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INTRODUCTION 

MalgƌĠ d͛iŵpoƌtaŶtes aǀaŶĐĠes au Đouƌs des ϱϬ deƌŶiğƌes aŶŶĠes, eŶ ϮϬϭϲ, la ĐoŶŶaissaŶĐe 

de la physiopathologie des maladies rénales reste incomplète. La thérapeutique actuelle 

repose majoritairement sur des traitements systémiques visant plus souvent à limiter la 

progression qu'à attaquer l'étiologie des maladies rénales et ce, parfois, avec d͛iŵpoƌtaŶts 

effets seĐoŶdaiƌes. Paƌ ƌappoƌt à d͛autƌes spĠĐialitĠs ŵĠdiĐales ayant ǀu l͛essoƌ des thĠƌapies 

ciblées, le néphrologue a en grande partie dans son arsenal thérapeutique des produits 

anciens, comme par exemple les corticostéroïdes1, avec des effets systémiques associés à une 

forte morbidité. Ceci reflète une connaissance imparfaite  des mécanismes initiant et 

favorisant la progression des lésions rénales. Les quelques lignes infra, extraites du site web 

du centre hospitalier Mayo Clinic (Rochester, Minnesotta, Etats-Unis) et destinées aux 

patients atteints d'une maladie rénale, illustrent bien les limites actuelles de la connaissance 

et des thérapeutiques en néphrologie: 

"Depending on the underlying cause, some types of kidney disease can be treated. Often, 

though, chronic kidney disease has no cure. Treatment usually consists of measures to help 

control signs and symptoms, reduce complications, and slow progression of the disease. If your 

kidneys become severely damaged, you may need treatment for end-stage kidney disease. 

Your doctor will work to slow or control the cause of your kidney disease. Treatment options 

vary, depending on the cause. But kidney damage can continue to worsen even when an 

underlying condition, such as high blood pressure, has been controlled." 

Pourtant, la maladie rénale chronique (MRC) est un problème majeur de santé publique 

associé à une grande morbi-mortalité. Le risque d'être hospitalisé ou de subir un événement 

cardio-vasculaire chez les patients ayant une MRC augmente avec le déclin de la fonction 

rénale2. Par ailleurs, la probabilité de décès des patients dialysés de plus de 65 ans est 7 fois 

supérieure à celle de la population générale (Rapport de l'United States Renal Data System, 

USRDS 2010). Le Ŷoŵďƌe d͛iŶsuffisaŶts ƌĠŶauǆ ĐhƌoŶiƋues augŵeŶte ĐhaƋue année à cause 

de la progƌessioŶ de l͛espĠƌaŶĐe de ǀie et des gƌaŶds pouƌǀoǇeuƌs de M‘C Ƌue soŶt  le 

diaďğte et l͛hǇpeƌteŶsioŶ artérielle. En 2013, aux Etats-Unis, le rapport de l'USRDS 

dénombrait 661 648 patients en insuffisance rénale chronique terminale (IRCT), soit 0,2% de 

la population générale (Rapport de l'USRDS 2014) mais surtout l'incidence est en continuelle 
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progression (117 162 nouveaux patients en IRCT en 2013 avec une augmentation de 

l'incidence annuelle de 14% entre 2003 et 2013). En 2014, en France, le registre du Réseau 

Epidémiologique et Information en Néphrologie (REIN), dénombrait presque 80 000 patients 

insuffisants chroniques terminaux, soit 0,12% de la population générale, dont 35000 étaient 

porteurs d'un greffon fonctionnel et 45 000  étaient dialysés. L'incidence globale standardisée 

de l'IRCT qui était stable en France entre 2009 et 2011, tend à augmenter depuis, de 2,3 % 

par an. 

Dans le contexte actuel de limitation des ressources, il faut aussi souligner l'aspect 

économique de la prise en charge de l'IRCT car le coût annuel par patient dialysé en France 

s'Ġlğǀe à ϴϬ ϬϬϬ€ et à ϮϬ ϬϬϬ€ pouƌ uŶ patieŶt tƌaŶsplaŶtĠ ƌĠŶal à partir de la deuxième 

année de greffe. Le coût annuel global pour l'Assurance Maladie française de la prise en 

charge de l'IRCT a été estimé à plus de 4 milliards d'euros par an en 2007. 

Cependant, il est à noter que toutes les données précédemment citées ne s'intéressent qu'à 

l'IRCT car les données épidémiologiques sur les patients suivis pour une MRC aux stades 

précoce ou modéré (Stades 1 à 4) sont moins standardisées et moins faciles d'accès. A ces 

patients il faudrait ajouter les patients ayant une MRC non diagnostiquée car actuellement le 

dépistage n'est pas systématique et la symptomatologie rénale reste assez pauvre. Il est à 

noter que les patients en IRCT ne sont plus accessibles aux thérapeutiques curatives et ne 

relèvent que des traitements de suppléance (dialyse ou transplantation rénale) onéreux et 

non dénués d'effets secondaires. 

Les thérapies actuelles pour faire face à la progression de la MRC se fondent principalement 

sur le ralentissement de la progression vers l'IRCT, la prise en charge des complications et 

beaucoup moins sur la modulation de l'agression ou de la réponse rénale à cette agression. 

En effet, le contrôle des facteurs de risque cardio-vasculaires, les mesures hygiéno-

diététiques pour diminuer la consommation de sel, et les traitements médicamenteux 

bloqueurs du système rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA), ayant pour but le contrôle de 

la pression artérielle et la diminution du débit de protéinurie, sont la base actuelle de la prise 

en charge de la maladie rénale chronique (Haute Autorité de Santé). 

Il est à noter que parmi les patients en IRCT, dans 6% des cas aux USA en 2013 et dans 11,6% 

des cas en France en 2014, la maladie rénale initiale était inconnue (USRDS et REIN). Le 
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manque de diagnostic découle d'un diagnostic tardif dans certains cas, mais aussi des lésions 

communes et peu spécifiques souvent retrouvées dans l'analyse histologique des reins de 

MRC qui aboutissent au traitement symptomatique cité ci-dessus. Ces éléments montrent 

bien qu'il existe encore des grandes lacunes dans la compréhension des facteurs initiateurs 

des lésions rénales et des mécanismes de progression de la MRC. Une meilleure 

compréhension de ceux-ci devrait permettre de développer des thérapeutiques ciblées 

aboutissant à une diminution du nombre de patients atteignant le stade de la suppléance. 

Même dans le cas précis des maladies rénales ayant un facteur étiologique assez clairement 

identifié comme le diabète, l'hypertension artérielle ou certaines glomérulonéphrites, et 

malgré des grandes avancées récentes dans la compréhension des mécanismes 

physiopathologiques, la thérapeutique actuelle vise à diminuer l'agression systémique et 

néglige les mécanismes modulant la réponse tissulaire rénale. Comme nous le verrons dans 

ce travail, ces mécanismes modulateurs tissulaires rénaux ont un rôle majeur dans l'initiation, 

la progression et le pronostic de beaucoup de maladies rénales. 

Les études épidémiologiques qui ont montré la susceptibilité génétique face à la MRC nous 

apprennent qu'il existe des facteurs de risque de progression qui vont aboutir à des 

pronostics rénaux différents face au même niveau d'agression. Il existe, en effet, des 

différences ethniques majeures dans la prévalence et la gravité de la MRC. Les 

polymorphismes du gène APOL1 en sont un exemple marquant qui expliquent en partie la 

susceptibilité des Afro-américains face à la progression de la MRC3,4. Les mutations du gène 

APOL1 sont associées à un début plus précoce de la maladie rénale5, de l'albuminurie6 et une 

dégradation plus rapide de la fonction rénale. Ces mutations sont retrouvées exclusivement 

chez des descendants d'Africains et on pense qu'elles ont apporté une résistance aux 

trypanosomiases. Les conséquences fonctionnelles de ces polymorphismes génétiques ne 

sont pas encore complètement élucidées mais elles pourraient passer par une diminution 

d'expression d'APOL1 dans les cellules épithéliales glomérulaires et dans les artérioles 

rénales7. Les études sur APOL1 dans différentes maladies rénales, souvent ayant une atteinte 

glomérulaire comme la néphropathie associée au VIH (HIVAN)8,9, la hyalinose segmentaire et 

focale (HSF)10 ou la glomérulopathie hypertensive, nous prouvent que ces facteurs locaux 

tissulaires ont un impact majeur dans la génération et progression des lésions. Cela renforce 



16 

 

l'idée que ces systèmes locaux sont des cibles essentielles afin de moduler non pas l'agression 

rénale mais la réponse tissulaire rénale face à celle-ci. 

Le glomérule, unité de filtration élémentaire du rein (Figure 1), est un élément clé dans 

l'initiation des lésions rénales conduisant dans un deuxième temps à la MRC. Les principales 

étiologies des maladies rénales comme le diabète, l'hypertension et évidemment les 

glomérulonéphrites provoquent des altérations de la structure glomérulaire qui portent 

atteinte à la fonction rénale. Certains mécanismes de réponse glomérulaire aux agressions 

peuvent être communs et représenter des voies de signalisation pouvant être ciblées en 

thérapeutique.  

 

FIGURE 1: REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU GLOMERULE (NETTERIMAGES, ELSEVIER®) 
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Chaque rein contient environ 1 million de glomérules qui constituent les unités de filtration 

du rein. Le glomérule est composé d'un peloton vasculaire spécialisé vascularisé par une 

artériole afférente et s͛ĠǀaĐuant par une artériole dite efférente. Entre l'artériole afférente et 

efférente se trouve l'appareil juxta-glomérulaire qui régule notamment une fonction 

endocrine iŵpoƌtaŶte du ƌeiŶ Ƌu͛est la sécrétion de rénine. Les capillaires glomérulaires sont 

soutenus par les cellules mésangiales qui sont en continuité avec les cellules musculaires 

lisses des artérioles. Les cellules endothéliales des capillaires glomérulaires qui sont posées 

sur la face interne de la membrane basale glomérulaire sont fenestrées. La membrane basale 

glomérulaire est bordée à sa face externe par les interdigitations ou pédicelles, qui sont des 

prolongements cytoplasmiques d'une cellule épithéliale très différenciée, le podocyte (Figure 

2). L'ultrafiltrat glomérulaire, constituant l'urine primitive, atteint la chambre urinaire au 

contact des podocytes et transite vers le pôle urinaire situé à l'opposé du pôle vasculaire. La 

barrière glomérulaire est constituée de 3 composants essentiels: la cellule endothéliale au 

contact du sang, la membrane basale glomérulaire et le podocyte au contact de l'urine 

primitive. Les pédicelles ou prolongements cytoplasmiques podocytaires sont enchevêtrés 

pour recouvrir les capillaires glomérulaires et les contacts entre les pédicelles constituent les 

diaphragmes de fente à travers lesquels transite l'ultrafiltrat (Figure 3). La protéine néphrine 

est le composant principal du diaphragme de fente, ayant un diamètre de 35 à 40 nm, et qui 

associe d'autres protéines comme NEPH, la podocine ou CD2AP. Le diaphragme de fente est 

connecté à la structure d'actine du podocyte qui est régulé par l'α-actine-4, l'INF2 et la 

myosine 1E. Le maintien de cette structure podocytaire est un mécanisme calcium-

dépendant. En effet, la phospholipase C epsilon 1 (PLCɸ1) entraîne une production de diacyl-

glycérol (DAG) et d'inositol triphosphate (IP3). L'IP3, à son tour, permet l'entrée du calcium 

dans la cellule par le canal calcique transient receptor potential cation channel 6 (TRPC6). 

TRPC6 régule la polymérisation de l'actine. A la surface basale du podocyte on détecte des 

molécules d'adhésion comme l'intégrine α3β1 et le α-dystroglycane associé à la laminine. Les 

intégrines sont couplées au cytosquelette d'actine via un complexe associant taline, vinculine 

et paxilline. L' α-dystroglycane se lie à l'actine via l'utrophin. La podocalyxine et la glomerular 

epithelial protein 1 (GLEPP-1) chargées négativement sont détectées au pôle apical de la 

cellule podocytaire (Figure 4).  
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Les cellules pariétales épithéliales glomérulaires tapissent la face interne de la capsule de 

Bowman délimitant la partie extérieure de la chambre urinaire.  

 

FIGURE 2: STRUCTURE PODOCYTAIRE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE (KIDNEY RESEARCH 

CENTER, COLOGNE) 

 

FIGURE 3: STRUCTURE DE LA BARRIERE DE FILTRATION GLOMERULAIRE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A 

TRANSMISSION (WOLFF ET AL. 2009) 
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FIGURE 4: DIAPHRAGME DE FENTE PODOCYTAIRE (KIDNEY RESEARCH CENTER, COLOGNE) 

Dans ce travail de thèse, le but a été d'approfondir les mécanismes d'initiation et de 

progression des lésions glomérulaires au cours de différents modèles expérimentaux 

d͛aggƌessioŶ gloŵĠƌulaiƌe. Le premier étudiant les glomérulonéphrites dites inflammatoires 

(modèle par anticorps anti membrane basale glomérulaire), le second est un modèle 

d͛aggƌesioŶ podocytaire plus spécifique (modèle de néphropathie à l'adriamycine) et le 

dernier étudie le crosstalk podocyte-endothélium glomérulaire au cours de la néphropathie 

hypertensive expérimentale. 

L'hypothèse de ce travail, et liant ces différents modéles expérimentaux, est que les 

effecteurs locaux tissulaires rénaux, en particulier l'épithélium glomérulaire et l'endothélium 

ont un rôle clé dans le comportement face à l'agression systémique. Une meilleure 

compréhension de ces mécanismes de réponse «epithélio-endothéliaux» pourrait permettre 

le développement de thérapies plus ciblées en néphrologie. Enfin, cette réponse pourrait 

expliquer la variabilité interindividuelle d͛eǆpƌessioŶ de la pathologie rénale chez des 

individus soumis à des niveaux d'agression similaires. 

Dans cette introduction les différentes pathologies glomérulaires étudiées vont être détaillées 

avec les modèles expérimentaux correspondants. Les connaissances physiopathologiques 

ainsi que les thérapeutiques actuellement utilisées seront aussi briévement rappelées. 
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GLOMERULONEPHRITES RAPIDEMENT PROGRESSIVES DITES "A CROISSANTS 

EXTRACAPILLAIRES" 

Les glomérulonéphrites sont la 3ème cause d'insuffisance rénale terminale aux USA (USRDS) 

et en France (REIN) après le diabète et l'hypertension artérielle. Elles ont une morbidité liée 

non seulement à leur gravité mais aussi aux techniques et thérapeutiques utilisées 

aujouƌd͛hui pour les traiter. La glomérulonéphrite rapidement progressive est un syndrome 

clinique associant un sédiment urinaire actif (hématurie et protéinurie) avec une dégradation 

rapide de la fonction rénale. L'évolution naturelle de ce syndrome se fait vers l'insuffisance 

rénale terminale nécessitant un traitement de suppléance. Malgré l'utilisation de 

thérapeutiques agressives, le pronostic de ces pathologies reste réservé. Il s'agit d'un 

diagnostic syndromique et les étiologies en cause sont très variées (Tableau 1) mais 

aboutissent à une lésion commune: l'atteinte glomérulaire sévère incluant une prolifération 

cellulaire dans la chambre urinaire appelée prolifération extra-capillaire ou "croissant 

cellulaire". Elle est définie par la présence de deux ou plusieurs couches cellulaires dans 

l'espace de Bowman (chambre urinaire glomérulaire). La sévérité de l'atteinte rénale et le 

pronostic sont liés, d'après certaines études, au pourcentage de glomérules présentant une 

prolifération extra-capillaire sur la biopsie11,12 et aux caractéristiques scléreuse ou cellulaire 

de ceux-ci ainsi qu'à l'intégrité de la capsule de Bowman. 

 

FIGURE 5: PROLIFERATION EXTRA-CAPILLAIRE, COLORATION PAR L'HEMATOXYLINE ET L'EOSINE (FADILI ET AL. 

2009) 
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TABLEAU 1: ETIOLOGIES DES GLOMERULONEPPHRITES EXTRACAPILLAIRES (LOHR ET AL. MEDSCAPE 2015) 

Les mécanismes aboutissant à l'altération de l'homéostasie glomérulaire et la formation des 

lésions prolifératives ne sont pas complètement élucidés. Par ailleurs, le mécanisme par 

lequel on observe des lésions tubulo-interstitielles après une atteinte glomérulaire est l͛oďjet 

d͛iŶteŶses ƌeĐheƌĐhes. Sa compréhension pourrait expliquer la progression vers la MRC et la 

fibrose rénale. 

Les éléments initiateurs de la formation des lésions prolifératives glomérulaires a été 

extensivement étudié grâce à un modèle expérimental murin de glomérulonéphrite: la 

néphrite par injection de sérum néphrotoxique ou modèle par anticorps anti-membrane 

basale glomérulaire (MBG). Il paraît important de détailler le modèle animal pour comprendre 

ses avantages et ses limites afin d'avoir un regard plus critique auprès des résultats obtenus 

au cours des dernières années. 

MODELE PAR ANTICORPS ANTI-MEMBRANE BASALE GLOMERULAIRE OU NEPHRITE TOXIQUE 

Le modèle expérimental classiquement utilisé pour l'étude des glomérulonéphrites sévères et 

utilisé dans la première partie de ce manuscrit est le modèle dit anti-MBG, parfois appelé 

«néphrite toxique» voire néphrite de Masugi13. 
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Ce modèle a été mis en place en 1920 par Jean Redman Olivier chez le chien et reproduit chez 

le lapin par Matazo Masugi en 1932. Il consiste en une injection intraveineuse ou 

intrapéritonéale d'un sérum immun hétérologue fabriqué à partir d'immunisation de moutons 

ou de lapins contre des extraits de cortex rénal de rat ou d'autres mammifères. Les anticorps 

hétérologues se déposent de façon quasi immédiate dans les glomérules. On note un afflux 

de polynucléaires neutrophiles14 précoce (<2h). Il s'agit de la première phase appelée phase 

hétérologue mettant classiquement en jeu l'immunité innée. Secondairement, une immunité 

adaptative fait suite, caractérisée par la production chez l'animal injecté d'immunoglobulines 

M et G contre les immunoglobulines de lapin ou de mouton « plantés » dans les glomérules. 

Ces immunoglobulines (Ig) se déposent secondairement (après J4) dans le glomérule de 

l'animal dans ce qui est appelé phase autologue. Ce dépôt d'Ig s'accompagne sur le plan 

histologique de lésions glomérulaires de prolifération endo-capillaire, de thrombi capillaires et 

dans certains cas de prolifération extra-capillaire. La détection par immunofluorescence des 

IgG marque un aspect linéaire membranaire. Lors de la découverte des anticorps anti-MBG 

chez l'Homme en 1967 cet aspect histologique a conduit à un rapprochement entre ce 

modèle expérimental et le syndrome de Goopasture15. Il est cependant évident que même si 

on observe des lésions histologiques similaires, le modèle animal est allo-immun et le 

syndrome de Goodpasture chez l'Homme implique l'auto-immunité. 

 MODELE ANTI-MBG PASSIF, PASSIF ACCELERE ET ACTIF 

Afin d'éclaircir les différents modèles englobés sous le terme de néphrite toxique ou modèle 

anti-MBG, il convient de différencier la méthode utilisée pour induire les lésions rénales. Dans 

le modèle passif, utilisé dans ce travail, il n'existe pas de pré-immunisation de l'animal contre 

les IgG hétérologues. Le modèle est alors dit passif « simple ». Une variante dite passif 

« accéléré », décrite en 1965, consiste à pré-immuniser les animaux allant recevoir le sérum 

néphrotoxique contre les IgG hétérologues avec de l'adjuvant complet de Freund (émulsion 

lipidique avec une forme inactivée de mycobactérie potentialisant la réponse immunitaire 

cellulaire). Les phases autologues et hétérologues sont censées se téléscosper le but étant 

d͛augmenter la réponse inflammatoire. Enfin, le modèle actif, décrit en 1962 chez le 

mouton16, consiste à immuniser directement l'animal avec des extraits glomérulaires ou de 

membrane basale hétérologue associés à l'adjuvant de Freund. Ce modèle actif se rapproche 
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plus de l'auto-immunité et est aussi dénommé "experimental auto-immune 

glomerulonephritis" (EAG). Il sera détaillé par la suite. 

UN SERUM EXCLUSIVEMENT ANTI-MEMBRANE BASALE GLOMERULAIRE? 

Le sérum néphrotoxique utilisé pour toutes les expériences de ce travail est produit par le Dr. 

Laurent Mesnard dans notre laboratoire. La méthode d'obtention de ce sérum et de ceux 

utilisés dans les différents travaux expérimentaux permet de comprendre sa poly-spécificité. 

Les dépôts « linéaires » membranaire d'Ig observés en immunofluorescence révèlent non 

seulement une affinité particulière pour de nombreux épitopes de la MBG mais aussi pour 

d'autres sites antigéniques, cette fois endothéliaux, mésangiaux et podocytaires 17. La 

fenestration de l'endothélium glomérulaire faciliterait l'accès des anticorps à la MBG et au 

mésangium. La nature de l'immunogène est à l'origine de la poly-spécificité du serum 

néphrotoxique. Dans plusieurs études, des broyats de cortex total de souris ou de rat sont 

utilisés afin de produire les anticorps. Dans d'autres, ce sont des extraits protéiques produits à 

partir de glomérules isolés. Cependant, la poly-spécificité du sérum est probablement à 

l'origine de sa pathogénicité. En effet, les anticorps anti collagène IV ou anti-laminine seuls 

n'ont quasiment pas de pouvoir pathogène chez la souris18 malgré leur dépôt sur la 

membrane basale glomérulaire et l'élimination du composant anti-collagène IV du sérum 

néphrotoxique ne diminue pas sa pathogénicité19. Plusieurs cibles principales du sérum 

néphrotoxique, en plus du domaine non-ĐollagĠŶiƋue de la ĐhaîŶe αϯ du ĐollagğŶe IV, ont été 

décrites principalement par l'équipe de David Salant à Harvard: l'aminopeptidase A (ou 

Glutamyl aminopeptidase)19, protéine membranaire podocytaire et aussi présente sur la 

bordure en brosse des cellules tubulaires proximales, l'intégrine β1, la laminine β1 ou la 

protein tyrosine phosphatase, receptor type O (PTPRO et anciennement notée GLEPP-1)20. 

SIMILITUDES ET DIFFERENCES AVEC D'AUTRES MODELES DE GLOMERULOPATHIES 

Il est intéressant de noter certaines similitudes et des différences entre le modèle de néphrite 

toxique et d'autres modèles utilisés classiquement pour l'étude des glomérulopathies 

immunes comme la glomérulonéphrite extra-membraneuse21. 

Le modèle classique de néphrite de Heymann, décrit en 1959 chez le rat, reste le meilleur 

modèle de glomérulonéphrite extramembraneuse de nos jours22,23. Ce modèle auto-immun 

est induit par l'immunisation de rats contre des extraits de bordure en brosse tubulaire et 
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entraîne une glomérulopathie protéinurique avec des dépôts membranaires d'Ig. En 1982, la 

mégaline (une protéine située dans la bordure en brosse des cellules tubulaires proximales et 

dans les podocytes) fut identifiée comme l'antigène cible des anticorps circulants provoquant, 

lorsqu'ils se déposent dans le glomérule, l'activation du complément et la genèse des lésions. 

En 1990, la cible antigénique a été précisée identifiant un complexe associant mégaline et la 

protéine receptor associated protein (RAP)24. Dans le modèle actif le rat est immunisé contre 

des extraits de rein de rat contenant des antigènes de la bordure en brosse de la cellule 

tubulaire proximale associés à l'adjuvant de Freund. Les rats développent des Ig environs 2 

semaines après, avec des dépôts glomérulaires d͛IgG et C3 survenant à 3-4 semaines. Une 

protéinurie apparaît dans les 6-8 semaines suivie d'un syndrome néphrotique. Le modèle 

passif consiste en l'injection d'anticorps dirigés contre la bordure en brosse tubulaire 

proximale du rat fabriqués chez le lapin ou le mouton ou de l'antigène lui-même. Dans ce cas 

on observe, comme dans le modèle de néphrite toxique, une phase hétérologue (débutant à 

3-4j) et une phase autologue (à 15-21j). On note un épaissisement de la MBG, une altération 

des podocytes, une protéinurie et des dépôts extramembraneux d'IgG, et des fractions C3 et 

C5b-9 du complément. Lors de la phase autologue les Ig produites par le rat se déposent dans 

le glomérule et accentuent la protéinurie25. 

 Il est à noter que la mégaline est absente des podocytes chez l'Homme et chez la souris. Ce 

modèle n'a donc jamais pu être reproduit chez la souris mais la technique de transgenèse 

CRISPR-Cas9, actuellement en essor, pourrait permettre de nos jours des nouvelles avancées 

physiopathologiques utilisant ce modèle chez le rat.  

En 2007, Meyer décrit pour la première fois un modèle de lésions podocytaires et 

albuminurie induit par l'administration d'un sérum hétérologue de lapin immunisé contre des 

extraits de podocytes murins immortalisés (lignée cellulaire créée par Peter Mundel26) avec 

l'aide de l'adjuvant de Freund27. On note dans ce modèle une expansion mésangiale, une 

dédifférenciation podocytaire et des dépôts linéaires membranaires d'Ig et de complément. Il 

est évident que ce phénotype rénal s'apparente à celui observé dans la néphrite toxique. Ce 

modèle de moindre gravité nous suggère que les antigènes podocytaires comme 

l'aminopeptidase A peuvent être en cause dans la genèse des lésions induites par le sérum 

néphrotoxique. La séparation conceptuelle entre ce modèle et la néphrite toxique est donc 



25 

 

difficile à faire mais dans le modèle de Meyer une prolifération cellulaire extra-capillaire n'est 

pas observée. 

D'un point de vue mécanistique, il existe un modèle plus proche de la physiopathologie auto-

immune de la maladie anti-MBG chez l'Homme qui est le modèle actif anti-MBG actuellement 

nommé "Experimental autoimmune glomerulonephritis" (EAG). En effet, dans le modèle anti-

MBG passif utilisé dans ce manuscrit l'élément initiateur est un anticorps hétérologue qui 

peut difficilement se substituer à la pathologie humaine. L͛EAG est déclenchée par des auto-

anticorps dirigés contre le domaine non collagénique 1 de la chaine α3 du collagène IV (α3IV-

NC1). Ces anticorps "anti-MBG" ont été identifiés en 1967 et leur rôle pathogène a été 

discuté chez le primate15. Plusieurs auteurs ont donc cherché à reproduire un modèle de 

glomérulonéphrite chez l'animal utilisant cet antigène collagénique. Pendant plusieurs années 

le modèle d'EAG n'a pu être développé que chez le rat Wystar Kyoto (WKY) immunisé contre 

des extraits de MBG digérés par la collagénase28–32 ou directement contre la fraction αϯIV-

NC133,34 toujours en association avec l'adjuvant complet et/ou incomplet de Freund. En dépit 

d'une induction d'anticorps, la difficulté à induire des lésions glomérulaires dans d'autres 

souches de rats35,36 et chez la souris a montré une grande dépendance du modèle vis à vis du 

fonds génétique de l'animal. En effet, des loci de susceptibilité ont été étudiés sur les 

chromosomes 13 et 16 désignés Crng1 et Crng2 et il a été montré que le nombres de copies 

d'un polymorphisme du gène Fcgr3, codant pour un récepteur du fragment Fc des Ig, était en 

partie responsable de la susceptibilité des rats WKY à la glomérulonéphrite37. Crng2, en 

particulier, module l'activation et le recrutement macrophagique38. Le rôle des lymphocytes T 

été démontré par transfert des leucocytes malades à un rat indemne39–41. 

En pratique, l'apparition des systèmes de knock-out chez la souris à partir des années 1980 a 

permis un essor des études physiopathologiques sur la glomérulonéphrite. Cependant, le 

modèle EAG étant restreint au rat WKY, celui-ci ne s'est pas autant développé comparé au 

modèle passif anti-MBG.  

Enfin, des modèles immunisant des souris contre des fragments humains α3IV-NC1 ont aussi 

été développés42,43 mais sans convenir aux critères d'auto-immunité. Cependant deux 

éléments peuvent changer cette limitation dans les années à venir. D'une part, une étude 

récente a réussi à mettre au point un modèle intéressant d'auto-immunisation anti-α3IV-NC1 
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chez la souris DBA/144. Il est intéressant de noter qu'en fonction de la dose et la répétition des 

injections la souris va développer une glomérulonéphrite extra-membraneuse (deux doses)45 

ou des lésions extracapillaires surajoutées montrant un continuum lésionnel dans ces 

différents modèles d'agression glomérulaire. Le rôle de l'immunité T cellulaire dans ce dernier 

modèle est évoqué mais reste à confirmer. Par ailleurs, l'avènement de la méthode Crispr-

Cas9 de modification génétique pourrait aussi redonner essor au modèle EAG chez le rat. 

LIMITES ET UTILITE DU MODELE DE NEPHRITE TOXIQUE CHEZ LA SOURIS 

L'interprétation des résultats utilisant des modèles expérimentaux nécessite une bonne 

connaissance de leurs limites. Dans le cas du modèle anti-MBG ou néphrite toxique elles sont 

de plusieurs natures.  

Tout d'abord, ce dernier met en jeu l'alloimmunité et non l'auto-immunité comme dans le cas 

de certaines glomérulonéphrites chez l'Homme (maladie de Goodpasture). Par ailleurs, la 

poly-spécificité du sérum fait de la néphrite toxique un modèle complexe et l'analyse des 

lésions histologiques ne doit pas uniquement s'intéresser aux seuls effets glomérulaires. Il 

s'agit aussi probablement d'un modèle d'agression endothéliale car on note des thrombi 

capillaires associés à d'autres lésions de microangiopathie thrombotique46, et un recrutement 

leucocytaire accru, comme on le verra dans la suite du travail. Par ailleurs, il existe dans 

certains cas une mortalité ultra-précoce (premières heures) persistant même si les animaux 

sont préalablement néphrectomisés. A l'évidence, il s'expliquerait par des effets vasculaires 

"hors-cible" du sérum47. Des travaux, non encore publiés de notre équipe montrent qu'il 

existe un effet dépresseur hémodynamique précoce (dans les premières heures après 

l'injection) du sérum néphrotoxique. Cet effet est très dépendant du fond génétique de la 

souris, avec un effet vasoplégiant plus important chez la souris 129/Sv que chez la souris 

C57BL/6. Cet effet pourrait expliquer en partie la mortalité précoce parfois observée dans ce 

modèle. Cet effet vasoplégiant amène à la question du contenu en lipopolysaccharide (LPS) 

du sérum néphrotoxique. Ceci pourrait avoir une importance pour trois raisons. D'une part, le 

LPS a une action sur le podocyte via le Toll-like receptor 4. Ce dernier semble moduler la 

protéinurie comme le montrent les études de J. Reiser et P. Mundel chez la souris48. Cet effet 

du LPS, cependant, semble difficilement extrapolable chez l'Homme49. Par ailleurs, la 

contamination par le LPS du sérum peut majorer l'afflux de polynucléaires neutrophiles lors 

de la phase hétérologue. Cet effet serait à même d͛augmenter les lésions endothéliales 
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thrombotiques voire extracapillaires50–52. Enfin, le LPS a des effets hypotenseurs et 

vasoplégiants, et donc une contamination forte bactérienne  pourrait expliquer une mortalité 

précoce chez l'animal. Même si peu d'auteurs ont mesuré les niveaux de LPS de leurs 

préparations de sérum néphrotoxique, ceci a été réalisé dans le laboratoire. Le sérum utilisé 

par notre équipe contient une quantité très faible de LPS, 80 000 fois inférieure à la dose 

utilisée pour induire une protéinurie chez la souris.  

Une autre limite du modèle est la variabilité des lésions, en particulier extracapillaires, en 

fonction de l'animal injecté et de son fond génétique. La proportion de lésions extracapillaires 

peut ainsi varier entre 1% et 50%. Le modèle est indéniablement un modèle d'atteinte 

podocytaire, voire de hyalinose segmentaire et focale53 pour certains bien que quelques 

auteurs mettent en doute la validité du modèle dans l'étude de la formation de la lésion 

extracapillaire. On note cependant dans le modèle une prolifération podocytaire dans les 

"croissants cellulaires" et on sait aujourd'hui que ceux-ci font partie intégrante des lésions 

extracapillaires chez la souris et chez l'Homme54,55. 

La variabilité liée au fond génétique montrée, entre autres, par notre équipe46 nous rend 

critique face à de nombreuses études utilisant des lignées génétiquement peu stables, mixtes 

ou ayant un nombre de croissements en retour (backcross) insuffisant. Cependant cette 

variabilité peut être contrôlée en n'utilisant des souris de même fond génétique voire issues 

de la même portée (littermate) comme contrôles. Le respect de ces principes contraignants 

peut cependant poser des problèmes techniques d'animalerie. Un appariement en âge et 

sexe est aussi très recommandé du fait de la sensibilité accrue au sérum des souris plus 

jeunes et femelles.  

Malgré les limites énoncées précédemment, et les différences avec la maladie anti-MBG 

humaine, le modèle expérimental anti-MBG a permis l'étude physiopathologique des 

glomérulonéphrites depuis quasiment 100 ans. Il est de façon claire un modèle aigu de 

glomérulopathie associée à une atteinte tubulo-interstitielle. Il est probable, comme on le 

verra par la suite, que l'atteinte tubulo-interstitielle soit en partie modulée par des 

mécanismes différents de l'atteinte glomérulaire. En effet, l'atteinte tubulo-interstitielle serait 

plus dépendante de l'immunité adaptative. Le modèle de néphrite toxique est donc un 

modèle permettant d'étudier les facteurs de susceptibilité et protecteurs locaux (intra-
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rénaux) conduisant, en particulier, à une modulation des lésions rénales. Il est aussi un bon 

modèle peƌŵettaŶt l͛étude de la progression des lésions glomérulaires. Comme exemple 

nous citerons l'étude du rôle des variations dans le gène Fcgr3b conférant une susceptibilité 

au lésions rénales aux rats WKY dans le modèle anti-MBG. Cette même susceptibilité est 

retrouvée dans certaines maladies inflammatoires comme le lupus et la polyangéite 

microscopique chez l'Homme37,56. Quelle que soit l'agression initiale on ne peut exclure que 

des mécanismes protecteurs ou aggravants locaux déterminent la gravité des lésions et le 

pronostic rénal, et c'est là une des raisons majeures de l'intérêt du modèle.  

Nous allons maintenant détailler les mécanismes physiopathologiques des 

glomérulonéphrites qui ont majoritairement été étudiés grâce au modèle de néphrite toxique 

précédemment présenté. 

IMMUNITE ADAPTATIVE 

Une littérature très abondante marquée par un début en 197857 mais ayant pris un grand 

essor dans les aŶŶĠes ϭϵϵϬ attƌiďue à l͛iŵŵuŶitĠ Đellulaiƌe uŶ ƌôle ŵajeuƌ daŶs la formation 

des lésions glomérulaires extracapillaires. Nous allons détailler par la suite les principales 

études évaluant le rôle des lymphocytes T CD4+ auxiliaires dans le modèle anti-MBG. Ces 

travaux proviennent essentiellement de l'équipe australienne associant Peter Tipping, Richard 

Kitching et Stephen Holdsworth et de l͛ĠƋuipe alleŵaŶde d͛Ulf Panzer et Hans-Joachim Paust. 

Nous mettrons en avant, par ailleurs, certains travaux réalisés par notre équipe discutant 

cette littérature.  
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FIGURE 6: VOIES DE DIFFERENCIATION LYMPHOCYTAIRES T CD4+ AUXILLIAIRES (UPTODATE) 

Les différentes voies de différenciation lymphocytaires T auxiliaires (T helper) ont été 

étudiées dans le modèle depuis les années 1990 (Figure 6).  

La ǀoie de diffĠƌeŶĐiatioŶ Thϭ est iŶduite paƌ l͛IL-12 (secrétée par les cellules 

dendritiques),l'IL-18,l'IL-27,l'IFN-ɶ et par la signalisation liée aux Pattern recognition receptors 

(PRR). Les cellules Th1 produisent l'interferon ɶ, les interleukines 2 et 10, le Tumor necrosis 

factor  (TNF) et la lymphotoxine α. Elles activent les macrophages, participent à la réaction 

d'hypersensibilité retardée et stimulent la production des Ig activant le complément (ex : 

IgG1) par les lymphocytes B. La voie Th1 a uŶ ƌôle esseŶtiel daŶs l͛élimination des pathogènes 

intracellulaires et les mycobactéries en particulier. 

La différenciation Th2 est au contraire stimulée par l'IL-4 et les lymphocytes Th2 produisent 

de l'IL-4, l'IL-5, l'IL-13 et l'IL-10 chez la souris. La voie Th2 est impliquée dans les phénomènes 
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allergiques, la destruction des parasites helminthes et nématodes et promeut la production 

d'anticorps IgE et IgG ne fixant pas le complément (ex : IgG4) (Tableau 2). 

 

TABLEAU 2: CARACTERISTIQUES DES SOUS-POPULATIONS LYMPHOCYTAIRES T AUXILLIAIRES TH1 ET TH2 

(TIPPING ET AL. 2005) 

La voie de différenciation Th17 a été découverte plus récemment et semble avoir un rôle 

important dans la lutte contre les bactéries extracellulaires et certains champignons. Les 

lymphocytes Thϭϳ sĠĐƌğteŶt l͛IL-17 et l͛IL-21 qui ont une action pro-inflammatoire et 

participent au recrutement des PNN. La voie Th17 est favorisée par un milieu riche en IL-1β, 

IL-6 et IL-21. Il eǆiste uŶ ƌôle ŵajeuƌ des ǀoies Thϭ et Thϭϳ daŶs les phĠŶoŵğŶes d͛auto-

iŵŵuŶitĠ et de la ǀoie ThϮ daŶs l͛atopie. Les cytokines responsables de la production et de la 

différenciation Th17 activent la protéine transductrice STAT3. Les cellules T régulatrices vont 

avoir un effet modulateur sur ces différentes sous-populations lymphocytaires. Les sous-

populations lymphocytaires auxilliaires peuvent être différenciées par leurs récepteurs aux 

chimiokines qui leur sont spécifiques. Les cellules Th1 expriment CXCR3 (cysteine-X-cysteine 

motif receptor 3) et CCR5 (cysteine-cysteine motif receptor 5), les Th2 expriment CCR3, CCR8, 

et CCR10 et les Th17 expriment CCR2 et CCR6. Certains facteurs de transcription sont 

essentiels à la différenciation lymphocytaire T auxiliaire. T-bet est essentiel à la maturation 

Th1: il iŶduit la pƌoduĐtioŶ d͛IFNɶ et de IL-12R et inhibe la sécrétion de IL-4, IL-5 et IL-17. De 

même GATA3 est nécessaire dans la maturation Th2 et RORɶt pour la différenciation Th17. 

Il est à noter que la diffĠƌeŶĐiatioŶ lǇŵphoĐǇtaiƌe peut ġtƌe ŵodulĠe paƌ la dose d͛aŶtigğŶe. 

EŶ effet, des doses faiďles d͛aŶtigğŶe faǀoƌiseŶt la ǀoie ThϮ et les foƌtes doses d͛aŶtigğŶe 

assoĐiĠes à l͛adjuǀaŶt de FƌeuŶd (sa version complète contenant des antigènes de 

mycobactéries) favorisent la voie Th158. 

Dans le modèle expérimental anti-MBG il existe une activation lymphocytaire et un infiltrat 

inflammatoire souvent interstitiel avec une activation Th1. Cette activation Th1 est-elle 
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responsable des lésions glomérulaires ou est-elle associée à la gravité de la maladie et aux 

lésions tubulo-interstitielles ? UŶe Ġtude ƌĠĐeŶte de Ŷotƌe ĠƋuipe a ŵoŶtƌĠ Ƌue l͛iŶfiltƌat 

lǇŵphoĐǇtaiƌe Ŷ͛Ġtait pas, de façoŶ iŶtĠƌessaŶte, ĐoƌƌĠlĠ à la sĠǀĠƌitĠ des lĠsioŶs46 mais au 

fond génétique chez la souris. 

Le fond génétique de la souris influence notablement les voies de différenciation Th. Par 

exemple, la souche C57BL/6 semble présenter une réponse Th plutôt Th1, tandis que les 

animaux BALB/cby présentent une polarisation préférentiellement Th259. Certains auteurs 

proposent que la polarisation Th explique la sensibilité différente de ces deux souches de 

souris au sérum néphrotoxique. Pourtant, les différences liées aux fonds génétiques ne se 

résument pas au seul compartiment lymphocytaire et ďieŶ d͛autƌes faĐteuƌs ŶoŶ-

lymphocytaires peuvent expliquer ces différences. 

Une partie du rôle proposé comme joué par l͛iŵŵuŶitĠ Đellulaiƌe daŶs la geŶğse des lĠsioŶs 

de GN s͛appuie suƌ des travaux étudiant l͛invalidation génétique des cytokines impliquées 

dans les voies de différenciation lymphocytaire type Th. La délétion totale des gènes des 

cytokines impliquées dans la voie Th1 comme l͛IL-1260, l͛IFNɶ61 ou le TNF62 voire l͛utilisatioŶ 

d͛aŶtiĐoƌps ďloƋuaŶts l͛IL-1263 et l͛IFNɶ59 atténuent la gravité des lésions dans le modèle anti-

MBG. Cependant, comme nous le verrons au cours de notre travail, la délétion totale ou le 

ďloĐage paƌ aŶtiĐoƌps de Đes ĐǇtokiŶes peut affeĐteƌ d͛autƌes Đellules cette fois non 

lymphocytaires notamment épithéliales et présentes dans le tissu rénal. Ces cellules sont à 

même d͛iŶflueŶĐeƌ la progression des lésions rénales. Par ailleurs, les résultats concernant 

ĐeƌtaiŶes ĐǇtokiŶes Đoŵŵe l͛IFNɶ ne sont pas univoques voire contradictoires64 65. Nous 

verrons par la suite, comme nos résultats le suggèrent, que le ƌôle de l͛iŵŵuŶitĠ Đellulaiƌe 

seŵďle s͛opğƌeƌ principalement dans le compartiment tubulo-interstitiel. Enfin, dans toutes 

ces études, les souches de souris ne sont souvent pas comparables par méconnaissance de 

leur fond génétique. 

Quant à l͛Ġtude de la voie Th2 dans le modèle anti-MBG, la dĠlĠtioŶ gĠŶĠtiƋue de l͛IL-466 et 

de l͛IL-1067 a un effet aggravant et l͛adŵiŶistƌatioŶ sǇstĠŵiƋue de Đes deuǆ ĐǇtokiŶes a uŶ 

effet protecteur68–71. Cependant, la délétion du gğŶe de l͛IL-13, cytokine produite par les 

lǇŵphoĐǇtes ThϮ, Ŷ͛a pas ŵoŶtƌĠ d͛effet suƌ les lĠsioŶs ƌĠŶales72. 
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Quant aux signaux de co-stimulation, le blocage de CD86 (B7-2) par anticorps bloquant73 ou 

délétion génétique74 ou l͛adŵiŶistƌatioŶ de CTLAϰ-Ig pour bloquer CD2875 aboutit à des 

lésions aggravées avec un effet nul du blocage génétique combiné CD86/CD80 (B7-1)76. La 

modulation de ces signaux de co-stiŵulatioŶ Ŷ͛a ĐepeŶdaŶt pas d͛effet Ŷet suƌ la polaƌisatioŶ 

Th1/Th2. La modulation du signal CD40/CD154 de co-stimulation nécessaire pour la 

différenciation Th1/Th2 a aussi un effet dans le modèle puisque son inhibition atténue les 

lésions rénales et ƌĠduit la pƌoduĐtioŶ d͛IL-12 et des cytokines de la voie Th177. Cependant, 

dans ces études avec blocages systémiques ou dĠlĠtioŶs gĠŶĠtiƋues gloďales l͛effet liĠ soit au 

compartiment circulant ou soit aux cellules résidentes est difficile à discerner comme nous le 

verrons par la suite. En effet, il existe une expression de CD80 par le podocyte48 dans 

plusieurs modèles murins d͛agƌessioŶ gloŵĠƌulaiƌe. Par ailleurs, les cellules glomérulaires 

eǆpƌiŵaŶt le CDϰϬ loƌs de l͛iŶduĐtioŶ du ŵodğle aŶti-MBG pourraient avoir un rôle important 

dans le recrutement d͛effeĐteuƌs inflammatoires78. 

Le ŵġŵe pƌoďlğŵe se pose loƌs de l͛Ġtude du rôle des facteurs de transcription 

classiquement décrits Đoŵŵe d͛eǆpƌessioŶ puƌeŵeŶt lymphocytaire comme JAK/STAT. 

Comme on le verra dans le manuscrit, STAT379 et STAT5 (Résultats, partie 2), sont détectées 

dans les cellules épithéliales rénales assurant un rôle majeur dans le développement des 

lésions. 

Chez l͛Hoŵŵe, les arguments étayant le rôle direct de l͛iŵŵuŶitĠ Đellulaiƌe daŶs la foƌŵatioŶ 

des lésions glomérulaires sont moins bien établis. Les effecteurs cellulaires et cytokiniques 

lymphocytaires sont présents dans les biopsies des patients atteints de GNRP80–82 mais leur 

ƌôle daŶs la geŶğse des lĠsioŶs gloŵĠƌulaiƌes ou daŶs la pƌogƌessioŶ de l͛atteiŶte tuďulo-

interstitielle reste difficile à établir. 

Par ailleurs, les travaux australiens et ceux de l'équipe allemande d͛Ulf Panzer et Hans-

Joachim Paust, ont détaillé le rôle aggravant de la réponse lymphocytaire Th17 dans le 

modèle anti-MBG utilisant des animaux génétiquement modifiés comme les souris IL-23-/- ou 

IL-17-/- 83. Ces animaux présentent un phénotype rénal atténué après transferts adoptifs 

lymphocytaires84 ou la délétion du facteur de transcription Th17 RORɶt85. La pƌoduĐtioŶ d͛IL-

17 provenant au moins des cellules lymphocytaires T ɶɷ86, peut induire la production du 

récepteur aux chimiokines CXCL5 dans les cellules tubulaires rénales87,88 induisant alors un 
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recrutement de neutrophiles induisant le microARN-15589. Des Ŷiǀeauǆ ĠleǀĠs d͛IL-17 ont 

aussi été mesurés dans les cortex des rats WKY soumis à la glomérulonéphrite anti-Thy190. Il 

eǆiste ĐepeŶdaŶt des ƌĠsultats disĐoƌdaŶts suƌ le ƌôle pƌoteĐteuƌ de l͛IL-17 produite par les 

cellules résidentes91. Celles-ci semblent identifiées comme des mastocytes. Une discordance 

existe entre la phase précoce (aggravation) (J6) et la phase tardive (protection) (J21)92du 

modèle. EŶfiŶ, la sigŶalisatioŶ eŶ tƌaŶs de l͛IL-6 comme faisant partie de la voie Th17 a un 

effet aggravant dans le modèle anti-MBG93. 

