active IgAl-ICs activate complement
C3 and associate with C3 depradation fragments. 1C3b, Cle, and C3dg are the products
of the acton of factor I and H, suggesting a enfical role of regulators n the activation of
complement AP in IzAN.

Conclusions: Scluble ensineeved IzAl - IgG ICs can bind C3 elements in virro.
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Prevention of Formation of IgAl-Containing Immune Complexes in
IgAl Nephropathy | Hiroyuki Ueda," Milada Stuchlova-
Horynova,'* Tyler J. Stewart.® Matthew B. Eenfrow. Bruce A. Julian.* Jan
Novak,? Jin F. Mestecky,” Milan Raska.'* ‘Immunology, Faculty of Medicine,
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Backzround: IzA nephropathy (TzAN). the most commeon primary glomerulonephritis
inthe world,is charscterized by mesangial deposits ensiched for galactose-deficient IzA1
(d-IzAl). These mommedeposits hikely ongmate from crculating mmmme complexes
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Abstract

The diagnosis of IgA-dominant post-infectious glomerulonephritis (PIGN) may be challenging, as it
must be differentiated from that of active IgA nephropathy. Predominant clinicopathologic fea-
tures of IgA-dominant PIGN substantially overlap with those of active IgA nephropathy. Here, we
present a case of a 67-year-old woman with rapidly rising serum creatinine, proteinuria and severe
hypertension. The kidney biopsy findings included some features of IgA-dominant PIGN while
others were more consistent with classical IgA nephropathy. We describe this patient’s immune
profile at the time of acute kidney injury and review the literature regarding differentiation of the

two entities.

Keywords: IgA; IgA dominant post-infectious glomerulonephritis; IgA nephropathy

Introduction

IgA-dominant post-infectious glomerulonephritis (PIGN),
first described in 2003, is a variant of classical PIGN. Its
pathological characteristics mimic those of classical PIGN,
including endocapillary hypercellularity on light microcopy,
mesangial and subepithelial staining for IgG and C3 on im-
munofluorescence microscopy, and hump-like subepithelial
immune deposits on electron microscopy. Other features
differ from those of classical PIGN in that presentation is
typically in older adults, the dominant or co-dominant im-
munoglobulin on immunofluorescence is IgA rather than
IgG, and the association is with staphylococcal rather than
streptococcal infections [1]. Differentiating IgA-dominant
PIGN from IgA nephropathy (IgAN) can be challenging. This
distinction is further complicated by the fact that IgAN is
known to worsen after mucosal infections.

We present an elderly woman who developed acute
kidney injury associated with a Clostridium difficile infec-
tion. The findings of her kidney biopsy had features of both
IgA-dominant PIGN and classical IgAN. We also report the
immunologic profile at the time of her acute illness.

Clinical history and initial laboratory data

A 67-year-old woman with no history of kidney disease
was diagnosed with adenocarcinoma of the gallbladder;
an attempt to fully remove the tumor was unsuccessful

and she was referred for further management. Baseline
serum creatinine was 88.4 umol/L (1.0 mg/dL). She subse-
quently underwent a cystic-duct-stump wedge resection
of the gallbladder. Her postoperative course was compli-
cated by right-upper-quadrant pain, nausea, vomiting and
fever. The serum creatinine rose to 168 umol/L (1.9 mg/dL).
Urinalysis dipstick showed no protein or blood, and only
trace leukocyte esterase. She was started on intravenous
piperacillin/tazobactam for a suspected abscess at the
surgical site. After volume repletion, the serum creatinine
improved to 115 umol/L (1.3 mg/dL) 15 days after surgery
and she was discharged from the hospital. Three days later,
the patient became severely hypertensive with worsening
edema in her legs and had diarrhea. On readmission to the
hospital, her blood pressure was 201/94 mm Hg and oral
temperature, 37.5°C (99.5°F). Physical examination was un-
remarkable except for a healed right-upper-quadrant inci-
sion and 2+ pitting pretibial edema. Laboratory studies
included serum creatinine 168 umol/L (1.9 mg/dL), blood
urea nitrogen 4.3 mmol/L (12 mg/dL) and serum albumin
27 g/L (2.7 g/dL). Urinalysis revealed 2+ protein and 3+
blood by dipstick, with >25 red blood cells and 11-25 white
blood cells per high-power field. The 24-hour protein excre-
tion was 2.4 g. Serum C3, C4 and CH50 levels were normal.
Anti-nuclear antibody and serum cryoglobulins were nega-
tive. C. difficile cytotoxin on admission was negative; a
second test during persistent severe diarrhea was positive.
The serum creatinine continued to worsen, and six days
after admission a percutaneous kidney biopsy was
performed.

© The Author 2014. Published by Oxford University Press on behalf of ERA-EDTA. All rights reserved.
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Kidney biopsy

The biopsy specimen for light microscopy contained 15
glomeruli, of which three were globally sclerosed and one
had a segmental sclerotic lesion. The remaining glomeruli
showed moderate to marked expansion of the mesangial
matrix, mesangial and segmental endocapillary hypercel-
lularity, and intracapillary neutrophils. There was no focal
necrotic lesion. The glomerular basement membranes
(GBMs) appeared prominent due to occasional double
contours, large subendothelial deposits (Figure 1A) and in-
tracapillary pseudothrombi (Figure 1A). There was a
patchy interstitial inflammation without tubulitis. The ar-
terioles showed mild hyaline deposition; the arteries were
unremarkable.