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) ont un rôle modulateur sur les lymphocytes T auto-

réactifs protégeant des phénomènes d'auto-immunité. Il semble exister une relation étroite 

eŶtƌe la diffĠƌeŶĐiatioŶ Thϭϳ et les Tƌeg. L͛IL-ϲ iŶhiďe la diffĠƌeŶĐiatioŶ Tƌeg et l͛IL-2 interfère 

aǀeĐ la diffĠƌeŶĐiatioŶ Thϭϳ. L͛IL-27 favorise la différenciation Th17 au détriment des Treg et 

les Tƌeg iŶhiďeŶt la diffĠƌeŶĐiatioŶ Thϭϳ. Les pƌiŶĐipales ĐǇtokiŶes de l͛iŶduĐtioŶ des Tƌeg soŶt 

le TGFβ et l͛IL-2 qui activent les facteurs de transcription STAT5 et Foxp3. Les Treg secrètent 

l͛IL-10, le TGFβ et l͛IL-35. Ces Treg contrôlent l'activité Th1, Th2 et Th17 et ils ont montré un 

rôle protecteur dans le modèle dans plusieurs études94–96. En particulier, une étude récente 

met en lumière le rôle de la sous-population Treg CXCR3+97. 

ROLE DES LYMPHOCYTES B 

Dans le modèle, il n'existe pas de rôle important des lymphocytes B et de la réponse 

humorale. En effet, les souris ayant une délétion du gène codant pour la chaine lourde des Ig, 

et donc dépourvues de lymphocytes B, développent une réponse au sérum néphrotoxique 

similaire à leurs homologue sauvages98. 

LES LIMITES DU ROLE DES LYMPHOCYTES DANS LE MODELE : EXEMPLE DE LA SOURIS NUDE 

Coŵŵe oŶ l͛a ǀu pƌĠĐĠdeŵŵeŶt, uŶ certain Ŷoŵďƌe d͛Ġtudes suggèrent le ƌôle de l͛iŵŵuŶitĠ 

cellulaire dans la formation des lésions glomérulaires et tubulo-interstitielles dans le modèle. 

Cependant, certaines études sont discordantes et l͛uŶe des eǆpliĐatioŶs pouƌƌait passeƌ paƌ 

un effet lié au fond génétique. Cet effet est important et Ŷ͛est pas souvent pris en compte, 

tout Đoŵŵe l͛iŵpliĐatioŶ iŶdiƌeĐte des délétions génétiques globales ou les blocages 

systémiques de cytokines. Celles-ci peuvent aussi affecter les cellules résidentes qui, comme 

on va le voir prochainement, partagent les systèmes de transduction et certains récepteurs 
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immuns. Par ailleurs, un effet différentiel glomérulaire et tubulo-iŶteƌstitiel de l͛iŵŵuŶitĠ 

Đellulaiƌe Ŷ͛est pas eǆĐlu. 

Cependant, les études jetant le trouble dans cette théorie classique T CD4+ Th1/Th17 médiée, 

sont celles étudiant le modèle passif anti-MBG avec des souris immunodéficientes 

notamment dépourvues de lymphocytes T. En 1981, avant que les équipes australiennes 

aǀaŶĐeŶt le ƌôle de l͛iŵŵuŶitĠ Đellulaiƌe daŶs le ŵodğle, Y. KusuǇaŵa et K. “aito oŶt iŶjeĐtĠ 

un sérum anti-MBG pƌoduit Đhez le lapiŶ à paƌtiƌ d͛eǆtƌaits gloŵĠƌulaiƌes de ƌat aux souris 

athymiques nu/nu de fond génétique BALB/c99. Ces souris athymiques vont finalement 

développer des lésions glomérulaires sévères avec des thrombi capillaires, une prolifération 

eŶdoĐapillaiƌe, des dĠpôts d͛IgG de lapiŶ et de Cϯ ŵeŵďƌaŶaiƌes. Des sǇŶĠĐhies floĐulo-

capsulaires sont observées sur leurs illustrations aiŶsi Ƌu͛uŶ aspeĐt de pƌolifération extra-

capillaire (Figure 7). Les conséquences fonctionnelles sur la protéinurie et la fonction rénale 

ne sont pas décrites. 

 

FIGURE 7: LESIONS RENALES CHEZ LA SOURIS NUDE APRES INJECTION DE SERUM ANTI-MBG (KUSUYAMA ET AL 

1981) 
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En 1991, une expérience similaire est de nouveau réalisée par une équipe japonaise avec des 

rats nude de fond génétique ACI injectés avec un sérum anti-MBG fabriqué chez le lapin à 

paƌtiƌ d͛eǆtƌaits gloŵĠƌulaiƌes de ƌat100. Les rats nude injectés par le NTS développent une 

protéinurie et des lésions glomérulaires avec une dédifférenciation podocytaire et une 

prolifération mésangiale. Des dĠpôts liŶĠaiƌes d͛IgG de ƌat et de ĐoŵplĠŵeŶt soŶt oďseƌǀĠs 

mais les images histologiques ne permettent pas, cette fois, de conclure à la pƌĠseŶĐe d͛une 

prolifération extracapillaire. 

Ces deux expériences utilisant le modèle passif anti-MBG, ŵetteŶt l͛aĐĐeŶt suƌ l͛iŵpoƌtaŶĐe 

de l͛iŵŵuŶitĠ iŶŶĠe (Figure 8) dans la genèse des lésions glomérulaires, mais laissent 

entrevoir des contradiction au sein de la littĠƌatuƌe ĠtudiaŶt le ƌôle de l͛iŵŵuŶitĠ Đellulaiƌe 

dans le modèle. 

‘ÔLE DE L͛IMMUNITÉ INNÉE 

 

FIGURE 8: EFFECTEURS DE L'IMMUNITE INNEE ET MALADIES RENALES(NATURE REVIEWS IMMUNOLOGY) 

POLYNUCLEAIRES NEUTROPHILES 

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) sont observés dans les biopsies précoces de 

glomérulonéphrites post-streptococciques, purpura rhumatoïde, glomérulonéphrites 

membrano-prolifératives, néphrite lupique, et autres glomérulonéphrites à croissants. Durant 

la phase précoce de la néphrite toxique on note un afflux de PNN dans les capillaires péri-
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tubulaires et glomérulaires atteignant un pic entre 2h et 12h post-injection, comme montré, 

en 1965, par Dixon et Unanue101. La dĠplĠtioŶ eŶ PNN s͛aĐĐoŵpagŶe d͛uŶe diŵiŶutioŶ de la 

gravité du phénotype rénal et de la protéinurie. L͛affluǆ des PNN est dĠpeŶdaŶt de 

l͛eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt ĐǇtokiŶiƋue loĐal Đoŵŵe la pƌoduĐtioŶ de fraction C5a du complément, de 

l͛IL-8102 ou de l͛eǆpƌessioŶ ĠpithĠliale de CXCLϱ87. L͛utilisatioŶ de la ŵiĐƌosĐopie iŶtƌaǀitale a 

peƌŵis de ŵoŶtƌeƌ Ƌue le ĐoŶtaĐt eŶtƌe le PNN et le gloŵĠƌule est tƌğs ďƌef et Ƌu͛il est 

augmenté en Đas d͛iŶflaŵŵatioŶ. Ces PNN soŶt à l͛oƌigiŶe d͛uŶe pƌoduĐtioŶ de ‘O“ loĐale103. 

Dans le capillaire glomérulaire le PNN interagit étroitement grâce à son récepteur CD11b 

(Mac-1) avec la cellule endothéliale via les sélectines104,105, intégrines et l͛iŶteƌĐellulaƌ 

adhesion molecule 1 (ICAM-1). Les PNN vont participer à la phagocytose des complexes 

immuns in situ et vont produire des réactifs dérivés de l'oxygène (ROS) Đoŵŵe l͛H2O2 qui, en 

association avec la myéloperoxidase, vont aboutir aux lésions glomérulaires106. Un exemple 

paƌtiĐulieƌ ŵiŵaŶt la phǇsiopathologie de l͛atteiŶte ƌĠŶale de la ǀasĐulaƌite à ANCA, est 

l͛iŶjeĐtioŶ d͛aŶtiĐoƌps aŶti-myeloperoxidase chez la souris induisant des lésions de 

glomérulonéphrite extra-capillaire qui disparaissent si on déplète la souris en PNN107. Enfin, la 

NETose (Neutrophil extracellular trap) ou extravasation de la chromatine associé aux histones 

(ayant un effet cytotoxique en position extracellulaire) par les PNN aboutit aussi aux dégâts 

endothéliaux et épithéliaux glomérulaires observés dans la glomérulonéphrite108. 

Un acteur essentiel liant le dépôt glomérulaire des complexes immuns et l'activation des 

polynucléaires neutrophiles est leur récepteur au fragment constant des Ig (FcR)109. En effet, 

l'activation du récepteur FcR des PNN par les complexes immuns active localement la 

production de ROS par le PNN aboutissant à des lésions endothéliales. L'activation du FcR des 

PNN apparait comme suffisante pour aboutir aux lésions de façon indépendante des autres 

FcR des cellules résidentes rénales. Cette activation via le FcR des PNN stimule par ailleurs la 

production de chimiokines recrutant les autres cellules immunitaires110. Parmis les différentes 

sous-Đlasses de FĐ‘, le FĐɶ‘IIB joue uŶ ƌôle esseŶtiel daŶs le ĐoŶtƌôle de l'aĐtiǀatioŶ des PNN. 

La délétion de ce récepteur chez la souris entraîne une susceptibilité accrue au sérum 

néphrotoxique111. Au coŶtƌaiƌe, l'eǆpƌessioŶ tƌaŶsgĠŶiƋue de FĐɶIIIB et FĐɶIIA Đhez la souƌis 

FĐɶ-/- restaure la susceptibilité au sérum néphrotoxique112. 

RECEPTEURS DE TYPE TOLL (TOLL-LIKE RECEPTORS OU TLR) 
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Ces récepteurs présents à la membrane des macrophages et des cellules dendritiques sont un 

ĠlĠŵeŶt ĐlĠ de l͛iŵŵuŶitĠ iŶŶĠe eŶ ƌeĐoŶŶaissaŶt des ŵolĠĐules ŵiĐƌoďieŶŶes. L͛aĐtiǀatioŶ 

de ces récepteurs induit une cascade produisant des médiateurs inflammatoires comme 

l͛iŶteƌfĠƌoŶ ϭ. DaŶs le ŵodğle aŶti-MBG le TLR9 augmente le recrutement leucocytaire113 et 

les lésions rénales induites paƌ le LP“ ŶĠĐessiteŶt de l͛eǆpƌessioŶ du TL‘ϰ paƌ les Đellules 

tissulaires rénales (endothélium glomérulaire en particulier) et les cellules circulantes 

leucocytaires114. 

MACROPHAGES 

Les macrophages sont d͛iŵpoƌtaŶts acteurs favorisant le développement des lésions 

glomérulaires prolifératives. Leuƌ aĐtioŶ est tƌğs liĠe à l͛aĐtiǀatioŶ de la ĐasĐade de la 

coagulation qui, comme on le verra ci-dessous, est un élément lésionnel majeur. Dans le 

modèle anti-MBG passif accéléré chez le rat, le pourcentage de macrophages mesuré par un 

marquage anti-CD68 dans les croissants cellulaires était de 42% dans les lésions récentes et 

d'environs 70% dans les lésions glomérulaires avancées115. Les macrophages semblent 

atteindre la chambre urinaire en traversant la capsule de Bowman par des sites de rupture de 

celle-ci116,117. L͛affluǆ des macrophages vers le glomérule est organisé par différentes 

chimiokines comme le macrophage chemoattractant protein-1 (MCP-1)118,119 et son récepteur 

chemokine receptor 2B (CCR2B)120, macrophage inflammatory protein-1-alpha (MIP-ϭαͿ119 et 

l͛osteopoŶtiŶe121,122. Paƌ ailleuƌs des ŵolĠĐules d͛adhĠrence comme VCAM-1, ICAM-1 et 

CD44 exprimées par les cellules épithéliales pariétales peuvent exercer un rôle dans leur 

recrutement123,124. 

Les macrophages vont à leur tour amplifier la réponse inflammatoire en sécrétant du facteur 

tissulaire125, l͛iŶteƌleukiŶe ϭ115 et le TNF126. Cependant la source principale de TNF peut être 

les cellules résidentes rénales62. Le transforming growth factor β (TGFβ) sécrété, entre autres, 

par les macrophages et puissant inducteur de la production de collagène I, a un rôle dans la 

transformation fibreuse des croissants cellulaires et son blocage améliore les lésions 

glomérulaires dans le modèle anti-MBG127–129.  

Une étude a montré le rôle protecteur de la délétion du mannose récepteur, un PRR 

reconnaissant de nombreux pathogènes, exprimé par les macrophages activés et par les 

cellules mésangiales dans le modèle anti-MBG passif accéléré chez la souris malgré une 
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réponse humorale et T similaire que la souris wild-type 130. EŶfiŶ l͛eǆpƌessioŶ des ŵatƌiǆ 

ŵĠtalopƌotĠiŶases MMP est ĐoƌƌĠlĠe auǆ ĐƌoissaŶts Đellulaiƌes et à l͛aĐtiǀitĠ de la ŵaladie et 

en particulier MMP9 a un rôle protecteur dans le modèle anti-MBG via son activité 

fibrinolytique131,132. 

Enfin, le blocage du canal potassique Kv1.3 présent dans les macrophages et les lymphocytes 

T mémoire a montré son efficacité dans la diminution de la protéinurie et des lésions 

extracapillaires chez le rat133. 

CELLULES DENDRITIQUES 

Les cellules dendritiques (CD), pƌiŶĐipales Đellules pƌĠseŶtatƌiĐes d͛aŶtigğŶes, modulent la 

réponse immunitaire et infiltrent quasiment tous les organes cibles. Elles ont la particularité 

de ƌĠsisteƌ à l͛iƌƌadiatioŶ totale utilisĠe aǀaŶt les pƌoĐĠduƌes de gƌeffe de ŵoelle osseuse. La 

caractérisation de leurs fonctions propres est parfois difficile car elles ont des marqueurs 

communs avec les macrophages tissulaires. Dans le rein, en conditions physiologiques, les 

cellules dendritiques sont absentes des glomérules et sont identifiées grâce au marqueur 

CD11c134 et CMHII daŶs l͛iŶteƌstitiuŵ ƌĠŶal. Dans le modèle anti-MBG les données sur le rôle 

des cellules dendritiques sont controversées. Les CD recrutent les invariant NKT CXCR6+ qui 

ont un rôle régulateur135,136 et stimulent la production d'IL-10137 atténuant les lésions 

glomérulaires. Cependant, elles auraient un rôle pathogène activant la voie Th17 dans la 

phase tardive de la glomérulonéphrite138. Enfin, l͛iŶteƌaĐtioŶ du ƌĠĐepteuƌ CXϯC‘ϭ poƌtĠ paƌ 

les CD/macrophages et CX3CL1 expriŵĠ paƌ l͛ĠpithĠliuŵ ƌĠŶal, iŶduit eŶ Đas d͛agƌessioŶ, 

aggrave les lésions glomérulaires dans le modèle anti-MBG passif chez la souris139. 

INTERLEUKINE 15 

L͛iŶteƌleukiŶe ϭϱ est uŶe ĐǇtokiŶe de l͛iŵŵuŶitĠ iŶŶĠe Ƌui agit suƌ un récepteur 

hĠtĠƌotƌiŵĠƌiƋue ĐoŵposĠ d͛uŶe sous-unité α, d͛uŶe sous-unité β paƌtagĠe aǀeĐ l͛IL-2 et de la 

chaine ɶ ĐoŵŵuŶe. L͛IL-15, qui peut être produite par les cellules immunitaires mais aussi par 

certaines cellules épithéliales, active les lymphocytes T, B, NK et les PNN. Elle a des effets anti-

apoptotiques pouƌ les Đellules T, NK et les fiďƌoďlastes. L͛ĠƋuipe de “hiŶozaki a oďseƌǀĠ, de 

façon surprenante, que la délétion du gène Il15 était un facteur aggravant dans le modèle 

anti-MBG passif accéléré chez la souris en majorant notamment l͛apoptose des Đellules 

épithéliales tubulaires140. L͛IL-15 diminue la sécrétion de la chimiokine MCP-1. Le récepteur 
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de l͛IL-15 est localisé par PCR dans les cellules épithéliales tubulaires proximales. Il est conclu 

que cette cytokine pourrait être un facteur de survie local tubulaire médié par les cellules NK. 

Paradoxalement, la dĠlĠtioŶ du gğŶe de l͛IL-15 aboutit aussi à une déplétion en cellules NK et 

NKT, amenant une certaine complexité dans l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ de Đes ƌĠsultats. Les aspects 

ĐoŶĐeƌŶaŶt l͛IL-15 seront développés dans la partie 1 des résultats et dans la discussion de ce 

travail. 

RÔLE DU COMPLÉMENT 

 

FIGURE 9: SCHEMA DE LA CASCADE D'ACTIVATION DU COMPLEMENT (UPTODATE) 

Le système du complément (Figure 9) fait partie de la réponse immunitaire innée mais 

participe aussi dans les mécanismes immunitaires adaptatifs. Les protéines du complément 

circulantes, sont majoritairement produites par le foie, mais elles peuvent aussi être 

produites par les cellules rénales elles-mêmes. Ces protéines jouent un rôle important dans la 

génèse des lésions endothéliales observées lors des glomérulonéphrites. La cascade 

d͛aĐtiǀatioŶ du ĐoŵplĠŵeŶt, Ƌui ƌeĐoŶŶait les pathogğŶes et les Đellules du soi altĠƌĠes, 



40 

 

utilise 3 voies différentes : la voie classique, la voie des lectines et la voie alterne. Le 

ĐoŵplĠŵeŶt aĐtiǀĠ a ϯ tǇpes d͛effeĐteuƌs : les anaphylatoxines C3a et C5a qui sont des 

puissantes molécules pro-inflammatoires, les opsonines (C3b, iC3b et C3d) recouvrant les 

pathogğŶes ou Đellules Điďles aǀaŶt sa dĠgƌadatioŶ et le Đoŵpleǆe d͛attaƋue ŵeŵďƌaŶaiƌe 

C5b-9 qui a une action lytique sur les cellules opsonisées ou altérées141. 

Le ĐoŵplĠŵeŶt a uŶ ƌôle ŵajeuƌ daŶs l͛ĠliŵiŶatioŶ des Đoŵpleǆes iŵŵuŶs. DaŶs le ƌeiŶ le 

déficit en C3 est associé à la survenue de glomérulonéphrites médiées par les complexes 

immuns142. Plusieuƌs Ġtudes oŶt ŵoŶtƌĠ Ƌue paƌ l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie ĐlassiƋue, le 

complément amplifie les lésions glomérulaires au cours des glomérulonéphrites143–145. 

Les souris ayant une délétion génétique de C3 ou de C4 ont un recrutement de PNN diminué 

et des lésions glomérulaires amoindries dans un modèle passif anti-MBG montrant le rôle du 

complément dans le modèle146. Enfin, l͛aďseŶĐe des pƌotĠiŶes ƌĠgulatƌiĐes Đoŵŵe deĐaǇ-

accelerating factor (DAF ou CD55) aggrave les lésions dans ce même modèle. 

Le cas particulier de la glomérulonéphrite médiée par les antineutrophil cytoplasmic 

antibodies (ANCA) est iŶtĠƌessaŶt Đaƌ l͛aĐtiǀatioŶ des PNN et la geŶğse des lĠsioŶs iŵpliƋueŶt 

l͛interaction entre les ANCA et le récepteur du C5a (C5aR)147. 

La ŵodulatioŶ des pƌotĠiŶes ƌĠgulatƌiĐes du ĐoŵplĠŵeŶt a peƌŵis d͛aǀaŶĐeƌ daŶs la 

compréhension du rôle de cette voie dans la pathologie rénale. Une étude récente a comparé 

le rôle de la voie alterne du complément, utilisant des souris avec une délétion génétique du 

facteur B, dans le modèle passif et passif accéléré anti-MBG148. Les résultats reflètent que la 

dĠlĠtioŶ du faĐteuƌ B, et doŶĐ l͛iŶteƌƌuptioŶ de la ǀoie alteƌŶe, Ŷ͛a pas d͛effet daŶs le ŵodğle 

passif et cependant le modèle passif accéléré révèle un rôle protecteur de cette voie dans les 

GN médiées par les complexes immuns. Ces résultats sont en accord avec la participation de 

cette voie dans un modèle expérimental de néphrite lupique149.  

Enfin, le rôle pathogène de la suractivation de la voie alterne du complément est essentiel 

daŶs d͛autƌes tǇpes de pathologies gloŵĠƌulaiƌes Đoŵŵe la gloŵĠƌuloŶĠphƌite ŵeŵďƌaŶo-

proliférative, la glomérulopathie à dépôts de C3 et les micro-angiopathies thrombotiques, 

mais ceci ne sera pas discuté dans ce travail.  

ROLE DE LA COAGULATION 
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Les dépôts glomérulaires de fibrine sont une caractéristique histologique des GNEC chez 

l͛Hoŵŵe et daŶs les ŵodğles eǆpĠƌiŵeŶtauǆ.Ils sont le reflet des lésions endothéliales 

sévères et des altérations locales de la cascade de la coagulation associées à un déficit des 

systèmes fibrinolytiques voire une production accrue de fibrine (Figure 10). Les modèles 

animaux ont montré que la défibrination peut prévenir150 voire reverser la formation de 

croissants glomérulaires151. 

 

FIGURE 10: REGULATEURS DE LA COAGULATION AVEC UNE FONCTION EN PATHOLOGIE RENALE (MADHUSUDAN 

ET AL. 2015) 

Le facteur tissulaire (FT), liant et activant le facteur VII, semble être un élément initiateur 

aboutissant in fine au dépôt de fibrine glomérulaire dans les GNEC125. Il peut être exprimé par 

les Đellules eŶdothĠliales, les podoĐǇtes et les ŵaĐƌophages. Le TNF et l͛iŶteƌleukiŶe ϭ 

sécrétés par les macrophages stimulent la production endothéliale glomérulaire de FT152. Au 
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cours des glomérulonéphrites le FT est produit par les cellules glomérulaires dans la phase 

précoce et par les macrophages dans un deuxième temps125. L͛iŶhiďiteuƌ du faĐteuƌ tissulaiƌe, 

Ƌui est diŵiŶuĠ daŶs la phase iŶitiale de la GN aloƌs Ƌue l͛eǆpƌessioŶ de FT augŵeŶte, aĐĐƌoit 

son expression dans les phases tardives limitant les dépôts de fibrine dans un modèle anti-

MBG chez le lapin et chez l͛Hoŵŵe153,154. L͛adŵiŶistƌatioŶ d͛uŶ iŶhiďiteuƌ du FT ƌeĐoŵďiŶaŶt 

a un effet protecteur dans le modèle expérimental de GN chez le lapin diminuant les dépôts 

de fibrine et la formation de croissants glomérulaires153. 

La thrombine, clivant le fibrinogène pour former les monomères de fibrine, participe aussi à la 

genèse des lésions glomérulaires comme le montre une étude chez la souris utilisant 

l͛hiƌudiŶe, uŶ aŶtagoŶiste de la thƌoŵďiŶe et la dĠlĠtioŶ gĠŶĠtiƋue de PA‘-1 (protease-

aĐtiǀatoƌ ƌeĐeptoƌ ϭͿ, uŶ ƌĠĐepteuƌ Đellulaiƌe de la thƌoŵďiŶe eǆpƌiŵĠ paƌ l͛eŶdothĠliuŵ, les 

cellules ŵĠsaŶgiales et l͛ĠpithĠliuŵ ƌĠŶal. Ces deuǆ appƌoĐhes aďoutisseŶt à uŶe pƌoteĐtioŶ 

des souris et une diminution du pourcentage de croissants glomérulaires dans le modèle 

passif accéléré anti-MBG155. Le niveau de thrombine mesurée dans les urines a été testé par 

une étude cherchant à développer des marqueuƌs de GN à ĐƌoissaŶts Đhez l͛Homme. Le 

niveau de thrombine est plus élevé dans cette pathologie Ƌue daŶs d͛autƌes pathologies ŶoŶ-

prolifératives avec une spécificité de 90% mais une sensibilité médiocre autour de 70%156. 

Le système fibrinolytique a aussi un rôle majeur dans la formation et la résolution des lésions 

extracapillaires glomérulaires157 (Figure 11). La plasmine, Ƌui ĐatalǇse l͛hǇdƌolǇse de ĐeƌtaiŶes 

liaisons peptidiques, est Đapaďle de lǇseƌ la fiďƌiŶe. La plasŵiŶe pƌoǀieŶt de l͛aĐtiǀatioŶ du 

plasminogène (synthétisé par le foie) paƌ l͛uƌokiŶase et paƌ l͛aĐtiǀateuƌ tissulaiƌe du 

plasminogène (tPA) Ƌui est sĠĐƌĠtĠ paƌ l͛eŶdothĠliuŵ. Le tPA est inhibé par les inhibiteurs de 

l͛aĐtiǀateuƌ du plasŵiŶogğŶe ;PAI-1 et PAI-2). Dans les GN humaines et le modèle anti-MBG 

on mesure une baisse du système fibrinolytique avec une diminution du tPA et une 

augmentation de PAI-1 résultant en un dépôt accru de fibrine glomérulaire157–159. Le 

ƌĠĐepteuƌ de l͛uƌokiŶase (uPAR) est aussi élevé dans les GNEC humaines160. La fibrine stimule 

par ailleurs le recrutement des macrophages. Le récepteur cellulaire PAR-2, présent dans les 

cellules glomérulaires et les macrophages aggrave les lésions de GN via une augmentation de 

PAI-1 et une inhibition de MMP-9. La délétion de PAR-2 chez la souris est par ailleurs 

protectrice dans le modèle et diminue le niveau de PAI-1 et les dépôts de fibrine131. La 

vitronectine, une protéine circulante sécrétée par les hépatocytes, stabilise le PAI-1 
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augmentant sa demi-vie mais a aussi un rôle dans la prolifération cellulaire épithéliale et dans 

l͛iŶhiďitioŶ de la ǀoie teƌŵiŶale du ĐoŵplĠŵeŶt. La vitronectine est aussi détectée dans les 

lĠsioŶs de GN Đhez l͛Hoŵŵe et de façoŶ iŶtĠƌessaŶte elle peut ġtƌe ĠliŵiŶĠe paƌ les ĠĐhaŶges 

plasmatiques à différence du PAI-1. Des résultats discordants ont été publiés concernant 

l'effet de la délétion de PAI-1. En effet, une équipe australienne a montré que sa délétion 

protégéait les animaux et diminuait les lésions glomérulaires dans le modèle passif 

accéléré158. Cependant, de façon contradictoire, la délétion génétique de PAI-1 chez la souris 

dans un modèle passif anti-MBG aurait un rôle aggravant et activerait la production locale du 

facteur pro-fibrosant TGFβ161 ce qui montre un rôle plus complexe de PAI-ϭ Ƌui Ŷ͛est pas 

liŵitĠ à l͛iŶhiďitioŶ du tPA162. Ces résultats discordants se sont révélés être expliqués par une 

différence du fond génétique des souris utilisées. 
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FIGURE 11: CASCADE DE LA COAGULATION ET FORMATION DES LESIONS EXTRACAPILLAIRES GLOMERULAIRES 

(MADHUSUDAN ET AL. 2015) 

ROLE DES EFFECTEURS EPITHELIAUX 

Classiquement, la prolifération cellulaire extracapillaire a été vue comme un afflux de cellules 

iŶflaŵŵatoiƌes ĐiƌĐulaŶtes ĐoloŶisaŶt depuis l͛iŶterstitium ou le compartiment vasculaire la 

chambre urinaire. Cependant, les études récentes accordent un rôle majeur dans la 

constitution du croissant cellulaire à la prolifération des cellules épithéliales glomérulaires 

(podocytes et cellules pariétales glomérulaires). Ces cellules sont des acteurs clés dans la 

constitution des lésions glomérulaires et donc dans le pronostic rénal. De ce fait ces cellules 

épithéliales glomérulaires se révèlent comme des cibles thérapeutiques potentielles dans les 

glomérulonéphrites.  
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CELLULES EPITHELIALES PARIETALES GLOMERULAIRES 

Les cellules pariétales glomérulaires recouvrent la face interne de la capsule de Bowman et 

ont une capacité de prolifération en conditions pathologiques. Une meilleure caractérisation 

récente de ce type cellulaire par des protéines comme la claudin-1163, ZO-1 ou la sestrin-2164 

peut permettre une meilleure compréhension du rôle de ce type cellulaire dans les 

glomérulopathies. Un grand pas en avant a été réalisé par les études récentes de l͛ĠƋuipe 

allemande de Marcus Moeller qui, en utilisant des souris transgéniques ayant des cellules 

pariétales fluorescentes, montre que la prolifération de ces cellules constitue en grande 

partie des croissants cellulaires lors des glomérulonéphrites165. Les stimuli de ces cellules sont 

des facteurs de croissance comme le PDGF ou le FGF-2166 ou le facteur macrophagique 

MIF167. Ces cellules activées expriment le CD44 et peuvent changer de phénotype pour 

devenir des pseudo-cellules macrophagiques inflammatoires et produire du collagène I168,169 

ou d'autres protéines de la matrice extracellulaire comme la fibronectine. 

PODOCYTES 

Pendant longtemps les podocytes étaient vus comme des cellules en différenciation terminale 

et saŶs ĐapaĐitĠ de pƌolifĠƌatioŶ. Cet aspeĐt les eǆĐluait d͛uŶe paƌtiĐipation quelconque dans 

la prolifération extra-cellulaire. Cependant, l͛ĠƋuipe de M. Moelleƌ a rapporté que chez la 

souris jeune, les cellules pariétales peuvent proliférer et se différencier en podocytes170. Les 

synéchies entre podocytes et cellules pariétales sont un élément précoce dans la 

glomérulonéphrite171 et les cellules podocytaires proliférantes composeraient un quart de la 

masse totale du croissant cellulaire dans le modèle anti-MBG chez la souris54. Les podocytes 

sont aussi retrouvés dans les GN humaines55. 

Il est intéressant de noter que des altérations génétiques podocytaires peuvent conduire à 

une modulation des lésions eǆtƌaĐapillaiƌes ƌĠŶales ŵoŶtƌaŶt l͛iŵpoƌtaŶĐe de Đe tǇpe 

cellulaire dans la genèse des lésions. La seule délétion podocytaire spécifique du gène Vhl, 

protéine qui participe à la dĠgƌadatioŶ ǀia le pƌotĠasoŵe des faĐteuƌs de ƌĠpoŶse à l͛hǇpoǆie 

HIFα, provoque une prolifération podocytaire et des lésions extracapillaires chez la souris. Ces 

anomalies s'associent  avec une protéinurie et une perte de fonction rénale médiée par une 

surexpression du récepteur pro-inflammatoire Cxcr4172. Paƌ ailleuƌs, l͛eǆpƌessioŶ de l͛heparin-

binding epidermal growth factor (HB-EGF) a été montrée dans les podocytes pendant la 

glomérulonéphrite chez la souris173 et Đhez l͛Hoŵŵe174. La délétion podocytaire du récepteur 
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de l͛EGF diŵiŶue, par ailleurs, la gravité des lésions glomérulaires extracapillaires dans le 

modèle anti-MBG suggĠƌaŶt Ƌue les iŶhiďiteuƌs d͛EGF‘ pouƌƌaieŶt ġtƌe uŶe Điďle 

thĠƌapeutiƋue d͛iŶtĠƌġt daŶs les gloŵĠƌuloŶĠphƌites. 

Plus ƌĠĐeŵŵeŶt, l͛aĐtiǀatioŶ de la ǀoie iŵpliƋuaŶt la ŶuĐleaƌ faĐtoƌ eƌǇthƌoid Ϯ-related factor 

2 (NRF2) et la peroxisome proliferator-activated receptor ɶ (PPARɶ) podocytaire, pouvant être 

activée par la pioglitazone, a été identifiée comme un facteur de survie du podocyte face à 

l͛agƌessioŶ iŵŵuŶe daŶs le ŵodğle aŶti-MBG passif et les podocytopathies toxiques chez la 

souris175,176. Par ailleurs, une étude récente de petite taille, rapporte un effet bénéfique des 

thiazolidinediones en association aux corticoïdes dans le traitement du syndrome 

ŶĠphƌotiƋue Đhez l͛eŶfaŶt176. 

Enfin, la signalisation JAK/STAT classiquement décrite dans les cellules immunitaires aurait 

aussi un rôle dans les mécanismes de protection ou dédifférenciation podocytaire. En effet, la 

délétion podocyte-spécifique de Stat3, ayant montré son rôle protecteur dans un modèle de 

néphropathie associée au VIH177, a aussi le même rôle dans le modèle anti-MBG chez la 

souris79 et peut ġtƌe aĐtiǀĠe paƌ l͛IL-6. Cette notion sera développée en détail dans la 

discussion.  

ROLE DES CELLULES PROGENITRICES RENALES 

Deux études ont permis de détecter des progéniteurs CD133+/CD24+ sur le pôle urinaire ou 

ǀasĐulaiƌe de la Đapsule de BoǁŵaŶ Ƌui peuǀeŶt se diffĠƌeŶĐieƌ eŶ podoĐǇtes. D͛apƌğs uŶe 

équipe italienne, la pƌolifĠƌatioŶ de Đes Đellules pouƌƌait ġtƌe à l͛oƌigiŶe de la foƌŵatioŶ des 

croissants cellulaires178,179. 

CELLULES ENDOTHELIALES  

La cellule endothéliale est une interface essentielle entre le compartiment vasculaire et le 

tissu. Elle régule, entre autre, le recrutement leucocytaire et l͛oǆǇgĠŶatioŶ tissulaiƌe. La lésion 

glomérulaire dans les glomérulonéphrites est initiée à partir du compartiment vasculaire. Les 

dépôts immuns glomérulaires ou les agressions inflammatoires proviennent de la circulation 

sanguine et la cellule endothéliale glomérulaire est la première cellule touchée. Le caractère 

fenestré de l'endothélium glomérulaire et la pression de filtration à laquelle il est soumis 

autoriserait aux anticorps circulants l͛aĐĐès à la membrane basale et/ou aux podocytes. Les 

phénomènes thrombotiques intra-glomérulaires observés dans les glomérulonéphrites sont 



47 

 

un bon exemple de cette altération endothéliale primitive. Dans le modèle anti-MBG chez la 

souris et le rat on note une perte de la différenciation endothéliale focale et précoce180,181. 

L'étude des marqueurs endothéliaux comme Tie-2, l'angiopoietine 1, VEGFR2 a mis en 

évidence une baisse de tous ces marqueurs de différenciation à J14 et J21 de l'injection du 

sérum attestant d'une destruction de l'endothélium180. Dans une autre étude de notre groupe 

chez la souris, on observe des lésions endothéliales (turgescence endothéliale, perte des 

fenestrations) et des doubles contours de la MBG dans le modèle. Ces lésions sont 

complétées par des lésions de mésangiolyse , et sont toutes caractéristiques de la micro-

angiopathie thrombotique46 (MAT). Ces lésions sont dépendantes du niveau de VEGFR2 

endothélial qui varie à son tour en fonction du fond génétique de la souris. Ces lésions 

histologiques de MAT soŶt aussi oďseƌǀĠes daŶs ĐeƌtaiŶs Đas de GNEC Đhez l͛Hoŵŵe182,183. 

L͛adŵiŶistƌatioŶ de VEGF eǆogğŶe, ŵajoƌitaiƌeŵeŶt pƌoduit paƌ les podoĐǇtes daŶs le 

gloŵĠƌule à l͛Ġtat phǇsiologiƋue et agissaŶt Đoŵŵe un facteur de survie endothélial 

glomérulaire a montré un rôle protecteur dans le modèle anti-MBG chez le rat à un temps 

tardif184. Enfin, l͛aĐtiǀitĠ du VEGF/VEGFR est augmentée dans les glomérules des patients 

atteints de GNEC185. 

 CIBLES THERAPEUTIQUES ACTUELLES DANS LES GNEC 

Les GNEC ĠǀolueŶt ŶatuƌelleŵeŶt ǀeƌs l͛I‘C teƌŵiŶale eŶ ƋuelƋues seŵaiŶes ou ŵois eŶ 

absence de traitement. Malgré des étiologies différentes, le traitement actuel des 

glomérulonéphrites extracapillaires repose sur des principes communs avec quelques 

différences en fonction de la pathologie diagnostiquée. 

Les gloŵĠƌuloŶĠphƌites ƌapideŵeŶt pƌogƌessiǀes soŶt ĐlassĠes Đhez l͛Hoŵŵe eŶ plusieurs 

catégories : maladie anti-MBG (Goodpasture), GN avec dépôts de complexes immuns, GN 

pauci-immunes et un sous-groupe dit idiopathique (sans dépôts glomérulaires ni anticorps 

circulants détectés). Elles partagent, Đoŵŵe oŶ l͛a ǀu, une lésion commune la prolifération 

eǆtƌaĐapillaiƌe et l͛aĐtiǀatioŶ de la ĐasĐade de ĐoagulatioŶ iŶtƌa-glomérulaire. 

Le degƌĠ d͛atteiŶte de la foŶĐtioŶ ƌĠŶale, le pouƌĐeŶtage de gloŵĠƌules pƌĠseŶtaŶt uŶe 

prolifération cellulaire ou une sclérose et le pourcentage de fibrose interstitielle retrouvée à 

la biopsie rénale peuvent guider le traitement du néphrologue. 



48 

 

Les Đhoiǆ thĠƌapeutiƋues aĐtuels ĐiďleŶt l͛iŵŵuŶitĠ et doŶĐ ŵajoƌitaiƌeŵeŶt le ĐoŵpaƌtiŵeŶt 

circulant. Les avancées physiopathologiques montrant que le tissu rénal est un acteur majeur 

de sa propre agression ne se traduisent pas à ce jour par des thérapeutiques ciblées. 

Cependant, certaines des thérapeutiques à visée immunosuppressive couramment utilisées 

peuvent, comme on le verra, produire des effets sur le tissu rénal lui-même. En effet, le 

système immunitaire et les Đellules ƌĠsideŶtes ƌĠŶales Đoŵŵe l͛ĠpithĠliuŵ paƌtageŶt des 

voies de signalisation communes ajoutant un niveau de complexité supplémentaire à 

l͛iŶteƌpƌĠtatioŶ des effets thĠƌapeutiƋues.  

Dans le domaine des GNEC les attitudes thérapeutiques actuelles sont assez mal 

documentées et le rationnel scientifique est limité. Paƌ eǆeŵple, à Đe jouƌ l͛iŶtĠƌġt des 

iŵŵuŶosuppƌesseuƌs et les ĐoƌtiĐoïdes daŶs uŶe autƌe pathologie Ƌui peut s͛aĐĐoŵpagŶeƌ de 

prolifération extracapillaire Đoŵŵe la ŶĠphƌopathie à dĠpôts ŵĠsaŶgiauǆ d͛IgA est eŶĐoƌe 

largement débattue186. 

Les drogues utilisées de nos jours dans ce vaste spectre de pathologies sont assez réduites et 

incluent les corticostéroïdes en bolus intraveineux puis par voie orale, la cyclophosphamide 

orale ou intraveineuse, le rituximab voire les échanges plasmatiques. 

DaŶs l͛atteŶte du ƌĠsultat de la ďiopsie ƌĠŶale et/ou du ďilaŶ iŵŵuŶologique, un traitement 

empirique par bolus de corticoïdes est souvent débuté en cas de forte suspicion de GNRP. Les 

pƌeŵiğƌes Ġtudes oŶt eŶ effet suggĠƌĠ l͛aďseŶĐe d͛effiĐaĐitĠ de la dose staŶdaƌd oƌale de 

corticoïdes dans le démarrage du traitement et on fait proposer des bolus. 

Dans le cadre de la maladie anti-MBG (Goodpasture) la plupart des études ne sont pas 

contrôlées187. Le fait que les patients ayant un début de traitement précoce aient un meilleur 

pronostic rénal peut juste traduire une sévérité initiale différente de la maladie. 

Une seule étude randomisée étudiant le rôle des échanges plasmatiques dans cette 

pathologie a analysé 17 patients. Elle a comparé un régime immunosuppresseur (corticoïdes 

et cyclophosphamide) seul versus un régime immunosuppresseur associé à des échanges 

plasmatiques. Le tauǆ d͛I‘CT à la fiŶ du tƌaiteŵeŶt Ġtait supĠƌieuƌe daŶs le gƌoupe aǇaŶt eu 

des échanges plasmatiques mais les auteurs précisent que ce groupe avait des 

caractéristiques histologiques plus favorables et une fonction rénale moins altérée de base188. 
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UŶe des ĐoŶĐlusioŶs de l͛Ġtude est Ƌue les patieŶts aǇaŶt ŵoiŶs de ϯϬ% de lĠsioŶs 

extracapillaires et une créatininémie inférieure à 265 µmol/L avaient un meilleur pronostic 

que les patients ayant une atteinte extracapillaire sévère et plus de 354 µmol/L de 

créatinémie au diagnostic. Cette étude est corroborée par une étude rétrospective chinoise 

sur 221 patients étudiant les facteurs de risque associés au mauvais pronostic rénal qui 

retrouve la créatininémie au diagnostic comme facteur de mauvais pronostic et suggère que 

l͛assoĐiatioŶ stéroïdes, cyclophosphamide et échanges plasmatiques est associée à une 

meilleure survie189. La fonction rénale au diagnostic et le pourcentage de croissants semblent 

être des critères pronostics retrouvés dans la majorité des études rétrospectives190 . De facto, 

les patients ƌeƋuĠƌaŶt l͛ĠpuƌatioŶ eǆtƌa-rénale au diagnostic ou ayant 100% de lésions 

pƌolifĠƌatiǀes à la ďiopsie Ŷ͛oŶt souvent pas de récupération rénale. 

I. LESIONS GLOMERULAIRES NON-INFLAMMATOIRES: LA HYALINOSE 

SEGMENTAIRE ET FOCALE (HSF) 

L͛atteiŶte gloŵĠƌulaiƌe oďseƌǀĠe daŶs les ŵaladies ƌĠŶales peut aussi pƌeŶdƌe uŶe foƌŵe ŶoŶ 

pƌolifĠƌaŶte et ŶoŶ iŶflaŵŵatoiƌe. L͛ĠlĠŵeŶt ŵaƌƋuaŶt de Đe deuǆiğŵe tǇpe de 

glomérulopathies est une atteinte sélective de la barrière glomérulaire et en particulier des 

cellules épithéliales glomérulaires : le podocyte. Les lésions d'HSF sont à l'origine de 20% des 

syndromes néphrotiques de l'enfant et de 40% chez l'adulte aux USA191. Il s'agit de la 

première cause glomérulaire primitive d'IRCT aux USA.  

La symptomatologie se caractérise par une fuite protéique dans les urines constituée 

pƌiŶĐipaleŵeŶt d͛alďuŵiŶe, la pƌotĠiŶe ŵajoƌitaire du plasma. Le syndrome néphrotique, 

aboutissement clinique de cette atteinte glomérulaire non inflammatoire, associe une 

pƌotĠiŶuƌie de foƌt dĠďit ;>ϯg/ϮϰhͿ et uŶe ďaisse de l͛alďuŵiŶe plasŵatiƋue (<30g/L).  
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FIGURE 12: LESION GLOMERULAIRE DE HYALINOSE SEGMENTAIRE ET FOCALE (KATHERINE DELL, CLEVELAND 

CLINIC, OHIO, USA) 

Cette atteinte glomérulaire se caractérise par une altération morphologique du floculus 

glomérulaire avec une rétraction focale, un détachement des cellules podocytaires et des 

synéchies avec la capsule de Bowman (Figure 12). L͛aƌĐhiteĐtuƌe Đapillaiƌe effoŶdƌĠe assoĐiĠe 

à ces altérations épithéliales constitue des lésions de hyalinose segmentaire et focale (HSF). 

 

FIGURE 13: LESION DE HSF EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DE TRANSMISSION 
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En microscopie électronique (Figure 13) la lésion princeps est une dédifférenciation de la 

cellule podocytaire avec en particulier une fusion des pédicelles, les expansions 

cytoplasmiques recouvrant les capillaires glomérulaires et dont l'association étroite constitue 

le diaphragme de fente192. Cette lésion glomérulaire, qui comme la prolifération 

extracapillaire, est non-spécifique et commune à plusieurs pathologies, évolue vers la sclérose 

glomérulaire globale et à la perte de fonction rénale. Les différentes études ont conclu à 

l'atteinte du podocyte comme le mécanisme principal de cette lésion. Le podocyte, cellule 

très différenciée et polarisée, a un cytosquelette d'actine. Cette cellule grâce à ses 

prolongements cytoplasmiques, les pédicelles, et aux facteurs de survie qu'il sécrète (ex: 

VEGFA) procure un soutien structurel aux capillaires glomérulaires. Le podocyte synthétise 

par ailleurs les protéines constituant le diaphragme de fente et une partie de la matrice extra-

cellulaire de la MBG en association avec l'endothélium193. 

Sur le plan histologique, on a décrit plusieurs types de hyalinose segmentaire et focale mais 

l'association d'un type histologique à une étiologie ou à un pronostic n'est pas clairement 

démontrée194. Seules les formes collapsantes semblent avoir un pronostic moins bon sur deux 

études de cohorte195,196. L'oblitération des capillaires glomérulaires par l'effondrement de 

leur structure et l'accumulation de matrice extra-cellulaire est une caractéristique 

histologique de l'HSF. Des protéines plasmatiques sont accumulées et ont donné le nom de 

hyalinose à la lésion. On note des synéchies entre les podocytes et la capsule de Bowman 

avec des cellules podocytaires détachées de la MBG. Au niveau de ces synéchies on note une 

accumulation de matrice extracellulaire produite par les cellules pariétales activées qui 

peuvent migrer et coloniser le floculus. Les podocytes, parfois turgescents, forment une 

couronne entourant les capillaires collapsés. On ne note habituellement pas d'altérations 

associées de la membrane basale glomérulaire. La microscopie électronique montre 

l'effacement et la fusion des pédicelles. En immuno-fluorescence des dépôts d'IgM et de 

fraction C3 du complément peuvent être observés de façon non-spécifique. Il existe une 

classification histologique différenciant les HSF (Figure 14) péri-hilaires, cellulaires, de type 

tip-lesion (pôle urinaire), collapsantes et non-spécifiques (Not-otherwise-specified ou NOS). 

La forme collapsante est à des tableaux cliniques plus sévères avec des syndromes 

néphrotiques et ont une prédominance ethnique chez le descendants d'origine africaine. Le 

pronostic est moins bon que les autres formes et l'arrivée au stade IRCT est plus précoce197. 
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FIGURE 14: CLASSIFICATION DE COLUMBIA DES TYPES HISTOLOGIQUES DE HSF (BARISONI ET AL. 2009) 

Malgré une avancée dans le domaine, aǀeĐ eŶ paƌtiĐulieƌ la ƌeĐheƌĐhe d͛étiologies 

génétiques, au moins 80% des HSF sont dites idiopathiques192. La mort du podocyte, une 

cellule très différencié, est un des principaux mécanismes lésionnels. En effet, la déplétion 

podocytaire induite par une toxine diphtérique spécifiquement produite in situ dans ces 

cellules chez la souris, a montré que la perte de plus de 40% des podocytes entraîne 

l'apparition des lésions d'HSF, une protéinurie et une dégradation de la fonction rénale198. Par 

ailleurs on note que la lésion podocytaire peut se propager par contigüité car dans une étude 

utilisant un modèle chimérique, l'atteinte des cellules podocytaires transgéniques exprimant 

la toxine se propage aux cellules adjacentes non transgéniques par des mécanismes encore 

méconnus199. 

Dans le modèle de HSF induit par l'adriamycine (doxorubicine) chez la souris, que nous avons 

utilisé dans la partie 2 des résultats et détaillé par la suite, la souris BALB/c a une 

susceptibilité accrue alors que la souris C57BL/6 est clairement résistante. Une étude récente 

a permis de déterminer le gène de susceptibilité de la souche BALB/c comme associé au gene 

Prkdc (protein kinase, DNA-activated, catalytic protein). Ce géne participe au système de 

réparation de l'ADN double-brin200. La souris BALB/c aurait un système de réparation déficient 

qui semble demasqué par la toxicité induite par l'adriamycine, un agent intercalant.  
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Nous allons détailler les causes des HSF primitives et secondaires et nous focaliser 

paƌtiĐuliğƌeŵeŶt suƌ les H“F seĐoŶdaiƌes liĠes à l͛hǇpeƌteŶsioŶ aƌtĠƌielle. Nous pƌĠseŶteƌoŶs 

deux modèles expérimentaux de lésions épithéliales glomérulaires induits par des agressions 

acquises: un modèle expérimental de podocytopathie toxique : la podocytopathie à 

l͛adƌiaŵǇĐiŶe Đhez la souƌis et uŶ ŵodğle d͛atteiŶte gloŵĠƌulaiƌe hǇpeƌteŶsiǀe, le ŵodğle 

ŵuƌiŶ paƌ peƌfusioŶ ĐoŶtiŶue d͛aŶgiotensine II. 

HSF ET DETERMINANTS GENETIQUES PODOCYTAIRES 

En 1998 la néphrine a été identifiée comme le constituant principal du diaphragme de fente 

podocytaire201. La découverte de mutations dans son gène NPHS1 dans des HSF familiales202 

ont marqué le début d'une recherche menant à la découverte de nombreux gènes de 

susceptibilité podocytaire comme NPHS2
203 (codant pour la podocine) dont la mutation 

aboutit aux lésions d'HSF.  

Même si les mutations dans les gènes NPHS1 et NPHS2 sont les plus fréquentes, d'autres 

gènes cibles ont été identifiés et sont résumés dans le Tableau 3. Ces mutations aboutissent à 

un syndrome néphrotique apparaissant le plus souvent dans les étapes précoces de la vie et 

étant résistant aux stéroïdes. En effet, chez les enfants de moins de un an présentant un 

syndrome néphrotique le test génétique retrouve une mutation d'un de ces gènes dans plus 

de 60% des cas. Les gènes identifiés sont impliqués dans la croissance podocytaire, la 

différenciation, les mécanismes de motilité cellulaire, les interactions inter-cellulaires ou 

cellule-matrice extracellulaire. Souvent ces mutations aboutissent à une déstructuration du 

cytosquelette d'actine et à la fusion des pédicelles. Le podocyte est sensible au stress 

mécanique ou shear-stress204,205 et des facteurs de susceptibilité induits par des mutations 

génétiques peuvent aggraver les lésions dûes à une seconde agression environnementale 

comme l'hyperpression glomérulaire, la production de ROS ou un agression toxique (ex: 

lésions de l'ADN par l'adriamycine). Ces facteurs de susceptibilité peuvent donc n'être 

symptomatiques qu'à l'âge adulte. 

Certains micro-ARN comme le micro-ARN-30 régulent certains gènes ayant un rôle dans la 

signalisation calcique/calcineurine comme TRPC6. En effet, la diminution génétique de miR-30 

active la voie des calcineurines et l'expression des gènes TRPC6, PPP3CA, PPP3CB, PPP3R1, et 
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NFATC3. Ces souris ont une protéinurie et des altérations podocytaires ultrastructurelles206 en 

lien avec le cytosquelette d'actine.  

Un exemple de susceptibilité, déjà évoqué au début de l'introduction, est les mutations du 

gène APOL1 associées à un risque accru d'HSF et d'évolution vers l'IRCT dans la population 

africaine. Les mécanismes lésionnels dépendant de APOL1 ne sont pas encore clairement 

élucidés3. Une étude in vitro récente suggère une dysrégulation du potassium intracellulaire 

induisant un stress cellulaire et la mort cellulaire dans des cellules embryonnaires humaines 

surexprimant APOL1
207. 
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TABLEAU 3 : CAUSES GENETIQUES DE HSF (D'AGATI ET AL. 2011) 
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HSF IDIOPATHIQUE 

La recherche d'un facteur circulant responsable des lésions d'HSF a fait l'objet de très 

nombreuses études. En effet, certains patients atteints d'HSF récidivent très précocement 

leur syndrome néphrotique après transplantation rénale. Les échanges plasmatiques 

permettent parfois de contrôler la pathologie suggérant fortement la présence d'un facteur 

dit "de perméabilité glomérulaire" circulant208. Par ailleurs, l'injection de sérum humain de 

patients souffrant d'HSF chez le rat, semble induire une perméabilité à l'albumine sur des 

glomérules isolés ex vivo et une albuminurie avec effacement des pédicelles in vivo. Plusieurs 

candidats ont été proposés comme la cardiotrophine-like cytokine 1208, la protéine CASK ou le 

récepteur soluble de l'urokinase (suPAR)209 plus récemment, mais les preuves expérimentales 

sont contradictoires et ne permettent pas à ce jour des conclusions solides210,211. 

HSF ET VIRUS 

Le podocyte peut être la cible de certaines infections virales comme le VIH-1 et aboutir à des 

lésions de hyalinose segmentaire et focale. En effet, le VIH-1 infecte le podocyte et les cellules 

tubulaires et peut persister dans l'épithélium rénal malgré un traitement anti-rétroviral bien 

conduit et une normalisation du taux de CD4212. Le type d'HSF associée avec l'infection liée au 

VIH-1 est une forme généralement collapsante et d'évolution rapide213. Les gènes nef et vpr 

ont été identifiés comme clés dans l'atteinte podocytaire en interagissant avec les protéines 

podocytaires214. Nef peut interagir avec le domaine SH3 de la famille des kinases Src et ainsi 

activer STAT3 et la voie des MAP kinases pour aboutir à une dédifférenciation et une 

prolifération podocytaire215–217. Nef interagit aussi avec la diaphanous interacting protein 

(DIP) pour aboutir à la dérégulation du cytosquelette d'actine via une surexpression de Rac1 

et une réduction de RhoA. Vpr à son tour est responsable de l'arrêt en phase G2 et de 

l'apoptose des cellules épithéliales tubulaires par une suractivation de ERK218. D'autres virus 

ont été associés à des lésions d'HSF comme le parvovirus B19219, le sv40220, le 

cytomégalovirus221 et l'Epstein-Barr virus222. 

HSF TOXIQUES 



57 

 

Les mécanismes des HSF associées aux toxiques ne sont pas clairement élucidés. La 

consommation d'héroïne a été associée dans les années 1970-1980 à des cas d'HSF mais les 

cas sont beaucoup plus rares de nos jours et un rapport avec des composants utilisés pour 

couper la drogue étaient probablement en cause223. L'interféron utilisé principalement dans 

le traitement des hépatites C (IFNα) et de la sclérose en plaques (IFNβ) a été impliqué dans la 

genèse des lésions d'HSF224. Le podocyte ayant des récepteurs pour l'IFNα et β peut être en 

effet une cible directe du traitement. Le pamidronate, un biphosphonate inhibiteur des 

ostéoclastes a aussi été associé à des cas d'HSF où la protéinurie et l'altération de la fonction 

rénale étaient améliorées par l'arrêt du médicament225. Le pamidronate a un effet sur le 

cytosquelette d'actine des ostéoclastes et pourrait avoir un mécanisme de toxicité similaire 

pour le podocyte. En transplantation rénale, les anticalcineurines et le sirolimus (inhibiteur de 

la mammalian target of rapamycin) ont aussi été associés à des cas de HSF lié à l'effet 

vasoconstricteur des anticalcineurines et à l'effet propre du sirolimus226,227 sur les 

constituants du cytosquelette podocytaire et du diaphragme de fente comme la néphrine. 

LESIONS PODOCYTAIRES SECONDAIRES ADAPTATIVES: L'HYPOTHESE HEMODYNAMIQUE 

Chez l'Homme, on sait que quelques années après une néphrectomie unilatérale, le débit de 

filtration glomérulaire n'est pas divisé par deux mais peut atteindre 70% de la valeur initiale. 

Cette observation implique que, le rein ayant un nombre limité de glomérules à l'âge adulte, 

les glomérules du rein restant augmentent leur taux de filtration. C'est un phénomène 

nommé hyperfiltration. 

Cette hyperfiltration glomérulaire n'est pas uniquement notée après néphrectomie mais aussi 

dans d'autres conditions de perte néphronique: le diabète, l'hypertension artérielle228 sévère, 

la drépanocytose et la grossesse. 

Cependant, il est intéressant de noter qu'une des situations d'hyperfiltration physiologique 

comme la grossesse n'aboutit pas à des lésions glomérulaires ou rénales. Il est aussi vrai que 

la plupart des patients ayant eu une néphrectomie unilatérale ne vont pas développer, malgré 

cette hyperfiltration manifeste, une pathologie rénale. Ces deux éléments suggérent que le 

développement des lésions glomérulaires et rénales nécessite la combinaison de 

l'hyperfiltration et d'une susceptibilité tissulaire rénale voire une mise en défaut des 
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mécanismes de défense glomérulaires. Cependant, ces mécanismes reliant hyperfiltration et 

lésions glomérulaires ne sont pas complètement élucidés229. 

En 1981, l'équipe de Brenner avance la théorie selon laquelle l'augmentation de la pression 

glomérulaire et l'hyperfiltration sont des facteurs favorisant les lésions glomérulaires et la 

progression de la maladie rénale chronique230–232. 

La baisse de la masse rénale s'accompagne d'une vasodilatation réflexe des artérioles 

afférentes et efférentes entrainant une élévation du flux dans les capillaires glomérulaires. La 

réduction de la résistance vasculaire étant plus importante dans l'artériole afférente que 

l'efférente, il en résulte une augmentation de la pression hydrostatique intraglomérulaire. Il 

faut savoir que la pression hydrostatique physiologique exercée sur la barrière glomérulaire 

est très élevée (35 à 40 mmHg). Cette augmentation de pression est proportionnelle à la 

quantité de néphrons perdus232,233. L͛augŵeŶtatioŶ du volume glomérulaire mettrait les 

podocytes dans une situation où ils leur serait plus difficile se diviser du fait du stress 

mécanique. Cependant, dans certaines études mesurant la pression glomérulaire par 

microponction, on note que l'augmentation du volume glomérulaire est associée à une 

albuminurie accrue mais elle n'est pourtant pas corrélée à une augmentation de pression 

intra-glomérulaire234–236. L'hypertrophie glomérulaire serait alors plus en rapport avec les 

lésions podocytaires que l'hyperpression. Le détachement des podocytes suite à ce stress 

mécanique229,237 et la repopulation de ces zones dénudées de membrane basale par des 

cellules pariétales ayant proliféré238 semble être à l'origine des lésions d'HSF. Un des 

médiateurs de l'hypertrophie glomérulaire secondaire à la néphrectomie unilatérale ou sub-

totale pourrait être la phosphorylation de la proteine ribosomal protein S6 qui est un 

effecteur de la voie mTOR-S6K1. Cette phosphorylation augmenterait le niveau de cycline-D1 

et diminuerait la cycline-E1. La rapamycine, un inhibiteur de la voie mTOR inhibe cette 

hypertrophie glomérulaire secondaire à la néphrectomie chez la souris, cependant les 

conséquences sur la fonction rénale et la protéinurie ne sont pas évoquées dans l'étude239. 

D'après Kriz et Lemley229, l'hyperpression glomérulaire se traduirait par une expansion du 

floculus et une prolifération mésangiale et endothéliale qui subissent directement les effets 

de cette augmentation de la pression hydrostatique. Pour eux, les podocytes protégés par la 

MBG sont peu exposés à cette hyperpression sauf dans le cas d'une altération de celle-ci 
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(comme dans le cas du syndrome d'Alport) et ce serait plutôt l'hypertrophie glomérulaire qui 

entrainerait la souffrance podocytaire et leur détachement. La fusion des pédicelles en 

diminuant les diaphragmes de fente serait un mécanisme de protection podocytaire, 

réversible en cas d'une agression transitoire, entrainé par des mécanorécepteurs situés dans 

les diaphragmes de fente240,241. On voit dans les modèles de podocytopathie à l'adriamycine 

chez le rat qu'après l'agression les diaphragmes de fente sont substitués par d'autres types de 

jonctions serrées impliquant la protéine zonula-occludens 1 (ZO-1) et la podocine242,243. 

En 1989, l'équipe américaine de Rennke a montré que l'ablation d'un des deux reins aggravait 

significativement les lésions de HSF induites par l'adriamycine chez le rat244. En effet, les 

expériences de néphrectomie subtotale chez l'animal ont associé une diminution de la masse 

rénale avec des phénomènes de glomérulosclérose et altération de la MBG245 entrainant une 

protéinurie. Cette néphrectomie subtotale est d'ailleurs utilisée à ce jour par certaines 

équipes comme modèle de néphropathie chronique246,247 et entraîne une hypertension 

artérielle, une protéinurie et une perte progressive de fonction rénale. Une activation de la 

production de molécules pro-fibrosantes comme le TGFβ a été observée en réponse à une 

surcharge protéique du podocyte dans le modèle248,249. L'augmentation de la pression 

intraglomérulaire a montré une activation des cellules mésangiales avec une production de 

protéines de la matrice extracellulaire dans des expériences sur des glomérules ex-vivo250.  

Ces mécanismes mécaniques s'associent à des facteurs toxiques pour l'épithélium rénal 

comme l'angiotensine II. En effet, cette molécule a un effet vasoconstricteur sur les artérioles 

afférente et efférente mais aussi un effet pro-apoptotique direct sur le podocyte251 pouvant 

passer par l'activation du canal calcique TRPC6252.De façon intéressante les expériences 

menées avec des rats néphrectomisés ont montré que les inhibiteurs de l'enzyme de 

conversion comme l'enalapril ont un effet anti-protéinuriant et retardent la 

glomérulosclérose malgré la persistance d'une hyperfiltration glomérulaire et d'un flux 

capillaire augmenté253,254. Dans ces études, les diurétiques donnent lieu à un effet anti-

hypertenseur systémique similaire mais celui-ci ne s'accompagne pas d͛effet sur la 

protéinurie, la glomérulosclérose et l'hyperpression glomérulaire. Cela suggère un effet local 

de l'angiotensine II via ses effet hémodynamiques artériolaires voire son effet direct toxique 

sur l'épithélium. Les inhibiteurs du SRAA ont montré un effet bénéfique sur la pression 

intraglomérulaire et sur les lésions rénales scléreuses glomérulaires dans un modèle de rat 
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protéinuriques MWF/Ztm255.Par ailleurs, un flux de protéines augmenté traversant la 

membrane basale induit aussi une toxicité podocytaire et une induction de voies pro-

fibrosantes comme le TGFβ248 menant à un stress du réticulum, activant les voies 

apoptotiques et induisant une réorganisation du cytosquelette du podocyte avec une 

dédifférenciation256. De ce fait, et grâce à l'étude Modification of Diet in Renal Disease dans 

les années 1990, les restrictions protéiques aux patients ayant une maladie rénale ont été 

proposées257 mais l'effet anti-protéinuriant de cette restriction se heurte avec une autre 

complication de la MRC, la dénutrition et l'hypoalbuminémie qui entrainent une grande 

morbi-mortalité dans cette population258. A l'heure actuelle les recommandations de la Haute 

Autorité de Santé datant de 2012 conseillent une consommation de protéines entre 0,8 et 1 

g/kg/j uniquement à partir du stade 3 de la MRC (DFG < 60ml/min/1,73 m²). 

II. HYPERTENSION ARTERIELLE ET ATTEINTE GLOMERULAIRE: UNE ATTEINTE 

MULTIPLE 

L'hypertension artérielle systémique (HTA) est associée à une importante morbi-mortalité 

cardio-vasculaire et représente la deuxième cause d'IRCT aux USA et en France. L'HTA se 

complique sur le plan rénal d'un ensemble lésionnel nommé néphroangiosclérose ou 

néphropathie hypertensive ou "hypertensive nephrosclerosis" pour les auteurs anglophones. 

En France, la dénomination utilise le terme "angio" qui se rapporte à l'effet vasculaire 

fibrosant de l'HTA. Cependant, on va voir que les effets de l'HTA ne portent pas que sur les 

vaisseaux ou artérioles rénales et que le glomérule et le secteur tubulo-intertitiel peuvent 

aussi présenter des lésions secondaires à l'HTA259. Nous allons donc préférer le terme de 

néphropathie hypertensive qui tient compte des différentes lésions observées dans le cadre 

de l'HTA chronique dans le rein.  

Une première observation est que le niveau de pression artérielle n'est pas le seul facteur 

déterminant des lésions rénales dans la néphropathie hypertensive. En effet, les facteurs 

ethniques influencent la survenue de l'HTA mais aussi la fréquence des complications 

rénales260,261. Comme on l'a vu précédemment les mutations du gène APOL1 chez les 

descendants africains ont un impact délétère augmentant le risque de glomérulosclérose 

hypertensive3. Il existe donc des facteurs de susceptibilité tissulaires qui vont avoir une 

grande influence sur l'apparition et la progression des lésions. 
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Dans cette partie je ne présenterai pas les conséquences rénales de l'HTA maligne mais 

seulement les conséquences de l'HTA chronique.  

Sur le plan histologique, l'atteinte vasculaire consiste en un épaississement intimal avec une 

réduction du diamètre de la lumière des petites artères et des artérioles rénales262. On 

détecte une hypertrophie de la média et une hypertrophie fibroblastique de l'intima. Cette 

réponse adaptative permet une moindre atteinte des artérioles et des capillaires 

glomérulaires. Par ailleurs on note une hyalinose artériolaire (dépôt de matériel protéique 

plasmatique) prédominant sur l'artériole afférente.  

Sur le plan tubulo-interstitiel, on note des lésions d'atrophie et dilatation tubulaires et parfois 

un infiltrat inflammatoire tubulo-interstitiel peu spécifique. Cette atteinte est probablement 

secondaire à des phénomènes d'ischémie locaux comme on va le voir dans la partie dédiée à 

l'hypoxie rénale. 

Pour finir, les glomérules présentent deux types de lésions caractéristiques: un sclérose 

globale avec rétraction du floculus classiquement définis comme glomérules "ischémiques" et 

des lésions d'HSF (Figure 15).  

 

FIGURE 15: LESIONS GLOMERULAIRES DANS LA NEPHROPATHIE HYPERTENSIVE (FERVENZA ET AL. MEDSCAPE) 

Les mécanismes pouvant aboutir aux lésions d'HSF dans l'HTA sont divers. A part la 

susceptibilité génétique, le mécanisme hémodynamique local a été détaillé précédemment et 

implique l'hyperpression glomérulaire et l'hypertrophie compensatrice. En plus des hauts 

niveaux de pression artérielle systémique chez les patients hypertendus on note une perte de 

la masse néphronique228 dans cette étude chez des patients caucasiens avec une HTA 
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primitive. L'altération de l'hémodynamique locale peut aussi être due à des altérations du 

métabolisme du monoxyde d'azote (NO) un puissant vasodilatateur endogène de demi-vie 

courte et produit principalement par l'endothélium en conditions physiologiques. Chez une 

souche de rats spontanément hypertensifs, l'administration de L-arginine, un précurseur du 

NO, réduit de façon significative les lésions glomérulaires263.  

Cependant, dans une grande partie des HTA, il existe une stimulation de la production 

d'angiotensine II par l'appareil juxta-glomérulaire rénal qui va comme on l'a vu avoir des 

effets hémodynamiques en ayant un effet vasoconstricteur sur les artérioles afférentes et 

efférentes mais aussi des effets toxiques épithéliaux en particulier sur le podocyte.  

III. HYPOXIE TISSULAIRE RENALE : UN FACTEUR LOCAL DE PROGRESSION DES 

LESIONS RENALES 

DaŶs la suite de l͛Ġtude des faĐteuƌs loĐauǆ ĠpithĠliauǆ ou eŶdothĠliauǆ daŶs les atteintes 

glomérulaires, la 3ème paƌtie de Đe tƌaǀail Ġtudie le ƌôle du sǇstğŵe de ƌĠpoŶse à l͛hǇpoǆie des 

cellules résidentes rénales et en particulier de l͛eŶdothĠliuŵ daŶs uŶ ŵodğle d͛agƌessioŶ 

gloŵĠƌulaiƌe Đoŵŵe est l͛hǇpeƌteŶsioŶ iŶduite paƌ la peƌfusioŶ d͛aŶgioteŶsiŶe II. Ces 

sǇstğŵes d͛adaptatioŶ à l͛hǇpoǆie utilisaŶt les pƌotĠiŶes HǇpoǆia IŶduĐiďle faĐtoƌ ;HIFͿ se soŶt 

révélés des aĐteuƌs ŵajeuƌs daŶs la pƌoteĐtioŶ ou la pƌogƌessioŶ faĐe à l͛agƌessioŶ ƌĠŶale. Le 

système est complexe et peut être protecteur ou aggravant en fonction du type cellulaire 

;ĠpithĠlial ou eŶdothĠlialͿ ĠtudiĠ et eŶ foŶĐtioŶ de l͛isofoƌŵe α de HIF étudiée (HIF-1 ou HIF-

2/EPAS1Ϳ. Coŵŵe oŶ ǀa le ǀoiƌ l͛hǇpoǆie tissulaiƌe ƌĠŶale est uŶe ǀoie ĐoŵŵuŶe de 

progression des néphropathies chroniques comme la néphropathie hypertensive mais peut 

être aussi impliquée de façon plus évidente daŶs les phĠŶoŵğŶes aigus tel Ƌue l͛isĐhĠŵie-

reperfusion. 

En effet, ŵġŵe s͛ils ƌeçoiǀeŶt ϮϬ% du dĠďit ĐaƌdiaƋue ;eŶǀiƌoŶ ϭ litƌe de saŶg paƌ ŵiŶuteͿ, du 

fait de leurs caractéristiques anatomiques et fonctionnelles, les reins ont une oxygénation 

faible et sont très sensibles auǆ phĠŶoŵğŶes d͛hǇpoǆie loĐale. Le dĠďit saŶguiŶ ƌĠŶal est 

déterminé par la pression artérielle de perfusion et les résistances vasculaires intra-rénales. 

Les ƌeiŶs ƌeçoiǀeŶt uŶ dĠďit saŶguiŶ Ƌui Ŷ͛est eŶ ƌieŶ justifiĠ paƌ leuƌs ďesoiŶs ŵĠtaďoliƋues, 

mais ďieŶ paƌ leuƌ foŶĐtioŶ de filtƌatioŶ. Tƌğs peu d͛oǆǇgğŶe seƌa doŶĐ soustƌait paƌ ŵillilitƌe 

de sang passant par les reins. Le ƌeiŶ Ŷe ĐoŶsoŵŵe Ƌue ϭϬ à ϭϱ % de l͛oǆǇgğŶe Ƌui lui est 
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présenté. Par ailleurs, on constate que la pression partielle en oxygène dans le tissu rénal est 

basse et atteint 30 mmHg dans le cortex rénal et à 10 mmHg dans la médullaire264 (versus 50 

à 70 mmHg pour l'intestin grêle par exemple) d'après des études réalisées chez l'animal. 

Concernant l'anatomie rénale, le réseau artériel et veineux pré et post glomérulaire circule en 

parallèle et en contact étroit sur une longue distance. Cela favorise la diffusion de l'oxygène 

du réseau artériel au réseau veineux avant que l'oxygène atteigne les tissus. Par ailleurs, le 

débit sanguin est diminué au niveau de la médullaire par rapport au cortex. En plus des 

considérations anatomiques, les cellules tubulaires rénales ont une consommation d'oxygène 

élevée requise pour réaliser la réabsorption active du sodium et une faible tolérance au 

métabolisme anaérobie. La combinaison d'une oxygénation faible et des besoins en oxygène 

élevés des cellules tubulaires fait du rein un organe très sensible aux phénomènes d'hypoxie 

ou d'hypoperfusion265. 

L'hypoxie locale rénale a été proposée en 1998 par Fine comme une conséquence commune 

à de nombreuses néphropathies et comme un facteur de progression majeur de la maladie 

rénale chronique266,266. Cette hypothèse se centrait sur le compartiment tubulo-interstitiel 

majoritairement. En effet, la perte de fonction rénale est mieux corrélée avec les lésions 

tubulo-interstitielles qu'avec les lésions glomérulaires et toutes les néphropathies chroniques 

sont caractérisées par un appauvrissement du réseau capillaire péri-tubulaire267,268. Cela 

suggère que l'hypoxie tissulaire locale accompagne l'évolution de la MRC. Cette hypoxie 

tubulo-interstitielle a été démontrée sur plusieurs modèles animaux de néphropathies 

expérimentales269–271 et chez l'Homme272,273 grâce aux séquences T2* de l'imagerie par 

résonance magnétique. Le réseau capillaire péri-tubulaire étant alimenté par l'artériole 

efférente glomérulaire, Fine propose que la destruction glomérulaire s'accompagne d'une 

diminution du débit capillaire tubulaire générant une hypoxie locale, une dysfonction 

endothéliale et un stress oxydant qui affecte le compartiment tubulo-interstitiel. En effet, 

l'hypoxie des cellules tubulaires induit des altérations phénotypiques avec une 

dédifférenciation, et une mort cellulaire à terme274. En réponse à l'hypoxie les fibroblastes 

interstitiels activent la production de matrice extracellulaire. On note par ailleurs une 

augmentation du TGFβ, des facteurs pro-angiogéniques comme le VEGF et du PDGF produit 

par les cellules tubulaires. Le PDGF a une action sur les péricytes qui vont exprimer l'α-smooth 

muscle actin et se transformer en myofibroblastes pro-fibrotiques275.  
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Il est intéressant de noter que la plupart des étiologies conduisant à la MRC chez l'Homme 

sont des sources potentielles de phénomènes hypoxiques intra-rénaux. En effet, la fibrose à 

elle seule diminue la diffusion tissulaire de l'oxygène, la diminution du débit glomérulaire 

aboutit au phénomène d'hypoxie "stagnante" et le stress oxydatif induit par différents 

facteurs environnementaux ou toxiques comme l'angiotensine II aboutissent à un découplage 

mitochondrial et une hypoxie locale qui peut être entre autre majorée par l'anémie ou les 

facteurs induisant une augmentation de la consommation d'oxygène tubulaire276.  

Les études utilisant la microscopie intravitale ont permis de montrer que, dans le modèle de 

néphrite Thy-1 chez le rat, les altérations du débit des capillaires péritubulaires 

s'accompagnaient d'une hypoxie des cellules tubulaires environnantes269. L'angiotensine II est 

par ailleurs un facteur hypoxique local important. En effet le bloqueur du SRAA, olmesartan, 

permet de diminuer les altérations vasculaires des capillaires péri-tubulaires et l'hypoxie 

tubulaire dans le modèle de néphrectomie des 5/6 chez le rat270. Par ailleurs l'angiotensine 

augmente aussi le taux de réabsorption tubulaire du sodium qui est un élément majeur dans 

la consommation d'oxygène par les cellules tubulaires dans le modèle de rat spontanément 

hypertendus SHR277. Cette élévation du taux de réabsorption du sodium est diminuée en cas 

d'administration d'un ARA2 mais pas en cas de contrôle similaire de la pression artérielle 

systémique par des diurétiques ce qui prône pour un effet spécifique pression indépendant 

de l'angiotensine II dans la génération d'hypoxie tissulaire278. Dans un modèle de perfusion 

d'angiotensine II un agent mimétique de la superoxide dismutase (le tempol) permettait 

d'abolir les effets délétères de l'angiotensine II et la baisse de la PO2 dans le tubule proximal 

suggérant que l'hypoxie tissulaire angiotensine II-induite peut être médiée par une 

augmentation du stress oxydatif tissulaire et l'accumulation de ROS comme les anions 

superoxide278. 

Cependant le rôle de l'hypoxie dans la genèse des lésions glomérulaires est moins bien 

documenté que pour les lésions tubulo-interstitielles. La lésion glomérulaire ne sert qu'à 

induire une hypoxie tubulo-interstitielle ou existe-t-il des mécanismes hypoxiques locaux qui 

se déclenchent au sein du glomérule et qui participeraient aux lésions glomérulaires elles-

mêmes? Comme on l'a vu précédemment, l'angiotensine II, par exemple, augmente le stress 

oxydatif du podocyte. Pourrait-on moduler les lésions glomérulaires en modulant les voies de 

réponse à l'hypoxie des cellules glomérulaires? Dans les cellules épithéliales et endothéliales 
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rénales les protéines Hypoxia inducible factors ont un rôle principal dans la réponse 

hypoxique comme nous allons le voir. 

FACTEURS DE TRANSCRIPTION DE REPONSE A L'HYPOXIE: HIF 

Les cellules résidentes rénales peuvent répondre à la baisse de la pression partielle en 

oxygène par la mise en jeu de facteurs de transcription nommés Hypoxia inducible factors 

(HIF).  

HIF est un facteur de transcription hétérodimérique de la famille hélice-boucle-hélice Per-

ARNT-Sim (PAS)279. Cette famille de protéines qui contiennent ces domaines PAS a été 

identifiée en 1991 par homologie de séquence avec les protéines suivantes: period (Per, 

protéine du cycle circadien chez la Drosophile), single-minded (Sim, protéine ayant une 

fonction dans le développement du système nerveux central de la Drosophile) et aryl 

hydrocarbon receptor nuclear transporter (ARNT, protéine translocatrice du récepteur 

nucléaire de l'aryl-hydrocarbure présente chez les vertébrés)280,281. Les domaines PAS 

constituent des capteurs pour une grande variété de stimuli chimiques ou physiques et 

régulent l'activité de plusieurs protéines effectrices. Malgré la diversité fonctionnelle la 

structure protéique des domaines PAS est assez conservée et comporte 5 feuillets β plissés et 

plusieurs hélices α. Le complexe HIF, découvert en 1992 en étudiant les facteurs augmentant 

l'expression du gène de l'érythropoietine in vitro282, est composé d'une sous-unité α sensible 

aux variations de la Po2 et d'une sous-unité β qui est exprimée de façon constitutive et qui est 

nommée HIF-1β ou aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT). En normoxie, la 

sous-unité α de HIF est constamment dégradée par le système d'ubiquitination et le 

protéasome. Les résidus proline de HIF-α sont hydroxylés par des protéines prolyl hydroxylase 

domain-containing protein (PHD; PHD-1, -2 et -3) ce qui active le recrutement de la protéine 

suppresseur de tumeurs von Hippel-Lindau (pVHL)283. pVHL est un des composants du 

complexe de l'ubiquitine ligase E3 qui reconnait HIF-α et induit son ubiquitination284 (Figure 

16). Les enzymes PHD sont des dioxigénases 2-oxoglutarate-dépendantes qui hydroxylent les 

résidus proline et qui ont un ion Fe2+ dans leur site d'activation285. L'activité des PHD nécessite 

de l'oxygène comme substrat et représente l'élément oxygène dépendant de la voie HIF286,287. 

Par ailleurs HIF-1α est aussi contrôlé par hydroxylation d'un de ses résidus asparagine par FIH-

1 ce qui bloque le recrutement d'autres co-activateurs comme CREB-binding protein 
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(CBP/p300) et bloque l'activité transcriptionnelle de HIF-1α288. En hypoxie, la sous-unité α 

n'est pas dégradée et est transloquée dans le noyau où elle forme un hétérodimère avec HIF-

1β pour se lier aux éléments de réponse à l'hypoxie (Hypoxia responsive elements ou HRE) et 

activer de nombreux gènes cibles impliqués dans l'adaptation tissulaire à l'hypoxie comme les 

gènes impliqués dans la glycolyse, l'érythropoïèse et l'angiogenèse (ex: VEGFA)289. Cependant 

cette étude réalisée sur des cultures cellulaires n'est qu'un reflet imparfait des gènes cibles de 

HIF dans les cellules résidentes rénales. 

Le système HIF est complexe car il existe trois isoformes de la sous-unité α. HIF-1α est 

exprimé dans la quasi totalité des cellules de l'organisme alors que HIF-2α ou Endothelial-PAS-

domain-containing protein 1 (Epas1) a une expression plus restreinte et est en particulier 

impliquée dans la production d'érythropoietine. HIF-1α et Epas1 ont certaines fonctions 

communes mais de plus en plus de rôles distincts sont déterminés. Le rôle de HIF-3 reste 

cependant plus obscure et certains de ses variants pourraient agir comme des inhibiteurs des 

autres sous-unités HIF. 

 

FIGURE 16: SCHEMA DE LA REGULATION DE HIF (NATURE REVIEWS NEPHROLOGY, MAXWELL ET AL. 2016) 

Dans le rein les rôles et les localisations de HIF-1α et Epas1 semblent bien distinctes. Une 

étude chez le rat avec plusieurs modèles d'hypoxie tissulaire induite par l'hémorragie, le 

monoxyde de carbone, ischémie artérielle ou le cobalt induisaient une surexpression de HIF-

1α détecté par immuno-histochimie dans les cellules épithéliales tubulaires290 ce qui est 

confirmé par une deuxième étude291 qui ne s'intéresse qu'au compartiment tubulo-

interstitiel. Dans l'anémie hémorragique et l'exposition au monoxyde de carbone, HIF-1α est 
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retrouvé dans les cellules tubulaires proximales, dans les cellules tubulaires distales après 

exposition au cobalt et dans les tubules connecteurs et les tubes collecteurs dans tous les 

modèles. Au contraire, l'expression de Epas1 était induite dans les cellules endothéliales, dans 

les cellules glomérulaires dont les cellules épithéliales pariétales et podocytaires et des 

cellules interstitielles identifiées comme des fibroblastes. L'expression basale de ces facteurs 

de transcription et quasi nulle à l'état basal chez le rat adulte mais induite dans les étapes de 

développement. Par ailleurs, Epas1 semble réguler fortement l'expression de l'endogline. 

Epas1 a un rôle principal dans la stimulation de la production de l'EPO lors de l'hypoxie chez la 

souris et chez l'homme au sein des fibroblastes interstitiels corticaux péri-tubulaires292,293.  

Sur le plan développemental la délétion totale de Epas1294 et de HIF-1α sont létales car ces 

protéines sont essentielles à la réponse aux catécholamines pendant le développement et au 

fonctionnement cardiaque. 

HIF DANS LES MODELES EXPERIMENTAUX DE NEPHROPATHIE 

L'étude des protéines HIF dans différents modèles de néphropathie nous montre les rôles 

différents de HIF-1α et Epas1 dans le rein. Par ailleurs, il semble exister une importance de la 

chronologie de l'activation du système: de façon aigue dans des modèles d'AKI HIF peut être 

protecteur mais la surexpression de HIF-1α en particulier dans l'épithélium rénal peut 

favoriser la fibrose et les lésions tubulaires295. 

Théoriquement, le modèle d'ischémie-reperfusion chez l'animal est bien adapté pour l'étude 

du système HIF car l'ischémie impose une hypoxie tissulaire rénale et il s'agit d'un modèle 

expérimental d'une cause fréquente d'IRA chez l'homme sur rein natif ou lors de la 

transplantation rénale.  

Globalement, l'activation globale de HIF a un rôle protecteur dans le modèle ischémie 

reperfusion296. En effet, l'activation de HIF par l'administration de cobalt, un chélateur du fer 

qui est un cofacteur des PHD, ou par d'autres drogues, améliore les lésions tubulaires chez le 

rat297,298. Par ailleurs une déficience hétérozygote de HIF-ϭα ou Epasϭ299,300 aggravent aussi 

les lésions tubulaires avec une augmentation marquée du stress oxydatif cellulaire. Enfin, des 

inhibiteurs pharmacologiques des PHD ou le monoxyde de carbone administré avant 

l'agression ischémique chez le rat ont aussi amélioré le pronostic rénal et tubulaire301 faisant 
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de l'activation de HIF un des mécanismes impliqués dans l'effet protecteur du 

préconditionnement ischémique. HIF-ϭα pouƌƌait eǆeƌĐeƌ sa pƌoteĐtioŶ tuďulaiƌe paƌ 

l'induction du micro-ARN 489 dans le modèle murin d'ischémie-reperfusion302. Cependant, les 

approches pharmacologiques ne peuvent pas cibler spécifiquement HIF-1 ou Epas1 ou même 

parfois peuvent activer d'autres voies métaboliques que HIF et ont un effet systémique. Les 

approches génétiques n'étant pas tissu-spécifiques peuvent intégrer par ailleurs des effets 

cumulés divers de plusieurs types cellulaires. Une approche plus ciblée d'inhibition des PHD, 

utilisant un analogue de l'oxoglutarate internalisé de façon préférentielle par les cellules 

tubulaires proximales, ne montre pas d'effet protecteur dans un modèle ischémie-reperfusion 

chez la souris suggérant des rôles différentiels de HIF en fonction des segments tubulaires 

étudiés. En effet, l'activation de HIF par l'inactivation sélective génétique de pVHL dans le 

segment large ascendant de l'anse de Henlé (utilisant l'expression de la recombinase cre sous 

contrôle du promoteur du gène de l'uromoduline) a un effet protecteur sur les lésions 

histologiques tubulaires et la fonction rénale dans le modèle d'ischémie-reperfusion chez la 

souris303. 

Dans d'autres modèles d'agression tubulaire comme celle induite par le cisplatine chez le rat 

on note aussi un rôle anti-apoptotique tubulaire de l'activation de HIF304 qui semble être 

modérée dans ce modèle mais qui peut être induite en préconditionnement hypoxique par le 

monoxyde de carbone305. 

Dans le cas spécifique d'Epas1 une étude utilisant un outil génétique chez la souris a montré 

que la délétion de Epas1 et non pas de HIF-1α de l'endothélium aggrave les lésions rénales 

dans le modèle d'ischémie reperfusion et d'obstruction urétérale unilatérale avec une 

augmentation des molécules d'adhésion endothéliales comme VCAM-1 et un recrutement 

inflammatoire accru306. La délétion d'Epas1 de l'endothélium ne s'associe pas, à l'état basal, 

avec une altération histologique rénale ni avec une augmentation de la perméabilité capillaire 

comme dans le cas du tissu pulmonaire ou cette délétion induit par ailleurs un tableau 

d'hypertension pulmonaire307. 

L'expression du système HIF est aussi augmentée dans le cadre des néphropathies chroniques 

chez l'Homme308 et chez l'animal309. Chez l'Homme HIF-1α et ses gènes cibles sont augmentés 

dans le compartiment tubulo-interstitiel des patients ayant une diminution du DFG. Chez le 
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rat, de façon intéressante, même des agressions glomérulaires comme le modèle par 

injection de PAN (puromycine aminonucléoside) ou des agressions chroniques comme le 

modèle de réduction néphronique aboutissent à une activation des sites HRE (hypoxia-

responsive elements) dans le compartiment tubulo-interstitiel mais aussi au sein du 

glomérule montrant bien que HIF peut jouer un rôle dans ces deux compartiments du rein. 

Par ailleurs, une agression glomérulaire peut aussi aboutir, par des mécanismes encore mal 

élucidés, à une hypoxie locale et à une activation de HIF probablement liée à une action du 

stress oxydant. 

En effet, le stress oxydant aggrave l'hypoxie tissulaire locale mais d'autres études réalisées 

chez le rat dans un modèle de diabète suggèrent que la diminution du stress oxydatif par un 

mimétique de la superoxide dismutase (SOD) restaurerait l'activité de HIF-1α tubulaire et 

Epas1 interstitielle310,311. Ceci dit, la diminution des lésions induite par le traitement peut 

aussi expliquer le maintient de l'expression protéique de HIF. Par ailleurs, les conséquences 

de l'IRC elle-même avec l'augmentation des taux plasmatiques des toxines urémiques 

peuvent aussi moduler l'expression de HIF comme le montrent des études sur l'indoxyl sulfate 

ou l'indol312,313, un de ses précurseur, et des cellules adipeuses de patients dialysés314. 

Cependant l'activation de HIF-1α au long cours dans l'épithélium rénal voire dans 

l'endothélium peut avoir des effets délétères promouvant la dédifférenciation épithéliale 

tubulaire et la fibrose. En effet, dans le modèle d'hypertension induite par l'infusion continue 

d'angiotensine II, la surexpression tubulaire de HIF-1 était pro-fibrosante avec une induction 

de la transition épithélio-mésenchymateuse tubulaire315et sa délétion protectrice316. Même si 

les études précédentes ne montrent pas une expression de HIF-1α très importante dans 

l'endothélium rénal une étude affirme que la délétion de HIF-1α de l'endothélium rénal est 

protectrice dans le modèle hypertensif par perfusion d'angiotensine II via une activation de la 

voie pro-inflammatoire NFκB317 et atténue les lésions glomérulaires en particulier. Cependant 

NFκB semble être aussi un puissant activateur de HIF-1α in vitro ce qui fait un lien intéressant 

entre hypoxie locale et recrutement inflammatoire318. Ceci est corroboré par une autre étude 

montrant que l'IL-1β et NFκB activent CEBPD (CCAAT/enhancer-binding protein delta) qui 

régule la transcription de HIF-1α dans les cellules tubulaires319. Cette même délétion de HIF-

1α endothéliale a aussi un effet protecteur dans d'autres modèles d'athérosclérose (ligature 

carotidienne partielle et induite par l'alimentation) où on note une diminution du 
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recrutement inflammatoire et de CXCL1 chez les souris délétées via une modulation de miR-

19320. 

Enfin, au sein du podocyte comme on l'a vu précédemment, la délétion podocytaire de pVHL, 

aboutissant entre autre à une suractivation du système HIF et d'un de ses gènes cibles CXCR4, 

s'associe avec une prolifération podocytaire spontanée avec des pseudo-croissants à partir de 

la 4ème semaine de vie chez la souris172. 

La dissection des rôles respectifs de HIF-1α et Epas1 et de leurs spécificité tissulaires dans la 

maladie rénale est nécessaire. En effet, chez l'Homme, un polymorphisme transactivateur de 

HIF-1α (exon 12, position +85, substitution C par T) est associé avec un pronostic péjoratif (le 

critère principal composite étant le décès intra-hospitalier et la nécessité de dialyse) dans le 

cadre d'IRA principalement ischémiques en réanimation dans une étude prospective chez 241 

patients321. Cette étude suggère les actions séparées de HIF-1α et Epas1 et que les effets 

bénéfiques des inhibiteurs des PHD dans les modèles expérimentaux d'insuffisance rénale 

aiguë peuvent ne pas passer par l'activation de HIF-1α mais peut-être d'Epas1 car ces drogues 

ne sont pas spécifiques. Par ailleurs, cela étaye le rôle délétère de la suractivation au long 

cours de HIF-1α.  

Par ailleurs, la thérapeutique visant le système HIF dans le rein pourrait venir expliquer 

certains aspects physiopathologiques. En effet, dans le cadre du développement des 

stimulants de l'érythropoïèse dans l'IRC de nouvelles molécules activant HIF sont déjà sur le 

marché322. Depuis 2006, les inhibiteurs des PHD se développent dans le domaine de l'anémie 

de l'insuffisant rénal chronique323,324. Actuellement, plusieurs essais cliniques étudient 

l'intérêt de ces molécules comme le roxadustat dans le traitement de l'anémie de l'IRC avec 

des résultats prometteurs325,326. L'utilisation de ces médicaments dans d'autres 

néphropathies avec une validation préalable chez l'animal327 pourrait faciliter la 

compréhension du rôle de HIF dans le rein. Cependant, comme on l'a dit, ces interventions 

thérapeutiques systémiques se heurtent aux effets différentiels de HIF-1α et de Epas1 et aux 

rôles du système HIF qui peut être différent dans chaque sous-type cellulaire. Enfin, il faut 

rester vigilant sur les effets de ces activateurs de HIF dans les pathologies cancéreuses 

comme le carcinome à cellules claires rénal où le système HIF exprimé par la tumeur est un 

système facilitant les mécanismes de survie de celle-ci328,329. 
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 HSF ET THERAPEUTIQUE 

Le but des thérapeutiques utilisées dans les HSF primitives ou secondaires est de diminuer le 

débit de protéinurie. Cette rémission complète ou partielle a montré une amélioration du 

pronostic rénal330.  

Le traitement des HSF primitives (ou idiopathiques) où on suspecte un facteur circulant de 

perméabilité est purement empirique et vise à contrôler le système immunitaire qu'on pense 

à l'origine de la production du ou des facteur(s) circulant(s) Ƌue l͛oŶ peŶse aussi éliminer par 

des échanges plasmatiques. Cependant les immunosuppresseurs peuvent aussi avoir des 

effets épithéliaux directs, en particulier podocytaires, constitutant au moins une partie de 

leurs effets bénéfiques331. 

Chez l'enfant les corticoïdes ont montré leur efficacité dans les syndromes néphrotiques s'ils 

répondent à 4 à 6 semaines de traitement. Ces cas correspondraient en histologie à des 

lésions glomérulaires minimes. Ce n'est que dans le cas d'une résistance au traitement par 

stéroïdes où on réalise une biopsie rénale Đhez l͛eŶfaŶt. En effet Đhez l͛eŶfaŶt, daŶs 80% des 

cas on note une rémission après corticothérapie. Au contraire, chez les adultes l'histologie est 

nécessaire au diagnostic d͛eŵďlĠ du fait de la plus grande variété des pathologies 

incriminées.  

Les causes des HSF secondaires doivent par ailleurs être traitées comme dans le cas de 

l'HIVAN ou les HSF toxiques. Dans le cas général, un traitement bloquant le SRAA et un régime 

hyposodé est proposé. Cette association est particulièrement efficace dans les HSF dites 

hémodynamiques par un effet sur la pression artérielle, l'hémodynamique glomérulaire et la 

toxicité de l'angiotensine sur le podocyte. 

Il n'y a pas pour le moment de traitement efficace contre les HSF d'origine génétique par 

ailleurs résistantes aux stéroïdes. Cependant, il est intéressant de noter que dans certaines 

formes génétiques les anti-calcineurines peuvent être efficaces et ce probablement à cause 

de leur effet direct podocytaire sur la stabilisation du cytosquelette d'actine.  

IV. LE PODOCYTE: UNE CIBLE THERAPEUTIQUE PARFOIS INSOUPÇONNEE 
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Le podocyte est l'acteur principal de nombreuses maladies glomérulaires, la modification de 

sa structure, la perte des diaphragmes de fente avec l'altération du cytosquelette d'actine 

sont une des principales causes initiales des glomérulopathies. 

Les thérapies immunosuppressives et les glucocorticoïdes sont utilisés souvent de manière 

empirique dans la plupart des maladies glomérulaires. Classiquement ces maladies ont été 

vues comme une agression immune sur les glomérules. Cependant, dans certaines 

glomérulopathies où par exemple les corticoïdes ou les anticalcineurines ont montré leur 

efficacité comme la maladie à lésions glomérulaires minimes on ne note pas sur le plan 

histologique une participation immune ni de processus inflammatoire.  

Cela suggère que ces thérapies auraient un effet direct sur le maintien de la viabilité 

podocytaire. En effet, plusieurs études in vitro et in vivo nous prouvent que les effets 

bénéfiques de certaines drogues utilisées à visée immunomodulatrice peuvent être dus à une 

action de celles-ci sur le podocyte331,332. 

CORTICOÏDES 

Les glucocorticoïdes constituent le traitement de première intention dans un grand nombre 

de glomérulopathies. L'effet anti-inflammatoire et immunomodulateur est recherché dans un 

grand nombre de pathologies comme les GN inflammatoires mais, de façon intéressante, leur 

bénéfice est aussi évident dans d'autres glomérulopathies non inflammatoires comme les 

LGM et les HSF. Dans ces dernières les corticoïdes sont le traitement de première intention et 

on note 80% de rémission par exemple dans les syndromes néphrotiques de l'enfant après un 

traitement par cette drogue. 