Immunofluorescence microscopy showed three glom-
eruli, all with diffuse mesangial and segmental capillary-
loop staining for IgA (4+, scale 0-4), C3 (4+), IgG (2+), IgM
(trace), kappa light chains (3+) and lambda light chains
(4+) (Figure 1B). Staining for C1q and albumin was absent.
On electron microscopy, GBMs were extremely thickened
due to segmental cellular interposition and massive sub-
endothelial immune-complex deposits without substruc-
ture. One large subepithelial hump-like deposit was
identified (Figure 1C). The mesangial areas were markedly
expanded due to increased matrix and numerous large
electron-dense deposits. The glomerular foot processes
were completely effaced (Figure 1C).

Diagnosis

The diagnosis was diffuse proliferative glomerulonephritis
with membranoproliferative features and dominant IgA
deposits. The history of recent infection in conjunction
with a light microscopy pattern of diffuse endocapillary
hypercellularity with neutrophil infiltration in addition to
mesangial and subendothelial deposits raised the possi-
bility of an IgA-dominant PIGN.

Clinical follow-up

Due to the severity of the C. difficile colitis and the diagno-
sis of possible PIGN, no immunosuppressive therapy was
instituted. Her kidney failure worsened and she eventually
required hemodialysis. One year later, she remained on
hemodialysis.

Discussion

This case demonstrates the difficulties in differentiating
IgAN from IgA-dominant PIGN, especially when taking
into account persistent or resolving PIGN [2]. Pathologic
features that have been associated with a diagnosis of
IgA-dominant PIGN, as opposed to IgAN, include a
clinical history of recent Staphylococcus aureus infection,
hypocomplementemia, predominant intracapillary neu-
trophilic infiltrate and large subepithelial humps [3]. Our
patient was elderly and had no previous diagnosis of
IgAN but did have a history of microscopic hematuria. She
lacked clinical features typically associated with IgA-
dominant PIGN such as hypocomplementemia and a pre-
ceding staphylococcal infection, and did not have
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diabetes mellitus. On biopsy, she had subepithelial
humps, IgA dominance with equally strong C3 staining on
immunofluorescence microscopy, as well as neutrophilic
infiltrate, and endocapillary hypercellularity, findings that
favor a diagnosis of IgA-dominant PIGN. However, many
of these features can be seen with active IgAN as well.
Subepithelial humps, specifically, favor the diagnosis of
IgA-dominant PIGN, but can also be present in active
IgAN [4]. The number of subepithelial or intramembra-
nous deposits per glomerulus may be a differentiating
factor, as 13/13 cases with IgA-dominant PIGN in one
series had more than five subepithelial or intramembra-
nous deposits per glomerulus, with 10/13 having >10 per
glomerulus [2]. Our patient had only one large subepithe-
lial deposit in one of three glomeruli available for electron
microscopy, suggesting a diagnosis of IgAN. Hypocomple-
mentemia cannot be used as the distinguishing feature
either. Nasr et al. found that only 72% of elderly patients
with biopsy-proven PIGN (IgA-dominant and classical)
had low serum levels of C3 or C4 [1]. Finally, stronger me-
sangial staining for lambda light chains than kappa light
chains may point to IgAN [2]. Overall, clinical distinction
between the two entities can be difficult.

The microbe classically associated with IgA-dominant
PIGN is coagulase-positive staphylococcus [1, 3, 5]. Balb/c
mice when immunized with S. aureus have been shown to
develop mesangial deposits of IgA, IgG and C3 [6]. The
S. aureus cell-envelope antigen has been identified as a
possible causative antigen and, in one study, was present
in 75% of cases with IgA-dominant PIGN and 68% of pa-
tients with IgAN [7]. However, these findings do not explain
the association of IgA-dominant PIGN with coagulase-
negative staphylococcus and Gram-negative organisms
such as Escherichia coli and Enterobacter cloacae [1, 3].
Mucosal infections are known to coincide with active IgAN.
C. difficile as the inciting organism for glomerular IgA de-
position has also been reported twice [8, 9]. Thus, neither
the lack nor the presence of S. aureus in the clinical history
fully eliminates or supports the diagnosis of IgA-dominant
PIGN versus IgAN.

We performed immune profiling at the time of acute
kidney injury. Central to the development of IgAN is the
aberrant glycosylation of a portion of the circulating IgA1,
characterized by galactose deficiency of the hinge-region
O-linked glycans. This structural feature is more important
than levels of total IgA1, as shown by patients with IgA1
myeloma who only rarely develop glomerular deposits of
IgA [10]. The O-glycosylation nature of IgA1 has not been
described previously in IgA-dominant PIGN. In our
patient, ELISA demonstrated markedly elevated serum
levels of total IgA. Western blot after SDS-PAGE separation
of serum IgA under non-reducing conditions showed a
normal polymer-to-monomer ratio. Serum level of galact-
ose-deficient IgA1 was markedly elevated, to that normal-
ly found in patients with IgAN.