Les glucocorticoïdes se lient à leur récepteur cytoplasmique qui se dimérise et va être 

transloqué dans le noyau pour promouvoir l'expression des gènes cibles. Les podocytes 

humains333 et murins334 en culture expriment le récepteur aux glucocorticoïdes (GR) qui est 

détecté par ailleurs dans toutes les cellules glomérulaires in vivo chez l'Homme335. Les 

glucocorticoides ont in vitro un effet protecteur sur le réarrangement du cystosquelette 

d'actine podocytaire, inhibent l'apoptose et régulent différentes protéines impliquées dans le 

diaphragme de fente comme la néphrine333,334,336–338. 
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En effet, dans l'étude Shankland, la dexaméthasone avait un effet anti-apoptotique par 

inhibition de Bax et de p53 et une augmentation de Bcl-xl dans un modèle in vitro d'agression 

podocytaire par la puromycine utilisant des podocytes de souris immortalisés337. Dans un 

modèle utilisant une lignée de podocytaire humaine immortalisée, la dexaméthasone 

augmentait l'expression des gènes impliqués dans le diaphragme de fente comme la 

néphrine333 et avait un effet sur la survie en diminuant l'expression de p21 et de l'IL-6. 

Les glucocorticoïdes pourraient aussi avoir un effet sur la voie du VEGF en diminuant sa 

production dans des modèles in vitro 333 ce qui, d'après les connaissances actuelles, aurait 

plutôt un effet délétère. En effet le VEGF est un facteur de survie podocytaire et endothélial. 

Enfin une étude in vitro sur des cellules humaines embryonnaires HEK-293 exprimant la 

néphrine indique que les glucocorticoïdes auraient un effet protecteur face au stress du 

réticulum qui altère la glycosylation et donc la stabilisation de la néphrine339. 

De façon intéressante, une étude in vivo chez la souris montre le rôle protecteur de la 

prednisone dans le modèle anti-MBG passif (décrit comme un modèle de HSF dans cette 

étude) associée à une diminution de l'apoptose podocytaire et pariétale épithéliale avec une 

activation de la voie ERK. Cependant, le mécanisme exact de cette protection ne peut pas 

être déterminé par l'étude connaissant les aspects multifactoriels du modèle340. 

La plupart des études s'intéressant au rôle des glucocorticoïdes sur le podocyte se basent 

donc sur des modèles in vitro qui comportent comme on le sait des limites importantes. Ils 

devraient être validés dans d'autres modèles in vivo de podocytopathie comme celle induite 

par l'adriamycine ou le PAN. Le bénéfice de la prednisone dans le modèle anti-MBG peut par 

ailleurs nous montrer que l'effet des corticoïdes dans les GNEC pourrait aussi passer par un 

effet protecteur podocytaire mais le mécanisme exact devra être précisé pour déceler une 

action directe ou indirecte via la modulation des effecteurs de l'immunité innée ou des 

cytokines. 

ANTICALCINEURINES 

Le tacrolimus et la ciclosporine sont les deux inhibiteurs de la calcineurine les plus largement 

commercialisés. La calcineurine est une phosphatase qui déphosphoryle la nuclear factor of 

activated T cells (NFAT) qui active les lymphocytes T. Leur effet immunosuppresseur utilisé en 
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transplantation rénale fait des anticalcineurines une des drogues de premier choix dans ce 

domaine. Cependant, ces deux médicaments sont utilisés de façon empirique dans les cas 

d'HSF résistantes aux corticoïdes avec une efficacité manifeste dans certains cas.  

La calcineurine et NFAT sont présents dans les podocytes et une étude étudiant la 

surexpression génétique de NFAT dans le podocyte chez la souris a montré que cette 

surexpression s'associait à des lésions d'HSF et à une glomérulosclérose341. Il est intéressant 

de noter que l'activation de TRPC6 peut, par ailleurs, activer NFAT podocytaire in vitro342. Les 

anticalcineurines pourraient par ce mécanisme, bloquant NFAT podocytaire, protéger le 

podocyte. Par ailleurs, dans un modèle de podocytopathie induite par le LPS les 

anticalcineurines avaient un effet protecteur sur le cytosquelette podocytaire en maintenant 

l'expression de la synaptopodine et ZO-1343. Ce modèle de toxicité par le LPS a des limites car 

il ne peut être comparé à la pathologie humaine. 

Les anticalcineurines ont par ailleurs un effet délétère rénal sur les vaisseaux et l'épithélium 

tubulaire pro-fibrosant qui limite leur utilisation. De plus une étude in vitro montre un effet 

pro-apoptotique de la ciclosporine sur les podocytes murins en culture ce qui montre que ces 

travaux doivent être confirmés in vivo344. 

INHIBITEURS DE LA MAMMALIAN TARGET OF RAPAMYCIN (MTOR) 

Le switch en transplantation rénale d'une anticalcineurine vers un inhibiteur de mTOR 

s'accompagne d'une augmentation significative de la protéinurie345. Cette observation peut 

être due à la perte de l'effet hémodynamique de l'anticalcineurine lors du switch ou à un effet 

toxique propre des inhibiteurs de mTOR sur le podocyte. 

Une étude française de 2007 rapporte 8 cas de HSF chez des patients transplantés rénaux 

traités par sirolimus346. 3 de ces patients, qui n'avaient pas reçu des anticalcineurines 

préalablement, ont développé une protéinurie importante >6g/24h. Cette protéinurie 

diminuait lors du switch aux anticalcineurines évoquant les deux hypothèses précédemment 

citées. In vitro, les podocytes exposés au sirolimus diminuent la forme phosphorylée d'Akt et 

les marqueurs de différenciation comme la synaptopodine, nephrine et podocine avec une 

augmentation de l'apoptose et une réorganisation du cytosquelette d'actine347,348 ce qui 

oriente vers un effet toxique direct de cette thérapie. Une étude génétique chez la souris a 
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éclaircit le mécanisme car la délétion de mTORC1 seule ou de mTORC1 et mTORC2 du 

podocyte induit une protéinurie et une glomérulosclérose montrant l'importance des ces 

deux protéines et de l'activation de PI3 kinase dans l'homéostasie podocytaire. Cependant la 

surexpression de mTORC1 est observée dans les glomérulopathies et en particulier dans la 

néphropathie diabétique et aboutit aussi à une dysrégulation podocytaire et une 

protéinurie349. Cette étude peut peut-être expliquer les effets paradoxaux bénéfiques 

observés par certaines études des inhibiteurs de mTOR dans l'HSF chez l'Homme350. 

RITUXIMAB 

Le rituximab, anticorps monoclonal chimérique souris-humain anti-CD20, (glycoprotéine de 

surface des lymphocytes B) est utilisé en néphrologie dans certaines glomérulopathies que 

l'on pense médiées par une agression immune. Dans la récidive d'HSF post-transplantation 

rénale où on suspecte le rôle pathogène d'un facteur circulant (par ex. anticorps dirigé contre 

une protéine podocytaire), a fait utiliser avec un certain succès le rituximab351. En effet, pour 

les auteurs le rituximab pourrait interagir directement avec la sphingomyelin 

phosphodiesterase acid-like 3b (SMPDL-3b) pour stabiliser le cytosquelette d'actine 

podocytaire. Le taux de réponse du rituximab dans une étude espagnole chez des patients 

ayant une HSF cortico-résistante est cependant faible (3 malades sur 8 dans cette étude)352 et 

les résultats sont aussi décevants chez les enfants présentant une HSF résistante à la 

combinaison prednisone/ciclosporine car l'adjonction de rituximab n'améliore pas la 

pronostic glomérulaire353. Dans les HSF récidivantes chez l'enfant une étude japonaise 

contrôlée randomisée a montré son efficacité par rapport au traitement par corticoïdes dans 

la prévention de la récidive354. Cependant les effets secondaires au long cours du rituximab 

peuvent limiter l'intérêt du traitement. Une étude récente pointe aussi son intérêt dans les 

HSF récidivantes après transplantation rénale355. 

ABATACEPT 

L'abatacept est un modulateur du signal de costimulation lymphocytaire qui bloque B7-1 

exprimé sur les cellules présentatrice de l'antigène et est utilisé en transplantation rénale. 

Une équipe a montré l'induction du B7-1 dans les podocytes dans un modèle d'agression 

médiée par le LPS chez la souris et in vitro sur une lignée immortalisée murine48 et dans les 

HSF chez l'Homme356. Depuis, des observations contradictoires se sont succédées sur l'effet 
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de l'abatacept dans les glomérulopathies avec atteinte podocytaire. Cette même équipe a 

montré une induction de B7-1 dans les podocytes dans les glomérulopathies diabétiques357 

mais ces résultats n'ont pas pu être reproduits par une autre équipe358. Enfin l'abatacept n'a 

pas montré son efficacité dans les HSF récidivantes en transplantation rénale359. Ces résultats 

contradictoires incitent à la prudence et à continuer la recherche quant à l'utilisation de 

l'abatacept dans les podocytopathies. 

ACIDE RETINOÏQUE 

Les preuves expérimentales de l'effet bénéfique de l'acide rétinoïque, un dérivé de la 

vitamine A, et des agonistes du récepteur de l'acide rétinoïque α (RARα) sur le podocyte sont 

nombreuses in vivo chez la souris dans plusieurs modèles expérimentaux360–363. Son action de 

maintien des protéines de différenciation podocytaire passerait par l'induction du facteur de 

transcription Kruppel-like factor 15 et serait médiée par l'AMP cyclique après action de l'acide 

rétinoique sur son récepteur RARα. Cependant ces effets encourageant in vivo se voient 

confrontés à la toxicité systémique du produit (hépatotoxicité, neurotoxicité, toxicité 

muqueuse et sur la spermatogenèse)364 qui limitent les études cliniques étudiant son intérêt 

dans l'HSF. 

INHIBITEURS DU SRAA 

Enfin, les inhibiteurs du système rénine-angiotensine-aldostérone comme les inhibiteurs de 

l'enzyme de conversion ou les antagonistes du récepteur de l'angiotensine II ont aussi un 

effet direct sur le podocyte expliquant en partie les observations de Brenner dans les années 

1980 sur les effets protecteurs de l'enalapril sur les lésions glomérulaires hypertensives chez 

le rat254. En effet, il montrait que cet effet était indépendant de l'effet sur le contrôle de la 

pression artérielle car il n'était pas retrouvé chez des rats ayant la même pression artérielle 

avec un traitement médicamenteux différent. A l'époque, un effet hémodynamique local était 

évoqué. L'effet bénéfique des IEC ou ARA2 sur le système cardio-vasculaire peut passer en 

effet par un contrôle de la pression artérielle systémique mais au niveau local dans le rein il 

existe des effets hémodynamiques glomérulaires locaux comme on l'a vu précédemment et 

un effet direct sur le podocyte qui a été observé plus récemment.  
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Plusieurs études se sont intéressées à la surexpression génétique365 ou au blocage 

pharmacologique du récepteur AT1R366,367 de l'angiotensine II qui est présent dans le 

podocyte et qui est induit dans plusieurs situations de stress mécanique du podocyte365,368. La 

surexpression d'AT1R podocytaire s'accompagne de lésions podocytaires, effacement des 

pédicelles, protéinurie et glomérulosclérose sans modifier le niveau de pression artérielle 

systémique. Le blocage d'AT1R dans le modèle de néphrectomie des 5/6 chez le rat améliore 

les lésions de glomérulosclérose et abaisse le niveau de pression artérielle après 

administration systémique. L'administration d'antagonistes de l'aldostérone comme la 

spironolactone augmente par ailleurs la phosphorylation d'AKT in vitro entrainant une 

stabilisation du cytosquelette d'actine. L'action de ces drogues n'est pas liée au niveau de 

pression artérielle chez le rat spontanément hypertensif Ren2369 qui surexprime la rénine. Les 

anti-aldostérone font, par ailleurs, régresser les lésion glomérulaires induites dans le modèle 

de néphrectomie des 5/6 chez le rat366. L'inhibiteur de la rénine, aliskiren, a aussi un effet 

bénéfique comme le blocage d'AT1R sur les lésions glomérulaires induites chez le rat 

transgénique Ren2 mais un effet plus modeste sur la pression artérielle367. 

Les inhibiteurs du SRAA constituent donc une thérapeutique de choix dans les 

glomérulopathies avec atteinte podocytaire grâce à l'addition des effets sur la pression 

systémique, l'hémodynamique glomérulaire et l'effet protecteur sur le podocyte.  

V. DEUX MODELES DE PODOCYTOPATHIE ACQUISE: LA PERFUSION 

D'ANGIOTENSINE II ET L'INJECTION D'ADRIAMYCINE 

Dans la deuxième et troisième partie de ce travail nous avons utilisé deux modèles de 

glomérulopathie non inflammatoire et de lésions podocytaires acquises. La première est un 

modèle de toxicité directe podocytaire chez la souris par injection d'une anthracycline, 

l'adriamycine et la deuxième est le modèle de perfusion continue d'angiotensine II qui aboutit 

à une néphropathie hypertensive avec des lésions vasculaires et des lésions glomérulaires 

épithéliales. 

MODELE DE NEPHROPATHIE A L'ADRIAMYCINE: UNE AGRESSION TOXIQUE DU PODOCYTE 
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La recherche d'un modèle plus pur d'agression glomérulaire chez la souris afin de tester l'effet 

de la délétion du gène STAT5 du podocyte nous a amené à utiliser le modèle expérimental 

nommé néphropathie à l'adriamycine370. 

 

FIGURE 17: LESIONS HISTOLOGIQUES OBSERVEES DANS LA NEPHROPATHIE A L'ADRIAMYCINE CHEZ LE RAT (LEE 

ET AL. 2011) 

L'atteinte rénale des anthracyclines chez le rat a été décrite pour la première fois en 1970371 

avec la daunomycine puis en 1976 avec la doxorubicine (également appelée Adriamycine®) 

chez le rat372 et en 1998 chez la souris373. Un cas clinique chez l'Homme en 1977 a décrit une 

toxicité rénale de la doxorubicine374 avec des lésions semblables au modèle animal mais cela 

reste anecdotique car cette toxicité rénale est quasi exclusive aux espèces murines.  

Nous retiendrons la dénomination adriamycine car toute la littérature sur le sujet a retenu ce 

terme même si doxorubicine serait plus adapté. 

L'adriamycine est un anticancéreux de la famille des anthracyclines, molécules isolées à partir 

d'actinobactéries de type Streptomyces et découvertes en 1963. Le suffixe "rubicine" rappelle 

leur couleur rouge vive. Les anthracyclines s'intercalent entre les paires de bases azotées de 
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l'ADN et inhibent l'activité de la topoisomérase II, d'où le nom d' « intercalants » donné à ce 

groupe de substances. La plupart d'entre elles forment des radicaux libres oxygénés 

responsables de leur toxicité, mais sans doute pas de leur activité anticancéreuse. En plus de 

leur effet sur la lignée hématopoïétique principalement recherché, ces molécules ont une 

toxicité sur la peau, le tuďe digestif et le Đœuƌ Đhez l'Hoŵŵe.  

L'adriamycine est principalement métabolisée par le foie et l'excrétion urinaire constitue 4-5% 

de son élimination. L'adriamycine s'accumule principalement dans le rein mais peut aussi être 

tƌouǀĠe daŶs le foie, le Đœur et l'intestin chez l'animal.  

Dans les modèles murins, où l'administration de l'adriamycine est par voie intraveineuse 

(veine caudale ou sinus rétro-orbitaire) il existe deux facteurs pouvant influencer les résultats 

dans le modèle. D'une part il existe une variabilité des effets dépendante du fonds génétique 

en particulier chez la souris, avec des souches résistantes comme les C57BL/6J et des souches 

sensibles comme les BALB/c ou les 129S1/Sv375. Les mâles BALB/c sont injectés avec des doses 

de 9,9-10,4 mg/kg alors que les C57BL/6J nécessitent des doses beaucoup plus importantes 

autour de 13-25 mg/kg376. Le sexe peut aussi être une source de variabilité comme dans 

d'autres modèles expérimentaux (ex: angiotensine II, anti-MBG) ce qui peut être due en 

partie aux cycles hormonaux des femelles. Les rats mâles sont plus susceptibles à 

l'adriamycine que les rats femelles. La plupart des études utilisent une seule injection 

intraveineuse. L'autre source de variabilité est la faible marge "thérapeutique" de 

l'adriamycine nécessitant une bonne technique d'injection reproductible, et la constitution de 

lots expérimentaux de taille suffisante pour pallier à cette variabilité parfois inévitable. 

Les lésions rénales observées au cours de ce modèle ressemblent à celles notées dans les HSF 

chez l'Homme. En effet, il existe une atteinte glomérulaire principalement avec des lésions de 

collapsus des capillaires glomérulaires de façon focale et des synéchies floculo-capsulaires 

avec des détachements podocytaires et parfois des scléroses glomérulaires globales. Il existe 

par ailleurs un retentissement tubulo-interstitiel avec des zones d'atrophie tubulaire et de la 

fibrose interstitielle (Figure 17). En microscopie électronique on note des lésions podocytaires 

avec une fusion des pédicelles et un épaississement des cellules endothéliales. Sur le plan 

fonctionnel on note une dégradation de la fonction rénale modérée et une protéinurie qui 
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peut être d'ordre néphrotique. Ces altérations pathologiques sont observées à partir d'une 

semaine et sont très sévères à 4 semaines de l'injection370.  

MECANISMES PATHOGENIQUES DU MODELE 

Le mécanisme par lequel l'adriamycine induit des lésions glomérulaires est resté vague 

jusqu'à très récemment. Le rôle de l'inflammation a été évoqué initialement mais les études 

récentes montrent un rôle majeur de l'atteinte directe mitochondriale podocytaire dans le 

modèle. 

L'analyse histologique des reins après injection d'adriamycine montre un infiltrat 

inflammatoire lymphocytaire T/B et macrophagique tubulo-interstitiel et de ce fait le rôle de 

l'immunité adaptative et/ou innée a été étudié377. Cependant des expériences menées avec 

des souris SCID (severe combined immunodeficient) sur un fonds BALB/c montrent que celles-

ci développent les mêmes lésions rénales que leurs contrôles BALB/c378,379. Ces deux travaux, 

qui remettent complètement en cause le rôle des lymphocytes dans le modèle révèlent une 

sensibilité accrue de ces souris immunodéprimées à l'adriamycine et attribuent à la perte des 

cellules T régulatrices CD4+CD25+Foxp3+ l'effet aggravant observé chez les souris SCID. 

Cependant, la mutation SCID est une mutation sur le gène Il2rg et comme on le verra au cours 

de ce travail, la délétion d'Il2rg chez la souris implique aussi une délétion tissulaire de ɶC 

aggravante par le biais de son effet purement podocytaire. L'aggravation des souris SCID 

après injection d'adriamycine pourrait donc s'expliquer par cette absence épithéliale 

podocytaire de ɶC. Les macrophages cependant en fonction de leur phénotype pro ou anti-

inflammatoire semblent jouer un rôle important dans le modèle. 

En 2010, un pas en avant dans la compréhension de la physiopathologie a été fait par l'étude 

montrant que la variabilité de la susceptibilité à l'adriamycine en fonction du fonds génétique 

chez la souris (en particulier entre le fonds BALB/c et C57BL6) provenait d'une mutation dans 

le gène Pkrdc (protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide). Ce gène code pour une 

protéine impliquée dans la réparation des cassures double-brin de l'ADN et est retrouvée 

dans les podocytes de la souris. L'adriamycine induirait des altérations dans l'ADN 

mitochondrial podocytaire via son action d'intercalant ou par la production de ROS qui 

peuvent être atténuées en cas de fonctionnement normal du complexe de réparation de 

l'ADN. Dans le cas où Pkrdc est muté la souris développe des lésions aggravées200. La mutation 
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combinée de Pkrdc et d'une autre mutation d'un gène impliqué dans la régulation de la 

synthèse de l'ADN mitochondrial comme Mpv17 (qui par ailleurs a un rôle anti-apoptotique 

dans les podocytes380) induit de façon spontanée une déplétion de l'ADN mitochondrial 

podocytaire et des lésions podocytaires similaires à celles induites par l'adriamycine.  

D'autres études plus récentes ont confirmé le rôle essentiel de l'atteinte mitochondriale 

podocytaire dans le modèle et en particulier des protéines GSK3β381,382 et Krüppel-like factor 

6383(KLF6). En effet KLF6, est un facteur de transcription essentiel dans la régulation de la 

fonction mitochondriale dans l'apoptose podocytaire. La délétion de Klf6 des podocytes de la 

souris du fonds génétique résistant C57BL6 entraîne des lésions d'HSF et une protéinurie. 

L'activation de Klf6 dans les podocytes après stimulation par l'adriamycine est un facteur de 

résistance à l'apoptose et diminue la dysfonction mitochondriale. La protéine Klf6 peut activer 

la transcription mitochondriale du gene du cytochrome c oxidase assembly gene (SCO2) 

évitant l'activation de l'apoptose podocytaire. De façon très intéressante l'expression de KLF6 

est diminuée en immunohistochimie dans les podocytes des patients avec une HSF ou une 

HIVAN. 

AVANTAGES ET LIMITES DU MODELE 

Le modèle de néphropathie à l'adriamycine est un modèle reproductible très utilisé pour 

étudier l'effet d'une délétion génique en particulier podocytaire sur la susceptibilité à la 

glomérulosclérose ou aux lésions d'HSF370,377,384. Il s'agit d'un modèle reproductible n'ayant 

recours qu'à une seule injection et qui est rapide puisque les effets sont visibles à J7 ou J14. 

La mortalité est faible, l͛un des effets secondaires fréquents est la perte de poids qui peut 

être compensée par des apports liquidiens supplémentaires dans le cas où les doses 

administrées d'adriamycine sont élevées (comme dans notre cas où une souche résistante 

C57BL6 a été utilisée). Le type de lésions produites est très proche des lésions d'HSF chez 

l'Homme ou des lésions de néphropathie associée au VIH. Par ailleurs ce modèle est 

reproductible chez les rats et chez les souris et a ouvert récemment un champ d'étude sur le 

rôle de l'intégrité mitochondriale dans les pathologies podocytaires. 

Cependant, ce modèle a des limites. La limite principale est que cette molécule n'a pas d'effet 

toxique podocytaire chez l'Homme ce qui nécessite une vision critique des résultats obtenus 

quant à leur reproductibilité, Đe d͛autaŶt Ƌu͛il eǆiste uŶe leuĐopeŶie/ŶeutƌopĠŶie iŵpoƌtaŶte 



82 

 

pouvant impacter le phénotype. Par ailleurs, il faut tenir compte de la variabilité entre sexes 

et surtout entre les différents fonds génétiques chez la souris en particulier ayant un effet 

majeur sur le phénotype. Enfin, la faible marge thérapeutique et sa voie d'administration 

intraveineuse nécessitent des opérateurs expérimentés afin de diminuer la variabilité 

interindividuelle.   

MODELE DE NEPHROPATHIE HYPERTENSIVE PAR PERFUSION CONTINUE D'ANGIOTENSINE II 

Comme on l'a vu, une autre cause de lésions glomérulaires secondaires pouvant impliquer 

des phénomènes hypoxiques locaux est l'hypertension artérielle. Il existe plusieurs modèles 

de néphropathie hypertensive chez l'animal comme celui par diminution de la disponibilité du 

monoxyde d'azote par le L-NAME. Cependant le modèle par infusion continue d'angiotensine 

a plusieurs particularités intéressantes peƌŵettaŶt l͛aŶalǇse de la pathologie glomérulaire. Le 

L-NAME aboutit à une agression glomérulaire par plusieurs mécanismes: augmentation de la 

pression artérielle systémique, augmentation de la pression intraglomérulaire et effet toxique 

direct sur l'épithélium rénal et en particulier le podocyte via, entre autre, l'endotheline-1. 

L'angiotensine II a été identifiée initialement comme un puissant peptide vasoconstricteur et 

est un acteur majeur de la physiopathologie de la néphropathie hypertensive. Cette molécule 

a par ailleurs des actions pléiotropiques sur des multiples organes où il participe de façon 

centrale aux altérations tissulaires associées à l'hypertension. Elle agit principalement via son 

récepteur AT1R. 

L'angiotensine II est administrée par voie intraveineuse ou par l'intermédiaire d'une 

minipompe osmotique diffusant à débit continu dans le tissu sous-cutané. C'est ce dernier 

modèle que nous avons retenu dans la dernière partie de ce travail. La dose de 1µg/kg/min a 

été administrée pendant une durée de 42 jours. 

La perfusion continue d'angiotensine II induit une hypertension artérielle et une protéinurie 

précoce puis une apparition d'une insuffisance rénale chronique secondaire. L'angiotensine II 

favorise une hypertension sensible au sel et la sévérité de l'atteinte rénale peut être 

augmentée par l'adjonction d'un régime riche en NaCl (3%). 
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VI. OBJECTIFS DU TRAVAIL 

L'objectif global de ce travail est d'étayer le rôle principal joué par des facteurs intra-rénaux 

tissulaires épithéliaux et endothéliaux dans la genèse des lésions glomérulaires. Ce rôle 

tissulaire s'oppose au rôle classiquement décrit des effecteurs « systémiques » comme 

l'immunité ou l'élévation de la pression artérielle. Comparé à ces effecteurs systémiques 

(cellules inflammatoires infiltrantes par exemple), les cellules épithéliales et/ou endothéliales 

rénales constitueraient les acteurs principaux propres à l͛oƌgaŶisatioŶ des lésions 

glomérulaires et de facto le pronostic rénal.  

La première partie de ce travail étudie les rôles respectifs des lymphocytes et des cellules 

résidentes dans la pathogénie des lésions glomérulaires induites par un modèle de 

glomérulonéphrite inflammatoire: le modèle anti-membrane basale glomérulaire passif chez 

la souris.  

Au cours du modèle, la détection d'un rôle protecteur d͛uŶ récepteur immun comme la 

chaîne ɶ commune des récepteurs des interleukines (trouvé de manière inattendue comme 

exprimée par le podocyte) via l'interleukine-15 nous oriente vers l͛Ġtude de certaines 

protéines transductrices composant le système JAK-STAT. Dans une deuxième partie nous 

étudierons donc le rôle de la protéine STAT5, classiquement située en aval du récepteur de 

l'IL-15,au sein du podocyte. Nous avons utilisé deux modèles d'agression glomérulaire: le 

modèle anti-MBG et la néphropathie à l'adriamycine. 

L'étude de l'effet du fonds génétique de la souris auquel j'ai participé (Annexe 1) au cours du 

modèle anti-MBG a mis l'accent, sur la voie du VEGFA et le complexe de réponse à l'hypoxie 

(HIF) dans la pathogénie des lésions endothéliales. Dans une troisième partie nous avons donc 

étudié le rôle d'une protéine du complexe HIF, nommée Epas1. Cette protéine est exprimée 

par l'endothélium rénal au cours de deux modèles d'agression endothéliale glomérulaire: le 

modèle anti-MBG et le modèle par perfusion continue d'angiotensine II.  
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RESULTATS 

PARTIE 1: 

ROLE DE LA CHAINE ɶ COMMUNE GLOMERULAIRE DANS UN MODELE 

EXPERIMENTAL DE GLOMERULONEPHRITE INFLAMMATOIRE: LE MODELE ANTI-

MBG CHEZ LA SOURIS 

 

Article 1: Glomerular common gamma chain confers B and T cell-independent resistance to 

glomerulonephritis 

En révision (25/04/2016). Kidney International KI-04-16-0543  

  



For P
eer R

eview
 O

nly

�

�

�

�

�

�

����������	
�����	�����	

���	
������	�	���	�	
����

�����������	��������
�	��	������������
������
�

�

�������	� ���������	�
��	����
�


������
������ ��������������

���
��������	� ���
��������� �

�����!�"#
���$�"��� ����� ��	� �%�����&����

'�#������(
����)���� ���	� (�*��+�,���-��.!/�
+�0
�1!����-����
�������2�"�
*�����3��
���4�$��
2��
�+��0�5������.6� ����5
*�������������������
����6����-�!��"�����
0�
7���
�6�+�02
'�0�
7�2��
�����
'�� ��
�+���#
�
*��-��.!/�
+�0
�1!����-�!��"�����0�
7���
�6�+�02
'�
0�
7�2��
����-��#�5
�5���$�'���#�����8��
�����)������+�0
�1!������
�����#�
9��$��#����� +�!�� 
�-��.!/�
+�0
�1!����-�!��"�����0�
7���
�6�+�
02
'�0�
7�2��
�����
:�+�:
���
-��.!/�
+�0
�1!�����
!� 
��+����
�-��.!/�
+�0
�1!�����
2���
��+�!��$�
��-��.!/�
+�0
�1!����-�!��"�����0�
7���
�6�+�02
'�0�
7�
2��
�����
3���
5+����4��$��-����
�������2�"�
*�����3��
���4�$��2��
�+��0�5������
.6� ����5
*�������������������
����6����-��.!/�
+�0
�1!����-�!��"�����
0�
7���
�6�+�02
'�0�
7�2��
�����
���
��+������' �
���� �-������#�0
����&�+�����
����0�
7���
��
���
$;36#�����5
�+�3<�
����!�=�(��
��
9������+�8�������-������#�0��&�+�0�
7���
�6�2��
������������
'�#��5��+�8�"
��-�>�
���
�$
����'����5���)�'�������0�
7���
��+�����
������)�
'�#�����
������
�#�$
�
���
�
�!����+���#��-�����
����2������+�0�
�6��##��
�6�
��6����$������#�0��%�
9��� ���
� +�' �
��
��-�����
����2������+�0�
�6��##��
�6�
��6����$������#�
0��%�
���$���+�/�
�-����
�������2�"�
*�����3��
���4�$��2��
�+��0�5������
.6� ����5
*�������������������
����6����-��.!/�
+�0
�1!����-�!��"�����
0�
7���
�6�+�02
'�0�
7�2��
�����

�����$+�(������-����
�������2�"�
*�����3��
���4�$��2��
�+��0�5������
.6� ����5
*�������������������
����6����-��.!/�
+�0
�1!����-�!��"�����
0�
7���
�6�+�02
'�0�
7�2��
�����

���?��$�	� 5��#�������� �
�
�+���#� ������+���$�����+�����@
����

!�"A��������	� B��#��������
�����+��##�����5�+��������
$������A����

��

�

The International Society of Nephrology (http://www.isn-online.org/site/cms)

Kidney International



For P
eer R

eview
 O

nly

�

Page 1 of 39

The International Society of Nephrology (http://www.isn-online.org/site/cms)

Kidney International

1

2

3

4

5

6

7

8

9

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

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



For P
eer R

eview
 O

nly

 

 1

Glomerular common gamma chain confers B and T cell�independent 

resistance to glomerulonephritis 

 

Yosu Luque
1,2,3*

, M.D., Dominique Cathelin
1,2,8*

, Ph.D., Sophie Vandermeersch
1,2

, B.S., 

Xiaoli Xu
1,2

, M.D., Julie Sohier
1,2

, M.D., Sandrine Placier
1,2

, B.S., Alexandre Hertig
1,2,3

, 

M.D., Ph.D., Jean�Christophe Bories
4
, Ph.D., Florence Vasseur

5
, B.S., Fabien Campagne

6
, 

Ph.D., James P. Di Santo
7
, M.D., Ph.D., Christian Vosshenrich

7
, Ph.D., Eric Rondeau

1,2,3
 

M.D., Ph.D. and Laurent Mesnard
1,2,3,6 

M.D., Ph.D. 

 

1
 UMR_S 1155 Inserm, Rare and common kidney diseases, matrix remodelling and tissue repair, 

F�75020, Paris, France  

2
 Sorbonne Universités, UPMC Univ Paris 06, France 

3
Assistance Publique � Hôpitaux de Paris, Urgences Néphrologiques et Transplantation Rénale, 

Hôpital Tenon, F�75020, Paris, France 

4
Inserm UMR 1126, Institut Universitaire d'Hématologie, Hôpital St. Louis, Paris, France 

5
Inserm U1020, Université Paris Descartes, 75014 Paris, France 

6
Weill Medical College of Cornell University, Institute of Computational Biomedicine, New 

York, NY 10065, USA 

7
Institut Pasteur, Unité Immunité innée and Inserm U668, 75724 Paris, France 

8
Imaging and Cytometry Facilty of Tenon, UMR_S 1155 Inserm, Rare and common kidney 

diseases, matrix remodelling and tissue repair, F�75020, Paris, Sorbonne Universités, UPMC 

Univ Paris 06, France 

* YL and DC contributed equally to this work. 

 

Running title: Epithelial common gamma chain attenuates crescentic glomerulonephritis 

Abstract word count: 227 

Main body word count: 3987 

Correspondence to: 

 Dr Laurent Mesnard, laurent.mesnard@aphp.fr ; Inserm UMR S1155, Hôpital Tenon, 4 rue de la 

Chine, 75020 Paris, France. Phone: 331 56 01 83 17; Fax 331 56 01 66 59  

Page 2 of 39

The International Society of Nephrology (http://www.isn-online.org/site/cms)

Kidney International

1

2

3

4

5

6

7

8

9

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

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



For P
eer R

eview
 O

nly

 

 2

Abstract  

 

Crescentic glomerulonephritis (GN) is a life threatening renal disease that has been extensively 

studied by the experimental anti�glomerular basement membrane glomerulonephritis (anti�GBM�

GN) model. Although T cells have a significant role in this model, athymic/nude mice and rats 

still develop severe renal disease. Our aim was to explore further the contribution of intrinsic 

renal cells in the development of T cell�independent GN lesions. We induced anti�GBM�GN in 3 

strains of immunodeficient mice (����
���

, ����
���
���	�

���
 and ����

���
���	


���
) which are devoid of 

either T/B cells or T/B/NK cells. ����
���
���	�

���
 or ����

���
���	


���
 mice harbor an additional 

deletion of either the common gamma chain (γC) or the interleukin�2 receptor β subunit (IL�2Rβ) 

respectively, impairing IL�15 signaling in particular. As expected, all these strains developed 

severe anti�GBM�GN. In addition, bone marrow replenishment experiments allowed us to deduce 

a protective role for the glomerular�expressed γC during anti�GBM�GN. Given that IL�15 has 

been found highly expressed in nephritic kidneys despite the absence of lymphocytes, we then 

studied this cytokine ��
���	� on primary cultured podocytes from immunodeficient mice �����
���

���	�
���

 and ����
���
���	


���
) compared to controls. IL�15 induces downstream activation of JAK1/3 

and spleen tyrosine kinase (SYK) in primary cultured podocytes. IL�15�dependent JAK/SYK 

induction was impaired in the absence of γC or IL�2Rβ. Our study establishes that renal lesions 

are modulated by intrinsic glomerular cells through the γC/IL�2Rβ receptor, a response more 

classically described in immune cells. 

 

Keywords: glomerulonephritis, γC chain, lymphocyte, podocyte, IL�2Rβ, IL�15 
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Introduction 

Human crescentic glomerulonephritis (CG) and rapidly progressive glomerulonephritis (RPGN) 

are life threatening immune�mediated diseases.
1
 For many years, the pathogenesis of human 

RPGN has been studied using the experimental model of passive anti�glomerular basement 

membrane glomerulonephritis (anti�GBM�GN) whereby heterologous anti�glomerular basement 

membrane (GBM) serum is injected into rats or mice.
2
 Following injection, there is a strong 

inflammatory response, which in a few days leads to severe glomerular and tubulo�interstitial 

injuries
3,4

: renal cells become surrounded by lymphocytes, a feature reminiscent of human CG.
5–

10
 The development of anti�GBM�GN lesions in mice has been shown to involve a CD4

+
 T cell 

response through either Th1
4,11–14

 or Th17
15–17

 pathways, while the T cell subset of invariant 

natural killer T (iNKT) cells exerts a protective role independently of T cell polarization.
18

  

Interestingly, other studies have reported that mice or rats born athymic or “nude”, i.e. 

constitutively lacking T cells, still develop classical features of GN after anti�GBM serum 

injection, which is hypothesis�generating, and provides an opportunity to explore the particular 

role potentially played by renal cells, independently from T cells,
19,20

 and by intra�renal signaling 

pathways or local factors normally used by lymphocytes. We thus induced an experimental 

glomerulonephritis in several immunodeficient mice strains: ����
���

, ����
���
���	�

���
 and ����

���

���	

���

 which are devoid of either T/B cells or T/B/NK cells. Compared to ����
���

 mice�
����
���

���	�
���

 and


����

���
���	


���
 strains carry the additional deletion of either the interleukin IL�2 

receptor common gamma chain (γC) gene (����
���
���	�

���
) or the IL�2 receptor β subunit (IL�2Rβ) 

gene (����
���
���	


���
). Several interleukin receptor complexes share the γC subunit (IL�2, IL�4, IL�

7, IL�9, IL�15, and IL�21).
21

 Importantly, IL�15 and IL�2, together with an IL�15Rα or IL�2Rα 

co�receptor respectively, have their action further restricted to the β subunit. The trimeric IL�15 
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receptor (IL�15Rα, IL�2Rβ, γC) is necessary for NK cell ontogeny and explains the absence of 

NK cells in ����
���
���	�

���
 or ����

���
���	


���
 mice. In this paper we show that γC/ IL�2Rβ 

complexes expressed at the surface of intrinsic renal cells play an important role in the 

organization of renal lesions during severe immune�mediated glomerulonephritis.
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Results 

 

����
���
���	�

���
 mice are more susceptible than ����

���

mice to anti�GBM serum 

Experiments were first carried out to test the effect of anti�GBM serum in ����
���


mice devoid of 

T/B cells, ����
���
���	�

���
 mice devoid of T/B/NK cells, and wild type (WT) mice from the same 

C57BL/6J background. Administration of anti�GBM serum impaired renal function parameters 

and induced lesions typical of glomerulonephritis in WT, ����
���


and ����
���
���	�

���
 mice (Figure 

1A) evaluated at day 9. No marked differences were observed in the levels of blood urea nitrogen 

(BUN) and percentage of pathologic glomeruli between anti�GBM treated WT mice and ����
���


mice (Figures 1B & 1C). However, the score of interstitial lesions, assessed by tubular dilations 

and epithelial atrophy, was lower in anti�GBM treated ����
���


mice compared to anti�GBM�GN 

treated WT mice (Figure 1D). The levels of BUN and the severity of renal histological lesions 

were even greater in anti�GBM treated ����
���
���	�

���

mice than in anti�GBM treated ����

���
 mice 

(Figure 1B). Anti�GBM�GN treated ����
���
���	�

���
 mice consistently exhibited more significant 

tubulo�interstitial lesions and a higher percentage of pathologic glomeruli than anti�GBM treated 

����
���


mice (Figures 1C & 1D). Therefore, ����
���

 mice appeared only partially protected 

against anti�GBM�GN, while ����
���
���	�

���
 mice were found to be more susceptible to anti�GBM 

serum than WT or ����
���


mice.  

 

NK cells have no protective role against renal lesions induced by anti�GBM serum 

����
���

 mice have been shown to have a significant proportion of circulating NK cells (around 

25% �� 5% in WT mice), while ����
���
���	�

���
 mice totally lack NK cells.

22
 To determine the role 

of NK cells in the results shown above, ����
���
���	�

���
 mice were replenished by NK cells (1x10

6
 

cells/mouse), isolated from the spleen of WT C57BL/6J mice, and injected together with anti�

Page 6 of 39

The International Society of Nephrology (http://www.isn-online.org/site/cms)

Kidney International

1

2

3

4

5

6

7

8

9

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

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



For P
eer R

eview
 O

nly

 

 6

GBM serum. At day 7, flow cytometry analysis showed that ~ 2% of circulating cells in ����
���

���	�
���


mice were NK cells (Figure 2A). At day 9, NK cells were also detected in the mice


kidneys (Figure 2B), where an increase in mRNA expression of the ����
/������ NK cell 

receptor (Figure 2C) was detectable. Despite that, BUN levels and renal lesions were similar to 

non�replenished ����
���
���	�

���
 mice (Figures 2D to 2F). These findings suggest that NK cells do 

not account for the severity of glomerulonephritis in ����
���
���	�

���
 mice. 

 

The lack of γC expression in renal cells worsens renal lesions induced by anti�GBM serum 

Using bone marrow graft experiments we then analyzed the role of kidney�expressed γC in the 

development of renal lesions in anti�GBM�GN. Bone marrow cells isolated from WT or ����
���

CD45.1
+ 

mice were grafted into irradiated ����
���
���	�

���
 CD45.2

+
 (referred to as ep.γc

�/�
) mice, in 

order to obtain chimeric mice knockout only for the γC chain in non�immune cells. Six weeks 

after bone marrow transplantation at least 90% of circulating cells expressed the CD45.1
+
 marker 

in ����
���
���	�

���
 CD45.2

+
 recipients (Supplemental Figure 1A). NK cell counts measured after 

bone marrow transplantation are represented in Supplemental Figure 1B. In all anti�GBM�GN 

induced ep.γc
�/�

 chimeric mice, BUN levels were consistently higher than in mice with WT 

epithelia (Figure 3A). All ep.γc
�/�

 chimeric mice exhibited significantly severe glomerular lesions 

with numerous extra�capillary crescents (Figures 3B and 3D). In addition, the tubulo�interstitial 

lesions were more severe in ep.γc
�/�

 mice than in mice with WT epithelia, independent of the 

origin of the bone marrow (WT or ����
���

) (Figures 3C and 3D). These findings suggest that γC 

expressed on renal cells plays a protective role during anti�GBM�GN. 
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Despite the absence of lymphocytes, IL�15 appears as the main effective ligand of γC in the 

renal cortex during glomerulonephritis  

We next analyzed relative expression levels of cytokines (���� IL�2, IL�4, IL�7, IL�9, IL�15, and 

IL�21) acting through receptor complexes containing the common γC subunit in the renal cortex 

of WT, ����
���

 or ����
���
γ�

���
 mice (Figure 4A) after anti�GBM�GN. In all cases, IL�21 and IL�4 

mRNA were undetectable. The level of IL�2 mRNA remained very low in all mouse strains 

(Figure 4A). IL�7 and IL�9 mRNA were detectable in the renal cortex, but no difference was 

observed between WT, ����
���

, or ����
���
���	�

���
 mice. Interestingly, IL�15 mRNA was found to 

be highly expressed in the renal cortex after anti�GBM�GN in the absence of T/B lymphocytes 

(����
���

 mice) or even in the absence of T/B/NK cells in ����
���
���	�

���
 animals (Figure 4A). 

Thus, and as described by others,
23

 IL�15 is abundantly produced by intrinsic renal cells, which 

we confirmed by immunohistochemistry of the renal cortex (Figure 4B). To explore the role of 

IL�15, we challenged ����
���
����

���

 and ����

���

littermates with anti�GBM serum: BUN and 

proteinuria were found to be higher in ����
���
����

���

 mice compared to ����

���
 mice 

(Supplemental Figures 2 A, B, C). Next, we induced an anti�GBM�GN in ����
���
���	


���
 mice 

lacking the γC co�receptor IL�2Rβ. Again, ����
���
���	


���
 mice were found to be highly sensitive 

to anti�GBM serum when compared to ����
���

 mice. Both strains developed acute renal failure, 

yet BUN levels (Figure 4C), tubulo�interstitial lesions (Figures 4E/G) and proteinuria (Figure 

4F) were significantly greater in ����
���
���	


���
 than in ����

���
 mice (Figure 4D). Taken together, 

these results suggest that in the absence of lymphocytes, IL�15 and its co�receptors γC and IL�

2Rβ have a protective role during anti�GBM�GN.  
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IL�15Rα, γγγγC and IL�2Rβ receptor subunits are expressed in renal cells during anti�GBM�

GN 

Immunohistochemical studies evidenced noticeable intra�renal expression of γC and its co�

receptor complexes, IL�2Rβ and IL�15Rα. Interestingly, γC and IL�15 co�receptors IL�15Rα and 

IL�2Rβ were not expressed at the basal state in glomeruli. Nevertheless, they are induced during 

anti�GBM�GN (Figures 5A to C). Co�localization studies in ����
���

 mice showed that γC is 

mainly induced in podocytes during anti�GBM�GN
(Figure 5D). These findings indicate that γC, 

IL�2Rβ and IL�15Rα are expressed in renal epithelium and in particular by injured glomeruli 

during anti�GBM�GN. These were not kidney�specific ���	� (γC) or ���	
 splice variants: RNA�

Seq analysis revealed that all “classical” transcripts and exons of γC, originally described in 

lymphocytes, are expressed in the kidneys of ����
���

 mice (Supplemental Figures 3 A, B, C).  

 

Renal epithelial IL�15 signaling is impaired in the absence of γγγγC or IL�2Rβ  

�� ���	� experiments were carried out on primary cultured podocytes in which γC has been 

demonstrated to be highly expressed. Mice primary podocytes from the ����
���
���	


���
�����

���

���	�
���

 or WT kidney cortex were cultivated and stimulated by IL�15. To confirm the 

functionality of IL�15 receptors we studied downstream effectors classically known in 

lymphocytes: phosphorylated JAK 1/3 and spleen tyrosine kinase (SYK). As described in 

immune cells, IL�15 induced JAK1/3 and SYK phosphorylation in primary cultured podocytes 

(Figures 6A to 6D). However, despite the absence of γC, JAK1/3 was still induced in primary 

podocytes from ����
���
���	�

���

mice (Figures 6A to 6C), while SYK phosphorylation dramatically 

decreased (Figures 6A and 6D). There was no JAK and SYK phosphorylation in the absence of 
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IL�2Rβ (Figures 6A to 6D). Thus, IL�15 signaling on primary podocytes appears to be more 

dependent on IL�2Rβ than on γC.  
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Discussion 

  

 Previous studies have described the role of immune cells during the development of renal 

injury in the passive experimental model of anti�GBM�GN.
4,13,17,24,25

 To date, many studies 

support a central role for T lymphocytes in the generation of renal lesions.
4,26

 Because renal 

lesions are observed despite the absence of B and T lymphocytes in mice, we propose that 

intrinsic renal cells play a central role in the development of anti�GBM�GN.
27–30

  Our findings are 

also in agreement with those of earlier studies that evaluated passive anti�GBM�GN lesions in 

nude animals.
19,20

 Similar observations regarding glomerular injury in the absence of T cells were 

also made in ����
���

 mice in another experimental model (Alport’s Syndrome) in which 

inflammatory cells are believed to contribute to renal lesions. In this latter study, T cells were not 

required for the emergence of glomerular injury, but may have contributed to the development of 

tubular lesions.
31

 In our study we find similar results in the passive anti�GBM�GN model, as 

tubulo�interstitial lesions appear less severe in ����
���

 mice compared to those observed in WT 

mice. 

When re�examining the role of T lymphocytes during the generation of anti�GBM�GN lesions it 

appears that several points could in fact reconcile our findings with previous studies. 

First, active and passive experimental anti�GBM�GN models are often unintentionally 

scrambled. The passive form, used in our study, results from the injection of a heterologous anti�

GBM serum, whereas the active model is the result of the “active” immunization of the host 

against glomerular extracts or specific GBM epitopes breaking self�tolerance.
32–34

 The active 

model is largely dependent on cell�mediated immunity (CMI) whilst our work demonstrates that 

the passive model is not dependent in this way. Second, the very first studies demonstrating the 

role of CMI during passive anti�GBM�GN were made using either depleting antibodies, with 
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 11 

potential off�target effects, or an unstable genetic background.
35–38

 Third, some passive�anti�

GBM�GN phenotypes, acquired in mutant mice engineered with defective CMI effectors, could 

be explained by a defect in renal cells ��	
��.
39,40

 This defect would be evident only during the 

disease state. Our work illustrates this point. Indeed, we demonstrate that γC plays an important 

role in epithelial cells only during glomerulonephritis.  