In IgAN, the circulating galactose-deficient IgA1 serves
as the autoantigen target of circulating anti-glycan-specific
IgG and/or IgA1, leading to formation of IgG-IgA1 immune
complexes that deposit in the mesangium [11, 12]. To
gauge the nephritogenicity of our patient’s circulating
IgA1l, serum (native or IgA- or IgG-depleted) was fractio-
nated by size-exclusion chromatography, fractions added
to cultures of human primary mesangial cells, and cellular
proliferation assessed by thymidine incorporation. Our
patient had circulating IgG- and IgA1-containing immune
complexes. Large complexes (>800 kDa) consisting of
IgG3 and IgA1l stimulated proliferation of the mesangial
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Fig. 1. Pathology features in the renal biopsy. (A) (i) Light microscopy: This glomerulus shows mild-to-moderate expansion of the mesangial matrix with
mesangial hypercellularity and segmental endocapillary hypercellularity with intracapillary neutrophils (thick arrows). There are several intracapillary
pseudothrombi (thin arrows). Trichrome %x600. (A) (ii) This glomerulus shows prominent glomerular basement membranes with large subendothelial
eosinophilic deposits and granular mesangial deposits (arrows). Trichrome X600. (B) Immunofluorescence microscopy. Very strong (4+) staining for IgA is
shown in the mesangium and capillary loops. C3 also showed 4+ staining in the capillary loops (not illustrated). (C) (i) Electron microscopy. Numerous
large electron-dense immune-complex deposits are present in the mesangium. One large hump-like subepithelial deposit (arrow) in the notch area is
shown. The foot processes are completely effaced. (C) (ii) Subendothelial deposits (arrows).
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Fig. 2. Circulating IgA1-containing complexes were isolated from serum (native or IgA- or IgG-depleted) by size-exclusion chromatography on a
calibrated Superose 6 column, fractions added to cultures of primary human mesangial cells, and cellular proliferation assessed by thymidine
incorporation. High-molecular-mass fractions of serum induced proliferation of the mesangial cells. Fractions 26 and 30 stimulated cellular proliferation in
an IgA- and IgG-dependent manner, whereas fractions 36-42 were inhibitory in an IgA-dependent manner. Fractions 30, 36 and 42 (boxed) were

analyzed for total IgG and IgG subclasses (see Table 1).

Table 1. Analysis of IgG subclasses in stimulatory (30) and inhibitory
(36, 42) fractions of serum

Fractions 30 36 42
Total IgG + + Tt
IgG1 - + +++
IgG2 - - +
IgG3 + + +++
19G4 - - +

Results of western blot analyses are expressed as negative (=), positive (+)
or strongly positive (+++).

cells whereas smaller complexes (700-800 kDa) did not
(Figure 2), as has been described in patients with IgAN
[13]. Depletion of IgA or IgG from serum removed stimula-
tory activity from the large-molecular-mass fractions, sug-
gesting that IgA-IgG complexes were responsible for the
stimulatory activity. Depletion of IgA, but not IgG,
removed the inhibitory activity from fractions 36-42, indi-
cating that the small-molecular-mass inhibitory com-
plexes contained IgA (Figure 2). IgG3 was the only IgG
subclass identified in the stimulatory complexes (Table 1).
These results indicate that the pathogenesis of the kidney
injury was similar to that of active IgAN.

In conclusion, the clinical and pathologic distinction of
IgA-dominant PIGN and active IgAN can be very difficult.
We have shown that in this patient the mechanisms of
disease for the glomerular deposition of IgA associated
with colitis induced by C. difficile were similar to those of
patients with IgAN. Based on these molecular diagnoses
and pathologic review, a diagnosis of active IgAN is
favored; however, significant clinicopathological overlap
clearly exists between these two entities. Further studies
are needed to investigate the IgAl profiles in patients
with more classical IgA-dominant PIGN to confirm similar-
ities or differences with the pathogenesis with IgAN. If
such differences exist, they could be exploited to provide a
molecular means to differentiate these two entities.

Concise methods

Immune complexes were isolated by fractionation of
serum samples by size-exclusion chromatography and
their biological activities were tested with cultured
primary human mesangial cells [13]. ELISA and immuno-
blotting, including detection with subclass-specific anti-
bodies after non-reducing SDS-PAGE, were performed, as
described [14].
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Abstract

Complement activation has a role in the pathogenesis of IgA nephropathy, an autoimmune
disease mediated by pathogenic immune complexes consisting of galactose-deficient I[gA1 bound
by anti-glycan antibodies. Of the three complement-activation pathways, the alternative and
lectin pathways are involved in IgA nephropathy. IgA can activate both pathways in vitro and
their components are present in the mesangial immunodeposits, including properdin and factor H
(alternative pathway) and MBL, MASP-1, MASP-2, and C4d (lectin pathway). Genome-wide
association studies identified deletion of complement factor H-related genes 1 and 3 as protective
against the disease. As the corresponding gene products are factor H-like regulators of the
alternative pathway, we hypothesize that their absence could lead to a more potent complement
inhibition by factor H. Complement activation can take place directly on IgA-containing immune
complexes and/or after deposition in the mesangium. Based on the role of complement in the
disease pathogenesis, complement factors and their fragments can serve as biomarkers in serum,
urine, or renal tissue. A better understanding of the role of complement in IgA nephropathy may
provide potential targets and rationale for development of complement-targeting therapy of the

disease.
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IgA nephropathy (IgAN), initially described by Jean Berger in 1968,' is the most frequent
primary glomerulopathy worldwide, leading to end-stage renal disease in up to 40% of the
patients within 20 years after the diagnostic biopsy.” The diagnosis is based on finding IgA as the
dominant or co-dominant immunoglobulin in the glomerular immunodeposits. The IgA is
exclusively of the IgA1 subclass.™ Complement component C3 is usually present in the same
distribution as IgA and the immunodeposits may contain also IgG, IgM, or both.’