 Using double knockout animals (����
���
���	�

���
) and bone marrow graft experiments, we 

demonstrate that the expression of γC in the kidney plays a major role in the development of 

passive anti�GBM�GN. To our knowledge ours is the first study to show a role of a tissue�

expressed γC chain. This result is obtained in the absence of lymphocytes. Several interleukin 

receptor complexes (IL�2, IL�4, IL�7, IL�9, IL�15, and IL�21) share the γC subunit.
21

 As with γC, 

IL�2Rβ is also part of the co�receptor complex that signals only for IL�2 and IL�15.
41

 But IL�2 or 

IL�15 signaling requires an additional α subunit leading to functional receptor complexes formed 

with IL�2Rα/IL�2Rβ/γ, or IL�15Rα/IL�2Rβ/γ. To date, γC or IL�2Rβ expressions have been 

reported in primary cultured tubular epithelial cells or renal tumoral cells but not in glomerular 

cells (���. endothelial,
mesangial or even visceral epithelial cells).
42,43

 

 Given either their absence or very low level of expression during anti�GBM�GN, we ruled 

out any important role for IL�2, IL�4, IL�7, IL�9 or IL�21. These results and the severity of the 

anti�GBM�GN observed in ����
���
���	


���
 mice pointed to IL�15 in particular. We demonstrate 

that IL�15 ��	
 �� confers a powerful protective effect against anti�GBM�GN in the absence of 

lymphocytes. These results are partially in line with the original study by Shinozaki ��
��.
23

 Using 

����
��� 

mice in the same model, this study demonstrated that IL�15 produces an important anti�

apoptotic effect in epithelial cells. However, as opposed to the hypothesis of Shinozaki ��
��, our 

study highlights that the IL�15 epithelial protective effect appears marginally T cell driven.  
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 Our ��
 ���	� data suggest that podocytes use the classical IL�15/JAK/SYK signaling 

pathways described in immune cells.
21,42–45

 Impaired JAK/SYK activation on epithelial cells 

could therefore explain the severe renal lesions in mice lacking γC or IL�2Rβ compared to their 

WT counterparts. Some publications suggest a role for SYK during glomerulonephritis.
46,47

 

Despite the absence of γC, IL�15 unexpectedly induces JAK phosphorylation. We hypothesize 

that IL�2Rβ dimerization could occur in the absence of γC but yet still lead to JAKs 

phosphorylation and thus permit beneficial IL�15 downstream events.  

 These findings contribute to our understanding of epithelial�specific IL�15 signaling and 

suggest that γC and IL�2Rβ may modulate different downstream survival events. IL�2Rβ/JAK 

interactions have been studied mainly ��
���	� as part of the IL�2 response rather than that of IL�

15.
48

 Similar to the observed effects in anti�GBM�GN�induced renal lesions, IL�2/IL�15 receptors 

have been reported to be a key anti�apoptotic factor in both immune and epithelial mammary 

cells.
49

 Altogether, the intra�renal expression of IL�15 signaling may represent a key functional 

��� �
 ���	���� that limits epithelial lesions associated with glomerulonephritis. These effects 

may be related to STAT5 action or to other signaling proteins such as SYK which are involved in 

the IL�15 response.
50,51

 Further studies are needed to determine more precisely the intra�renal role 

of downstream IL�15 signaling effector events in the model of anti�GBM�GN. 


 In conclusion we demonstrated that significant renal lesions occur in the absence of T and 

B or even NK cells during experimental passive anti�GBM�GN. We also showed that epithelial�

expressed immune receptors such as γC and its IL�2Rβ co�receptor can largely modulate the 

protective effect of IL�15, an interleukin which is highly expressed by the kidney epithelium. 

Therefore, renal�expressed immune receptors such as γC/IL�2Rβ ��	
 �� might represent 

unsuspected targets during glomerulonephritis. 
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Methods  

 

Animals  

C57BL/6J WT mice were obtained from the Charles Rivers Laboratory (L'Arbresle, France). 

C57BL/6J ����
���
���	�

���
CD45.1 mice were kindly provided by S. Ezine and F.Vasseur (Inserm 

U1020, Paris, France). C57BL/6J ����
���

CD45.2 mice and ����
���
���	�

���
mice were provided by 

J.C. Bories (Centre Hayem EA 3963, Paris, France). C57BL6J ����
���
���	


�/�
mice and ����

���
����

�

��
mice were provided by J. Di Santo (Institut Pasteur, Paris, France). Description of the 

immunological phenotypic of these different mice strains has been previously described.
52,53

 

Mice submitted to sanitary control tests to ensure proper pathogen�free status were housed in the 

same animal facility before any experiments. All mice were backcrossed at least 12 times into a 

C57BL/6J background to ensure a similar genetic background.  

Experimental anti�GBM glomerulonephritis 

Passive experimental anti�GBM�GN was induced using decomplemented sheep anti�rat GBM 

serum prepared as previously described.
18

 Passive non�accelerated anti�GBM�GN was induced by 

daily intravenous administration of 1.5 mg total protein/ g body weight for three consecutive days 

as previously described.
3
 Renal injury was evaluated on day 9 following the last injection of anti�

GBM serum. As controls, mice were injected with phosphate buffered saline (PBS) or normal 

sheep serum. BUN, urinary protein and creatinine levels were measured using a Konelab 

enzymatic�spectrophotometric analyzer (Thermo Scientific). 

NK cells isolation and transfer in ����
���
���	�

���
mice 

NK cells were isolated from C57BL/6J WT mice spleen cell suspension using the NK Cell 

Isolation Kit, an LS Column, and a MidiMACS™ Separator according to the manufacturer’s 
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instructions (Miltenyi Biotec). The NK cells were then injected intravenously (1.10
6
 cells in 100 

µl in sterile PBS per mouse) to ����
���
���	�

���
 mice. 

Bone marrow transplantation 

CD45.2
+
 WT C57BL/6J mice and ����

���
���	�

���
 mice were X irradiated (700 rad/mouse) to 

deplete bone marrow progenitors, and then reconstituted 24 h later by intravenous retro�orbital 

injection of 10 × 10
6
 bone marrow white cells obtained from flushed femurs and tibias derived 

from donor CD45.1
+
 mice. Mice were then left for six weeks for bone marrow reconstitution. 

Histological and immunohistochemical studies  

Kidneys were fixed in formalin solution (4%), and embedded in paraffin. Sections (4�µm thick) 

were stained by Masson’s trichrome to determine proportion of positive glomeruli which were 

defined by crescent formation (defined as glomeruli exhibiting ≥2 layers of cells in Bowman's 

space, with or without podocyte injury, as indicated by ballooning, necrosis, or cyst formation) 

and/or fibrin deposition. The proportion of glomeruli affected was determined by a blinded 

examination on at least 50 glomeruli per section. Tubular lesions were evaluated semi�

quantitatively as follows: 0, no tubular dilation; 1, dilation in 1–25% of the tubules analyzed; 2, 

dilation in 26–50% of the tubules analyzed; 3, dilation in 51–75% of the tubules analyzed; 4, 

dilation in >76% the tubules analyzed.  

Immunohistochemical studies were performed on dewaxed kidney 4�µm sections which were 

incubated for 30 minutes at 95°C in the target retrieval solution (Dako), then in peroxidase 

blocking reagent (Dako), blocked in PBS containing 5% BSA and immunostained against IL�15 

(R&D Systems), IL�2Rβ (Cell Signaling) and IL�15Rα (Novus Biologicals). Specific staining 

was revealed using Histofine reagents, which contained anti�rabbit or anti�rat immune�peroxidase 

polymer.  
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For NK cell and IL�2Rγc stainings, 4�µm kidney cryosections were blocked with 5% BSA�PBS 

for 10 minutes at room temperature Kidney sections were then incubated with anti�Ly49G2 (BD 

Biosciences Pharmingen) or anti�IL�2Rγc (Biolegend) antibodies overnight. For Ly49G2 staining 

kidney sections were then incubated sequentially with biotinylated secondary antibody, avidin�

biotin�peroxidase complex (ABC�Elite; Vector Laboratories), and 3,3'�diaminobenzidine (with 

nickel chloride enhancement). For IL2Rγc specific staining was revealed using Histofine anti�rat 

secondary antibody and AEC (Dako). Images were obtained with optical microscopy (Olympus, 

Hamburg, Germany). 

Immunofluorescence assay and confocal microscopy  

Rabbit anti�IL2Rγc (Biolegend) and rabbit anti�nephrin (LifeSpan BioSciences Inc.) antibodies 

were incubated overnight on frozen kidney slides after blocking with PBS containing 5% BSA. 

Kidney sections were then incubated with anti�rat Alexa Fluor 488, or anti�rabbit Alexa Fluor 

546 conjugated secondary antibodies (Invitrogen). The nuclei were stained using DAPI 

(Invitrogen). Images were obtained with laser scanning confocal microscopy (TCS SP2 AOBS, 

Leica, Wetzlar, Germany). Acquisition software used was Leica Confocal Software and images 

(x630) were processed using Image J®. 

Flow cytometry 

Blood samples (50µl) from mice were incubated for 1 h at 4°C with anti�mouse CD45.1, CD45.2 

or Ly49G2 primary antibodies or corresponding isotype controls (BD Biosciences Pharmingen). 

After washing, cells were then incubated with alexa488�coupled anti�rat IgG (Invitrogen) for 30 

min at 4°C. Red cells were then lysed and resuspended cells were analyzed using a FACScanto II 

flow cytometer (BD Biosciences Pharmingen).  

  

Page 16 of 39

The International Society of Nephrology (http://www.isn-online.org/site/cms)

Kidney International

1

2

3

4

5

6

7

8

9

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

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



For P
eer R

eview
 O

nly

 

 16 

Quantitative RT�PCR 

RNA was extracted from whole kidneys using TRIzol solution (Life Technologies). Residual 

genomic DNA was removed by DNase I treatment (Fermentas). RNA samples (1 µg) were 

reverse�transcribed using a Revert Aid H minus First Strand DNA Synthesis kit (Fermentas). 

!����"� � 	�������
�" �
# and $%��&���'����� �����
�'���'�	�
��%��	���(�	���
($�	��)
genes 

were used as endogenous reference housekeeping genes. The specific PCR primer sequences 

used are listed in Supplemental Table 1. Normalization of the quantitative PCR (qPCR) data 

PCR analysis obtained using a LightCycler 480 (Roche Diagnostics) was performed using the 

Roche LightCycler 2.0 software (Roche Diagnostics). Data were expressed as 2
�DCp,

 where Cp 

corresponds to the cycle threshold number.  

��
�
�	� assays in cultured podocytes   

Freshly isolated renal cortex from )*, ����
���
���	�

���
 or ����

���
���	


���
 mice were mixed and 

digested by collagenase I (1 mg/ml; Gibco) in RPMI 1640 (Gibco) for 2 minutes at 37°C. Next, 

collagenase I was inactivated with RPMI 1640 plus 10% FBS (Hyclone). Tissues were then 

passed through a 100�+m cell strainer and a 40�+m cell strainer (BD Falcon) in PBS (Euromedex) 

with 0.5% BSA (Euromedex). Glomeruli, adherent to the 40�+m cell strainer, were removed from 

the cell strainer with PBS with 0.5% BSA injected under pressure, and finally washed twice in 

PBS. Freshly isolated glomeruli were plated in six�well dishes in RPMI 1640 with 10% FBS, 2% 

HEPES buffer (Gibco), and 1% penicillin/streptomycin (Gibco). Two days after seeding, 

glomeruli became adherent to the dish, and podocytes spread out from glomeruli.  

Primary podocytes were cultured on RPMI 1640 with 1% FBS for 12 hours and then stimulated 7 

days after seeding with mouse recombinant IL�15 (ref. PMP47, Bio�Rad AbD Serotec), at 50 

ng/ml for 30 minutes and then mixed in RIPA buffer (Santa Cruz) with orthovanadate, PMSF, 

protease inhibitor cocktail (Santa Cruz) and NaF and frozen at −80°C for protein extraction.  
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Western blot analysis from cultured primary podocytes  

After extraction from podocytes with lysis buffer, samples were fractionated by SDS�PAGE 

NuPAGE 4/12% gels
 

(Invitrogen) under reducing conditions and then transferred to a 

polyvinylidene difloride membrane. Membranes were incubated with the appropriate primary 

antibodies: anti�phosphorylated JAK1 (Cell Signaling), JAK3 (Cell Signaling) or SYK (Novus 

Biologicals). Protein loading was monitored by using the rabbit anti�GAPDH antibody (Sigma). 

Secondary antibody was horseradish peroxidase�conjugated goat anti�rabbit IgG (Amersham). 

Antigens were revealed with enhanced chemiluminescence
 

(ECL)�plus (Amersham) on 

autoradiography films (Fuji). Relative quantification was made using Image J® software. 

High throughput RNA�Sequencing, demonstration of absence of specific kidney splice 

variants 

RNA samples from non�nephritic kidneys from ����
���

 (and ����
���
���	�

���

kidney cortex as a 

negative control) (n=2 per group) of high quality (RNA Integrity Number >6) were processed to 

create a mRNA library using TrueSeq reagents (Illumina). Clusters were created for Illumina 

RNA�Sequencing using a CBot system and sequencing was carried out on one lane of HiSeq2000 

to produce paired�end reads (75 bases length, 29 to 35 millions of reads per sample). After 

demultiplexing, bar�coding removal, quality control and paired�end reads were processed from 

Fastq Sanger format to compact�reads format and then aligned with STAR (default parameters) to 

the mouse reference genome (mGC37/mm9) in order to seek putative kidney specific splice 

variants. Data alignment and analysis were performed using the GobyWeb interface and 

examined visually at the ���	� locus in the Integrative Genomic Viewer 

(http://www.broadinstitute.org/igv/) respective of Ensembl Annotation (Ensembl version 55).  
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Statistics 

Values are given as means ± SEM. Statistical analysis was performed using the GraphPad Prism 

program. The Mann�Whitney test was used to compare two groups. Kruskal�Wallis test analyzed 

the distribution of three or more groups. A � value<0.05 was considered significant.  

Study approval 

All mouse studies were submitted to, and approved by, the French Institutional Animal Care and 

Use Committee (Hôpital Tenon, AP�HP, Paris, France) and the Ethics Committee Charles 

Darwin (Paris, France) (ref n° 5 ECCD).  

Disclosures 

The authors have declared that no conflict of interest exists. 
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Figure legends 

 

Figure 1. Mice lacking lymphocytes develop typical lesions of glomerulonephritis following 

the administration of the anti�glomerular basement membrane (GBM) serum.  

 (A) Representative images of Masson trichrome stained sections of renal cortex from 8 to 10�

week�old wild type (WT), ����
���

 and ����
���
���	�

���
 mice 9 days after the injection of anti� GBM 

serum. Lower panels show magnification of glomerular crescentic lesions from upper panels. 

Scale bar: 50 µm. (B) Renal function assessed by blood urea nitrogen (BUN) levels at day 9 after 

the injection of anti�GBM serum. (C & D) Percentage of positive glomeruli presenting crescents 

and/or fibrin deposition (C), and semi�quantitative score of tubular lesions (tubulo�interstitial 

score or TIS) (D), in untreated 8 to 10� week�old WT mice (n= 5, control [CTL]), and anti�GBM 

serum�treated 8 to 10�week�old WT mice (n=20), ����
���


mice (n=15), and ����
���
���	�

���
 (n=12). 

Data represent means ± SEM. *p<0.05.  

Figure 2. Natural killer (NK) cells are not sufficient to protect ����
���
���	�

��� mice from anti� 

glomerular basement membrane glomerulonephritis (GBM�GN) induced by anti�GBM 

serum.  

(A) Representative dot�plots (3 independent experiments) of NK cell population (in red) 

evidenced by an anti�Ly49G2 staining (right quadrants) in 10�week�old anti�GBM�GN ����
���

���	�
���

 mice 7 days after i.v. administration of NK cells isolated from the spleens of wild type 

(WT) mice (lower right quadrant) or from ����
���
���	�

���
 mice injected with vehicle alone (upper 

right quadrant). (B) Representative images of Ly49G2
+
 NK cells staining (arrows) by 

immunohistochemistry on kidney sections from ����
���
���	�

���
 mice replenished with NK cells, 9 

days after the injection of NK cells (right panel), compared to non�replenished ����
���
���	�

���
 mice 
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(left panel). Scale bar: 100µm. (C) Relative levels of ����
 mRNA measured by quantitative 

polymerase chain reaction (PCR) in renal cortex from naïve (control [CTL]) and from anti�GBM�

GN WT, ����
���

,
 
and ����

���
���	�

���
 mice, which have been replenished (+) or not with NK cells. 

Data represents means ± SEM from 3 separate kidneys in each condition tested. * p < 0.05 

between groups. (D) Blood urea nitrogen (BUN) levels, (E) percentage of positive crescentic 

glomeruli, (F) semi�quantitative score of tubulo�interstitial lesions 9 days after injection of anti�

GBM serum into 8–10�week�old ����
���
���	�

���
 mice either replenished (+) or not with NK cells. 

Values are means ± SEM from 6 mice in each condition tested. In D to F no significant 

differences were observed between groups. 

Figure 3: Tissue common gamma chain (γγγγC) is required to maintain kidney function and 

renal tissue integrity after anti�glomerular basement membrane (GBM) serum injection.  

Bone marrow (BM) cells from 10�week�old wild type (WT) or ����
���

 mice (WT BM or ����
���

 

BM, respectively) were transferred into sub�lethally irradiated 10�week�old WT (WT BM => 

WT, ����
���

 BM => WT) or into ����
���
���	�

���
 mice (WT BM => ����

���
���	�

���
, ����

���
 BM => 

����
���
���	�

���

mice). (A to C) Blood urea nitrogen (BUN) levels (A), percentage of crescentic 

glomeruli (C) and semi�quantitative score of tubulo�interstitial lesions (B) in chimeric mice (n=5 

per group) 9 days after the administration of anti�GBM serum. Values are expressed as means ± 

SEM (n=5 per group) and * p < 0.05. (D) Representative images of Masson trichrome stained 

sections of renal cortex from 16�week�old WT or ����
���
���	�

���
 mice grafted with WT BM, 9 

days after the last injection of anti�GBM serum. Scale bar: 50 µm. 
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Figure 4: IL�15 is highly expressed in kidney cortex in a lymphocyte�free environment and 

its IL�2Rβ co�receptor deficiency aggravates anti�glomerular basement membrane 

glomerulonephritis (GBM�GN).  

(A) Reverse transcription� polymerase chain reaction (RT�PCR) analysis of common gamma 

chain (γC) ligands (IL�2, IL�4, IL�7, IL�9, IL�15, IL�21) mRNA expression in renal cortex 

homogenates from wild type (WT), ����
���

, and ����
���
���	�

���
 mice analyzed 9 days after anti�

GBM serum injection (means ± SEM of 5 mice per group of two independent experiments). (B) 

Representative image of the expression of IL�15 by immunohistochemistry in ����
���
���	�

���
 mice 

analyzed 9 days after anti�GBM serum injection. Scale bar: 50 µm. Blood urea nitrogen (BUN) 

levels in (C), positive glomeruli (D) and semi�quantitative score of tubulo�interstitial lesions (E) 

in 10–12�week�old ����
���

 mice and ����
���
���	


���
 mice, 9 days after the injection of anti�GBM 

serum. Proteinuria/creatinuria ratios are also expressed in (F). Values are means ± SEM of 5 10–

12�week�old mice per group. (G) Representative illustrations of Masson trichrome stained 

sections of renal cortex from 10–12� week�old anti�GBM�GN�induced ����
���

 and ����
���
���	


���
 

mice. Scale bar: 50 µm.  

Figure 5: Expression of IL�15R subunits in the mouse kidney during glomerulonephritis.  

Representative images of the expression of IL�15Rα (A), IL�2Rβ (B) or common gamma chain 

(γC) (C) by immunohistochemistry in 12�week�old ����
���

 or ����
���

�glomerular basement 

membrane (GBM) mice at day 9. Images are representative of at least 5 mice. Scale bar: 50 µm. 

IL�15Rα has been expressed in some in the tubules during normal conditions, but was largely 

induced in glomeruli following anti�GBM serum injection. IL�2Rß expression was not detected 

under normal conditions but was observed at day 9 of glomerulonephritis, mainly in glomeruli. 
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The γC chain expression has been found in glomeruli after anti�glomerular basement membrane 

glomerulonephritis (GBM�GN). (D) Immunofluorescent staining of nephrin (in red) and γC chain 

(in green) on kidney sections from ����
���

 or ����
���
���	�

���
 mice at day 9 of the anti�GBM�GN. 

DAPI was used to stain nuclei. The γC has been found expressed mainly by podocytes. ����
���

���	�
���

 mice are positive for nephrin (red) but negative for γC. Representative images from 

confocal microscopy observations. Scale bar: 50 µm  

Figure 6: Absence of IL2Rγc or IL2Rß impairs IL�15 signaling in primary cultured 

podocytes. 

(A) Western blot analysis of phosphorylated JAK1/3 and spleen tyrosine kinase (SYK) proteins 

from primary cultured podocytes extracted from kidney of 12�week�old wild type (WT), ����
���

���	�
���

, ����
���
���	


���
 mice. GAPDH was chosen as loading control. (B, C and D) Ratio of 

phosphorylated JAK1/3 and SYK on GAPDH is reported with respect to basal conditions using 

densitometric values from at least 5 mice from each group tested. Values are means ± SEM* p< 

0.05 between groups. 

Supplemental Figure 1: Bone marrow graft efficiency evaluation by determination of the 

CD45.1/(CD45.2+CD45.1) ratio and natural killer (NK) cells counts after bone marrow 

graft.  

Bone marrow (BM) cells from wild type (WT) or ����
���

 mice (WT BM or ����
���

 BM, 

respectively) were transferred into either sub�lethally irradiated WT (WT BM => WT, ����
���

 

BM => WT) or ����
���
���	�

���
 mice ( WT BM => ����

���
���	�

���
, ����

���
 BM => ����

���
���	�

���


mice). (A) Quantification by flow cytometry of the percentage of circulating CD45.1
+
 cells from 

the donors over the total CD45
+ 

cells and (B) percentage of circulating NK cells over the total 
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CD45+ cells in blood from chimeric mice was done at day 9 of the anti�glomerular basement 

membrane glomerulonephritis (GBM�GN). Values are means ± SEM (n=5 per group).  

Supplemental Figure 2: IL�15 plays a protective role against anti�glomerular basement 

membrane (GBM) serum in a lymphocyte�free environment.   

(A) Blood urea nitrogen (BUN) levels at day 9 and (B) protein urinary excretion rate at day 0, 

day 4 and day 9 of the anti� glomerular basement membrane glomerulonephritis (GBM�GN) in 

10 to 12�week�old ����
���


and


����

���
����

���
 mice. Results are expressed as means ± SEM (5 mice 

per group). (C and D) Representative illustrations of anti�GBM lesions evidenced by Masson’s 

trichrome staining in ����
���

and



����

���
����

���
 mice. Scale bar: 50 µm. 

Supplemental Figure 3: Annotated Integrative Genomic viewer (IGV) screenshot focused 

on the IL2rg locus following RNA�Seq analysis from mouse kidney cortex. 

(A) ���	� transcripts according to the Ensembl database (v55) at the ���	� gene locus 

(GRCm37/mm9). (B and C) Paired�end reads of naïve ����
��� 

(B) and
 
����

���
���	�

��� 
(C) mouse 

kidneys. All “classical” Il2rg exons were represented in the kidney of a ����
��� 

mouse, while 

exons 2 to 7 were absent in the ����
���
���	�

��� 
mouse kidney. Despite numerous transcript variants 

described in the Ensembl database for ���	� (represented in blue or red in A), exons belonging to 

���	� were not shared by other proxy genes, such as Gm20489�001 (red on the left in A), 

excluding any kidney�specific variants with an ���	� similarity. Other processed transcripts, such 

as ���	��002 or 003 (blue in A), which do not have a computationally predicted protein coding 

expression, were not expressed. Conversely, classical transcripts (in red in A, on the right) were 

expressed at the protein coding level in the kidney of a naïve ����
��� 

mouse.  
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Supplemental Table 1. Polymerase chain reaction (PCR) primer sequences used for 

quantitative PCR. 
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Supplemental Table 1: Luque et al. 

Transcript Name Primer pairs 

IL-2 
5'-GCTGTTGATGGACCTACAGGA-3' 

5'-TTCAATTCTGTGGCCTGCTT-3' 

IL-4 
5'-CCTGCTCTTCTTTCTCGAATGT-3'   

5'-CACATCCATCTCCGTGCAT-3' 

IL-7 
5'-CGCAGACCATGTTCCATGT-3' 

5'-TCTTTAATGTGGCACTCAGATGAT-3' 

IL-9 
5'-GCCTCTGTTTTGCTCTTCAGTT-3' 

5'-GCATTTTGACGGTGGATCA-3' 

IL-15 
5'-CAGCTCAGAGAGGTCAGGAAA-3' 

5'-CATGAAGAGGCAGTGCTTTG-3' 

IL-21 
5'-GACATTCATCATTGACCTCGTG-3' 

5'-TCACAGGAAGGGCATTTAGC-3' 

nkg2d 
5’-CTCCTGGCAGTGGGAAGAT-3’ 

5’-AAGCTTGAGCCATAGACAGCA- 3’ 

Gusb 
5'-CTCTGGTGGCCTTACCTGAT-3   

5'-CAGTTGTTGTCACCTTCACCTC-3  
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Supplemental figure 2: Luque et al. 
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PARTIE 2: 

ROLE PROTECTEUR DE STAT5 PODOCYTAIRE DANS UN MODELE EXPERIMENTAL DE 

GLOMERULONEPHRITE INFLAMMATOIRE ET DE GLOMERULOPATHIE TOXIQUE 

 

Article 2: Manuscrit en préparation 
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ROLE PROTECTEUR DE STAT5 PODOCYTAIRE DANS UN MODELE EXPERIMENTAL DE 

GLOMERULONEPHRITE INFLAMMATOIRE ET DE GLOMERULOPATHIE TOXIQUE 

 

INTRODUCTION 

Lors de travaux préliminaires nous avons montré chez la souris que les facteurs de 

transcription STAT5A/B sont très exprimés par le rein, en particulier par le podocyte, en 

conditions physiologiques. STAT5B est aussi activé par phosphorylation suivant une agression 

gloŵĠƌulaiƌe iŶduite paƌ l͛iŶjeĐtioŶ d͛aŶtiĐoƌps aŶti-membrane basale glomérulaire (MBG). 

STAT5A/B est classiquement décrit dans les cellules immunitaires ou il y joue un rôle 

régulateur, mais il est aussi exprimé dans d'autres types cellulaires comme l'épithélium 

mammaire où il est activé par la prolactine 385. Il existe deux formes de STAT5 Đhez l͛hoŵŵe 

et la souris : STAT5A et STAT5B. Ils sont codés au même locus par deux gènes différents 

poƌtĠs paƌ le Đhƌoŵosoŵe ϭϳ. L͛hoŵologie de Đes deuǆ pƌotĠiŶes se ƌappƌoĐhe de ϵϬ%, seuls 

ƋuelƋues aĐides aŵiŶĠs les diffĠƌeŶĐieŶt daŶs leuƌ site de liaisoŶ à l͛ADN. L͛aĐtiǀatioŶ de 

STAT5A/B, principalement étudiée dans les lymphocytes, est médiée par de nombreuses 

ĐǇtokiŶes ;ĐǇtokiŶes de la faŵille de l͛IL-Ϯ et de l͛IL-15) et des hormones (prolactine, 

ĠƌǇthƌopoïĠtiŶeͿ. Ces faĐteuƌs lui peƌŵetteŶt d͛eǆeƌĐeƌ soŶ ƌôle daŶs de Ŷoŵďƌeuǆ tǇpes 

cellulaires en particulier les cellules épithéliales 386. Suite à l͛aĐtiǀatioŶ de pƌotĠiŶes kiŶases 

d͛aŵoŶt JAK ϭ ou JAK ϯ, “TATϱ est phosphoƌǇlĠ suƌ uŶ ƌĠsidu tǇƌosiŶe. Dğs loƌs il se diŵğƌise 

et transloque dans le noyau où il peut activer de nombreux gènes cibles387. Les gènes cibles 

de STAT5 A et B ont été décrits principalement dans le lymphocyte T et concernent des voies 

anti-apoptotiques et prolifératives. STAT5A permet notamment la différenciation en 

lymphocyte T régulateur et en entrant en compétition avec STAT3 il active les gènes FOXP3 et 

CD25 (IL-2Rα). STAT5A active également BCL2 et participe à la survie des lymphocytes TCD8+ 

ŵĠŵoiƌe apƌğs stiŵulatioŶ paƌ l͛IL-ϭϱ et l͛IL-7 388. Cependant, le rôle de STAT5 dans 

l͛ĠpithĠlial ƌĠŶal Ŷ͛est pas ĐoŶŶu. 

L͛IL-15 est une cytokine très exprimée par l'épithélium rénal389. Une étude précédente a 

montré que l'IL-15 joue un rôle protecteur dans la glomérulonéphrite inflammatoire389. Notre 

ĠƋuipe a ŵoŶtƌĠ Ƌue, le ƌĠĐepteuƌ tƌiŵĠƌiƋue de l͛IL-15, en particulier la chaîne gamma 

commune ɶc (IL2Rɶ), est très fortement induit dans l'épithélium glomérulaire chez la souris au 
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cours du modèle anti-MBG et chez l'Homme au cours des glomérulonéphrites extracapillaires. 

La pƌoteĐtioŶ ƌĠŶale Ŷ͛iŵpliƋueƌait pas les lǇŵphoĐǇtes T ŵais seƌait ŵĠdiĠe paƌ ɶc 

podocytaire ce qui pose la question du rôle de sa signalisation d'aval  JAK/STAT. 

Le ďut du tƌaǀail est d͛Ġtudieƌ le ƌôle de “TATϱ daŶs le podoĐǇte Đhez la souƌis. Pouƌ Đela, 

nous avons utilisé des souris spécifiquement délétées pour STAT5 dans le podocyte 

(Nphs2.cre Stat5
lox/lox) sur un fond génétique C57BL6/J. Ces animaux ont été étudiés au cours 

de deux modèles d'agression glomérulaire/podocytaire inflammatoire et toxique. Le premier 

modèle expérimental utilisé est le modèle anti-membrane basale glomérulaire (anti-MBG). Le 

second modèle est la ŶĠphƌopathie toǆiƋue à l͛adƌiaŵǇĐiŶe ;doǆoƌuďiĐiŶeͿ, uŶe agƌessioŶ 

toǆiƋue ĐoŶsidĠƌĠe Đoŵŵe d͛aĐtioŶ plus spĠĐifiƋue du podoĐǇte. 

 

RESULTATS 

Le phĠŶotǇpe ďasal ƌĠŶal Ŷ͛est pas ŵodifiĠ paƌ la dĠlĠtioŶ de “TATϱA/B 

Tout d'abord nous avons identifié l'expression de la recombinase CRE qui est bien retrouvée 

dans les podocytes des souris délétées et non pas chez les souris contrôles (Figure 1A). La 

délétion podocytaire de Stat5 est vérifiée par immunohistochimie de STAT5a/b sur coupes de 

reins des souris Nphs2.cre Stat5
lox/lox et Stat5

lox/lox âgées de 10 semaines. STAT5a/b est 

eǆpƌiŵĠ à l͛Ġtat ďasal daŶs les podoĐǇtes Đhez les souƌis WT et aďseŶt des gloŵĠƌules des 

souris délétées (Figure 1B). 

La délétion du gène Stat5 dans les podocytes ne s'accompagne pas d'un phénotype rénal 

spontané à l'état basal. A poids identique (Figure 1E), la fonction rénale mesurée par l'urée 

plasmatique (Figure 1G) ainsi que la protéinurie (Figure 1H) ne sont pas différentes comparées 

aux souris contrôles. Le poids des reins ne diffère également pas (Figure 1F). La morphologie 

des gloŵĠƌules et de l͛eŶseŵďle du paƌeŶĐhǇŵe ƌĠŶal eŶ ŵiĐƌosĐopie optiƋue ;tƌiĐhƌoŵe de 

Masson) (Figure 1C) et électronique n'est pas altérée (Figure 1D).  

La délétion de Stat5 podocytaire s'accompagne d'une augmentation de la protéinurie au 

cours du modèle anti-MBG 
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Des souris mâles Nphs2.cre Stat5
lox/lox (n=10) et leurs contrôles Stat5

lox/lox (n=8), âgées de 10 

semaines ont été injectées avec le sérum anti-MBG. Nous avons constaté deux décès à J4 

dans chacun des deux groupes analysés. Le modèle anti-MBG s'accompagne d'une prise de 

poids liée à une rétention hydro-sodée (Figure 2A) et une insuffisance rénale dont la gravité, 

mesurée par l'urée et la créatinine plasmatique, est similaire entre les deux génotypes (Figure 

2C). De façon intéressante, la protéinurie normalisée avec l'excrétion urinaire de créatinine 

est significativement augmentée chez les souris ayant une délétion de Stat5 podocytaire 

(Figure 2B). Cette différence sur la sévérité de la protéinurie peut s'observer précocemment, 

dès le quatrième jour après injection de sérum anti-MBG, et témoigne d'une atteinte 

glomérulaire. Les lésions rénales histologiques observées en microscopie optique sont 

classiques du modèle: croissants glomérulaires, dépôts de fibrine intra-glomérulaires, lésions 

tubulaires et interstitielles (Figure 3A). Il existe une tendance non significative à une gravité 

histologique glomérulaire (Figure 2D et 2E) et tubulo-interstitielle (Figure 2F) accrue des souris 

ayant une délétion podocytaire de Stat5 par rapport aux contrôles. L'examen des glomérules 

en microscopie électronique nous permet d'identifier des altérations podocytaires, 

endothéliales et de la MBG. On note des altérations ultrastructurelles podocytaires avec 

fusion des pédicelles et vacuolisations cytoplasmiques, un épaississement endothélial, un 

recrutement de neutrophiles intracapillaires et un épaississement de la MBG. Ces altérations 

ultrastructurelles sont plus accentuées dans les glomérules des souris ayant une délétion de 

Stat5 (Figure 3B). 

La dĠlĠtioŶ de “TATϱ podoĐǇtaiƌe aggƌaǀe l'atteiŶte gloŵĠƌulaiƌe iŶduite paƌ l͛adƌiaŵǇĐiŶe 

Afin de confirmer le rôle protecteur de Stat5 dans le podocyte nous avons utilisé un modèle 

d'aggression toxique plus spécifique de ce type cellulaire: la néphropathie induite par 

l'adriamycine (doxorubicine). Nous avons donc injecté par voie intraveineuse l'adriamycine 

(25 mg/kg) aux souris Nphs2.cre Stat5
lox/lox (n=19) et leurs contrôles Stat5

lox/lox (n=21). Par 

ailleurs, des souris témoins des deux génotypes (Nphs2.cre Stat5
lox/lox CTL n=5 et Stat5

lox/lox 

CTL n=4) ont reçu le même volume de NaCl 0,9%. Nous avons noté deux décès à J5 

uniquement dans le groupe Nphs2.cre Stat5
lox/lox ayant reçu l'adriamycine. Comme décrit 

dans d'autres études376, l͛adƌiaŵǇĐiŶe iŶduit uŶ aŵaigƌisseŵeŶt sigŶifiĐatif Đhez tous les 

animaux injectés, aussi bien dans le groupe Nphs2.cre Stat5
lox/lox que Stat5

lox/lox (Figure 4A).  
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La fonction rénale n'est pas significativement altérée dans le modèle à J7 (Figure 4C). Le taux 

d'albumine plasmatique est significativement diminué à J7 chez les souris ayant reçu 

l'adriamycine quel que soit le génotype (Figure 4D). Afin d'établir l'atteinte glomérulaire et 

plus particulièrement podocytaire dans le modèle, nous avons décidé de mesurer l'excrétion 

urinaire d'albumine normalisée par l'excrétion urinaire de créatinine. L'injection 

d'adriamycine induit une albuminurie significative à J7 chez les souris ayant une délétion 

podocytaire de Stat5 (99±157 vs. 0±0 mg/mmol) et non pas chez les souris contrôle  (19±34 

vs. 0±0 mg/mmol) (Figure 4B). Comme référence, les seuils de microalbuminurie et 

macroalbuminurie chez l'Homme sont fixés à 2 mg/mmol et 20 mg/mmol respectivement 

(source Haute Autorité de Santé). 

L͛aŶalǇse histologique des reins de ces souris en microscopie optique révèle des discrets 

dépôts hyalins et quelques synéchies floculo-capsulaires (zones de fusion entre podocytes et 

cellules pariétales glomérulaires) témoignant de lésions type hyalynose segmentaire et focale 

et une atteinte tubulo-interstitielle focale (Figure 5A). Etant donné la difficulté de 

caractérisation de ces lésions discrètes nous avons décidé de ne pas réaliser une 

quantification. Cependant, ces lésions apparaissent aggravées chez les souris ayant une 

délétion podocytaire de Stat5 par rapport aux contrôles (Figure 5A). Une analyse 

complémentaire en microscopie électronique est en cours afin de mettre en évidence les 

altérations podocytaires ultrastructurelles induites par l'adriamycine en regard de la délétion 

de STAT5.  

La délétion de STAT5 induit une dédifférenciation et une prolifération podocytaire dans le 

modèle par injection d'adriamycine 

Au cours du modèle de néphropathie à l'adriamycine la délétion podocytaire de Stat5 

s'associe avec une perte accrue des marqueurs de différenciation podocytaire comme la 

néphrine suggérant un rôle de STAT5 dans le maintient de la structure podocytaire (Figure 

5D). 

Par ailleurs, les glomérules des souris Nphs2.cre Stat5
lox/lox présentent plus de podocytes 

exprimant le facteur de prolifération Ki67 que leurs contrôles à J7 de l'injection d'adriamycine 

(Figure 5B et 5C). La délétion Stat5 pourrait donc être impliquée dans la dédifférenciation et la 



91 

 

prolifération podocytaire. Des expériences sont en cours actuellement in vivo et in vitro afin 

de tester le rôle de la délétion sur les voies anti-apoptotiques. 

L'infiltrat inflammatoire n'est pas modifié par la déficience podocytaire de STAT5 dans le 

modèle par injection d'adriamycine 

La toxicité hématologique de l͛adƌiaŵǇĐiŶe, peu dĠĐƌite daŶs la litteƌatuƌe eǆpĠƌiŵeŶtale ŵais 

bien connue des cliniciens, se porte sur les lignées leucocytaires (polynucléaires neutrophiles 

et lymphocytes) (Figure 6C et 6D respectivement) et plaquettaire (Figure 6B), de façon 

similaire dans les deux génotypes sans atteindre la lignée érythrocytaire (Figure 6A). Par 

ailleurs, on ne note pas de différence hématologique entre les deux génotypes à l'état basal. 

Enfin, malgré la baisse des leucocytes circulants liée à la toxicité hématologique de 

l'adriamycine le modèle induit un recrutement intra-rénal de cellules inflammatoires de type 

lymphocytaire T (Figure 6E) et macrophagique (Figure 6F). Cet infiltrat, mis en évidence par un 

immunomarquage CD3 et F4/80 respectivement, n'est pas différent entre les groupes 

Nphs2.cre Stat5
lox/lox et Stat5

lox/lox à J7 de l'injection d'adriamycine (Figures 6G et 6H) 

suggérant que la différence phénotypique est indépendante de la composante immunitaire.  

 

DISCUSSION 

Dans ce travail nous montrons que STAT5 joue un rôle protecteur au sein du podocyte chez la 

souris au cours de deux modèles de glomérulopathie inflammatoire et toxique. Dans le 

modèle inflammatoire anti-MBG, la délétion de Stat5 podocytaire s'accompagne d'une 

majoration de la protéinurie sans une majoration significative des lésions histologiques. En 

effet, le sĠƌuŵ ŶĠphƌotoǆiƋue a des Điďles aŶtigĠŶiƋues ǀaƌiĠes et l͛agƌessioŶ ƌĠŶale Ŷ͛est 

donc pas seule restreinte aux podocytes. Le glomérule étant composé de différents types 

cellulaires (podocytes, cellules endothéliales, cellules mésangiales, cellules pariétales 

ĠpithĠliales…Ϳ, l͛agƌessioŶ ŵĠdiĠe paƌ les aŶtiĐoƌps aŶti-MBG pourrait être hétérogène au 

seiŶ du gloŵĠƌule. OŶ peut doŶĐ supposeƌ Ƌue l͛aďseŶĐe de “TATϱ daŶs le podoĐǇte Ŷ͛a pas 

eu uŶ ƌeteŶtisseŵeŶt suffisaŶt à l͛ĠĐhelle du gloŵĠƌule pouƌ peƌŵettƌe uŶe aggƌaǀatioŶ 

histologique mais elle aggrave les lésions podocytaires pour aboutir à une majoration de la 

protéinurie.  
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Dans le modèle de néphropathie toxique à l'adriamycine, bien que le mécanisme exact de 

toǆiĐitĠ podoĐǇtaiƌe Ŷe soit pas ĐoŵplğteŵeŶt ĠluĐidĠ, la paƌtiĐipatioŶ d͛uŶ gğŶe podoĐǇtaiƌe 

Prkdc, a été récemment démontré390. Ce gğŶe seŵďle ŵaiŶteŶiƌ l͛iŶtegƌitĠ de l͛ADN 

mitochondrial. A coté de cela, plusieurs études suggèrent un mécanisme lésionnel additionel 

et indirect, impliquant des cellules immunes. Notamment, apƌğs iŶjeĐtioŶ d͛adƌiaŵǇĐiŶe il 

existerai une importante infiltration rénale lymphocytaire T et macrophagique avec 

surexpression rénale de CCL3 (MIPα) et CLL5 (RANTES). Un traitement par antagoniste de 

CCR1 (récepteur de CCL3 et CCL5), diminuerait les lésions rénales 391. De plus, le blocage 

pharmacologique de CD40L diminue les lésions glomérulaires dans ce même modèle en 

bloquant interaction lymphocytes T et podocytes (exprimant CD40) 392. 

Dans notre travail, nous mettons en évidence une aggravation du phénotype podocytaire 

mesuré par une majoration de l'albuminurie et la perte d'expression de la néphrine lié à la 

délétion de Stat5. Les conséquences de la délétion de Stat5 podocytaire ne seraient pas liées 

à un effet sur le recrutement inflammatoire local. En effet, nous ne mettons pas en évidence 

d͛eǆĐğs de Đellules iŶflaŵŵatoiƌes daŶs le ƌeiŶ des souƌis dĠlĠtĠes.  

La délétion podocytaire de Stat5 Ŷ͛affeĐte pas ŶoŶ plus les populatioŶs leuĐoĐǇtaiƌes totales 

circulantes par rapport au groupe contrôle après injection d'adriamycine. La lymphodéplétion 

sévère induite par ce modèle pourrait également plaider contre un rôle pathogène des 

lymphocytes compte tenu de leur faible nombre circulant et leur faible recrutement rénal 

suite à l͛agƌessioŶ paƌ l'adƌiaŵǇĐiŶe. Paƌ ĐoŶtƌe “TATϱ pouƌƌait agiƌ iŶ situ daŶs les podoĐǇtes 

sur des voies de prolifération et d'apoptose. En effet, le podocyte est connu pour être une 

cellule en différenciation terminale sans potentiel de prolifération en conditions normales. En 

ƌeǀaŶĐhe, sa pƌolifĠƌatioŶ eŶ situatioŶ d͛agƌessioŶ est dĠŵoŶtƌĠe daŶs Ŷotƌe tƌaǀail eŶ 

particulier chez les animaux Nphs2.cre Stat5
lox/lox. STAT5 pourrait avoir un effet anti-

prolifératif épithélial sur le podocyte qui devra être confirmé par la suite.  

Comme on l'a vu précédemment, l'action toxique de l'adriamycine sur le podocyte 

s'exercerait via une atteinte du fonctionnement mitochondrial390. La mitochondrie est 

l'organelle responsable de la voie intrinsèque de l'apoptose cellulaire qui est contrôlée par les 

gènes anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. STAT5 contrôlant l'expression de Bcl-2/Bcl-xl dans 

le lymphocyte387, notre hypothèse mécanistique donnerait à STAT5 un rôle anti-apoptotique 
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podocytaire protégeant la cellule de l'agression toxique de l'adriamycine. L'activation de cette 

voie de signalisation dans le podocyte in vivo et in vitro est actuellement en cours d'étude par 

notre équipe. 

Nos résultats et d'autres travaux de recherche récents montrent que des voies de 

signalisation comme JAK/STAT sont partagées par les cellules immunitaires et les cellules 

épithéliales, en particulier les podocytes. Ces données pourraient permettre de mieux 

ĐoŵpƌeŶdƌe l͛aĐtioŶ ĠpithĠliale pƌopƌes des tƌaiteŵeŶts ƌĠputĠs Đoŵŵe ĐiďlaŶt uŶiƋuement 

les Đellules iŵŵuŶitaiƌes, Đoŵŵe les iŵŵuŶosuppƌesseuƌs. EŶ effet, l͛aĐtioŶ podoĐǇtaiƌe 

propre des corticoïdes, des inhibiteurs de mTOR et des inhibiteurs de la calcineurine ont déjà 

été décrits 393. Les inhibiteurs de la voie JAK-STAT étant actuellement en développement dans 

le traitement des maladies auto-immunes394 et en transplantation rénale 395, il paraît 

importaŶt de ŵieuǆ dĠĐƌiƌe Đette sigŶalisatioŶ au seiŶ de l͛ĠpithĠliuŵ ƌĠŶal afiŶ d͚eŶǀisageƌ 

leuƌ ĠǀeŶtuel ƌôle thĠƌapeutiƋue eŶ ŶĠphƌologie et ĐoŵpƌeŶdƌe leuƌ ŵĠĐaŶisŵe d͛aĐtioŶ 

tissulaire spécifique. 

 

CONCLUSION 

En utilisant deux modèles expérimentaux de glomérulopathie chez la souris nous montrons 

que STAT5 exerce un rôle protecteur dans le podocyte lors d'une agression inflammatoire ou 

toxique. Ce facteur de transcription commun aux cellules immunitaires et aux podocytes 

pourrait constituer un facteur de survie podocytaire inattendu dont les mécanismes 

régulateurs restent à identifier. 

 

MATERIELS ET METHODES 

Animaux 

Toutes les souƌis oŶt ĠtĠ plaĐĠes daŶs des ĐoŶditioŶs d͛Ġleǀage staŶdaƌd et ĐoŶtƌôlĠes. Les 

aŶiŵauǆ oŶt ďĠŶĠfiĐiĠ duƌaŶt toute la duƌĠe de l͛eǆpĠƌiŵeŶtatioŶ d͛uŶ aĐĐğs liďƌe à l͛eau et à 

la Ŷouƌƌituƌe. Les pƌotoĐoles utilisĠs soŶt appƌouǀĠs paƌ le ĐoŵitĠ d͛ĠthiƋue de l͛UPMC et de 

l͛IŶseƌŵ ;Chaƌles DaƌǁiŶͿ. Le dĠlĠtioŶ podoĐǇtaiƌe de Stat5 est réalisée grâce au système 
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Cre/Lox en croisant des souris Stat5
lox/lox (gracieusement fournies par L. Hennighausen)396 aux 

souris Nphs2.cre, les deux souches ayant un fond génétique C57BL6/J. Les deux gènes Stat5a 

et Stat5b sont flanqués par les séquences loxP. Des animaux issus des mêmes portées 

(« littermates ») mais n'exprimant pas la recombinase CRE ont été utilisés dans toutes les 

expériences comme contrôles. 