Recent studies have confirmed an autoimmune nature of IgAN. The pathophysiology of
the disease is considered to be a “four-hit” mechanism.®’ The first hit is characterized by
increased levels of circulatory polymeric IgA1 with aberrant O-glycosylation of the hinge region.
These molecules lack galactose on some O-glycans (galactose-deficient IgA1l, Gd-IgAl), thus
exposing N-acetylgalactosamine (GalNAc). The second hit is the presence of circulating Gd-
IgAl-binding proteins that are considered to be mainly glycan-specific IgG or IgAl
autoantibodies targeting terminal GalNAc in the hinge region of Gd-IgA1.® Other proteins can
bind Gd-IgAl, such as the soluble form of Fca receptor (sCD89), and thus form complexed Gd-
IgA1, although it is not clear whether such complexes would activate complement.” The third hit
is the formation of Gd-IgAl-containing circulating immune complexes, some of which may
deposit in the glomeruli and incite injury (hit four), potentially leading to chronic kidney damage.

Complement activation can generally occur through three different pathways (Figure
1).!%!" The first one, the classical pathway, is activated by IgG-containing (IgG1, 2, and 3, but
not IgG4) or IgM-containing immune complexes, through binding by Clqg. Clqgrs is then
assembled and cleaves complement components C2 and C4 to form C4b2a enzyme complex, a
C3 convertase.

The alternative pathway is initiated constantly by spontaneous hydrolysis of C3

(“tickover”), leading to the formation of C3(H,O)Bb which cleaves C3 into C3a and C3b."
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Amplification of this pathway is based on the covalent binding of C3b to activating surfaces (e.g.,
bacterial surface), followed by cleavage of factor B (FB). In the presence of factor D (FD) and
properdin, this process leads to formation of alternative-pathway C3 convertase (C3bBb)."
Properdin promotes association between C3b and FB, thus stabilizing the alternative pathway C3
convertase (C3bBb).'* FH and factor I (FI) tightly negatively regulate the alternative pathway in
solution and on self-cellular membranes whereas decay accelerating factor (DAF; CDS5S5),
membrane cofactor protein (MCP; CD46), and CD59 regulate the alternative pathway only on
self-cellular membranes.

The activation of the lectin pathway is based on recognition of microbial cell-surface
carbohydrates by mannan-binding lectin (MBL) or ficolin. This process leads to cleavage of C2
and C4 to form the classical-pathway C3 convertase C4bC2a.

Activation of each of the three complement pathways produces a C3 convertase that
accounts for the cleavage of C3 into C3a (an anaphylatoxin) and C3b; the addition of C3b then
turns C3 convertases into C5 convertases. This last product ultimately leads to formation of the
terminal complete complement complex consisting of C5b, C6, C7, C8, and C9 (C5b-9) that
inserts into the lipid bilayer of cellular membranes. For nucleated cells, the amount of C5b-9 is
rarely sufficient to induce the lysis of the cells, but these “sublytic” quantities are nevertheless
deleterious. Sublytic C5b-9 on podocytes can increase release of various proteases, oxidants,
cytokines, and components of extracellular matrix that disrupt the function of the glomerular

15,16

basement membrane and induce apoptosis and glomerular scarring. Mesangial cells are also

affected by C5b-9, as shown by fibronectin synthesis, production of TGFf and IL-6, or cellular
apoptosis in a rat model of mesangioproliferative nephritis.''®

The role of complement in the pathogenesis of IgAN has been suspected since discovery

of the disease, as the components of complement activation have been commonly detected in the
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renal biopsy specimens. Here, we will review the current understanding of the mechanisms of

complement activation in IgAN and its role in development of the disease.

Complement pathways in IgAN

Alternative pathway

C3 mesangial co-deposition is a hallmark of IgAN, being present in more than 90% of
cases.'”>'** Properdin is co-deposited with IgA and C3 in 75-100% of patients and with FH in
30-90% of cases.”” Complement activation through the alternative pathway leads to
accumulation of FI- and FH-induced C3 proteolytic fragments (e.g., iC3b and C3d; Figure 2.).
Several centers have described increased plasma levels of these fragments in patients with
IgAN,**% that were associated with severity of the histologic lesions in one study’’ and
progression of the disease in another study.”’ Circulating levels of C3 breakdown products are
also increased in 70% of pediatric patients with [gAN.*!

IgA has been demonstrated to activate the alternative pathway in vitro.”> The Fab
fragment of immobilized human IgA can activate C3, in alternative pathway-specific
conditions.”® Notably, the hinge region of IgA1 was not critical in this process, but the polymeric
form of IgA was necessary. Another study has reported that while IgA1 and its Fab fragments
reduced complement activation through the classical pathway mediated by IgG antibodies,’*
surface-bound IgAl activated the alternative pathway.” The mechanism of IgA-mediated
alternative pathway activation remains poorly understood, but is thought that it requires

stabilization of the C3 convertase.>®

Lectin pathway
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Recent data revealed the ability of polymeric IgA to activate the lectin pathway.” Polymeric IgA
can bind MBL in vitro in a Ca2+-dependent manner, probably through the N-linked glycans as
IgAl and IgA2 share this property. MBL is co-deposited with IgA in 17-25% of IgAN
biopsies;>”™ one study showed correlation of MBL co-deposits with the severity of the disease.*’
Mesangial deposition of C4 (especially C4d) and C4-binding protein is not rare in I[gAN and was

2123
“> However, these C4

initially considered to be a consequence of classical pathway activation.
deposits are probably due to activation through the lectin pathway, as they are associated with co-

deposition of MBL-associated serine proteases (MASP-1 and MASP-2) and L-ficolin.*”*

Classical pathway

Evidence of classical pathway activation, such as Clq deposits, is usually lacking in kidney-
biopsy specimens of IgAN patients.zz’41 Components of this pathway can be rarely observed in
the glomeruli (less than 10% of biopsy specimens) and their deposition is limited to patients with
poor clinical outcomes.*® In this setting, activation of classical pathway may not be specific for
the disease but rather occurs in highly damaged kidneys. C4 (and C4d) and C4-binding protein,
present in the mesangial area in ~30% of patients’ biopsies and initially thought to be markers of

classical pathway activation, are more likely products of activation of the lectin pathway.*’

Terminal complement complex

Mesangial co-deposits of terminal complement complex, also called membrane attack complex,
are commonly observed in IgAN,*** based on detection of C9 neoantigen corresponding to the
C5b-9 complex. Urinary excretion of sC5b-9 is elevated in IgAN patients.** The blockade of C5

could, in this respect, represent a promising therapy for some patients. The first case of a child
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with severe IgAN who benefitted from treatment with a monoclonal anti-C5 antibody,

eculizumab, was recently published.*

Inherited partial deficiencies of alternative pathway proteins
Inherited partial deficiencies of several complement component or regulatory proteins have been
found in some patients with IgAN. Three deficiencies are related to regulators of the alternative

pathway: properdin, FH, and FI1.*¢*®

These findings may suggest that lower than normal serum
levels of alternative pathway proteins can sometimes be related to development or clinical
expression of IgAN. However, a recent series of IgAN patients failed to find any mutation of the

FH gene.” Also, another study showed the absence of mutation of CFH, CFI, and MCP genes in

IgAN patients presenting with severe thrombotic microangiopathy.™

CFHRI1/3 gene deletion: a role of CFHR1/3 proteins in regulation of complement activation
Large international genome-wide association studies (GWAS) have identified several genomic
regions associated with the risk of IgAN.>'* Apart from the loci in the HLA region, these studies
also associated the disease with SNP rs6677604 (Chr. 1q32), which represents a proxy for the
deletion of complement factor H-related genes 1 and 3 (CFHR1/3). This genetic variant protects
against development of IgAN.”' A further analysis of this protective effect reveals that this
deletion correlates with higher plasma FH level and lower plasma C3a level, as well as less
mesangial C3 deposition.” The allelic frequency of the deletion exhibits marked differences
across worldwide populations. The deletion has the highest frequency in individuals of African
ancestry (e.g., 55% in DNA samples from Nigeria) and the lowest frequency in samples from
South America and East Asia (0-5%). The allelic frequency of the CFHR1/CFHR3 gene deletion

in the United Kingdom and other European populations ranges from 18 to 24%.%’
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CFHR genes are located downstream of the gene encoding FH and consist of five genes
(CFHRI to CFHRS). The CFHR proteins share a high sequence homology with FH, with a short
consensus repeat (SCR) repetition frame.” The number of SCRs varies from five for CFHR1 and
four for CFHR2 to nine for CFHR4 and CFHRS. CFHR proteins are smaller than FH that
contains 20 SCRs. CFHR proteins 1, 2, and 5, but not CFHR3 and CFHR4, contain N-terminal
dimerization domains that allow homo- and hetero-dimers to form (e.g., CFHR1 molecule can
bind CFHR 1, CFHR2 or CFHRS5).”” CFHRI1 circulates exclusively as dimers (homo- and hetero-
dimers), formed due to the interactions of the two N-terminal domains.”® The C-terminal SCRs
sequences are highly conserved in CFHR proteins (36 to 100%) and correspond to the SCRs 19
and 20 of FH that account for the recognition of C3b and cell surfaces (Figure 3). FH presents
C3b binding sites at each end of the molecule. The N-terminal C3b-binding site mediates the
accelerated decay of the alternative-pathway C3 convertase (C3bBb) and the cofactor activity for
the Fl-dependent proteolytic inactivation of C3b. The C-terminal region binds C3b and
polyanions normally present on the cell surfaces (e.g., heparan sulfates and glycosaminoglycans).
This region is essential for the complement regulatory activity of FH on surfaces and to
discriminate between self and pathogens. Most pathogens lack these polyanions on their surfaces.
Each of the five CFHR binds to C3b and to C3d and discriminates between cell and non-cell
surfaces.””®