Modèle anti-MBG passif  

Le modèle est réalisé sur des souris congéniques sus-décrites âgées de 10 semaines. Le sérum 

hétérologue a été produit par immunisation de brebis à partir de glomérules de rat isolés. 

L͛injection de sérum néphrotoxique est réalisé à J0 à la dose de 25μl, à J1 et J2, à la dose 

totale de 18μL/g par voie intraveineuse rétro-orbitaire. Les souris sont pesées et les urines 

sont recueillies manuellement à J0 J4 et J9 avec un sacrifice à J9 où on récupère les plasmas 

et les 2 reins. 

Modğle de ŶĠphƌopathie à l͛adƌiaŵǇĐiŶe 

Le protocole suivi a été décrit précédemment397. Brièvement, une dose dose unique de 

25mg/kg par voie intraveineuse rétro-orbitaire est injectée à J0. Les souris contrôles ont été 

injectées avec le même volume de NaCl 0,9%. Pour éviter la dénutrition, due à une perte 

d'appĠtit, uŶe iŶjeĐtioŶ iŶtƌapĠƌitoŶĠale de ϮŵL d͛uŶ solutĠ ƌiĐhe eŶ gluĐose ;solutĠ de 

dialyse péritonéale Baxter®) est injectée quotidiennement. Les urines sont recueillies à J0 et 

Jϲ pouƌ uŶ dosage de l͛alďuŵiŶuƌie Ƌui est ƌappoƌtĠe à l'eǆĐƌĠtioŶ uƌiŶaiƌe de ĐƌĠatiŶiŶe. Les 

souris sont sacrifiées une semaine après l'injection d'adriamycine avec prélèvement des reins 

et du plasma. 

Isolement des glomérules 

Les glomérules sont isolés à partir de fragments de rein total recueillis dans du milieu de 

culture RPMI, puis digérés avec une solution de collagénase de type I (Gibco® ThermoFischer 

Scientific USA). La collagénase est inactivée par la suite par une solution de RPMI complétée 

par du sérum de veau foetal (10%). Puis on réalise une double filtration avec des tamis de 100 

μm et de 40 µm. Une solution de PBS-BSA0.5% est injectée sous pression afin de récupérer 

les glomérules restés au-dessus du tamis de 40 µm. Les glomérules en solution sont 

centrifugés et le culot est récupéré. Les protéines sont extraites avec un tampon RIPA et une 
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partie des glomérules est récupérée dans un tampon RLT lysis Buffer (Qiagen® Germany) afin 

d'extraire les ARN. 

Histopathologie, immunohistochimie et immunomarquage 

Les ƌeiŶs soŶt fiǆĠs daŶs l͛AFA, iŶĐlus eŶ paƌaffiŶe et ĐoupĠs au ŵiĐƌotoŵe pouƌ oďteŶiƌ uŶe 

épaisseur de coupe de 4 μm. Une coloration par le trichrome de Masson (coloration en bleu 

des noyaux, en rose du cytoplasme des cellules et en vert de la matrice extracellulaire) est 

réalisée après déparaffinage. 

Les mesures histologiques suivantes ont été réalisées en aveugle:  

- Pourcentage de glomérules avec croissants cellulaires (définis par au moins 2 couches 

Đellulaiƌes daŶs l͛espaĐe de BoǁŵaŶͿ 

- PouƌĐeŶtage de gloŵĠƌules aǀeĐ dĠpôts de fiďƌiŶe tĠŵoigŶaŶt d͛uŶe aĐtiǀatioŶ de la 

coagulation locale. 

- Score d'atteinte tubulo-interstitielle (tubulointerstital score noté TIS) qui évalue sur 

une échelle de 1 à 4 l͛iŶteŶsitĠ des lĠsioŶs des tuďules : dilatation du tubule avec 

aŵiŶĐisseŵeŶt de l͛ĠpithĠliuŵ tuďulaiƌe ;sĐoƌe Ϭ ; pas de lésions, 1 ; <25% lésions, 2 ; 

25-50% lésions, 3 : 50-75% lésions, 4 ; > 75% lésions du parenchyme rénal). 

Les anticorps primaires utilisés pour les immunomarquages sont : 

 Anti-STAT5A/B (Abcam AB16276) incubé une nuit à 4°C, puis incubé avec un anticorps 

secondaire polyclonal anti-lapin (Histofine) couplé à une peroxidase pendant 30 min puis 

enfin révélé avec AEC (Histofine) pendant 15 min. 

 Anti-CD3 (Dako) incubé une nuit à 4°C puis avec un anticorps anti-lapiŶ puis ƌĠǀĠlĠ à l͛AEC 

 Anti-F4/80 (BioRad MCA497G) incubé une nuit à 4°C puis avec un anticorps anti-rat puis 

ƌĠǀĠlĠ à l͛AEC 

 Anti-Ki67 (Abcam AB 15580) incubé une nuit à 4°C puis avec un anticorps anti-lapin puis 

ƌĠǀĠlĠ à l͛AEC 

 Anti-néphrine (RD Systems) incubé une nuit à 4°C puis révélé avec un anti-goat couplé à 

un Alexa Fluor-488 

 Anti-CRE (Merck-Millipore 69050-3) incubé une nuit à 4°C puis révélé avec un anti-lapin 

puis ƌĠǀĠlĠ à l͛AEC 
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Les fƌagŵeŶts ĐoŶgelĠs de ƌeiŶs soŶt ĐoupĠs au ĐƌǇostat;Ġpaisseuƌ de ϰ μŵͿ et fiǆĠs ϲ 

ŵiŶutes daŶs l͛aĐĠtoŶe pouƌ aŶalǇse eŶ iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe ou iŵŵuŶohistoĐhiŵie. 

Dosage des paramètres biologiques 

L͛uƌĠe, la ĐƌĠatiŶiŶĠŵie plasŵatiƋue, la pƌotĠiŶuƌie et la ĐƌĠatiŶiŶuƌie soŶt ƌĠalisĠs paƌ uŶ 

automate (Konelab, Institut de recherche des Cordeliers, Paris France). Le dosage de 

l͛alďuŵiŶe plasŵatiƋue et uƌiŶaiƌe est ƌĠalisĠ paƌ uŶ autoŵate OlǇŵpus, plate forme de 

ďioĐhiŵie de l͛hôpital BiĐhat, PaƌisͿ.  

Les hĠŵogƌaŵŵes soŶt ƌĠalisĠs à l͛iŶstitut IŵagiŶe ;hôpital NeĐkeƌ, PaƌisͿ, paƌ uŶ autoŵate 

dédié au petit animal. 

Analyses statistiques 

Les résultats sont analysés par un test non paramétrique bilatéral non apparié (Mann 

Whitney Test), ou par un test ANOVA dans le cas de comparaisons multiples avec test de 

Bonferroni pour comparer les différents groupes. Les graphiques ont été obtenus par le 

logiciel GraphPad Prism 5.0. Les résultats sont exprimés en moyenne  SEM sur les figures et 

moyenne  SD dans le texte de la partie « résultats ». Les protéinuries au cours du temps sont 

comparées grâce à un test de régression linéaire. Une différence est considérée comme 

significative si p est inférieur à 0,05. 

 

LEGENDES DES FIGURES 

Figure 1 : Le phĠŶotǇpe ďasal ƌĠŶal Ŷ͛est pas ŵodifiĠ paƌ la dĠlĠtioŶ de “TATϱA/B 

Images représentatives de l'expression de la recombinase CRE (A) et de la protéine STAT5 (B) 

en immunohistochimie dans le cortex rénal (barre d'échelle: 50 µm)) et de l'histologie rénale 

analysée par le Trichrome de Masson (grossissement x40) (C) des souris âgées de 10 semaines 

Nphs2.cre Stat5
lox/lox et leurs contrôles Stat5

lox/lox. (D) Images représentatives de glomérules 

des souris Nphs2.cre Stat5
lox/lox et Stat5

lox/lox âgées de 10 semaines en microscopie 

électronique de transmission montrant une ultrastructure podocytaire et endothéliale 

conservée dans le deux génotypes.  (E) Poids corporel, (F) poids des reins rapporté au poids 

corporel de la souris, (G) urée plasmatique et (H) rapport protéinurie sur créatininurie des 
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souris âgées de 10 semaines Nphs2.cre Stat5
lox/lox et leurs contrôles Stat5

lox/lox. Les données 

représentent les moyennes et les écart-types standardisés d'au minimum 9 souris par groupe. 

Il n'existe pas de différence significative entre les deux groupes. 

Figure 2 : La délétion de Stat5 podocytaire s'accompagne d'une augmentation de la protéinurie 

au cours du modèle anti-MBG 

Evolution du poids corporel des souris (A) et du rapport protéinurie sur créatininurie (B) à J0, 

J4, J7 et J9 après injection du sérum anti-MBG à des souris mâles Nphs2.cre Stat5
lox/lox et leurs 

contrôles Stat5
lox/lox âgées de 10 semaines. Fonction rénale (C) mesurée par le taux d'urée 

plasmatique (BUN) 9 jours après l'injection de sérum anti-MBG ou de NaCl 0,9% à des souris 

mâles Nphs2.cre Stat5
lox/lox et leurs contrôles Stat5

lox/lox âgées de 10 semaines. Analyse 

histologique des reins des souris mâles Nphs2.cre Stat5
lox/lox et leurs contrôles Stat5

lox/lox 

âgées de 10 semaines avec analyse du pourcentage de croissants glomérulaires (D), de 

glomérules contenant des dépôts de fibrine (E) et du score tubulo-interstitiel (F). Les données 

représentent les moyennes et les écart-types standardisés d'au minimum 9 souris par groupe. 

* exprime la comparaison entre deux conditions expérimentales différentes au sein du même 

génotype. * p<0.05. # exprime la comparaison entre deux génotypes avec les mêmes 

conditions expérimentales. # p<0.05. 

Figure 3 : Impact histologique de la délétion de Stat5 podocytaire au cours du modèle anti-MBG 

de glomérulonéphrite 

(A) Images représentatives de l'histologie rénale analysée à J9 par le Trichrome de Masson 

(grandisseement x400) chez des souris mâles Nphs2.cre Stat5
lox/lox et leurs contrôles 

Stat5
lox/lox âgées de 10 semaines injectées ou non avec le sérum anti-MBG. (B) Images 

représentatives de glomérules des souris Nphs2.cre Stat5
lox/lox et Stat5

lox/lox âgées de 10 

semaines injectées ou non avec le sérum anti-MBG en microscopie électronique de 

transmission. L'injection de sérum anti-MBG aboutit à des lésions podocytaires avec fusion 

des pédicelles et à une altération de la MBG ainsi qu'à une altération du cytoplasme des 

cellules endothéliales qui est plus marqué chez les souris Nphs2.cre Stat5
lox/lox. 

Figure 4 : La délétion podocytaire de Stat5 sur un fond génétique naturellement résistant 

C57BL6J induit une albuminurie de fort débit dans le modèle de néphropathie à l'adriamycine  
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(A) Evolution du poids corporel des souris entre J0, J2, J3, J4, J6 et J7 après injection 

d'adriamycine (25 mg/kg) à des souris Nphs2.cre Stat5
lox/lox et leurs contrôles Stat5

lox/lox âgées 

de 10 semaines. (B) Albuminurie rapportée à la créatininurie, (C) urée plasmatique et (D) 

albumine plasmatique sept jours après injection d'adriamycine ou de NaCl0,9% à des souris 

Nphs2.cre Stat5
lox/lox et leurs contrôles Stat5

lox/lox âgées de 10 semaines. Les données 

représentent les moyennes et les écart-types standardisés d'au minimum 4 souris par groupe 

contrôle et 15 souris minimum par groupe adriamycine. * exprime la comparaison entre deux 

conditions expérimentales différentes au sein du même génotype. * p<0.05. *** p<0.001. 

Figure 5 : La délétion podocytaire de Stat5 sur un fond génétique naturellement résistant 

C57BL6J induit des lésions de HSF avec une dédifférenciation et une prolifération podocytaire 

dans le modèle de néphropathie à l'adriamycine  

(A) Images représentatives de l'histologie rénale analysée à J7 par le Trichrome de Masson 

(grandisseement x400) chez des souris mâles Nphs2.cre Stat5
lox/lox et leurs contrôles 

Stat5
lox/lox âgées de 10 semaines injectées ou non avec l'adriamycine. La flèche indique une 

lésion de HSF avec synéchie floculo-capsulaire. (B) Images représentatives du marquage Ki67 

(flèche) analysant la prolifération cellulaire analysée à J7 (grandisseement x400) chez des 

souris mâles Nphs2.cre Stat5
lox/lox et leurs contrôles Stat5

lox/lox âgées de 10 semaines injectées 

ou non avec l'adriamycine. (C) Quantification à J7 du marquage Ki67, mesuré par le nombre 

de glomérules ayant au moins un noyau marqué, et du marquage (D) néphrine, mesuré par le 

pourcentage de l'aire glomérulaire marquée, chez des souris Nphs2.cre Stat5
lox/lox et leurs 

contrôles Stat5
lox/lox âgées de 10 semaines injectées ou non avec l'adriamycine. Les données 

représentent les moyennes et les écart-types standardisés d'au moins 5 souris par groupe. * 

exprime la comparaison entre deux conditions expérimentales différentes au sein du même 

génotype. * p<0.05. *** p<0.001. # exprime la comparaison entre deux génotypes avec les 

mêmes conditions expérimentales. # p<0.05. 

Figure 6 : La délétion podocytaire de Stat5 ne module pas l'infiltrat inflammatoire ni les effets 

myélosuppresseurs de l'adriamycine chez la souris  

Taux sanguin (A) d'hémoglobine, (B) plaquettes, (C) polynucléaires neutrophiles et (D) 

lymphocytes sept jours après injection d'adriamycine ou de NaCl0,9% à des souris Nphs2.cre 

Stat5
lox/lox et leurs contrôles Stat5

lox/lox âgées de 10 semaines. Images représentatives du 
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marquage (E) CD3 (flèches) et (F) F4/80 (flèches) dans le cortex rénal des souris Nphs2.cre 

Stat5
lox/lox et leurs contrôles Stat5

lox/lox âgées de 10 semaines injectées ou non avec 

l'adriamycine et analysées à J7 de l'injection. Quantification à J7 du marquage (G) CD3 et (H) 

F4/80, mesuré par le nombre de cellules marquées par champ chez des souris Nphs2.cre 

Stat5
lox/lox et leurs contrôles Stat5

lox/lox âgées de 10 semaines injectées ou non avec 

l'adriamycine. Les données représentent les moyennes et les écart-types standardisés de 5 

souris par groupe. * exprime la comparaison entre deux conditions expérimentales 

différentes au sein du même génotype. * p<0.05. ** p<0.01.*** p<0.001. 
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PARTIE 3: 

ROLE DU FACTEUR DE REPONSE A L'HYPOXIE, EPAS1, DANS L'ENDOTHELIUM AU 

COURS DE LA GLOMERULONEPHRITE INFLAMMATOIRE ET LA GLOMERULOPATHIE 

HYPERTENSIVE  

 

Sous-partie A: 

Rôle de Epas1 endothélial dans un modèle expérimental de glomérulonéphrite inflammatoire 

(résultats non publiés) 

Sous-partie B: 

Article 3: Endothelial Epas1 deficiency is sufficient to promote parietal epithelial cell activation 

and FSGS in experimental hypertension 

En révision. Journal of the American Sociey of Nephrology. JASN-2016-09-0960  
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Le modèle anti-MBG se caractérise par une variabilité lésionnelle liée, en particulier, au fond 

génétique de la souris comme démontré par notre équipe46 (Annexe 2). En effet, dans ce 

modèle on note des lésions endothéliales sévères de micro-angiopathie thrombotique (MAT) 

qui sont plus importantes dans le fond génétique 129S2SvPas que chez les souris C57BL/6J. 

Ce travail a débouché sur la mise en évidence de différences eŶ teƌŵe d͛eǆpƌessioŶ et de 

réponse de la voie du VEGF/VEGFR2 entre ces deux lignées (Figure 18). Une dysfonction du 

système VEGFA/VEGFR2 glomérulaire expliquerait la majoration des lésions de MAT chez la 

129S2SvPas. En effet, une diminution de l'expression de VEGFR2 chez cette souris 

empêcherait l'action du VEGFA sur l'endothélium et favoriserait les lésions de MAT dans le 

modèle anti-MBG. Le système du VEGF est un facteur de survie clé pour l'endothélium 

glomérulaire. Le VEGFA est majoritairement produit par l'épithélium glomérulaire et a un 

effet trophique sur l'endothélium glomérulaire doté en particulier du récepteur VEGFR2. Le 

rôle pathologique d'une carence de VEGF a été largement étudiée. Par exemple, une carence 

en VEGF induite par des anticorps bloquants est un facteur de risque de survenue de 

microangiopathie rénale chez l'Homme398.  

 

FIGURE 18: ETUDE TRANSCRIPTOMIQUE COMPARANT LA LIGNEE C57BL6J ET 129S2SVPAS DANS LE MODELE 

ANTI-MBG (RESULTATS DU DR MESNARD) 
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L'étude génétique de ces deux souches de souris a par ailleurs révélé que la lignée 

129S2SvPas présente des différence génétiques sein du gène Epas1 codant pour un facteur 

de réponse à l'hypoxie (Epas1 aussi appelé HIF2α) (Figure 19). Ces mutations, pour la plupart 

faux sens pourraient aboutir à une différence de fonction de la voie de réponse à l'hypoxie 

chez les animaux 129S2SvPas. De façon intéressante on sait que Epas1 contrôle l'expression 

des gènes de la voie du VEGF, en particulier du VEGFA399.  

 

FIGURE 19: VARIANTS GENETIQUES AU SEIN DU GENE EPAS1 CHEZ LA SOURIS COMPARANT LA SOUCHE C57BL6J 

ET 129S2SVPAS (RESULTATS DU DR MESNARD) 

Les systèmes du VEGF et de la réponse à l'hypoxie étant étroitement liés, nous avons donc 

voulu mettre en évidence le rôle de Epas1 dans l'endothélium (où il est majoritairement 

exprimé) par une méthode d'invalidation génétique tissu-spécifique. L͛oďjeĐtif ĠtaŶt de 

déterminer si sa délétion reproduisait les lésions de MAT dans le modèle anti-MBG.  
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Nous avons donc induit un modèle anti-MBG passif (12µL/g de sérum néphrotoxique en 3 

injections (J0, J1, J2)) à des souris femelles âgées de 10-12 semaines ayant une délétion 

endothéliale de Epas1 et nous les avons comparé à leurs contrôles. Ces derniers sont 

constitués d͛aŶiŵauǆ n'ayant pas la délétion EPAS1 mais issues des mêmes portées. Le 

sacrifice des souris s'est effectué à J8 et non à J9 du fait de la mortalité précoce observée 

dans cette expérience.  

La délétion endothéliale de Epas1 est obtenue chez les souris Cdh5.cre Epas1 lox/lox . L͛aďseŶĐe 

d͛Epas au seiŶ de l͛eŶdothĠliuŵ Ŷe modifie pas de façon significative les paramètres 

fonctionnels et histopathologiques induits par le modèle anti-MBG. En effet, ni la mortalité 

per-procédure (A), ni la fonction rénale (évaluée par l'urée plasmatique) (B), ni la protéinurie 

(C) apparaissent significativement différentes entre les deux groupes. Les lésions 

histologiques tubulo-intertsitielles (D) ainsi que les lésions glomérulaires évaluées par le 

nombre de croissants extracellulaires (E) tout comme le nombre de dépôts de fibrine 

intraglomérulaires (F) sont similaires entre les deux groupes. Enfin, la mesure de 

l'hémoglobine (G) et du nombre de plaquettes (H) dosé à la fin de l'expérience ne décelent 

pas de différence significative en terme d'anémie hémolytique. Un signe biologique de micro-

angiopathie thrombotique.  

Nous concluons donc à l'absence d'effet significatif de la délétion de Epas1 endothéliale dans 

le modèle anti-MBG chez la souris. 
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Epas1 endothélial a par ailleurs été montré comme jouant un rôle protecteur dans les 

modèles d'ischémie-reperfusion et d͛obstruction urétérale chez la souris. HIF-1α endothélial 

semble avoir un rôle aggravant sur les lésions glomérulaires induites par perfusion continue 

d'angiotensine II. 

L'hypertension artérielle et l'augmentation des niveaux plasmatiques d'angiotensine II 

aboutissent à des phénomènes d'hypoxie locale et à une agression endothéliale. Dans cette 

situation le rôle d'Epas1 endothéliale n'est pas élucidé. Cette partie du travail s͛attaĐhe à 

étudier le ƌole d͛Epasϭ dans le modèle de glomérulopathie hypertensive.  
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8
th

 September 2016 

�

Dear Editors of the JASN, 

We would be grateful if you would consider the above manuscript for publication in the Journal of 

the American Society of Nephrology. These data could represent a significant shift in our 

understanding of the interaction between the endothelium and glomerular epithelial cells in 

hypertensive condition.  

As well known by the readership of the JASN, focal segmental glomerulosclerosis (FSGS) is the most 

common primary glomerular disorder causing end-stage renal disease. FSGS is still a complex, only 

partially understood disease. A unifying pathophysiological concept has not been identified and 

might not even exist. Besides the loss of podocytes, progressive sclerosis caused by glomerular 

parietal epithelial cells (PECs) represents a hallmark of FSGS. FSGS lesions are often observed in some 

hypertensive patients but the mechanisms associating high blood pressure and glomerular lesions 

are still elusive.  

We studied the role of the endothelial PAS domain protein 1, a regulatory α subunit of the Hypoxia 

Inducible Factor complex, during angiotensin II-induced hypertensive nephropathy. We infused 

angiotensin II to mice with endothelial-selective Epas1 deficiency and their littermate controls for 42 

days. The glomerular endothelial cell is not typically considered to play a major role in the 

development of FSGS. However, while both groups presented identical high blood pressure we found 

that endothelial EPAS1 response could be a key factor linking endothelial injury and glomerular 

epithelial cell pathogenic phenotype switch. Whereas wild-type mice displayed classic angiosclerosis 

and glomerulosclerosis with mesangial deposition of fibronectin and few CD44 expressing PECs, mice 

with endothelial-specific Epas1 deficiency exhibited de novo CD44 expression in PECs, PEC to 

glomerular tuft bridges and extensive fibronectin deposition in these FSGS lesions.  

Beyond the widespread accentuation of the renal capillary rarefaction that endothelial-specific Epas1 

deficiency caused, these results indicate that endothelial EPAS1 strongly influences the type of 

glomerular injury induced by Ang II. 
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Overall, our results show that the EPAS1/HIF2α pathway is intimately involved in the maintenance of 

the renal capillary network in glomeruli and the interstitium. It also has critical regulatory functions 

for the homeostasis of non-endothelial cells in glomeruli supporting proof of principle that 

endothelial-derived signal can trigger FSGS. This also suggests that endothelial EPAS1 dysfunction 

could be a susceptibility factor for hypertension-associated FSGS lesions and CKD progression with 

endothelial EPAS1 functional variants or interacting pathways being potential key modifiers to 

understand secondary FSGS-lesions.  We trust this would be of interest to your readership, shedding 

new light on one of the commonest causes of kidney disease in the world.  

On behalf of all co-authors and myself, thank you for considering our manuscript. 

 

Sincerely, 

 

Pierre-Louis Tharaux, MD, PhD 
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Focal segmental glomerulosclerosis is the most common primary glomerular disorder causing 

end'stage renal disease. It is still a complex, only partially understood disease. Progressive 

sclerosis represents a hallmark of focal segmental glomerulosclerosis. Genetic tracing studies 

showed that parietal epithelial cells participate in the formation of sclerotic lesions. The loss of 

podocytes triggers a focal activation of parietal epithelial cells, which subsequently form cellular 

adhesions with the capillary tuft. Meanwhile, in the absence of intrinsic podocyte alteration, the 

origin of the pathogenic signal that could trigger parietal epithelial cells recruitment is elusive.  

We studied the role of the endothelial PAS domain protein 1, a regulatory α subunit of the 

Hypoxia Inducible Factor complex, during angiotensin II'induced hypertensive nephropathy. We 

infused angiotensin II to endothelial'selective ����� knock'out mice and their littermate controls. 

Although both groups presented identical high blood pressures, endothelial'specific ����� gene 

deletion accentuated albuminuria with severe podocyte lesions and recruitment of pathogenic 

parietal glomerular epithelial cells. These lesions and dysfunction of the glomerular filtration 

barrier were associated with focal and segmental glomerulosclerosis in endothelial Epas1 

deficient mice only. 

In conclusion, our study indicates that endothelial EPAS1 plays a global protective role during 

glomerular hypertensive injuries. EPAS1 does not influence the hypertensive effect of 

angiotensin II. However, endothelial ����� gene deficiency promoted focal segmental 

glomerulosclerosis, supporting proof of principle that endothelial'derived signal can trigger 

FSGS. These results illustrate the potential importance of the Epas1 endothelial transcription 

factor as a new element for understanding secondary focal segmental glomerulosclerosis.  
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Hypertension is one of the most common causes of renal complications and hypertensive 

nephropathy is second only to diabetes as a leading cause of progressive chronic kidney disease 

(CKD). According to the 2011 US Renal Data System (USRDS) data, in the year 2009, 

hypertensive nephrosclerosis accounted for 28% of patients reaching end'stage renal disease 

(ESRD). Hypertensive nephrosclerosis is reportedly the second most common cause of ESRD in 

white people (23%) and is the leading cause of ESRD in black people (46%) although; a large 

contribution of apolipoprotein L1 (APOL1) and other pathogenic variants is involved in the latter 

case
1
. During hypertension, the role of angiotensin II (Ang II) in promoting progression of 

glomerular disease with altered glomerular filtration barrier, podocytes loss and sclerotic scarring 

of glomeruli is well established 
2
. Interestingly, chronic infusion of Ang II to mice provokes 

arterio'nephrosclerosis, with pathology in the terminal branches of the interlobular arteries, 

together with global glomerulosclerosis without focal segmental glomerulosclerosis (FSGS)
3–5

. 

Glomerular hypertension results in glomerular capillary stretching, endothelial damage and 

elevated glomerular protein filtration causing glomerular collapse and/or focal segmental 

glomerulosclerosis
2,6–8

. Moreover, the endothelium itself is a main player in the pathophysiology 

of hypertensive CKD, as it plays a main role in the regulation of vascular tone, inflammatory 

cells recruitment, delivery of oxygen to surrounding cells and tissue repair. Hypoxia'response 

pathway activation has been shown recently to play a main role in the pathophysiology of acute 

kidney injury and CKD. Furthermore, several studies correlate cortical hypoxia measured by 

magnetic resonance imaging 
9,10

 and activation of hypoxia response genes with CKD in 

humans
11

. Besides, loss of peri'tubular capillaries
12

 and activation of hypoxic responses are a 

common feature found in many kidney diseases and in experimental models of CKD
13

. During 

hypertension, the induction of vasoconstrictors
14

, the increased oxygen consumption due to 

elevated sodium transport
15

 and Ang II'induced oxydative stress
16,17

 result in lower renal 

oxygenation
18

, thus suggesting that the hypoxia inducible factor (HIF) pathway could play a role 

in hypertensive nephropathy.  

HIF is a heterodimeric transcription factor composed of an oxygen'sensitive α subunit and a 

constitutively expressed β'subunit (also referred as aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 

subunit, ARNT)
19

. Both subunits belong to a family of basic helix'loop'helix'Per'Arnt'Sim 
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(bHLH'PAS) transcriptional factors. Under normoxic conditions, the proline residues of HIF'α 

are hydroxylated by prolyl hydroxylases (PHDs), which triggers recruitment of the von Hippel'

Lindau (pVHL) protein, leading HIF'α to undergo ubiquitination and rapid proteasomal 

degradation. Under hypoxia, PHDs are inactivated and HIF'α forms a complex with HIF'β and 

translocate to the nucleus binding to hypoxia response elements in regulatory regions of the target 

genes
20

. HIF activates the transcription of a variety of genes promoting erythropoiesis, 

angiogenesis, glycolysis and cell survival
21

. To date three isoforms of HIF have been reported, 

HIF'1, HIF'2 (also known as epithelial cells and endothelial PAS domain'containing protein 1 

(EPAS1)) and HIF'3. HIF'2α and HIF'3α appear to be expressed in a cell'specific manner, when 

compared with the ubiquitously expressed HIF'1α. In the kidney, HIF'1α is induced by hypoxia 

mainly in tubular epithelial cells while EPAS1 is expressed essentially in the endothelial cells, in 

particular in the glomerular endothelium
22,23

, as well as in interstitial fibroblasts and podocytes
24

. 

The expression and function of HIF'3 remain largely elusive
25

. Increased expression of HIF'1α 

and EPAS1 were found in both acute and chronic kidney injury
20,26

. 

Interestingly, recent studies showed that HIF'1α levels are elevated in kidneys of patients with 

hypertensive CKD and Ang II'treated mice
27,28

. In particular, one recent study showed that Ang 

II induced endothelial HIF'1α in mice ��� NFκB and aggravated hypertension'induced 

glomerular lesions
29

. Regarding EPAS1, recent studies showed that endothelial EPAS1, and not 

HIF'1α, confers protection during ischemic acute kidney injury and ischemia induced oxydative 

stress in mice
30–32

. In humans, EPAS1 single nucleotide polymorphisms have demonstrated an 

association with performance'related blood parameters (e.g., alterations in erythropoietin, 

hemoglobin and hematocrit), adaptation to high altitude
33–35

 and elite endurance performance
36

. 

However, the role of EPAS1 in the pathogenesis of renal diseases is not completely elucidated.  

Here, we hypothesized that endothelial EPAS1 could drive protection against Ang II'induced 

hypertension and glomerular injury leading to CKD. To understand the role of endothelial 

EPAS1 during hypertensive nephropathy, we used a genetic approach to abrogate EPAS1 from 

endothelial cells in Ang II'induced hypertension in mice. We found that endothelial EPAS1 

protects from glomerular injury induced by chronic hypertension. We also observed that 

endothelial EPAS1 abrogation aggravates podocyte and parietal epithelial cell (PEC) injury in a 

blood pressure'independent manner and impairs renal local vasoreactivity to Ang II. Our study 
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suggests that endothelial EPAS1 dysfunction could be a susceptibility factor for hypertension'

associated FSGS lesions and CKD progression.  

�

%�������

��������	
�&���
	�	
������	������������������������	�����������������'�(	���������
�����
���

���
�	���

To determine the role of endothelial EPAS1�during hypertensive CKD, we generated endothelial'

specific ������knock'out mice by mating������'floxed mice (�����
lox/lox

)
37

 with mice expressing 

Cre recombinase under the control of the VE'cadherin promoter 	
���
38

 (�	)���� *�). 

Characterization of 	
��.Cre activity in glomerular endothelial cells �
� ���� was previously 

described 
39

. RT'PCR analysis on isolated glomeruli and lung extracts from 	
��.Cre'�����
lox/lox

 

showed a significant reduction in ����� mRNA expression when compared with control animals 

(�����
lox/lox

) (�	)���� *+� 
��� #), thus demonstrating efficient endothelial ����� deletion in 

	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice. To note, other cell populations in the lungs and glomeruli may 

express EPAS1
40,41

, thus explaining that ����� mRNA is still present in lungs and glomeruli 

from 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice. Similarly, we confirmed endothelial EPAS1 deficiency by 

western blotting on isolated glomeruli (�	)����*,�
����). 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice were born 

at a Mendelian ratio and were indiscernible from their �����
lox/lox

 control littermates regarding 

weight and size, up to 40 weeks of age. Moreover, adult 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice had normal 

cardiac and renal function and normal blood pressure (�	)����-�&.�
�������������
���/
����

*) when compared with control� �����
lox/lox

 littermates. These results showed that endothelial 

EPAS1 is dispensable for mouse development and renal and cardiac function at basal state. 

As endothelial EPAS1 has been previously associated with altered vasoreactivity and local 

hypertension in the lung
42

, we then investigated the role of endothelial EPAS1 in renal vascular 

response to vasoconstrictors and vasodilators. For that purpose, we administered intravenous 

bolus of vasoconstrictors (norepinephrine, Ang II) and vasodilators (acetylcholine and sodium 

nitroprusside) to 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice and their control littermates. Of note, at basal state 

we did not observe any difference between 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice and controls in mean 

arterial pressure (�	)������), renal artery blood flow (�	)�����#) and renal vascular resistance 
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 6 

(�	)���� ��). Interestingly, vasoconstrictor'induced hypertension and vasodilatator'induced 

hypotension were similar in both groups (�	)���� �+). However, endothelial ����� deficiency 

was associated with a marked decrease in renal vascular response to Ang II in 	
��.Cre'

�����
lox/lox

 mice when compared to that in their control littermates (�	)�����,�
����). Indeed, 

	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice renal blood flow and renal vascular resistance were less decreased 

after Ang II bolus than in controls. We did not observe a significant difference in renal artery 

vasoreactivity when using norepinephrin or vasodilators, thus suggesting that endothelial ����� 

abrogation induces a specific altered response to Ang II. Taken together these results suggest that 

EPAS1 functionally influences the renal endothelium in normal mice and is involved in the 

vasoconstriction response to Ang II in the kidney. 

We then examined the effect of endothelial EPAS1 deficiency during hypertension. To this end, 

Ang II was infused in 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice and �����
lox/lox

 control littermates for 6 weeks. 

Interestingly, EPAS1 expression was upregulated in glomeruli from �����
lox/lox

 mice after 6 

weeks of chronic Ang II infusion, while EPAS1 induction was less important in 	
��.Cre'

�����
lox/lox

 hypertensive mice (�	)����*,�
����), thus suggesting that EPAS1 is, at least partly, 

overexpressed by glomerular endothelial cells upon hypertensive stimuli.  

�

��������	
�� ������ �����	��� 
))�
�
���� ��)� $$&	���
��� 
����	���	
� 	�� 
� ������ ���������

	������������
����0�

In both groups, Ang II infusion induced a similar gradual increase of systolic and diastolic blood 

pressure (�	)���� -�� 
��� +). Importantly, heart rate, cardiac function and cardiac parameters 

were similar between the two groups. Ang II'associated interventricular septum hypertrophy and 

decrease of cardiac output were observed in both groups after 6 weeks of Ang II infusion (�	)����

-#'���
���.�
�������������
���/
����*). After 6 weeks of Ang II infusion, when compared 

to hypertensive controls, the selective ������ endothelial deletion was associated with a 

significantly increase in albuminuria'to'creatinine ratio (�	)���� -�) and kidney hypertrophy 

estimated by kidney'to'body weight ratio (�	)����-�) while the renal function, as estimated by 

blood urea nitrogen levels, was similarly altered between the two groups (�	)���� -,). 

Interestingly, albuminuria'to'creatinine ratio was significantly increased in 	
��.Cre'�����
lox/lox
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 7 

mice as early as 7 days of Ang II infusion (����������
����	)�����*), prior to the development 

of histological damage. Dysfunction of the glomerular filtration barrier was associated with a 

similar increase in glomerular surface (�	)���� -$) and nephron number (not shown) in both 

groups. Taken together, these results demonstrated that EPAS1 protects the glomerular filtration 

barrier integrity during Ang II'induced hypertension.  

 

,����	��� ��� ������ ���
	�	

���� 	�� ��������	
�� 
����� �
����� ���������	��&	���
���

)���������
�����	�0�

We then performed histological analysis of kidneys from�hypertensive�	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice 

and������
lox/lox

 hypertensive littermates. As expected, 6 weeks of Ang II infusion revealed the 

presence of common hypertensive lesions in all renal compartments such as interstitial 

inflammatory infiltrates (����������
����	)������), glomerulosclerosis (�	)������'�+�
���,) 

and tubular dilation (�	)���� ��). Hypertension'induced fibrosis was determined by red Sirius 

staining (�	)���� �#� 
��� �) and collagen IV interstitial and perivascular deposition 

(����������
��� �	)���� �-). Extra'glomerular renal compartments were similarly affected in 

both hypertensive groups. Interestingly, 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice demonstrated more severe 

glomerular injury with glomerular sclerotic lesions increased two' to three'fold compared to 

hypertensive �����
lox/lox

 mice (�	)���� ��'� +� 
��� ,). Particularly, 	
��.Cre'�����
lox/lox

 

hypertensive mice displayed glomerular podocyte'parietal epithelial cell bridges and focal and 

segmental glomerulosclerosis (FSGS) that were rarely observed in hypertensive �����
lox/lox

 

controls (�	)�������
���+). These results indicate that endothelial EPAS1 strongly influences 

the type of glomerular injury induced by Ang II. 

 

��������	
���1��*����	
	��
��������������������	��&	���
�����������	
���
�
)�0�

The endothelium plays a key role in the glomerular filtration barrier and endothelial intercellular 

junctions modulate glomerular permeability. We observed that endothelial ����� abrogation was 

associated with decreased CD31/PECAM'1 protein expression in glomeruli (�	)���� !�)� from 

hypertensive 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice when compared to hypertensive control littermates. 
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 8 

Furthermore, hypertension'associated capillary rarefaction in the tubular interstitium was more 

pronounced in 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice than in �����
lox/lox

 mice (�	)���� !+� 
��� #). 

Interestingly, ultrastructural analyses revealed more severe endothelial alterations, as shown by 

the loss of fenestrations, cytoplasmic thickening and vacuolizations, in hypertensive 	
��.Cre'

�����
lox/lox

 mice than in hypertensive controls (�	)���� !,) confirming increased endothelial 

injury in glomeruli with an endothelial ����� deficiency. Thus, endothelial EPAS1 promotes 

renal endothelial survival during hypertensive nephropathy. 

 

��������	
�� ������ �����	��� 


����
���� ����
���� ���	�������	
�	��� 
��� ����'� )�������
��

1�#�

�	�
�	���
�������

�����
���
��	�������	�	����	�	
(	�)���������	�������	�)���)�$$&

	���
������������	��0�

We then investigated the role of endothelial EPAS1 in podocyte and PEC structure and 

phenotype after Ang II infusion. Immunofluorescence showed that the abundance of the slit 

diaphragm proteins, NPHS2/podocin and NPHS1/nephrin and of PODXL/podocalyxin, were 

strongly reduced in glomeruli from hypertensive 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice, while the expression 

of these proteins was only slightly decreased in hypertensive control mice when compared to 

non'hypertensive mice (�	)���� ��2. Ultrastructural observations revealed a more intense 

podocyte foot process broadening and effacement in hypertensive 	
��.Cre'�����
lox/lox

 

glomeruli (�	)���� �+'� #). Finally, TEM observations also showed that 	
��.Cre'�����
lox/lox

 

hypertensive glomeruli displayed more glomerular podocyte'PEC bridges and FSGS than 

hypertensive controls (�	)�����,). 

Interestingly, endothelial ����� deletion also specifically affected glomerular PEC during 

hypertensive CKD. We observed in the FSGS lesions, an increased activation of PEC in 

glomeruli from hypertensive 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice when compared to hypertensive controls, 

as measured by CD44 immunohistochemistry (�	)���� 3�'�,). CD44 induction was associated 

with down'regulation of claudin'1 expression in activated PEC, which were surrounded by 

fibronectin extracellular matrix deposition (�	)���� 3�� 
�� ����������
��� �	)���� ��). Two 

distinct fibronectin deposition patterns were observed after Ang II'induced hypertension. First, 

basal mesangial fibronectin staining was expanded after Ang II infusion in every group, and that 
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increase was more intense in 	
��.Cre'�����
lox/lox

 hypertensive mice than in hypertensive 

controls (�	)���� 3�'� +). Second, we observed a different fibronectin peripheral deposition 

pattern following the parietal layer of the Bowman’s capsule associated with CD44 expression 

and FSGS lesions. This latter pattern was significantly more frequently observed in glomeruli 

from 	
��.Cre'�����
lox/lox

 hypertensive mice than in hypertensive controls (�	)���� 3�&,). 

Altogether, these data suggest that endothelial EPAS1 deficiency exhibits global disturbance of 

the glomerular cells homeostasis, promoting hypertension'associated secondary FSGS. 

�

,	�
���	���

In the present study, we used a genetic approach to elucidate the role of endothelial EPAS1 

during Ang II'induced hypertensive nephropathy. This model shows that endothelial EPAS1 

mediates glomerular protection against hypertensive injury and Ang II elevated levels without 

any effect observed on systemic blood pressure. We further found that endothelium'specific 

EPAS1 abrogation aggravated not only hypertension'induced endothelial injury but also 

glomerular epithelial damage leading to FSGS lesions. 

Hypertension is the second leading cause of ESRD in the USA after diabetes and is also 

consequence of CKD progression
43

. Hypertensive nephrosclerosis is a common disorder 

associated with hypertension. However, independently to blood pressure levels many studies 

show that individual susceptibility, as ����� gene variants
44

, is involved in the diversity of the 

kidney lesions observed. Hypertensive nephrosclerosis is characterized by vascular, glomerular, 

and tubulointerstitial lesions
45

. Glomerular lesions are composed of both global and focal 

glomerular sclerosis
46,47

. Global sclerosis is thought to be related to ischemic injury and focal 

lesions are classically associated to hyperfiltration due to nephron loss
48,49

 and to a rise in intra'

capillary pressure
46,50

. However, local glomerular factors promoting or protecting from 

glomerular injury during hypertension are poorly understood. In the glomeruli there is a close 

interaction between endothelial cells and epithelial cells (podocytes and parietal cells) only 

separated by the glomerular basement membrane. Some local factors such as VEGF pathway, 

endothelin'1 or nitric oxide has been showed to represent key mediators in epithelio'endothelial 

crosstalk into the glomeruli
2,51,52

. Hypoxia is a key mediator in CKD progression and is induced 
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 10 

by hypertension and particularly by Ang II elevated levels
27,29

. Meanwhile, it is likely that the 

glomerular endothelium is not hypoxic and that other pathways are involved in the constitutive 

endothelial EPAS1 expression
22,23

. 

The protective role of endothelial EPAS1 during acute ischemic kidney injury has been suggested 

to be linked to an anti'inflammatory effect as EPAS1 deficiency was associated with increased 

adhesion molecule expression and leukocyte recruitment
32

. Nevertheless, even if aggravated 

endothelial injury and decreased PECAM1 expression was observed in the hypertensive 

	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice, we did not observe any significant difference in the recruitment of 

macrophages and T cells or in interstitial fibrosis suggesting a local glomerular role of 

endothelial EPAS1 deficiency (not shown). 

Our data support a role for EPAS1 in the endothelial protection against hypertensive kidney 

injury. Interestingly, this protection does not act through an effect on blood pressure. Recent 

conflicting studies showed that EPAS1 deficiency is a key factor promoting or limiting 

pulmonary arterial hypertension in adult mice
42,53

. In one report, it was suggested that pulmonary 

hypertension developed following lung edema secondary to increased capillary permeability
53

. 

We found no evidence of renal edema as measured by histology and as also suggested by normal 

renal vascular resistance in the 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice. In another report, endothelial EPAS1 

deficiency sensitized mice to hypoxia'induced pulmonary hypertension, likely ��� increased 

expression of vasoconstrictor molecule endothelin 1 and a concomitant decrease in vasodilatory 

apelin receptor signaling
42

. These data may not be applicable to the renal microcirculation as we 

rather measured blunted vasoconstrictive acute response to AngII in the kidney. Moreover, 

telemetry measurements of blood pressure and hemodynamic ultrasound studies showed that 

chronic elevation of blood pressure and Ang II'induced cardiac hypertrophy are not affected by 

endothelial EPAS1 deficiency.  

However, peri'tubular capillary rarefaction is aggravated in �����'deleted hypertensive mice and 

consistently renal blood flow is diminished, indicating a crucial role of the EPAS1 pathway in the 

maintenance of the renal microcirculation, in glomeruli and in the interstitium under AngII'

induced stress condition. This may be consistent with a defect of angiogenic signals produced by 

EPAS1/HIF'2α'deficient endothelial cells in these setting. For example, Skuli et al. found that 
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 11 

hypoxic induction of the Dll4/Notch pathway target gene expression was blunted in by EPAS1'

deficient cultured endothelial cells
54

. 

One of the main finding of our study is that EPAS1 deficiency in endothelial cells not only 

accentuated glomerular injury and proteinuria but also caused a different kind of glomerular 

damage in hypertensive mice. Focal segmental glomerulosclerosis is still a complex, only 

partially understood disease. A unifying pathophysiological concept has not been identified and 

might not even exist. Elegant genetic tracing studies showed that parietal epithelial cells 

participate in the formation of sclerotic lesions 
55

. Here we showed that endothelial EPAS1 

response could be a key factor linking endothelial injury and epithelial glomerular cell activation. 

Whereas wild'type mice displayed classic angiosclerosis and glomerulosclerosis with mesangial 

deposition of fibronectin and few CD44 expressing PECs, endothelial'specific ����� deleted 

mice exhibited 
��
��� CD44 expression in PECs, PEC to glomerular tuft bridges and extensive 

fibronectin deposition in these FSGS lesions. FSGS lesions are often observed in some 

hypertensive patients but the mechanisms associating high blood pressure and glomerular lesions 

are still elusive. The glomerular endothelial cell is not typically considered to play a major role in 

the development of FSGS. At early stages, even in glomeruli with extensive foot process 

effacement, endothelial injury is not prominent. However, at later stages of disease, often 

associated with hyalinosis and sclerosis, endothelial injury becomes more obvious, but is usually 

considered a secondary phenomenon. The mechanisms leading to endothelial injury in FSGS are 

not well defined. Endothelial derived factors may contribute to podocyte injury. It should also be 

recognized that diseases that cause primary glomerular endothelium injury such as thrombotic 

microangiopathy or ANCA associated vasculitis can lead to segmental thrombosis or glomerular 

injury with the development of fibrotic segmental lesions with features that fulfill the criteria for 

FSGS
56–58

. This serves to highlight that FSGS is a morphological pattern of injury that can be 

derived from a diverse range of initiating insults and on different glomerular cell types. 

Three main mechanistic hypotheses may explain our results. First, endothelial EPAS1 could have 

a direct effect on endothelial vasoreactivity and modulate glomerular pressure. Mechanical stress 

is believed to play a role in the progression of FSGS
46,59

. This hyperfiltration results in 

hypertrophy of glomeruli. The hypertrophy exacerbates the mismatch between the glomerular 

basement membrane and the decreased numbers of podocytes, resulting in further mechanical 
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stress and injury. We could rule out a difference in nephrons number between the two groups (not 

shown). Interestingly, hemodynamic studies unraveled an impaired vasoconstrictive response of 

the renal circulation after Ang II bolus injection suggesting that endothelial EPAS1 modulates 

local but not systemic vasoreactivity. If such altered capability to increase the renal vascular 

resistances would affect the pre'glomerular circulation, one could speculate that the glomerular 

capillaries would then be exposed to higher hydrostatic pressure, a risk factor for podocyte 

mechanical stress and shedding leading to secondary FSGS. Unfortunately, we could not measure 

single nephron glomerular filtration rate and the glomerular capillary pressure in our mice. This 

hypothesis may be consistent with the significant early increase in albuminuria in the 	
��.Cre'

�����
lox/lox

 group at day 7 after AngII infusion, prior to the development of histopathological 

damage. However 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice did not displayed increased glomerular area 

compared to controls that would have otherwise suggested difference in capillary pressure, which 

support a non'hemodynamic role for endothelial EPAS1 in glomerular protection. For example, 

endothelial EPAS1 deficiency may impair defense against AngII'induced endothelial 

dysfunction, promoting loss of endothelial permselectivity and dysfunction of the glomerular 

filtration barrier. Likewise, endothelial EPAS1 has been previously associated with intercellular 

junction integrity
60

 and vascular permeability
53

 in the lung. In fact, EPAS1 deficiency 

accentuated AngII'induced capillary rarefaction not only in glomeruli but also in the interstitium 

of the kidney cortex. This finding suggests that EPAS1'driven control of interstitial changes in 

the renal specimen may have contributed to progression of global kidney disease in addition to 

glomerular features. Finally, we cannot exclude that EPAS1 abrogation'induced endothelial 

dysfunction may influence secretion of endothelial'secreted factors acting on epithelial 

glomerular cells causing podocyte injury and recruitment of pathogenic fibrogenic PECs.  