CFHR1 lacks cofactor activity for FI for the cleavage of C3b and lacks decay activity for
the dissociation of the C3 convertase C3bBb.°" In contrast, CFHR3 shows low cofactor activity
for F1.°> However, CFHR3 and CFHR1 compete with FH for binding to C3b.®> Only CFHR1 may
have the ability to block C5b-9 formation, a function mediated through the binding of the SCR1-

SCR2 domains of CFHR1 to C5 and C5b6 (Figure 4).%
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Deletion of CFHR1/3 protects against development of not only IgAN but also age-related
macular degeneration.®®” The hypothetical mechanism of this protection is based on (i)
competition between FH and CFHR1 that increases the functional activity of FH on surfaces in
the absence of CFHR1; and (ii) higher FH concentrations associated with the deletion conferring
an increased protection.®” Interestingly, homozygosity for the deletion has been associated with a
particular form of atypical hemolytic uremic syndrome (aHUS) wherein anti-FH antibodies
frequently occur. In this disease, absence of CFHR1 and CFHR3 in the circulation is thought to
favor the emergence of FH-specific antibodies that target mostly the region of C3- and surface-

68-71

recognition. These sites are also known to be the hotspot of aHUS associated-FH

. 2,73
muta‘uons.7 7

Lastly, whereas the CFHR1/3 deletion protects against IgAN, it is also associated
with an increased risk of development of systemic lupus erythematosus.”* The molecular basis for
this intriguing association is presently not understood.

The genome-wide significant effect of CFHR3,1 gene deletion on the reduced risk of
IgAN qualifies activators and regulators of the alternative pathway as major players in the

pathogenesis of the disease. However, the role of CFHR in regulation and activation of the

alternative pathway in IgAN remains to be elucidated.

Where complement is activated: from soluble circulating immune complexes to glomeruli
Theoretically, complement can be activated directly on immune complexes in a soluble phase, in
the mesangial deposits, or at both locations. In patients with IgAN, the setting(s) where
complement activation takes place remains to be determined.

The activation of classical pathway on IgG- or IgM-containing circulating immune
complexes is a common feature in several autoimmune disorders (e.g., systemic lupus

erythematosus) and can lead to discordant results: tissue co-deposition of immune complexes
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with attached complement with local inflammation or clearance of the complexes from the
circulation.'® In IgAN, it is unclear whether IgA 1-containing circulating immune complexes have

complement elements.””®

Nevertheless, elevated serum concentrations of C3-derived products in
IgAN patients suggest a soluble-phase activation of the alternative pathway.” Proteomic analyses
of patients’ circulating immune complexes and complexes formed in vitro from Gd-IgAl and
anti-glycan IgG revealed the presence of C3.” In this study, cleavage products (iC3b, C3c, C3dg,
and C3d) were detected in high-molecular-mass fractions, suggesting that the activation and
regulation of the alternative pathway occurred directly on the immune complexes. This finding
could mean that these complexes have an activating surface and carry C3bBb convertase.
Complement alternative and lectin pathways can also be activated in sifu in renal
immunodeposits. Notably, C3 glomerulonephritis displays mesangial proliferation associated
with C3 glomerular deposits in the absence of immunoglobulins in most cases. The pathogenesis
is likely driven by either an inherited defect in the regulation of the alternative pathway (e.g.,
internal duplication of the CFHRS5 gene) or an acquired excess of alternative pathway activation
(presence of a C3 nephritic factor). The data from studies of this disease indicate that (i)
glomerular C3 deposition is favored by a defect in the regulation of alternative pathway, possibly
triggered by immune complexes and (ii) C3 alone can induce glomerular lesions similar to those
in IgAN.gO'83 Mesangial cells have been shown to be a player in local complement-driven
glomerular inflammation. Mesangial cells produce FH* and, in an inflammatory environment
(IL1, TNFa), they produce C3.2#¢ (C3a and C5a can induce cultured human mesangial cells to
produce DAF, a potent membrane-bound regulator of the alternative pathway.?’” The expression
of DAF and C3 mRNA by mesangial cells in IgAN was confirmed by in sifu hybridization as
relatively specific for the disease.*® Gd-IgA1 has been recently shown to be a potent inducer of

mesangial C3 expression and secretion.*® C3a, the anaphylatoxin produced by cleavage of C3,
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induces a secretory phenotype of cultured mesangial cells, characterized by an increase in
expression of genes encoding components of the extracellular matrix (collagen IV, osteopontin,
and matrix Gla protein). This transition may explain the in vivo expansion of the mesangial
matrix commonly observed in renal biopsies of patients with IgAN.* The effect has been shown
to be dependent on C3a receptor (C3aR), although another study, using in sifu hybridization,

failed to find C3aR expression on normal human mesangial cells.*

Complement as a biomarker
Plasma C3 levels have been proposed to be a prognostic biomarker of IgAN. In several studies in
Asia, a high serum IgA/C3 ratio was associated with disease progression.”™”' Another study
showed that decreased serum C3 level (<90 mg/dl) predicted a worse outcome.” Plasma levels of
FH are inconsistent: not altered in one study,”” but increased in another study.”” In the latter
report, serum levels of FI, FB, and properdin were also increased in a cohort of 50 IgAN patients
vs. 50 healthy controls.”

Urinary complement excretion has also been suggested as a biomarker of the activity of
IgAN. Urinary excretion of FH and sC5b-9 correlated positively with proteinuria, serum
creatinine increase, interstitial fibrosis, and the percentage of global glomerular sclerosis,
whereas urinary properdin was associated only with proteinuria. The urinary excretion of these
biomarkers was higher in the patients with IgAN than in healthy controls.** Another study
described increased excretion of FH in patients with more severe histological lesions.”* These
analyses, however, have not included disease controls with proteinuria to assess a non-specific
excretion due to a damaged glomerular filtration barrier.

Biopsy-based complement immunostaining is another potential prognostic biomarker.

95,96

This evaluation was excluded from the Oxford classification system. It is notable that C3 was

ScholarOne support: 888-503-1050 11



©CoO~NOUTA,WNPE

Journal of the American Society of NEPHROLOGY Page 12 of 34

absent in an autopsy series designed to estimate IgAN prevalence,”’ meaning that C3 is usually
absent in asymptomatic mesangial deposition of IgA. In a recent study of Iranian patients,
mesangial C3 was associated with an increased serum creatinine level, a higher frequency of
crescent formation, and more endocapillary hypercellularity, mesangial cellularity and segmental
sclerosis.” Interestingly, in a study of Korean patients, a low plasma concentration of C3
correlated with the intensity of mesangial C3 deposition, and each finding predicted a higher risk
of progression to ESRD.”® The predominance of C3c deposition versus that of C3d was
associated with a more severe clinical expression, manifested as a more rapid decline in eGFR.”
The glomerular activation of the lectin pathway has been also demonstrated as a biomarker for
disease severity. Mesangial staining for MBL has been associated with worse renal clearance
function and greater proteinuria.®* C4d mesangial deposition is a potential biomarker of growing
interest. The assessment is widespread in renal pathology laboratories and can be easily
performed routinely. In a study of Spanish patients,'” the 20-year renal survival was strikingly
worse when C4d was detected in the mesangium (C4d’, 28% vs. C4d’, 85%). This differential
effect was independent of eGFR and proteinuria at time of biopsy. A study in Asia showed a

similar effect.'”!

Conclusion

Activation of complement plays a key role in the pathogenesis and clinical expression of IgAN
(Figure 5). This process is mediated through the alternative and lectin pathways and likely occurs
systemically on IgA-containing circulating immune complexes as well as locally in glomeruli. As
with aHUS and C3 nephropathy, abnormalities of alternative pathway regulatory genes are
emerging as a key element to partly drive the development of disease. Activation of C3, assessed

in plasma by its decreased levels and increased levels of its breakdown fragments and in biopsy
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specimens by its glomerular deposition, represents a biomarker of activity. Mesangial deposition
of C4d needs further evaluation to determine its efficacy as a clinically useful tool. Approaches

that target complement activation (such as the recently available anti-C5 and anti-C5aR

©CoO~NOUTA,WNPE

antibodies) may represent a promising option for treatment of some patients with IgAN.
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Figure legends

Figure 1. Three pathways of complement activation. The classical pathway is triggered by IgG-
and/or IgM-containing immune complexes. The alternative pathway is constantly initiated by
spontaneous hydrolysis of C3 [C3b(H,0)], and efficiently powered by the covalent attachment of
C3b on an activating surface. The lectin pathway requires a particular sugar-moiety pattern (N-
acetylglucosamine, GIcNAc) to be recognized and bound by MBL, leading to a classical
pathway-like activation cascade. Each pathway leads to formation of a C3 convertase. The
addition of C3b to the C3 convertase creates a C5 convertase that, in turn, triggers the assembly
of the membrane attack complex (C5b-9), also known as the terminal complete complement
complex. Regulatory factors are in red. P: properdin, FD: factor D, FB: factor B, FH: factor H,
FI: factor I, DAF: decay-accelerating factor, MCP: membrane cofactor protein, CRI:
complement receptor 1, MAC: membrane attack complex, MBL: mannan-binding lectin, and

MASP: MBL serine peptidase.

Figure 2. C3 proteolytic cascade. The hydrolysis of C3 leads to the release of active products:
C3a, a potent anaphylatoxin, and C3b that contains a highly reactive thioester bond that can
covalently bind activating surfaces, such as a bacterial wall. This attachment of C3b initiates a
powerful amplification system from the formation of the C3 convertase to the subsequent
proteolysis of new molecules of C3, allowing more C3b to bind to the surface. This amplification
is controlled by regulator molecules, such as FI and FH, that degrade C3b into products that
cannot contribute to the formation of the C5 convertase. Detection of these inactive breakdown
products, iC3b, C3c, C3dg, and C3d, is considered evidence of activation of C3. The numbers, in

kDa, represent the molecular masses of the corresponding polypeptides.
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Figure 3. Comparison of the structures of factor H, CFHR1, and CFHR3. The structure of FH
contains 20 short consensus repeats (SCRs). SCRs 1-4 possess the regulation activity (FI cofactor
activity, decay acceleration of the C3 convertase) as well as a weak C3b-binding capacity. SCRs
19-20 contain the most powerful C3b-binding zone that is critical for binding to cell surfaces.
This latter area is the “hotspot” of atypical hemolytic uremic syndrome-associated mutations,
likely explained by the loss of ability of an abnormal FH to bind to endothelial cells. CFHR1 and
CFHR3 resemble FH by the presence of structurally similar SCRs. These molecules possess the
corresponding C3b/cell-surface-binding zone (SCRs 4 and 5 corresponding to the SCRs 19 and
20 of FH) but lack the regulatory portion (having no region equivalent to SCRs 1-4). In contrast
to FH and CFHR3, CFHRI1 contains a unique pair of highly conserved SCRs 1-2 that (also shared
with CFHR2 and CFHRSY). These domains enable formation of homo- and hetero-dimers

involving CFHR1, CFHR2, and CFHRS.