In conclusion, the murine Ang II'induced hypertension developed in this study revealed a 

protective role of endothelial EPAS1 maintaining glomerular integrity during the hypertensive 

chronic insult. Interestingly, endothelial ����� gene deficiency promoted podocyte damage and 

parietal epithelial cells activation and segmental sclerosis, supporting proof of principle that 

endothelial'derived signal can trigger FSGS. This also suggests that endothelial EPAS1 

dysfunction could be a susceptibility factor for hypertension'associated FSGS lesions and CKD 

progression with endothelial ����� functional variants or interacting pathways being potential 

key modifiers to understand secondary FSGS'lesions.   
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#��
	��� �������

��	�
���

Mice with an endothelial'specific disruption of the ������ gene (	
��.Cre'�����
�������

) were 

generated by crossing 	
��.Cre mice
38

 with �����
�������

 mice
37

. Mice were bred on C57Bl/6J 

genetic background. Littermates������
�������

 mice with no 	���gene were used as controls in all 

studies. Characterization of 	
��.Cre activity in glomerular endothelial cells �
� ���� was 

previously described, showing a Cre efficiency of around 70% in endothelial microvascular cells 

37,39
. Experiments were conducted according to the French veterinary guidelines and those 

formulated by the European Community for experimental animal use (L358'86/609EEC), and 

were approved by the Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale and local 

University Research Ethics Committee (file 12'62, Comité d’Ethique en matière 

d’Expérimentation Animale, Paris Descartes). Mice were submitted to sanitary control tests to 

ensure proper pathogen'free status and were housed in the same animal facility before any 

experiments.  

��)	�����	��$$�&�	���
������������	���

Hypertensive model was induced by subcutaneous infusion of Ang II (Sigma'Aldrich) at a dose 

of 1 µg/kg/min for 42 days ��� osmotic minipumps (Model2006, Alzet Corp) in 12'to'14 weeks'

old males. Pumps were implanted subcutaneously on the back between the shoulder blades and 

hips. Control mice were sham operated. Mice received salt supplementation (3%) in food and 

were sacrificed 6 weeks after the minipumps implantation. 

/��������������������������
���������

Mice were anesthetized with isoflurane and a blood pressure telemeter (model TA11PA‐C10; 

Data Sciences International) was implanted in the left femoral artery. A single dose of 

amoxicillin (20 mg/kg i.p., Clamoxyl; SmithKlineBeecham) and ketoprofen (5mg/kg i.p., 

Profenid; Aventis) was administered after the surgery. Mice were adapted for 1 week, and blood 

pressure values from the last three days of the adaptation period were averaged to define the basal 

blood pressure. The morning of day 1, Ang II filled osmotic mini‐pumps (Alzet Corp) were 

implanted subcutaneously as described.  
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�����������������
�����
�	���
���
����	���	
�

Blood urea nitrogen concentrations were quantified spectrophotometrically by colorimetric 

methods. Urinary albumin excretion was measured with a specific ELISA assay (BIOTREND 

Chemikalien GmbH). 

.	����
�����)��
���	������	���
���	�����

Kidneys were immersed in 10% formalin and embedded in paraffin. Sections (4'Um thick) were 

processed for histopathology study or immunohistochemistry0� Sections� were� stained with 

hematoxylin/eosin, Masson’s trichrome or Sirius red. For immunohistochemistry, paraffin'

embedded sections were stained with the following primary antibodies: rat anti'PECAM1 

(Dianova, 1:50), rat anti'CD44 (Abcam, 1:100), rabbit anti'CLAUDIN'1 (Abcam, 1:50), rabbit 

anti'FIBRONECTIN (Dako, 1:1000), rabbit anti'CD3 (Dako, 1:200), rat anti'F4/80 (AbD 

Serotec, 1:500), rabbit anti'COL4A (Abcam, 1:), goat anti'PODXL (R&D Systems, 1:500), goat 

anti'NPHS2 (Santa Cruz Biotechnology, 1:100) and goat anti'NPHS1 (R&D Systems, 1:200), 

CD3, F4/80, CD44, COL4A and FIBRONECTIN staining were revealed by Histofine reagent 

(Nichirei Biosciences). For immunofluorescence, the following secondary antibodies were used: 

rabbit anti'goat IgG AF594'conjugated antibody (1:400), donkey anti'rat AF594'conjugated 

(1:400) and donkey anti'rat IgG AF488'conjugated antibody (1:500), all from Invitrogen. The 

nuclei were stained with DAPI. Photomicrographs were taken with an Axiophot Zeiss 

photomicroscope. 

ImageJ software (NIH) was used for assessment of capillary area, FIBRONECTIN deposition in 

glomeruli, glomerular area and Sirius red staining.  

The proportion of sclerotic glomeruli, CD44 and FIBRONECTIN positive glomeruli was 

evaluated by examination of at least 50 glomeruli per cortical section for each mouse, by an 

examiner (Y.L.) who was blinded to the experimental conditions. Sclerotic glomeruli were 

defined as glomeruli with focal and segmental glomerulosclerosis (FSGS)'like lesions including 

podocyte'parietal epithelial cells (PEC) cell bridges evaluated on kidney sections stained by 

Masson’s trichrome. The proportion of tubular casts was measured on kidney sections stained 

with Masson’s trichrome evaluating at least 5 mice per condition. 
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Glomerular mean surface was evaluated on Masson’s trichrome stained kidney sections by 

examination of at least 30 glomeruli per animal for at least 5 different animals per condition.  

$���
�	������)�������	�

Decapsulated glomeruli were isolated as described previously 
61

. Briefly, freshly isolated renal 

cortex was mixed and digested by collagenase I (2mg/mL, Gibco) in RPMI 1640 

(Lifetechnologies) for 2 min at 37°C, then collagenase I was inactivated with RPMI 1640 + 10% 

FCS (Abcys). Tissues were then passed through 70�m cell strainer and 40�m cell strainer (BD 

falcon) in PBS (Lifetechnologies) + 0,5% BSA (Euromedex). Glomeruli, adherent to the 40�m 

cell strainer, were taken off from the cell strainer with PBS + 0,5% BSA injected under pressure, 

then washed twice in PBS. Isolated glomeruli were then picked up in RIPA extraction buffer 

containing phosphatase and proteinase inhibitors (Roche) and freezed at '80°C for protein 

extraction or picked up in RLT extraction buffer (Qiagen) and freezed at '80°C for total RNA 

extraction. 

4������������
�
������

Equal amounts of proteins were loaded onto sodium dodecyl sulfate 'PAGE NuPAGE 4/12% 

electrophoresis gels (Invitrogen) under reducing conditions for separation and transferred onto 

poly(vinylidenedifluoride) membranes. The membranes were blocked with milk and probed with 

different antibodies: EPAS1 (Novus Biological, 1:500) and GAPDH (Sigma Aldrich, 1:50000). 

The membranes were then probed with horseradish peroxidase'conjugated secondary antibodies 

(Amersham, 1:5000) and the bands were detected by enhanced chemiluminescence (ECL)'plus 

(Amersham). PXi (Syngen) imaging system was used to reveal bands and densitometric analysis 

was used for quantification. 

5�
��	�
�	���%/&1#%�

Total RNA extraction of mice glomeruli and lung tissue was performed using an Rneasy Microkit 

(Qiagen) and reverse transcripted using the Quantitect Reverse Transcription kit (Qiagen) 

according to the manufacturer’s protocol. The Maxima SYBR Green/Rox qPCR mix 

(Thermoscientific Fermentas) was used to amplify cDNA for 40 cycles on an ABI PRISM 

thermo cycler. The comparative method of relative quantification (2–DDCT) was used to 
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calculate the expression level of each target gene, normalized to ����. The oligonucleotide 

sequences are available upon request. The data are presented as the fold change in gene 

expression. 

���
������	
���
����

Small pieces of renal cortex were fixed in trump’s fixative (EMS) and embedded in Araldite M 

(Sigma Aldrich). Ultrathin sections were counter'stained with uranyl acetate and lead citrate and 

examined with a transmission electron microscope (JEM, JEOL 1011). 

6��	��
�	�������
���������������

��	

�
������
���������
�	
��

Cardiac output, cardiac morphometry parameters and renal hemodynamics at basal state and after 

Ang II chronic infusion were obtained by noninvasive ultrasound technique as previously 

described
62

. The same 	
��.Cre'�����
�������

 and control mice were evaluated before Ang II 

treatment and at day 35 after Ang II infusion initiation. Ultrasound examination was carried out 

under light anesthesia, such that mice could be restrained without ligature. Isoflurane (2.5% 

isoflurane in ambient air) was administered through a vaporizer (model 100'F; Ohio Medical 

Instruments). Isoflurane induction was performed by over a 2'minute period in an isolation 

chamber and anesthesia was maintained by spontaneous breathing of the same mixture at a flow 

rate of 5 l/min through a small nose cone. We used an echocardiograph (Acuson S3000; 

Siemens®) equipped with a 14MHz linear transducer (14L5 SP). After sedation, the mice were 

shaved to improve probe contact. The mouse was placed in the left lateral decubitus position and 

the ultrasound device placed on the anterior part of the chest for cardiac output acquisition. The 

mouse was laid on a heating blanket (38°C) to avoid hypothermia induced by anesthesia affecting 

cardiac function and heart rate. 

���������
��������
����������������

����
������������	��.  

A parasternal long'axis B'mode image of the chest allowed measurement of the pulmonary artery 

diameter. The imaging depth was set at 1.5 to 2 cm, and frame rate was 60 frames/s. Blood flow 

velocity (BFV) were measured with correction of the angle between the long axis of the 

pulmonary artery and the Doppler beam. The steering mode of the Doppler beam helped to avoid 

having to use an angle correction greater than 10°. CO was calculated with the following 

formula: CO = [( ���
�x60)(p x (!��/2)
2
)], where CO is expressed in ml/min,  ���
� is the 
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time'averaged mean BFV in cm/s, and !��� is the pulmonary artery diameter in cm. Heart 

dimensions measured in both systole (s) and diastole (d) were left ventricular posterior wall 

thickness (LVPW), left ventricular internal diameter (LVD), and interventricular septum 

thickness (IVS). Heart rates were obtained with an electrocardiogram. 

���������
������"�

�#���$���

�%& ��
���
�����������.  

Two'dimensional ultrasound imaging was used to measure kidney size. A left sided longitudinal 

B'mode image of the abdomen showed the aorta between the two renal arteries, allowing 

measurements of the width and the height of the right and left kidneys; the transducer was 

slightly displaced from one kidney to the other. Imaging depth was set at 2 to 3 cm. Color 

Doppler mode was activated and the renal arteries were drawn and localized on the screen by 

their color'coded blood flow. Time'averaged mean BFV was calculated by the echograph after 

placing calipers at the beginning of a systolic peak to 5 to 10 following once. All BFVs were 

measured with correction of the angle between the long axis of each vessel and the Doppler 

beam. 

 

%��
���������
�	
�'����
���
����

�	�	��������	������

Experiments were performed on 2 months'old males 	
��.Cre'�����
������� 

and������
������� 

mice. 

Animal surgery and renal blood flow (RBF) measurements were performed according to 

previously established methodology
63

. Briefly, after anesthesia by pentobarbital sodium (50–60 

mg/kg body weight ip, Nembutal), animals were placed on a servo'controlled table kept at 37°C. 

The left femoral artery was catheterized for measurement of arterial pressure, and a femoral 

venous catheter was used for infusion of volume replacement. Bovine serum albumin (4.75 g/dl 

of saline solution) was infused initially at 50 Ul/min to replace surgical losses, and then at 10 

Ul/min for maintenance. Arterial pressure was measured via a pressure transducer (Statham P23 

DB); RBF was measured by a flowmeter (0.5v probe, Transonic systems TS420). RBF values 

were controlled for zero offset determined at the end of an experiment after cardiac arrest. Data 

were recorded, stored and analyzed using DataTranslation analog'to'digital converter and the 

IOX software (EMKA Technologies). RBF and blood pressure were measured at basal state and 

during intravenous bolus injections of angiotensin II (0.5, 1 and 2 ng) (Sigma Aldrich), 

norepinephrine (2, 4 and 10 ng) (Sigma Aldrich), acetylcholine (1, 5 and 25 ng) (Sigma Aldrich) 

and sodium nitroprusside (100 and 200 ng) (Sigma Aldrich). Maximum changes in arterial 
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pressure, RBF, and RVR produced by vasoconstrictors and vasodilators compared to the basal 

state of each mouse were recorded. 

��
�	��	

��
�
������

Data are expressed as mean +/' SEM. Statistical analyses were calculated with the Prism software 

(GraphPad). Comparison between 2 groups was performed with a 2'tailed Student � test. 

Comparisons between multiple groups were performed with one'way ANOVA followed by 

Newman'Keuls test. A P value < 0.05 was considered statistically significant. 
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representation of the generation of mice with EPAS1'deficient endothelial cells obtained by 

mating mice expressing the CRE recombinase under the VE'cadherin promoter (	
��.Cre mice) 

with mice expressing ����� alleles with loxP sites flanking exon (�����
lox/lox 

mice). (B) qPCR 

analysis of ����� mRNA expression in glomeruli extracts from 12 weeks'old �����
lox/lox 

and 

	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice. Data represent means ± SEM of 6 mice. # p < 0.05 (C) qPCR analysis 

of ����� mRNA expression in lung extracts from 12 weeks'old �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'

�����
lox/lox 

mice. Data represent means ± SEM from 6 mice. # p < 0.05 (D) Western blot analysis 

of EPAS1 expression in glomeruli isolated from 20 weeks'old �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'

�����
lox/lox 

mice treated or not with angiotensin II for 42 days. GAPDH is used as loading 

control. (E) Quantification of western blot bands for EPAS1 normalized to GAPDH band 

intensity (means ± SEM of 3'6 mice per group). # p<0.05, # different genotype same treatment. 
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�0�(A) Mean arterial pressure, (C) renal blood 

flow and (E) renal vascular resistance at basal state in pentobarbital anesthetized 10'to'12 weeks'

old �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox

.�Maximum changes in mean arterial pressure (B), renal 

blood flow (D), and renal vascular resistance (F) produced by 2, 4, or 10 ng of norepinephrine, 

0.5, 1 or 2 ng of angiotensin II, 1, 5 or 25 ng of acetylcholine or 100 or 200 ng of sodium 

nitroprusside in 10'to'12 weeks'old �����
lox/lox

 and 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice. * ξ # p<0.05, ** 

ξξ ## p<0.01, *** ξξξ p<0.001. * �����
lox/lox 

genotype compared to basal state, ξ 	
��.Cre'

�����
lox/lox

 genotype compared to basal state, # different genotype same treatment. 

�	)����-����������	
���1��*����	
	��
��
))�
�
����
�)	�����	��$$�	���
���
����	���	
�	��
�

���������������	������������
����0�(A)�Systolic blood pressure, (B) diastolic blood pressure 

and (C) heart rate were recorded by radiotelemetry over 35 days in �����
lox/lox 

(n=5) and 

	
��.Cre'�����
lox/lox

 (n=3) mice at baseline and under AngII subcutaneous infusion 

(1µg/kg/min).�For all panels, data correspond to the 12'h night period mean ± SEM. (D) Blood 

urea nitrogen (BUN) concentration, (E) urinary albumin excretion rate and (F) kidney to body 

weight ratio in 20 weeks'old �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice after AngII infusion for 6 
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weeks and from untreated �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice.
 

(G) Cardiac output 

measured by noninvasive ultrasound method in �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox

 mice at 

baseline and after 5 weeks of AngII subcutaneous infusion. (H) Heart to body weight ratio and (I) 

glomerular mean surface in kidney cortex from 20 weeks'old �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'

�����
lox/lox 

mice after 6 weeks of AngII infusion and from untreated �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'

�����
lox/lox 

mice. Data represent mean ± SEM of n=10'15 mice for D'H and of n=5 mice for I. # 

* p<0.05, ## p<0.001, *** p<0.001, * same genotype different treatment, # different genotype 

same treatment. 

�	)���� ���,����	��� ����1��*� ���
	�	

���� 	�� ��������	
�� 
����� �
����� ���������	��� 	���
���

)���������
�����	�0� Representative images of (A) hematoxylin/eosin stained sections, (B) 

Masson trichrome stained sections and (C) Sirius red staining of renal cortex from 20 weeks'old 

�����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice after 6 weeks of AngII infusion and from untreated 

�����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice. Images are representative of at least 6 mice per group. 

Scale bar: 50 µm. (D) Quantification of the percentage of sclerotic glomeruli, (E) the percentage 

of cortical Sirius red staining and (F) the tubular casts per section in renal cortex from 20 weeks'

old �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice after 6 weeks of AngII infusion and from untreated 

�����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice. Data represent means ± SEM of at least 6 mice. * 

p<0.05, ** p<0.01, ### *** p<0.001, * same genotype different treatment, # different genotype 

same treatment. 

�	)���� !�� ��������	
�� �1��*� ���	
	��
�� ��������� ���������	��&	���
��� ��������	
��

�
�
)�0�(A) Representative images of the expression of PECAM1 by immunofluorescence (red) 

in glomeruli and (B) in renal cortex (white) in 20 weeks'old �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice after 6 weeks of AngII infusion and from untreated �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice. Nuclei in (A) were counterstained with DAPI stain (blue). Scale bar: 50µm.� (C) 

Quantification of PECAM1 staining in renal cortex from 20 weeks'old �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'

�����
lox/lox 

mice after 6 weeks of AngII infusion and from untreated������
lox/lox 

and 	
��.Cre'

�����
lox/lox 

mice. Data represent means ± SEM of at least 5 mice per group. # p<0.05, ** p<0.01, 

* same genotype different treatment, # different genotype same treatment. (D) Representative 

photomicrographs of transmission electron microscopy sections of glomeruli from 20 weeks'old 

�����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice after 6 weeks of AngII infusion and from untreated 
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�����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice showing disappearance of endothelial fenestration, 

sub'endothelial inclusions (*), aggravated endothelial swelling and cytoplasmic vacuolizations 

(arrows) in endothelial cells from� 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice after AngII infusion. Scale bar: 

0.5µm. Images are representative of at least 6 mice. 

�	)���� ��� ��������	
�� �1��*� �����	��� 


����
���� ����
���� ���	�������	
�	��'� )�������
��

�
�	��
�� ��	����	
�� 
���� 81�#2� 

�	�
�	��� 
��� ����

�����
�� �
��	�� �����	�	��� �	�	
(	�)�

����� ���	�������	�)�
�)	�����	��$$&	���
������������	��0� (A) Representative images of the 

expression of NPHS2/podocin (white, upper panel), PODXL/podocalyxin (white, middle panel) 

and NPHS1/nephrin (white, lower panel) by immunofluorescence in glomeruli from 20 weeks'

old �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice after 6 weeks of AngII infusion and from untreated 

�����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice. (B) Representative photomicrographs of transmission 

electron microscopy sections of glomeruli showing cellular bridges between Bowman's capsule 

and glomerular tuft (*) in 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice after 6 weeks of AngII infusion. Scale bar: 2 

µm (C) Representative photomicrographs of transmission electron microscopy sections of 

glomeruli showing foot process effacement (arrows) in 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice after 6 weeks 

of AngII infusion. Scale bar: 0.5 µm. (D) Representative photomicrographs of transmission 

electron microscopy sections of glomeruli showing cellular communication between parietal 

epithelial cell (Pec) and podocyte (P) (*) in 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice after 6 weeks of AngII 

infusion. Scale bar: 0.5 µm. Images are representative of at least 6 mice. 

�	)���� 3�� ��������	
�� �1��*� ���	
	��
�� ��������� ���������	��&	���
��� ����
���� 
���

)�������
�� �
�	��
�� ��	����	
�� 
���� ����
����
���
�� 
����
�	���0 (A) Representative images of 

CD44 (brown, upper panel), and fibronectin (brown, lower panel) expression in glomeruli from 

20 weeks'old �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice after 6 weeks of AngII infusion and 

from untreated �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice showing increased PEC activation and 

glomerular peripheral fibronectin deposition in 	
��.Cre'�����
lox/lox 

AngII mice. Scale bar: 50 

µm. (B) Quantification of the percentage of fibronectin staining per glomerular area, (C) the 

percentage of glomeruli with peripheric fibronectin staining and (D) the percentage of CD44 

positive glomeruli in renal cortex from 20 weeks'old �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice 

after 6 weeks of AngII infusion and from untreated �����
lox/lox 

and 	
��.Cre'�����
lox/lox 

mice. 
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Data represent means ± SEM of at least 6 mice. # * p<0.05, ** p<0.01, * same genotype different 

treatment, # different genotype same treatment. 
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Supplementary	Figure	S1:	Endothelial	EPAS1	abroga9on	aggravates	angiotensin	II	induced	albuminuria	

from	7	days	of	Ang	II	infusion.	Urinary	albumin	excre/on	rate	in	20	weeks-old	Epas1lox/lox	and	Cdh5.Cre-

Epas1lox/lox	mice	a<er	AngII	infusion	for	7	or	14	days.	Data	represent	mean	±	SEM	of	n=	7	mice.	#	p<0.05,	

**	p<0.01,	***	###	p<0.001,	#	different	genotype	same	treatment,	*	same	genotype,	different	treatment.		
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Supplementary	 Figure	 S2:	 Renal	 inters99al	 inflammatory	 infiltrate	 is	 not	 modified	 by	 endothelial	

EPAS1	 deficiency	 during	 angiotensin	 II-induced	 hypertension.	 (A)	 Representa/ve	 images	 of	 the	

expression	of	 CD3	 (upper	 panel)	 and	 F4/80	 (lower	 panel)	 by	 immunohistochemistry	 in	 20	weeks-old	

Epas1lox/lox	and	Cdh5.Cre-Epas1lox/lox	 	mice	a<er	6	weeks	of	chronic	AngII	 infusion	and	from	20	weeks-

old	untreated	Epas1lox/lox	and	Cdh5.Cre-Epas1lox/lox	 	mice.	Nuclei	were	counterstained	with	hematoxylin	

(blue).	Scale	bar:	50	µm.	(B)	Quan/fica/on	of	the	percentage	of	CD3-	and	F4/80-	posi/ve	/ssue	area	in	

renal	cortex	from	20	weeks-old	Epas1lox/lox	and	Cdh5.Cre-Epas1lox/lox		mice	a<er	6	weeks	of	chronic	AngII	

infusion	and	 from	20	weeks-old	untreated	Epas1lox/lox	and	Cdh5.Cre-Epas1lox/lox	 	mice.	Data	 represent	

means	±	SEM	of	at	least	5	mice.	**p<0.01,	*	same	genotype	different	treatment.	
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Supplementary	Figure	S4:	Effect	of	chronic	angiotensin	II	 infusion	on	PEC	ac9va9on	and	differen9a9on.	

Representa/ve	 images	 of	 claudin-1	 (green)	 by	 immunofluorescence	 and	 CD44	 (red)	 by	

immunohistochemistry	 in	glomeruli	 from	20	weeks-old	Epas1lox/lox	 and	Cdh5.Cre-Epas1lox/lox	 	mice	a<er	6	

weeks	 of	 chronic	 AngII	 infusion.	 Nuclei	 were	 stained	 with	 DAPI	 (blue).	 Scale	 bar:	 50	 µm.	 Images	 are	

representa/ve	of	at	least	6	mice.	
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DISCUSSION GENERALE 

Au cours de ce travail nous avons étudié certains mécanismes menant à la formation des 

lésions glomérulaires en pathologie rénale. Notre intérêt s'est porté sur le rôle des cellules 

résidentes épithéliales et endothéliales rénales, en particulier glomérulaires, jouant un rôle 

déterminant dans la physiopathologie des glomérulopathies. En effet, dans le glomérule, des 

agressions diverses, immunologiques, toxiques ou hypertensives, aboutissent à des réponses 

tissulaires communes qui déterminent la gravité et la progression des lésions. Le dépôt de 

matrice-extracellulaire et la modification de la MBG, l'altération de l'architecture podocytaire 

et endothéliale, la prolifération des cellules épithéliales dans la chambre urinaire et les lésions 

dites de hyalinose segmentaire et focale sont, en effet, des caractéristiques histologiques 

retrouvées dans plusieurs types de glomérulopathies et dans de nombreux modèles 

expérimentaux les étudiant. Ces lésions s'accompagnent aussi sur le plan fonctionnel 

d'éléments cliniques communs comme une fuite protéique glomérulaire composée 

majoritairement d'albumine et par la suite d'une atteinte tubulo-interstitielle progressive et 

plus ou moins inflammatoire qui aboutit à une dégradation de la fonction rénale.  

Trois modèles expérimentaux de glomérulopathies chez la souris avec des types d'agression 

différents nous ont permis de montrer le rôle de ces facteurs tissulaires intra-rénaux et de 

revisiter le rôle classiquement attribué à l'immunité adaptative: le modèle anti-MBG passif 

(agression immune), le modèle de néphropathie à l'adriamycine (agression toxique) et enfin le 

modèle par perfusion continue d'angiotensine II (agression hypertensive).  

Dans la première partie de ce travail, face à des observations contradictoires sur le rôle des 

lymphocytes T dans la glomérulonéphrite inflammatoire, nous avons voulu étudier la genèse 

des lésions rénales dans un environnement dépourvu de lymphocytes T/B voire NK. Nous 

avons utilisé des souris immunodéficientes chez lesquelles nous avons induit le modèle anti-

MBG passif. De manière surprenante, l'absence de lymphocytes T/B et T/B/NK n'empêche pas 

la formation des lésions glomérulaires remettant en cause le rôle principal attribué à 

l'immunité cellulaire T CD4+. La gravité accrue des souris dépourvues de lymphocytes T/B/NK 

nous a fait d'abord exclure un rôle protecteur des cellules NK dans le modèle puis nous 

intéresser à une sous-unité commune aux récepteurs des interleukines 2,4,7,9,15 et 21 

nommé ɶC et codé par le gène Il2rg. Ce gène est délété chez les souris immunodéficientes 
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dépourvues de lymphocytes T/B et NK (Rag2
-/-

Il2rg
-/-). Un rôle protecteur de ɶC tissulaire a 

été montré par des expériences de greffe de moelle osseuse. Cette sous-unité a été localisée, 

ainsi que les autres récepteurs de l'interleukine 15 dans le podocyte après induction du 

modèle anti-MBG. La voie de signalisation classique de l'IL-15 impliquant le système JAK-STAT 

est activé dans les podocytes alors que l'absence de ɶC altère cette réponse. Ceci pourrait 

expliquer le phénotype aggravant observé lorsque ɶC est délété. Enfin, ce récepteur immun 

est aussi retrouvé dans les podocytes humains soumis à une agression comme dans les 

glomérulonéphrites extracapillaires. 

La découverte du rôle protecteur de l'axe IL-15/ɶC/JAK-STAT dans le podocyte, ainsi que les 

observations récentes sur le rôle de STAT3 podocytaire dans certaines glomérulopathies, 

nous a mené à étudier la fonction podocytaire de STAT5 qui est une protéine d'aval de l'IL-15 

et a des effets parfois opposés à STAT3 dans les cellules immunitaires. Cette protéine, activée 

par phosphorylation a été localisée par notre équipe dans les podocytes de souris et est 

activée dans le modèle anti-MBG. Dans la deuxième partie du travail, nous avons montré que 

la délétion de STAT5 du podocyte aggrave la protéinurie et tend à aggraver les lésions 

histologiques dans le modèle anti-MBG suggérant son rôle protecteur. Ce rôle protecteur de 

STAT5 dans le podocyte a été validé par un modèle d'agression podocytaire toxique comme la 

néphropathie à l'adriamycine où la délétion de STAT5 induit une majoration très significative 

de l'albuminurie et de l'altération de l'architecture podocytaire par un mécanisme non-

immunologique. Dans ce modèle on note aussi des lésions endothéliales sévères de micro-

angiopathie thrombotique (MAT) qui sont plus importantes dans le fond génétique 129S2Sv 

que C57BL/6. Au sein du gène Epas1 des mutations peuvent aboutir à un dysfonctionnement 

de la voie de réponse à l'hypoxie chez les 129S2Sv. Nous avons donc voulu mettre en 

évidence le rôle de Epas1 dans l'endothélium (où il est majoritairement exprimé) par une 

méthode d'invalidation génétique tissu-spécifique pour déterminer si sa délétion reproduisait 

les lésions de MAT dans le modèle anti-MBG. Dans la troisième partie Ŷous Ŷ͛aǀoŶs pas pu 

mettre en évidence un rôle aggravant de la délétion de Epas1 endothéliale dans le modèle 

anti-MBG. Le système HIF fait l'objet, depuis une quinzaine d'années, d'un grand intérêt en 

médecine et en biologie car il permet l'adaptation des cellules à un milieu hypoxique. Nous 

avons par ailleurs étudié le rôle de Epas1 dans un autre modèle de glomérulopathie, la 

néphropathie hypertensive par perfusion continue d'angiotensine II. Nos résultats montrent 
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que la délétion d'Epas1 endothéliale, sans affecter la pression artérielle systémique ni 

l'infiltrat inflammatoire, aggrave notablement la protéinurie et les lésions glomérulaires 

induites par l'angiotensine II. En particulier, la délétion de Epas1 de l'endothélium augmente 

l'activation et la dédifférenciation des cellules épithéliales glomérulaires (podocytes et cellules 

pariétales glomérulaires) avec une majoration des dépôts de matrice extracellulaire et des 

lésions de hyalinose segmentaire et focale. Ces résultats font de Epas1 endothélial un acteur 

des lésions d'HSF secondaires dans la néphropathie hypertensive et soulignent l'interaction 

étroite entre endothélium et épithélium glomérulaire en pathologie rénale.    

ROLE DES LYMPHOCYTES T DANS LE MODELE ANTI-MBG 

Le premier résultat marquant est le fait qu'en l͛absence de lymphocytes T on observe un taux 

similaire de lésions glomérulaires extracapillaires et une altération marquée de la fonction 

rénale. Ces résultats viennent corroborer des études anciennes et peu citées : les unes 

étudiant la réponse des souris athymiques au modèle anti-MBG passif99,100 et une étude 

australienne utilisant le modèle passif accéléré85. Ces études semblent a priori contradictoires 

car opposées à un très grand nombre d'études ayant identifié l'immunité cellulaire T CD4+ 

Th1/Th17 comme responsable des lésions glomérulaires extracapillaires400. Comment 

réconcilier ces résultats expérimentaux qui semblent fondamentalement contradictoires? 

Tout d'abord nous avons vu dans l'introduction que sous le nom du modèle anti-MBG ou 

néphrite toxique se cachent différents variants avec des mécanismes lésionnels initiateurs 

différents. Le modèle utilisé dans notre étude est le modèle passif. Il fait suite à la 

reconnaissance d'épitopes de la MBG et/ou du podocyte de la souris par les 

immunoglobulines hétérologues de mouton. Au contraire le modèle actif est la conséquence 

de l'immunisation de l'animal contre des épitopes du soi visant à briser la tolérance 

immunitaire. A la différence du modèle passif, dans ce dernier modèle le rôle des 

lymphocytes T est clairement démontré65. A contrario, le modèle passif accéléré, très utilisé 

par les équipes de Tipping et Panzer, met en jeu l'adjuvant de Freund, une solution lipidique 

avec des fragments de Mycobactérie dans sa version complète, promouvant la réaction 

immunitaire cellulaire T. Il est fort possible que la participation de l'immunité cellulaire soit 

influencée par l'utilisation de l'adjuvant dans ce modèle comme le suggère la divergence des 

résultats observés par une équipe japonaise utilisant les souris nude dans le modèle passif et 
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passif accéléré100,401. Il faut donc être vigilant sur l'interprétation des résultats car la 

différence observée entre certaines souches comme les souris IFNɶ-/- et leurs contrôles 

pourrait être dues à une réponse différentielle à l'adjuvant de Freund lui-même61. Ce dernier 

pouvant être à l'origine d'une induction d'IFNɶ402 et de TNFα. D'autres études remettent en 

cause le rôle des lymphocytes T dans la genèse des croissants glomérulaires dans un modèle 

combinant la surexprimant d'une xénoprotéine dans le tissu rénal et des cellules T activées 

dirigés contre cet antigène403,404. En effet, la surexpression d'ovalbumine par les podocytes 

chez la souris combinée à l'injection répétée de lymphocytes T activés et dirigés contre 

l'ovalbumine ne parvient pas à générer des lésions extracapillaires ni des dépôts de fibrine 

intra-glomérulaires404. 

Enfin, les études ayant montré un rôle des lymphocytes T en utilisant un modèle anti-MBG 

passif ont parfois utilisé des anticorps déplétants, des délétions génétiques globales ou voire 

des fonds génétiques jugĠs aujouƌd͛hui iŶstaďles66,157,405. Les voies de signalisation communes 

des cellules résidentes et circulantes font qu'il y a des effets hors-cible de ces anticorps 

déplétants qui peuvent expliquer en partie les résultats obtenus. Les délétions globales 

peuvent affecter aussi les mécanismes de défense tissulaire48,76. Ce dernier point est illustré 

dans notre étude où la délétion d'Il2rg abolissant la production de lymphocytes NK va aussi 

empêcher la production de ɶC par le podocyte avec des effets aggravants sur les lésions 

glomérulaires. Cet effet n'est observable qu'en pathologie où le podocyte en particulier voire 

l'endothélium vont exprimer ces molécules et récepteurs "immuns". 

Comme vu précédemment le fonds génétique de la souris détermine de façon majeure les 

lésions dans le modèle anti-MBG et celui-ci n'est parfois pas précisé pour les souris contrôles 

où le nombre de backcross peut être insuffisant aboutissant à une variabilité phénotypique 

importante. 

Enfin, la sévérité des lésions rénales a été souvent quantifiée par la densité de l'infiltrat 

lymphocytaire T98,406. Dans notre étude nous montrons que les lymphocytes T et B ne jouent 

pas un rôle principal dans la genèse des lésions mais par ailleurs l'étude sur le fonds 

génétique de la souris (annexe) a aussi remarqué que l'infiltrat T n'est pas corrélé à la gravité 

des lésions46. 
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Cependant, dans notre étude les souris Rag2
-/- ont de façon intéressante une atteinte tubulo-

interstitielle, évaluée sur les lésions de nécrose tubulaire aigue, moins sévère que les souris 

contrôles. L͛ hypothèse est que dans le modèle anti-MBG passif les lymphocytes T peuvent 

jouer un rôle dans la phase tardive et dans la progression des lésions en particulier dans le 

compartiment tubulo-interstitiel. Un autre modèle expérimental de lésions glomérulaires 

(syndrome d'Alport), utilisant des souris Rag1
-/-

 (dépourvues de lymphocytes T et B) ayant une 

délétion de la chaîne α4 du collagène 3, a montré que les lymphocytes T n'étaient pas 

indispensables dans la genèse des lésions glomérulaires mais participaient au lésions 

tubulaires407. 

ROLE DES LYMPHOCYTES NK  

Nos résultats montrent que la réplétion en lymphocytes NK des souris Rag2
-/-

Il2rg
-/- n'affecte 

pas significativement la fonction rénale et Ŷ͛iŵpaĐte pas le degƌĠ des lésions histologiques 

dans le modèle anti-MBG. Ceci suggère que ces cellules ont un rôle limité dans ce contexte. 

On peut noter quelques limites à ces résultats acquis. Les souris Rag2
-/- ont un taux circulant 

de NK élevé avoisinant 50%. Ce taux n'a pas pu être atteint par l'adjonction de NK exogène 

laissant par la place à une possible participation modérée des NK. Par ailleurs les cellules NK 

sont des cellules productrices d'IL-15, leur recrutement dans le modèle anti-MBG pourrait 

participer à la production locale d'IL-15 avec des effets bénéfiques qui pourraient participer à 

la diminution de l'atteinte tubulo-interstitielle observée chez les souris Rag2
-/- . 

ROLE DES CELLULES DENDRITIQUES ET AUTRES CELLULES IMMUNITAIRES 

RESIDENTES 

Les expériences de greffe de moelle osseuse on montré qu'il existe un rôle protecteur de la 

protéine ɶC tissulaire de façon indépendante des cellules circulantes. La localisation de ɶC par 

immunomarquage dans les podocytes est argument fort défendant le rôle protecteur de ɶC 

podocytaire. Cependant, au cours de la réalisation de ce travail nous ne disposions pas d'un 

outil pouvant valider définitivement cette affirmation: la souris ayant une délétion 

podocytaire spécifique de ɶC. Cette souris nous permettrait d'affirmer le rôle protecteur de 

l'induction podocytaire de ɶC dans le modèle. L͛iƌradiation totale administrée aux souris avant 

la greffe de moelle Ŷ͛élimine que les cellules T et B circulantes. L͛iƌƌadiatioŶ Ŷ͛a ĐepeŶdaŶt 

Ƌue peut d͛effet sur les cellules résidentes intra-rénales comme les cellules dendritiques ou 
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lymphocytes intra-épithéliaux (peu étudiés jusƋu͛à pƌĠseŶt dans le rein mais surtout décrits 

dans l'intestin grêle). Or les cellules dendritiques soŶt eŶ ŵesuƌe d͛exprimer ɶC408 et on sait 

que celles-ci ont un rôle important dans le modèle anti-MBG135,137,138,404,409. Contre cette 

hypothèse est le marquage essentiellement podocytaire de ɶC chez les animaux sauvages. 

L'hypothèse d'une altération du phénotype des cellules dendritiques par l'absence de ɶC ne 

peut donc être complètement écartée. JAK3, protéine transductrice de ɶC régule 

négativement la production cytokinique des cellules dendritiques410 suggérant que l'absence 

de ɶC et de facto la diminution de l'activation de JAK3 puissent avoir l'effet inverse voire un 

effet pro-inflammatoire. Finalement deux éléments plaident pour un effet principalement 

podocytaire de la signalisation ɶC dans le modèle: comme dit plus haut nous ne détectons pas 

une induction de ɶC interstitielle dans notre modèle et enfin la délétion podocytaire de 

STAT5, voie d'aval de ɶC aggrave le phénotype glomérulaire dans ce modèle anti-MBG. La 

réponse définitive pourrait venir des souris ayant une délétion de ɶC podocytaire qui seront 

générées prochainement dans notre laboratoire par croisement des souris Il2rg
lox/lox avec les 

souris Nphs2.cre. 

CHAINE ɶ COMMUNE EPITHELIALE RENALE ET SIGNALISATION IL-15 

La détection de ɶC dans l'épithélium rénal et plus particulièrement dans le podocyte ainsi que 

son rôle protecteur dans le modèle anti-MBG est la première observation, à notre 

connaissance, d'un rôle de ɶC exprimée par un tissu. En effet, jusqu'à présent le rôle de ɶC, 

sous-unité commune aux récepteurs des interleukines 2,4,7,9,15 et 21, était limité aux 

cellules immunitaires et à la transduction du signal intracellulaire suite à la fixation du ligand 

sur son récepteur411 (Figure 20). Dans notre modèle, l'absence des lymphocytes T/B/NK chez 

les différentes souris immunodéficientes créé un environnement propice à l'étude du rôle des 

effecteurs "immuns" tissulaires. La signalisation de ces interleukines ɶC dépendantes est bien 

connue dans les cellules immunitaires412 mais on ne connaît pas leurs spécificités tissulaires 

rénales. D'après les études sur les lymphocytes, l'IL-15 et l'IL-2 partagent la sous-unité ɶC mais 

aussi la sous-unité IL2Rβ, que nous localisons aussi au sein de l'épithélium glomérulaire après 

induction du modèle anti-MBG. Les récepteurs de l'IL-15 et de l'IL-2 sont hétéro-trimériques 

et comportent en plus une sous-unité α qui est spécifique à chacune des deux interleukines 

(IL2Rα pour l'IL-2 et IL15Rα pour l'IL-15)413–415. L'expression de ɶC et de IL2Rβ a été identifiée 

principalement in vitro dans les cellules tubulaires proximales140,416,417 et dans une étude 
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récente dans une lignée murine de podocytes418. Des marquages tissulaires ont été réalisés 

par l'équipe de Giron-Michel416,419 dans le rein humain et dans le tissu cancéreux rénal420. La 

détection de ɶC n'a jamais été mise en évidence précédemment dans les podocytes in vivo 

comme dans notre étude. Le manque d'anticorps utilisables, dont Ŷous aǀoŶs l͛oppoƌtuŶitĠ 

de vérifier la spécificité grâce à nos souris knock-out, et les conditions strictes de la 

préparation de l'échantillon (tissus congelés avec une très courte fixation préalable) avant le 

marquage ont probablement réduit les chances de détecter ɶC dans le glomérule jusƋu͛à 

présent.  

 

FIGURE 20: RECEPTEURS AUX INTERLEUKINES UTILISANT LA CHAINE GAMMA COMMUNE (ROCHMAN ET AL. 

2009. NATURE REVIEWS IMMUNOLOGY) 

Notre intérêt s'est aussi porté vers l'IL-15, comme agoniste local de ɶC, pour plusieurs raisons. 

Tout d'abord l'expression de l'IL-15 est très forte au sein du tissu rénal de la souris anti-MBG 

et même à l'état basal et ce même en absence de lymphocytes chez les souris 

immunodéficientes. Cette forte expression est corroborée par d'autres études ayant montré 

une production locale principalement tubulaire d'IL-15 in vivo140. En effet, cette cytokine a la 

particularité d'être produite par les épithélia dont l'épithélium rénal, mammaire396 et 

digestif414,421. D'autres études montrent que la production d'IL-15 existe à l'état basal et 

diminue avec la mort cellulaire tubulaire au cours du modèle anti-MBG140 (Annexe). Les 

cellules tubulaires saines et principalement proximales expriment fortement l'IL-15. Cette 

expression est diminuée avec l'apparition des lésions de nécrose tubulaire. Dans notre équipe 

on note par ailleurs une faible expression podocytaire in vivo corroborée par une expression 

du gène de l'IL-15 dans les podocytes primaires en culture. L'IL-15 joue un rôle local 
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important dans le maintien du phénotype épithélial et favorise des mécanismes anti-

apoptotiques épithéliaux416. En 2002, Shinozaki et al. ont montré que la délétion globale d͛IL-

15, certes affecte les lymphocytes tout comme les cellules résidentes. L͛aďseŶĐe d͛IL-15 

aggraverait les lésions histologiques tubulaires et glomérulaires sans affecter la protéinurie au 

cours du modèle anti-MBG passif accéléré140. On notait dans l͛étude de Shinozaki une 

augmentation de l'apoptose tubulaire en cas de délétion d'IL-15. Des marqueurs pro-

inflammatoires comme MCP-1 sont aussi retrouvés. L͛effet anti-apoptotique est corroboré in 

vitro par l'adjonction d'IL-15 à des cellules tubulaires en culture soumises à une agression 

comme l'adriamycine. Notre étude complète ces résultats et suggère que les lymphocytes 

participent peu à cet effet anti-apoptotique local de l'IL-15. Enfin les récepteurs de cette 

cytokine sont aussi localisés au sein de l'épithélium glomérulaire sur lesquels l'IL-15 peut avoir 

une signalisation.  

Nous n'écartons pas par ailleurs que d'autres interleukines agissent aussi sur ɶC podocytaire, 

même si leur faible expression rénale rend cette hypothèse peu probable. Une étude récente 

montre l'expression du récepteur α de l'IL-2 dans les podocytes in vitro et sur des glomérules 

de patients atteints d'HSF. Mais cette étude accorde à cette activation un effet cette fois 

délétère sur le devenir podocytaire418. Notre hypothèse, au contraire plaide pour l'induction 

bénéfique de ɶC dans le podocyte, probablement une défense du podocyte face à une 

agression qui peut être immune. Nous observons dans les biopsies humaines de GNEC une 

induction de ɶC sur les lésions précoces semblant s͛amender lorsque le croissant cellulaire est 

finalement constitué (Annexe 1). Les biopsies rénales humaines systématiques faites à 3 mois 

post- transplantation rénale d͛aspect histologique normal ne montrent qu'une très faible 

expression glomérulaire de ɶC. Nous observons aussi une forte induction de ɶC dans les 

podocytes dans le cas de HSF. Le mécanisme de défense podocytaire semble précocement 

induit. ɶC pourrait donc constituer un marqueur histologique d'agression podocytaire 

précoce.  

Etant donné le manque de données sur la signalisation épithéliale de l'IL-15 et de ɶC nous 

avons testé l'activation de la voie canonique de l'IL-15, connue dans les lymphocytes, sur des 

podocytes issus de cultures primaires et des lignées immortalisées de podocytes26,422. Ces 

dernières lignées facilitent l'étude des mécanismes cellulaires podocytaires. Elles comportent 

de nombreuses limites à cause de la perte des caractéristiques phénotypiques podocytaires 
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et de leur possible instabilité génétique. Nous avons finalement fait le choix d'utiliser des 

podocytes issus de cultures primaires réalisées à partir des glomérules de souris. Cette 

technique, plus longue et consommatrice d'animaux, permet cependant d'obtenir des 

podocytes bien différenciés qui n'ont pas subi de multiplication, avec probablement des 

résultats d'un plus grande fiabilité175. La pureté et la différenciation des podocytes a été 

vérifiée en utilisant des marqueurs comme la néphrine. L'étude in vitro nous a permis de 

montrer que les cellules podocytaires primaires activent, après stimulation par l'IL-15, et sans 

autre agression surajouté que celle induite par la culture cellulaire, la voie canonique JAK et 

SYK.  

Dans le lymphocyte, l'IL-15 a un effet anti-apoptotique et pro-prolifératif en agissant sur le 

récepteur trimérique IL15Rα/IL2Rβ/ɶC413. L'activation de ce récepteur qui peut être en trans, 

aboutit à l'activation par phosphorylation des protéines JAK1 ou JAK3 et SYK423–425. Les 

protéines JAK phosphorylées vont aboutir à la phosphorylation de protéines STAT comme 

STAT3 et en particulier STAT5426 . Ces protéines STAT sont phosphorylées et en se dimérisant 

peuvent être transloquées dans le noyau et activer des gènes cibles427. 

L'activation de cette voie par les podocytes lors de l'agression induite par le modèle anti-MBG 

activerait un signal de survie podocytaire. Ceci expliquerait l'augmentation des lésions 

glomérulaires des souris Rag2
-/-

Il2rg
-/-. De façon intéressante nous avons observé qu'in vitro la 

réponse à l'interleukine 15 semble plus dépendante de IL2Rβ que de ɶC. En effet, en absence 

de IL2Rβ la phosphorylation de JAK1/3 et SYK n'est plus induite par l'IL-15 alors qu͛en 

l͛absence de ɶC uniquement il n'y a que la phosphorylation de SYK qui est abolie. La protéine 

SYK a été récemment identifiée dans l'épithélium tubulaire428,429. Des études proposent aussi 

un rôle pour SYK au cours des glomérulonéphrites428,429. Leurs résultats peuvent paraître 

paradoxaux car les inhibiteurs de SYK sont par exemple associés à une amélioration des 

lésions de glomérulonéphrite. L'activité de SYK est proportionnelle à la gravité de la maladie. 