Figure 4. Proposed mechanism to explain the protective effect of CFHRI,3 deletion on the
development of I[gAN. CFHR1 and CFHR3 proteins can bind to C3b, in competition with FH.
The regulatory activities of CFHR1 and CFHR3 are less efficient than that of FH. CFHRI,3
deletion thus allows FH to bind C3b effectively and thereby strongly inhibits the initiation and

amplification of the alternative pathway cascade.

Figure 5. Integrative view of the role of complement activation in the four-hit model of the
pathogenesis of IgAN. C3 can be activated directly by IgA1-containing immune complexes and
increase the pathogenic potential of these complexes. The lectin and alternative pathways can
each contribute to the glomerular damage induced by immune complexes in the mesangium.
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Mesangial cells can play an active role, considering their ability to be stimulated by C3a as well

as their production of C3 in response to an inflammatory stimulus.
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2.3.2.3. Profil transcriptionnel des lymphocytes T

2.3.2.3.1. Expression des génes Thl

L’expression de Tbet était plus faible a au repos et aprés activation dans le groupe
NIgA, een expression relative par rapport a un calibrateur commun (JO : 3,16[1,6-6,0]
, 121 1,46[0,9-2,0]) par rapport au groupe VS (JO: 12,3 [2,9-16,1], J2: 2,55[1,21-
4,291, p=0,01 et p=0,09.
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Figure 14. Expression relative de Tbet apres activation anti-CD3 et anti-CD28 (J2)

2.3.2.3.2. Expression des genes Th17

L’expression de RORyT était nettement plus faible dans le groupe NIgA au repos.
Elle était de 1,5[0,76-4,3] dans le groupe NIgA et 11,1[4,5-46] dans le groupe VS,
p<0,001. Apres activation, la méme tendance est notée : dans le groupe NIgA elle
¢tait de 2,66[1,4-5,5], et 5,9[3,3-17] dans le groupe VS, p=0,07.

L’expression du geéne d’IL17A n’était pas détectable au repos dans aucun des
groupes, et apres activation, elle était de 9,81[2,2-15] et de 27,2[3,1-161], p=0,3. Le
résultat n’est pas significatif, mais la tendance est la méme que pour 1’expression de

RORYT en faveur d’une diminution de I’activité fonctionnelle des cellules Th17.
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Figure 15. Expression relative de RORyT (a gauche) et IL17A (a droite) aprés stimulation

12).

2.3.2.3.3. Expression des genes Tregs

L’expression de FoxP3 était similaire entre le groupe NIgA 1,70[0,51-2,3] et le

groupe VS 6,9[6,0-7,6] au repos, p=0,42. Aprées stimulation, elle était de 3,11[1,3-6,1]
dans le groupe NIgA et de 4,86[2,0-14], p=0,14 dans le groupe VS. Un déficit de

régulation Treg n’est donc pas exclu.

L’expression du gene IL10 est identique dans les 2 groupes avant et apres activation.

Au repos, I’expression relative était de 26,0 [9,0-38] dans le groupe NIgA et de
30,9[5,2-79] dans le groupe VS, p=0,84. Apres activation elle était de 20,4 [11-34]
dans le groupe NIgA et 29,3[14-60] dans le groupe VS, p=0,14.
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L’expression de TGFp était comparable entre groupes (NIgA : 8,35[5,7-11,6] et VS:
12,1[0-22], p=0,6) au repos et apres activation (NIgA : 0,79[0,4-1,5] et VS : 1,8[0,96-2,3],
p=0,11)
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immune complexes

> C2b, C4a
— MCP

C4bC2a b— DAF
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Alternative Pathway Lectin Pathway

Sugar moieties

Activating surface (e.g., bacteria) IEleie, e sy

C3b(H,0) MBL, MASP-1, MASP-2, Ficolin 2
——FH, Fl, MCP. CR1 |
FB, FD, P > FBa, FD, P C2,C4 —> C2b, C4a
‘1' — MCP
C3bBbj—— DAE, FH CAbC2a p— DAF

!

C3 convertase

C3 I >» (C3a

C4bC2aC3b or C3bBbC3bp——DAF
= C5 convertase

Cs i' > C5a
CSb
c6, C7, |
— CD59

C8, C9 ;
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Hit 1 Hit 2
Increased circulating galactose- Production of unique
deficient IgAl anti-glycan antibodies

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

AN

Activation of C3 participates in
the formation of pathogeni
immune complexes

Formation of pathogenic IgA1-containing

Hit 3 . .
circulating immune complexes
Mesangial cells
have an active role in
Wit 4 Mesangial deposition and mesangial cells complement activation

activation leading to glomerular injury

Lectin and alternative
pathways are activated
and contribute to tissue
injury
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