Cependant, il faut être conscient que ces études portent sur une inhibition globale de SYK 

affectant à la fois le compartiment circulant et résident et que même s'ils partagent les 

mêmes protéines, l'épithélium rénal et les cellules de l'immunité peuvent finalement avoir 

leurs actions propres de SYK d͛effets différents.  
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Par ailleurs, la persistance d'une activation des protéines JAK même après une délétion de ɶC 

peut paraitre surprenante mais une étude à déjà montré que la sous-unité IL2Rβ peut se 

dimériser430,431 et aboutir à une signalisation intracellulaire même en absence de ɶC. 

Globalement, ces résultats montrent que la production locale épithéliale d'IL-15 et son action 

sur son récepteur épithélial trimérique constituent un système de protection local rénal face 

aux agressions immunes. L'activation du système JAK/STAT/SYK épithélial activerait des 

signaux de survie anti-apoptotiques et de prolifération qui restent encore à élucider. 

SYSTEME JAK/STAT ET REIN 

L'intérêt pour le rôle du système Janus kinase (JAK)/Signal transducers and activators (STAT) 

dans le rein est croissant ces dernières années et, sur le plan thérapeutique, depuis 2003, des 

inhibiteurs de JAK3, comme le tofacitinib, sont à l'essai en transplantation rénale432.  
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FIGURE 21: SCHEMA DE L'ACTIVATION JAK/STAT (SHUAI ET AL. 2003. NATURE REVIEWS IMMUNOLOGY) 

Ce système est essentiel à la transduction intracellulaire de signaux cytokiniques régulant 

l'expression de gènes impliqués dans l'activation cellulaire, la prolifération, la survie cellulaire 

et la différenciation433. 4 protéines JAK (JAK1, JAK2, JAK3, JAK4) et sept protéines STAT 

(STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6) constituent ce système complexe où 

les combinaisons de différentes protéines JAK/STAT sont associées aux différents récepteurs 

cytokiniques. La fixation du ligand sur le récepteur active les protéines JAK qui y sont 

associées par phosphorylation (Figure 21). Elles vont à leur tour recruter et phosphoryler les 

résidus tyrosine de STAT. STAT activée se dimérise et sera transportée dans le noyau de la 

cellule pour activer les différents gènes cibles. Le système JAK/STAT est régulé négativement à 

son tour par plusieurs mécanismes comme l'internalisation du récepteur, des protéines 

tyrosine phosphatases, les protéines inhibitrices des STAT activées (PIAS) et les suppressors of 



124 

 

cytokine signaling (SOCS)434. Les protéines SOCS sont composées de 8 protéines 

intracellulaires nommées CIS et SOCS1 à SOCS7. SOCS1 et SOCS3 en particulier sont activées 

par de nombreux stimuli pathologiques autres que les cytokines comme l'angiotensine II, les 

chimiokines, l'insuline, les immunoglobulines et les lipoprotéines ce qui les rend 

particulièrement intéressantes dans l'étude des processus biologiques dans le rein435. 

En pathologie rénale, le système JAK/STAT a été particulièrement étudié dans la néphropathie 

diabétique436,437 et certaines autres glomérulopathies comme la néphropathie 

lupique435,438,439, la néphropathie à dépôts mésangiaux d'IgA440 ou la glomérulonéphrite177. 

Dans le cas de la néphropathie diabétique, l'activation JAK/STAT semble être glomérulaire 

dans les stades précoces de la maladie et tubulo-interstitielle dans les néphropathies 

diabétiques plus avancées chez l'Homme436. Une étude transcriptomique retrouve une 

amplification de la signalisation JAK/STAT dans deux modèles murins de néphropathie 

diabétique441. Par ailleurs, les niveaux élevés de glucose plasmatique et l'angiotensine II 

activent la voie JAK/STAT dans les cellules mésangiales glomérulaires. Ces effets peuvent 

aboutir à l'activation des voies de prolifération, la production de TGFβ, de collagène IV et de 

fibronectine qui sont associés avec la formation des lésions d'HSF. Enfin leur rôle a aussi été 

évoque dans des modèles expérimentaux d'HSF. L'inhibition de JAK2 par un agent 

pharmacologique chez des souris néphrotiques diminue l'expression de α-SMA et de MCP-1 

ainsi que les lésions de glomérulosclérose442. Dans une étude japonaise étudiant la voie 

JAK/STAT lors d'un modèle d'HSF par injection d'adriamycine associée à une néphrectomie 

unilatérale chez le rat, les niveaux de STAT3 activée augmentaient à une semaine du début 

lésionnel et étaient suivis par une élévation de STAT1 plus tardivement443. Ces protéines 

présentes sur tout l'épithélium rénal étaient particulièrement présentes sur l'épithélium 

tubulaire. Cependant la plupart de ces études utilisant des inhibiteurs phramacologiques ne 

peuvent pas trancher entre les effets immunitaires et les effets sur les cellules résidentes de 

la voie JAK/STAT. D'autre part ces études se sont particulièrement centrés sur certaines 

protéines JAK et STAT que sont JAK1/JAK2/JAK3 et STAT1/STAT3. Le rôle des autres protéines 

STAT restant complètement à élucider.  

Dans le podocyte cependant, c'est le rôle de la protéine STAT3 dans le podocyte qui a été plus 

largement étudiée ces dernières années. STAT3 peut être activé par différents stimuli 

cytokiniques ou autres comme LIF, l'IL-6 ou l'EGFR444,445. En effet, STAT3 podocytaire a 
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montré un rôle pathologique dans le modèle de néphropathie induite par le HIV215,216, dans la 

néphropathie diabétique446 et dans le modèle anti-MBG chez la souris79. En effet, STAT3, peut 

être activée par la protéine virale nef et induire à son tour la dédifférenciation podocytaire et 

la prolifération217. Par ailleurs STAT3 pourrait aussi être activé par l'Il-18 et avoir un effet pro-

fibrosant dans les cellules épithéliales tubulaires447. 

Notre étude est cependant la première à proposer un rôle de la protéine STAT5 dans le 

podocyte. STAT5A et B, qui peuvent être activés par différentes interleukines comme l'IL-15426 

ou l'IL-6448, la prolactine ou l'hormone de croissance, pourraient avoir un effet bénéfique 

podocytaire par plusieurs mécanismes. Ce rôle serait protecteur, à la différence de STAT3. 

Ceci nous rappelle la balance STAT3/STAT5 existant dans la signalisation lymphocytaire T449. 

En effet, au cours du développement lymphocytaire STAT5a/b participent à la différenciation 

et la survie des lymphocytes T régulateurs et inhibent la différenciation Th17. STAT3 au 

contraire est indispensable pour la différenciation des lymphocytes Th17 et inhibe la 

différenciation Treg. La délétion conjointe de STAT5a et STAT5b dans les podocytes de nos 

souris transgéniques Nphs2.Cre-Stat5
lox/lox ne permet pas de disséquer le rôle respectif de 

STAT5a et STAT5b dans le podocyte. On peut cependant affirmer que STAT5 a un rôle 

protecteur favorisant la survie du podocyte au cours de deux modèles d'agression 

glomérulaire comme le modèle anti-MBG et la néphropathie à l'adriamycine. Ce rôle 

protecteur est donc opposé à celui de STAT3 observé dans le même modèle anti-MBG79 ou 

dans les modèles de néphropathie associée au VIH (souris Tg26)216. En absence de travaux sur 

STAT5 dans le podocyte nos hypothèses de travail sur le rôle de STAT5 peuvent s'aider des 

travaux réalisés par L. Hennighausen sur le rôle de STAT5 dans le tissu hépatique. 

L'activation directe de voies anti-apoptotiques comme BCLXL ou Bcl2, la modulation du stress 

oxydant ou l'inhibition de STAT3 pourraient être en cause dans l'effet protecteur de STAT5 

podocytaire en cas d'agression.  

Les études réalisées sur le tissu hépatique nous montrent que la perte d'expression de STAT5 

du tissu hépatique s'accompagne d'une stéatose hépatique inflammatoire et d'une perte de 

l'inhibition de STAT3 et du TGFβ450,451. STAT5 exerce par ailleurs un rôle de gène suppresseur 

de tumeurs dans le foie. Cependant, l'effet bénéfique de STAT5 sur le tissu hépatique ne 

semble pas s'exercer via un effet anti-apoptotique comme le montre une étude chez la souris 
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utilisant le modèle par injection de CCl4 et montrant que STAT5 est nécessaire à l'activation 

de voies pro-apoptotiques Puma et Bim et au stress oxydatif via l'activation de NOX4452. Etant 

donné le rôle démontré de STAT3 et de TGFβ dans le podocyte, STAT5 pourrait, avoir cet effet 

protecteur via un contrôle de l'expression de STAT3 et du TGF mais aussi modulant le stress 

oxydatif podocytaire qui est un des mécanismes de toxicité de la néphropathie à 

l'adriamycine. Les effets de STAT5 sur les voies pro et anti-apoptotiques podocytaires reste à 

élucider. En effet, STAT5, lors de sa translocation nucléaire après phosphorylation, active 

l͛eǆpƌessioŶ de gğŶes aŶti-apoptotiques comme Bcl2 ou Bclxl, qui sont importants pour le 

ŵaiŶtieŶ de l͛iŶtĠgƌitĠ du podoĐǇte453. 

En thérapeutique néphrologique, à ce jour, la modulation du système JAK/STAT est passé au 

stade d'essai clinique dans deux domaines: la transplantation rénale et la néphropathie 

diabétique. Très brièvement les inhibiteurs de JAK3 et en particulier le tofacitinib (déjà 

commercialisé dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde en deuxième ligne en cas 

d'intolérance au méthotrexate) a montré son efficacité dans la prévention du rejet en 

transplantation rénale454,455 de part son action visant le système immunitaire. Des résultats 

cependant discordants ont été présentés quant à l'effet du tofacitinb sur la fonction rénale. 

D'après une étude il ne présente pas d'effet délétère sur la fonction rénale456 mais des doses 

élevées peuvent avoir un sur-risque infectieux et sur la survenue de PTLD par rapport à la 

ciclosporine457. Une autre étude révèle que dans le traitement de la polyarthrite rhumatoïde 

le tofacitinib s'associe à une dégradation du DFG réversible à son arrêt458. Par ailleurs, d'après 

les résultats expérimentaux sur le rôle de JAK3 dans le glomérule, il faudra rester vigilants au 

long cours sur les effets podocytaires de la molécule car, dans ces études, la protéinurie 

n'était pas un paramètre analysé. 

Dans la néphropathie diabétique, une étude clinique de phase 2 multicentrique contrôlée 

versus placebo a démarré en 2012 pour tester un inhibiteur combiné de JAK1 et JAK2, le 

baricitinib, chez les patients ayant un diabète de type 2 compliqué d'une néphropathie 

diabétique (NCT01683409)437 et déjà traités par inhibiteurs du SRAA. Les résultats 

préliminaires semblent être encourageants avec une diminution de l'albuminurie significative 

chez les patients recevant le baricitinib et une moindre dégradation de la fonction rénale à 6 

mois. Cependant, même si les inclusions ont terminé fin 2014 cette étude n'est toujours pas 
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publiée à ce jour. Le principal effet secondaire observé était une anémie car JAK2 joue un rôle 

dans la transduction du signal de l'érythropoïétine. 

Tenant compte de nos résultats, une activation ciblée podocytaire du sǇstğŵe ɶC/JAKϯ/“TATϱ 

pourrait être bénéfique dans le maintien de l'intégrité podocytaire au cours des lésions d'HSF 

ou dans les glomérulonéphrites inflammatoires. En parallèle, des études physiopathologiques 

un développement des thérapies ciblées comme celles utilisant des nanoparticules dirigées 

pourrait permettre de stimuler cette voie podocytaire sans affecter pour autant le rôle de 

JAK/STAT immunitaire. 

LE SYSTEME DE REPONSE A L'HYPOXIE: UN MECANISME CLE DANS LA GENESE DES 

LESIONS RENALES ET LA PROGRESSION DES NEPHROPATHIES 

Dans la troisième partie de ce manuscrit, nous nous sommes intéressés au système de 

réponse à l'hypoxie, une voie de signalisation locale qui d'après plusieurs études semble 

diriger la progression des néphropathies chroniques. On a vu dans l'introduction que 

l'activation de ce système de réponse à l'hypoxie utilisant les protéines HIF participe non 

seulement à la progression de la maladie rénale chronique mais est aussi présente à 

l'initiation car, par différents mécanismes, les agressions locales ou systémiques se 

compliquent d'une hypoxie cellulaire. Cette hypoxie cellulaire épithéliale ou endothéliale va 

activer le complexe HIF (HIF-ϭα daŶs l'ĠpithĠliuŵ tuďulaiƌe pƌiŶĐipaleŵeŶt et Epasϭ daŶs 

l'endothélium, les fibroblastes interstitiels et l'épithélium glomérulaire) avec des effets 

cellule-spécifiques. 

PAS DE ROLE DE EPAS1 ENDOTHELIAL DANS LE MODELE ANTI-MBG 

La détection d'une mutation hypomorphe de Epas1 chez les souris 129/Sv développant des 

lésions sévères de MAT dans le modèle anti-MBG et ayant une expression du VEGFR2 

déficiente nous a conduit à tester le rôle de Epas1 endothélial dans le modèle. En effet, même 

si le VEGF est secrété majoritairement par le podocyte dans le glomérule, les expressions de 

VEGFR2 et de Epas1 sont majoritairement endothéliales.  

Cependant, nos observations montrent que la délétion de Epas1 endothéliale ne modifie pas 

significativement le phénotype rénal des souris dans le modèle passif anti-MBG. Plusieurs 

raisons peuvent expliquer ces résultats. 
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Les premières raisons d'ordre expérimental doivent être évoquées en premier lieu. En effet, 

dans ces expériences anti-MBG le sérum néphrotoxique utilisé était issu d'un lot ayant une 

forte toxicité et aboutissant à une mortalité non négligeable (autour de 20% à J8) qui n'a pas 

été utilisé ni dans la partie 1 ni dans la partie 2 du manuscrit. Les lésions glomérulaires 

(prolifération extracapillaire et dépôts de fibrine) observés dans les deux souches (knock-out 

et contrôle) étaient très importantes ainsi que le degré d'insuffisance rénale (urée 

plasmatique moyenne à 50 mmol/L dans les deux groupes). La sévérité du modèle a pu 

masquer le rôle éventuel aggravant d'une délétion d'Epas1 endothélial dans le modèle. En 

effet, en expérimentation animale démasquer le rôle aggravant d'une modification génétique 

est difficile à obtenir si le modèle induit des altérations très importantes tant fonctionnelles 

comme histologiques. Une deuxième considération technique nous fait évoquer l'efficacité de 

la recombinase afin d'exciser le gène Epas1 de l'endothélium. On sait que l'efficacité de cette 

construction est d'environ 60% dans les glomérules ce qui implique que la différence 

génétique peut être atténuée par ce mécanisme. Enfin, et même si cela n'est pas évoqué par 

un grand nombre d'articles étudiant la construction Cdh5.cre utilisant le promoteur de la 

cadhérine 5 (ou VE-cadhérine) comme moyen de ciblage de l'endothélium, ce promoteur 

peut aussi être actif dans la lignée hématopoïétique. En effet, ces deux lignées endothéliale et 

hématopoïétique ont des progéniteurs communs459 et la VE-cadhérine peut être exprimée 

par certaines cellules hématopoïétiques460. Des expériences de greffe de moelle osseuse 

n'ayant pas encore été réalisées, un rôle éventuel de la délétion d'Epas1 de ces cellules 

hématopoïétiques ne peut être écarté. Cette remarque peut d'ailleurs s'appliquer à toute la 

partie 3 de ce manuscrit.  

Par ailleurs, on peut aussi conclure que s'il existe une différence liée au génotype celle-ci est 

faible. Pour le moment, donc, le seul rôle de Epas1 tissulaire démontré dans la prolifération 

extracapillaire glomérulaire vient de l'étude de S. Quaggin ayant montré que la délétion de 

pVhl podocytaire a pour conséquence une prolifération podocytaire et une induction de Cxcr4 

dans la chambre urinaire glomérulaire chez la souris de façon spontanée mimant les lésions 

extracapillaires et dépendant de Epas1172. Epas1 pourrait donc avoir un rôle principal 

aggravant dans le podocyte au cours de la glomérulonéphrite inflammatoire. Cependant le 

mécanisme d'activation d'Epas1 podocytaire au cours de la GNEC reste à élucider. Afin de 

valider le rôle propre d'Epas1 dans le podocyte une délétion podocyte spécifique d'Epas1 a 
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été envisagée dans notre équipe au cours de ces trois dernières années et n'a pas pu aboutir 

pour des raisons techniques. 

Enfin, la multiplicité des cibles potentielles (MBG, podocyte, endothélium) dans le modèle 

anti-MBG passif peut expliquer une atténuation de la différence induite par une délétion 

endothéliale face à une agression qui reste majoritairement podocytaire. Même si 

l'administration de VEGF, facteur de survie endothélial, a montré son efficacité dans le 

modèle anti-MBG46,184 et que les marqueurs endothéliaux sont diminués au cours des 

glomérulonéphrites185, à notre connaissance, il n'y a pas d'étude expérimentale ayant montré 

un impact d'une modification génétique endothéliale dans le modèle.      

EPAS1 ENDOTHELIAL ET LESIONS EPITHELIALES RENALES DANS LA NEPHROPATHIE 

HYPERTENSIVE: MECANISME LIANT AGRESSION ENDOTHELIALE ET HSF? 

Notre étude sur le rôle endothélial s'est ensuite porté sur un modèle différent de 

glomérulopathie qui met en jeu les effets hypertensifs et locaux d'une molécule majeure dans 

le mécanisme lésionnel de l'hypertension artérielle: l'angiotensine II. L'angiotensine II est une 

molécule ayant des effets hypertensifs systémiques mais aussi des effets multiples tissulaires 

rénaux aboutissant à des lésions glomérulaires épithéliales comme on l'a vu précédemment. 

Dans cette partie de l'étude de façon très intéressante nous avons démontré que la délétion 

d'Epas1 de l'endothélium, sans affecter l'élévation attendue de la pression artérielle 

systémique au cours de la perfusion chronique d'angiotensine II, aggrave de façon notable la 

fuite urinaire d'albumine et les lésions épithéliales glomérulaires. Cette délétion endothéliale 

induit une modification du phénotype épithélial glomérulaire avec une activation des cellules 

pariétales exprimant le CD44168 et perdant l'expression de la claudine-1 associée à une perte 

d'expression des marqueurs de différenciation podocytaire et une accumulation de matrice 

extracellulaire comme la fibronectine. L'association de ces lésions constitue histologiquement 

des lésions d'HSF suggérant que Epas1 endothélial pourrait représenter un facteur 

endothélial protecteur face au développement des lésions d'HSF secondaires hypertensives. Il 

est intéressant de noter le rôle important du complexe HIF localement dans le tissu rénal. Il 

contrôle la sécrétion d'érythropoïétine dans les fibroblastes interstitiels mais représente pour 

l'endothélium et l'épithélium rénal des facteurs de protection ou de progression des lésions. 

En effet, HIF-ϭα seŵďle aǀoiƌ uŶ ƌôle ŵajeuƌ ĠpithĠlial et soŶ aĐtiǀatioŶ aigue pouƌƌait ġtƌe 

protectrice mais son activation chronique en particulier dans l'épithélium tubulaire peut 
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aboutir à la fibrose et au phénomène de transition épithélio-mésenchymateuse qui sont 

délétères. Epas1 activé dans l'endothélium aurait au contraire un rôle protecteur dans 

l'ischémie-reperfusion, le modèle d'obstruction urétérale et dans notre cas la néphropathie 

hypertensive. Les mécanismes ne semblent pas être les mêmes dans tous les cas. En effet, 

dans l'étude de Kapitsinou et al. la délétion d'Epas1 endothéliale aboutissait à une activation 

endothéliale avec une surexpression des molécules pro-inflammatoires et d'adhésion 

leucocytaire306. Dans notre modèle le rôle protecteur de Epas1 semble indépendant de 

l'inflammation et pourrait passer par différents mécanismes.  

L'hypothèse hémodynamique locale est peu probable à cause de l'absence de différence 

entre les tailles glomérulaires des deux génotypes. Même si à l'état basal, la réponse 

hémodynamique à un bolus d''angiotensine II est différente entre les deux souches, la 

perfusion continue d'angiotensine II ne semble pas induire des différences hémodynamiques 

locales qui impliqueraient les mécanismes locaux de vasorégulation touchant le monoxyde 

d'azote ou l'endothéline. Ceci est peu probable mais cette hypothèse ne pourra être 

formellement écartée que par des mesures de pression glomérulaire par microponction, 

malheureusement plus réalisées de nos jours. 

Une deuxième hypothèse impliquerait le rôle de Epas1 sur l'intégrité vasculaire et la 

perméabilité de l'endothélium glomérulaire. Même si l'étude des souris ayant une délétion 

d'Epas1 à l'état basal n'a pas montré une différence de perméabilité vasculaire rénale307, 

l'agression par l'angiotensine II pourrait démasquer un déficit structurel endothélial. Celui-ci 

pourrait aboutir à un passage accru de flux à travers la membrane basale glomérulaire et une 

augmentation du stress cellulaire épithélial glomérulaire aggravant les lésions.  

 La troisième hypothèse fait d'Epas1 endothélial un facteur régulant le cross-talk épithélio-

endothélial et les facteurs de survie locaux. En effet Epas1 contrôlant la voie du VEGF461, un 

endothélium déficient en Epas1 pourrait diminuer l'expression de VEGFR2 et donc aggraver le 

phénotype endothélial. Par ailleurs, un excès relatif de VEGFA glomérulaire en absence de son 

récepteur endothélial peut avoir un effet délétère épithélial462.  

Par ailleurs HIF-ϭα auƌait uŶ ƌôle iŶǀeƌse et aggƌaǀaŶt suƌ les lĠsioŶs gloŵĠƌulaiƌes daŶs la 

néphropathie hypertensive317 corroborant les effets non redondants de ces deux sous-unités 
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alpha du complexe HIF dans un même type cellulaire. Cependant cette dernière étude est 

limitée par le fait que HIF-ϭα Ŷ'est pas dĠteĐtĠe daŶs l'eŶdothĠliuŵ daŶs d'autƌes Ġtudes463. 

La plupart des études étudiant l'hypoxie tissulaire rénale et sa participation à la progression 

de la néphropathie chronique se sont intéressés au compartiment tubulo-interstitiel issus de 

la théorie hypoxique de Fine et al266. Notre étude et les observations récentes sur la délétion 

podocytaire de VHL172 et la délétion endothéliale de HIF-ϭα317 montrent que dans la genèse 

des lésions glomérulaires cette voie de signalisation a aussi une importance majeure et peut 

être un déterminant par exemple de la susceptibilité aux lésions d'HSF secondaires dans la 

néphropathie hypertensive ou dans la glomérulonéphrite extracapillaire. En effet, les 

mécanismes des HSF secondaires dans le cadre de l'hypertension artérielle restent à ce jour 

mal compris.   

Sur le plan thérapeutique, les inhibiteurs des PHD utilisés à ce jour ne ciblent pas 

spécifiquement HIF-ϭα ou Epasϭ. De paƌt la diffĠƌeŶĐe des effets des Đes deuǆ pƌotĠiŶes daŶs 

les différents compartiments cellulaires et au sein d'une même cellule il est difficile de 

conclure quelle est la voie qui aboutit à l'effet de ces drogues. Par ailleurs elles pourraient 

avoir dans des situations pathologiques des effets délétères, par exemple pro-fibrosants au 

long cours par un effet inducteur de HIF-ϭα ĠpithĠlial et nécessitent une surveillance 

rapprochée et surtout de développer des thérapies plus ciblées.  

En effet, actuellement les inhibiteurs des PHD, comme le roxadustat, sont en train d'être 

développés322,325,326 dans le but de stimuler la production d'érythropoïétine dans le cadre de 

l'anémie de l'insuffisance rénale chronique. Chez les patients dialysés un éventuel effet 

délétère rénal n'est pas envisageable mais dans le cadre de l'IRC modérée ou sévère non 

dialysée ces drogues pourraient avoir des effets délétères sur la progression fibreuse de la 

néphropathie par exemple. Cet effet péjoratif pourra-t-il être contre balancé par un effet 

bénéfique endothélial d'après nos résultats expérimentaux? Au contraire, l'utilisation de ces 

produits dans le cadre de l'insuffisance rénale aigue pourrait être envisagée d'après les 

résultats expérimentaux encourageants dans ce cadre. Les effets pléiotropiques de ces 

drogues du fait de la présence ubiquitaire de HIF devrait nous conduire à une utilisation 

prudente en particulier à cause des effets cardio-vasculaires ou dans le cadre du cancer464.  
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Globalement, on a vu que face à une même agression systémique hypertensive la seule 

délétion endothéliale d'un facteur de réponse à l'hypoxie aboutit à une agravation 

significative des lésions glomérulaires épithéliales. Ceci corrobore encore le rôle déterminant 

de ces facteurs tissulaires dans la genèse et la progression des glomérulopathies et suggère 

que le développement de thérapies ciblées améliorerait le pronostic rénal dans cette 

pathologie hypertensive, 2ème cause d'IRCT dans le monde. 
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CONCLUSIONS 

Les différents résultats expérimentaux présentés dans ce travail ont permis de détailler le rôle 

épithélial de systèmes classiquement décrit dans les cellules immunitaires. Nous avons étudié 

ɶC/JAK/“TAT daŶs la gloŵĠƌuloŶĠphƌite iŶflaŵŵatoiƌe et la gloŵĠƌulopathie toǆiƋue et nous 

avons évalué le rôle du système de réponse à l'hypoxie endothélial dans la genèse des lésions 

glomérulaires hypertensives. Nous avons donc montré dans trois modèles de 

glomérulopathies (inflammatoire, toxique et hypertensive) que des facteurs épithéliaux ou 

endothéliaux sont des acteurs essentiels organisant les lésions glomérulaires. Face à un même 

niveau d'agression systémique, ces différences tissulaires peuvent moduler en grande partie 

les lésions glomérulaires. Ceci souligne l'intérêt de cibler ce compartiment tissulaire en 

thérapeutique. 

Les thérapeutiques actuelles en néphrologie visent à moduler l'agression systémique et non 

les voies de signalisation tissulaires. Ces dernières sont pourtant des éléments essentiels 

organisant la genèse et la progression des lésions rénales et in fine le pronostic rénal. 

Corticoïdes et immunosuppresseurs sont administrés avec des preuves expérimentales et 

cliniques parfois faibles, sans qu'on puisse comprendre complètement les mécanismes 

d'action associés. Une partie de leur action pourrait passer par un effet épithélial direct.. 

Cependant, cette recherche sur les mécanismes physiopathologiques locaux des maladies 

glomérulaires doit s'accompagner en parallèle du développent des thérapies ciblant ces voies. 

Une complexité accrue est amenée par le fait que ces voies sont parfois partagées par 

d'autres types cellulaires et en particulier le système immunitaire. Ceci a deux conséquences 

principales. D'une part, nous devrions prendre en compte que les effets des thérapies 

immunosuppressives actuelles pourraient passer par un effet "off-target" sur l'épithélium ou 

l'endothélium. Cela implique aussi que de nouvelles molécules voulant cibler l'épithélium 

auront à faire face aussi à des effets immunitaires qui peuvent eux aussi être délétères. Une 

meilleure connaissance de ces voies épithéliales et endothéliales permettra d'anticiper 

d'éventuels effets indésirables. rénaux des thérapeutiques récentes. 

Le développement des thérapies ciblées tissulaires nécessiterait d'identifier des voies de 

signalisation impliquées dans le développement des lésions glomérulaires et n'étant pas 

partagées par d'autres types cellulaires. La nanovectorisation thérapeutique, qui consiste à 
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encapsuler une molécule active dans une nanoparticule que l'on peut décorer d'anticorps ou 

de molécule d'adressage pourrait également ouvrir de nouveaux horizons. En effet, dans le 

domaine de la cancérologie et grâce à une collaboration étroite entre physiciens, chimistes et 

médecins, le développement de cette technique a montré son intérêt465. Cette technique, 

dont l'applicabilité en néphrologie est actuellement en train d'être testée par une autre 

équipe de notre laboratoire, représenterait, en association avec la recherche 

physiopathologique, une grande avancée thérapeutique dans ce domaine466. 
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ANNEXE 2 

Genetic Background Dependent Thrombotic Microangiopathy is Related to 

VEGFR2 Signaling During Anti-GBM Glomerulonephritis in Mice  
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Because genetic background plays a pivotal role in humans and in various experimental models, we carefully

monitored its impact on glomerular pathological characteristics during experimental anti-glomerular

basement membrane glomerulonephritis (antieGBM-GN), using two leading mouse strains, 129S2/SvPas

(129Sv) and C57bl/6J (B6J). These mice exhibited different severities of renal failure, hypertension, and

glomerular lesions, according to their genetic background. In addition to the classic glomerular proliferative

lesions, glomerular thrombotic microangiopathy (TMA) was found as a common genetic backgrounde

dependent histopathological hallmark of antieGBM-GN, combined with hemolytic anemia and thrombo-

cytopenia. Glomerular expression profiling, using microarrays and Western blot analysis in B6J TMA-

resistant and 129Sv TMA-prone mice, demonstrated major differences in vascular endothelial growth factor

(VEGF)/VEGF receptor (VEGFR) 2 pathways, despite similar Vegfa expression levels. Further analysis revealed

a lower basal glomerular endothelial Vegfr2 expression level in 129Sv TMA-prone mice compared with B6J

TMA-resistant mice. This difference was even more pronounced during antieGBM-GN, explaining why an

exogenous VEGFA supply failed to rescue any 129Sv TMA lesions. Conversely, the systemic blocking of Vegfr2

amplified TMA lesions only in B6J mice. Herein, we specified the role that genetic background plays in

determining, in particular, the level of Vegfr2 expression. We also demonstrated that glomerular Vegfr2-

dependent TMA lesions are an underevaluated common hallmark of antieGBM-GN in mice. (Am J Pathol

2014, 184: 2438e2449; http://dx.doi.org/10.1016/j.ajpath.2014.05.020)

Genetic background is of paramount importance to the

response to injury in many experimental models, as in the

progression of various forms of kidney disease.1e4 The mo-

lecular basis of these genetic differences, however, is poorly

understood. The passive model of anti-glomerular basement

membrane glomerulonephritis (antieGBM-GN)ealso known

as nephrotoxic nephritiseis useful for analyzing the cellular

and molecular mechanisms of the glomerular injury.5e7 Pre-

vious studies demonstrated the role of T and B cells in this

process, as well as various cytokines, such as tumor necrosis

factor-a, IL-1, IL-12, and interferon-g.8,9 In addition to these

immune effectors, intrinsic glomerular cells seem to play an
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active role as well.10 Indeed, they modulate inflammatory and

thrombotic pathways and contribute to the severity of

glomerular lesions.10,11

In the antieGBM-GN, the genetic background of the mice

has been shown to modulate the severity of the renal injuries.1,3

Indeed, among other strains, 129Sv mice were demonstrated to

be more prone to severe glomerular disease than B6J mice.1 In

these studies, however, as often in animal experiments using

different genetic backgrounds, the molecular mechanisms un-

derlying such differences were not determined. This question is

important because these differences may have human coun-

terparts. Indeed, specific signaling pathways that may modulate

the severity of human renal diseases may be strongly affected

by the genetic background, given the large genomic diversity

observed in the human population. This diversity has been

circumvented in mice by both backcrossing and inbreeding

strategies, leading to actual congenic strains.12,13 For historical

reasons, single mutants have been made from embryonic stem

cells coming from either 129Sv or, more recently, B6

strains.14,15 Despite some technological amelioration in the

generation of mutant mice, a mixed genetic background still is

frequently observed.12e15 This issue is exacerbated today with

sophisticated multitargeted genetically engineered mice mu-

tants (double or triple knockout, conditional, inducible, or not).

These multiple-targeted mutant mice have been generated

through diverse crossbreeding strategies made from diverse

single mutants sometimes generated from diverse back-

grounds, nurturing potentially underestimated genetic back-

grounderelated experimental bias.

To better understand the glomerular lesion generation and

their genetic backgrounderelated pathological features; we

deliberately limit our study to the two aforementioned leading

strains. As expected, we confirmed that the antieGBM-GNwas

more severe in 129Sv than in B6J mice.We pointed out that the

major genetic backgrounderelated pathological differences are

mainly related to the severity of glomerular endothelial injury.

Furthermore, the severity of tubular injuries or even the

importance of the renal infiltration by immune effectors (T cells

in particular) was actually not genetic background related as

opposed to glomerular injuries. Finally, we demonstrated the

existence of genetic backgrounderelated thrombotic micro-

angiopathy (TMA) glomerular lesions. These lesions, as TMA

systemic expressions (anemia and thrombocytopenia), have

been underestimated during the passive antieGBM-GN. Our

results also indicate that this genetic backgroundedependent

pathological feature of the antieGBM-GN model could be

related to a genetic backgroundedependent glomerular vascular

endothelial growth factor receptor (Vegfr) 2 imbalance.

Materials and Methods

Animals and Induction of Experimental Passive
AntieGBM-GN

All mice (C57BL/6J and 129S2SvPAs) were provided by the

Charles River Laboratories (L’Arbresle, France). Female

mice (aged 10 to 12 weeks) were used in all experiments,

with 10 mice per group in each experiment. Passive experi-

mental anti-GBM was induced, as previously described,

using a decomplemented sheep anti-rat GBM serum prepared

as described previously.16,17 The serum meets all criteria of

antieGBM-GN/nephrotoxic nephritis (eg, fixation along the

glomerular structure), principally the GBM (Supplemental

Figure S1). Similar glomerular lesions were obtained with

purified IgG, previously described.18 The quantity of lipo-

polysaccharide found in our sera was <0.04 endoxin units.

Passive nonaccelerated antieGBM-GN was induced by i.v.

administration of a total of 1.5 mg total protein/g body weight

over 3 consecutive days (days 0, 1, and 2). This protocol was

popularized by Salant and Cybulsky,6 according to the

seminal work done by Morley and Wheeler19 in mice. Renal

injuries were evaluated on day 4 or 10 as needed. Control

mice were injected with phosphate-buffered saline (PBS) or

sheep pre-immune sera.

Measurement of Systolic Arterial Pressure

Systolic arterial pressure (measured in mmHg) was measured

with a tail-cuff sphygmomanometer adapted for the mouse

using an automated system (MC 4000 BP analysis system;

Hatteras Instruments, Inc., Cary, NC). To avoid variation in

blood pressure due to day cycle, all measurements were

performed between 9 and 11 AM. Animals were accustomed

to the system for several days before measurements were

taken. Ten measurements from each mouse were taken at 2-

minute intervals and then a mean value was determined.

Measurement of Hemoglobin Count and Platelet Count

Analyses were conducted from 20-mL blood samples with

dedicated EDTA tubes (Melet Schloesing Laboratories,

Osny, France). Calibrated veterinary automated equipment

(MS9 blood counting equipment; Melet Schloesing Labo-

ratories) was used for all measurements.

Measurement of Urinary Protein Excretion

All mice were acclimated to metabolic cages with free ac-

cess to food and water for 8-hour urine collection. Urinary

protein concentration was normalized to urinary creatinine

concentration, and values were expressed as g/mmol crea-

tinuria. Plasma samples were taken at the moment of sac-

rifice, and creatinemia or blood urea nitrogen (BUN) was

determined by a KONELAB automater (Thermo Scientific,

Waltham, MA).

Transmission Electron Microscopy

Animals were perfused with 2.5% glutaraldehyde in 0.1

mol/L sodium phosphate buffer at pH 7.4. Kidneys were

removed, cut into small pieces, and immersed in 2.5%

glutaraldehyde containing 1% tannic acid in 0.1 mol/L PBS
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for 2 hours at 4�C. Samples were post-fixed with 1% OsO4,

dehydrated, and embedded in epoxy resin. Ultrathin sections

were stained with uranyl acetate and lead citrate and then

examined under a Philips CM10 electron microscope (Phi-

lips Innovation Services, Eindhoven, the Netherlands).

Scanning Electron Microscopy Analysis

Mice were perfused by 2.5% glutaraldehyde in 0.1 mol/L

sodium phosphate buffer at pH 7.4. Kidney slices were then

fixed with glutaraldehyde and cut with a razor blade. The

specimens were washed in phosphate buffer and then treated

with 1.0% OsO4 for 2 hours. After being washed again in

phosphate buffer, the specimens were dehydrated in a graded

series of ethanol and submitted to standard scanning electronic

microscopy protocols. The specimens were then examined in a

scanning electron microscope (model JSM-6301F; JEOL,

Tokyo, Japan) at 15 keV.

Immunofluorescence Analysis of Fibrin Deposits and
Immunohistological Staining of Vegfr2

Fibrin deposition was first detected on Masson’s trichrome

and, therefore, confirmed by immunofluorescence on 6-mm

cryosections. Slides were incubated for 1 hour with fluo-

rescein isothiocyanateeconjugated goat anti-mouse fibrin,

diluted 1:50 (Nordic Immunological Laboratories, Tilburg,

the Netherlands). Glomerular fibrin deposition was assessed

using a semiquantitative protocol, as previously described.20

Vegfr2 was revealed using a two-layer technique on cry-

osections with a primary rabbit anti-mouse Vegfr2 antibody

(Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Germany).

Isolation of Glomeruli

Decapsulated glomeruli were isolated as previously

described.21,22 Briefly, freshly isolated renal cortex was

mixed and digested by 2 mg/mL collagenase I (Gibco; Life

Technologies, Saint-Aubin, France) in RPMI 1640 medium

(Life Technologies) for 2 minutes at 37�C, and then colla-

genase I was inactivated with RPMI 1640 medium plus 10%

fetal calf serum. Tissues were then passed through a 100-mm

cell strainer and a 40-mm cell strainer (BD Falcon, Le Pont-

de-Claix, France) in PBS (Euromedex, Souffelweyersheim,

France) plus 0.5% bovine serum albumin (Euromedex).

Glomeruli, adherent to the 40-mm cell strainer, were

removed from the cell strainer with PBS plus 5% bovine

serum albumin injected under pressure, and then washed

twice in PBS. Isolated glomeruli were then picked up in

radioimmunoprecipitation assay buffer (Santa Cruz) sup-

plemented with orthovanadate (Santa Cruz), phenyl-

methylsulfonyl fluoride (Santa Cruz), protease inhibitor

cocktail (Calbiochem, Merck Chimie SAS, Fontenay sous

Bois, France), and NaF. They were then frozen at�80�C for

protein extraction or picked up in RNeasy Lysis Buffer

(Qiagen) and frozen at �80�C for total RNA extraction.

Western Blot Analysis from ex Vivo Glomerular Extracts

Glomerular lysates (10 mg; radioimmunoprecipitation assay

buffer and kinase inhibitor cocktail) were fractionated by SDS-

PAGE NuPAGE 4/12% gels (Invitrogen, Life Technologies)

under reducing conditions and blotted with rabbit anti-Vegfa

antibody (LabVision/NeoMarkers, Fremont, CA), Vegfr2 and

Vegfr2 Y1175 (Cell Signaling Technology Europe, B.V.

Leiden, the Netherlands), or VEGFR1 (Santa Cruz). This

process was followed by incubation with horseradish perox-

idaseeconjugated goat anti-rabbit IgG (Amersham, Arlington

Heights, IL) for 2 hours at room temperature in 5% PBS-

Tween buffers. Themembranewas stripped and reprobedwith

horseradish peroxidaseeconjugated anti-mouse b-actin or

hsc70 (Hspa8) to control protein loading, and antibodies were

detected by enhanced chemiluminescence-plus on autoradi-

ography films (Fuji Film, Asnières, France). Relative quanti-

fication was made using ImageJ software version 1.46r (NIH,

Bethesda, MD).

Gene Expression Profiling in Isolated Glomeruli

AntieGBM-GN disease was induced in disease-sensitive

strains (129Sv) and resistant strain (B6). Glomerular RNA

were next profiled using microarrays (Affymetrix Gene-

Chip MOE 430 2.0; Affymetrix, Santa Clara, CA) on day

4 of the glomerulonephritis with standard Affymetrix

protocol. RNA quality check, cDNA synthesis, labeling,

and microarray analysis were performed by the Affyme-

trix Resource Facility core of PartnerChip (Genopole,

Evry, France). The quality of total RNA was monitored by

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo

Alto, CA) following the manufacturer’s instructions.

Generation of double-stranded cDNA, preparation and

labeling of cDNA, hybridization to 430 2.0 Mouse

Genome Arrays, washing, and scanning were performed

according to the standard Affymetrix protocol.

All comparisons of mRNA expression levels between

groups were performed using unpaired t-tests with the

Genespring GX software (Agilent Technologies, Palo Alto,

CA). To correct for multiple testing, a false-discovery rate

of 5% was applied. Genes were identified as differentially

expressed if they showed a fold change of at least 1.5 with P

< 0.05. The data discussed in this publication have been

deposited in the National Center for Biotechnology In-

formation’s Gene Expression Omnibus (http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/geo; accession number GSE56236).

Pathway Analysis

The Genomatix Pathways System-GePS Software (Genomatix

Software GmbH, Munich, Germany) was applied to eluci-

date putative pathways associated with the gene expression

changes in glomeruli of disease-prone mice (129S2/SvPas)

versus disease-resistant mice (C57BL/6J), each time

compared with their own respective non-disease control
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mice. Genomatix GePS uses information extracted from

public and proprietary databases to display canonical

pathways or to generate and extend networks on the basis of

literature data. Pathway data were collected from the

Pathway interaction database. This includes several path-

ways imported from BioCarta (http://cgap.nci.nih.gov/

Pathways/BioCarta_Pathways). These data and their gen-

eration are described in detail by Schaefer et al.23

qPCR on Glomerular mRNA

To validate the expression differences observed using

microarrays, we quantified glomerular mRNA expression of

Vegfr2, Vegfr1, neuropilin 1 (Nrp1), and Vegfa at day 4

using quantitative PCR (qPCR). Podocin from the entire

renal cortex was analyzed on day 10. Glomeruli were

extracted using different sieving procedures, as previously

described.20,22 Contamination with tubular fragments was

<10%, as assessed by phase-contrast microscopy. RNA was

extracted from the glomerular extract using a Qiagen micro

kit (Qiagen S.A., Courtaboeuf, France). Reverse transcrip-

tion with Superscript II (Gibco) was used to convert RNA

into cDNA, which was then amplified by PCR with a

LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Meylan, France);

SYBR Green (Fast Start DNA Master SYBR Green I;

Roche Diagnostics), and specific primers for target mRNA

designed by Roche (Universal Probe Library). Results are

expressed as 2edCp.

Injection of VEGFA (VEGFA165) Recombinant Protein

Human VEGFA 165-sf9 (1 mg; Biovendor, Brno, Czech

Republic) was s.c. injected (half-life of 6.2 hours, as pre-

viously described24) four times on days 0, 1, 2, and 3 after

nephrotoxic sera injection. Mice were sacrificed on day 4.

Mouse Vegfr2 Blocking and Injection of the Rat Anti-
Mouse Vegfr2 Antibody

We used an antibody made in rat supplied by ImClone

Systems (a wholly owned subsidiary of Eli Lilly and

Company, New York, NY).25,26 This antibody is specific of

mouse Vegfr2, without cross-reactivity, and was injected

i.p. (500 mg every 48 hours) during 9 days in total. Pro-

teinuria and histological parameters were all evaluated at

days 4 and 9, respectively.

Statistical Analysis

Quantitative analyses of histological features were performed

using blinded coded slides. A total of 10 mice per experiment

were analyzed in two or three separate experiments, and the

results are expressed as means � SEMs. Differences were

compared using an unpaired t-test with Welch correction.

When variance differed significantly, a Mann-Whitney test

was performed. All statistical analyses were performed using

GraphPad Prism version 5.0 (GraphPad Software, San Diego,

CA). Fibrin score deposition was compared using a two-sided

Fisher’s exact test. Differences were considered to be sig-

nificant when P < 0.05.

Results

The Severity of AntieGBM-GN Is Dependent on Genetic
Background

We challenged 129Sv mice using a decomplemented neph-

rotoxic serum from the same batch. After anti-GBM serum

injection, we were able to demonstrate the characteristic de-

posits of anti-GBM sheep antibody along the GBMmembrane

in particular. Similarly, mice developed anti-sheep IgG,

colocalized to GBM membrane (Supplemental Figure S1).

Mortality at day 20was 100% in 129Sv comparedwith 40% in

B6J mice (P < 0.005) (Figure 1A), showing that genetic

background is an important factor in antieGBM-GN. Simi-

larly, proteinuria and acute renal failure at day 10 were more

pronounced in 129Sv than in B6J mice (Figure 1, B and C).

Renal inflammatory cell infiltration, a common hallmark of

antieGBM-GN severity, was quantified at a similar time point

(day 10). Concerning the renal recruitment of macrophages

(Figure 1F) and T cells (Figure 1, G and H), we failed to find

any significant difference in cellular infiltration between

strains; only the recruitment of polymorphonuclear cells

(Figure 1I) appeared different, specifically elevated, in the

more resistant B6J strain.

Crescentic and Endothelial Lesions, But Not Tubular
Injuries, Are GB Dependent

Histological lesions, in particular crescentic lesions

(Supplemental Figure S2, AeC), were quantified at day 10

of the disease (Figure 1, DeF). B6J mice developed fewer

glomerular lesions than 129Sv mice (Figure 1D). Podo-

cytic necrosis or ballooning, with or without cystic lesions

(Supplemental Figure S2H), were frequently observed and

occasionally led to the disruption of the glomerular ar-

chitecture, forming pseudocrescents or crescents, a classic

feature of this model (Supplemental Figure S2, A and B).

Tubular lesions were obviously not different between

strains. The pseudocrescentic lesions were also assessed by

electron microscopy, and the down-regulation of podocyte

mRNA markers was also quantified (Supplemental

Figure S2, EeG). At an early time point of the glomeru-

lonephritis (day 4), all podocyte mRNA markers (podocin,

nephrin, and Wt1), measured from ex vivo isolated

glomeruli, were found more elevated in B6J mice than in

129Sv mice. Podocin mRNA level was also different at the

basal stage, lower in 129Sv mice than B6J mice. Genetic

backgroundedependent podocytic lesions were visible by

scanning electron microscopy (Supplemental Figure S2,

HeM). We discovered that dedifferentiation of podocytes

occurred earlier in 129Sv compared with B6J mice
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(Supplemental Figure S2L compared with Supplemental

Figure S2I); we noted the regression of major foot pro-

cesses. Podocytes appeared vacuolated, with evident

cytoplasmic protrusions (blebs) explaining some afore-

mentioned pathological aspects at a later time point. For

B6J mice, glomerular lesions at day 4 were limited by light

microscopy (Supplemental Figure 2C). At day 10, lesions

were scarce and consisted of double contours visible at

high magnification, and by electron microscopy, an

effacement of the foot processes, which appeared flattened

(Supplemental Figure S2, D, I, and J).

TMA Lesions Are Associated with Classic Hematological
Features of Human TMA

The glomerular endothelium is also a potential target of

injury in the antieGBM-GN model, and local activation of

the coagulation system is common.27 Thus, endothelial

lesions were assessed and quantified by light and electronic

microscopy. Fibrin deposits were numerous in 129Sv mice

(Figure 2C) and visible by transmission electron

microscopy (Figure 2N). In B6J mice, tiny dots of fibrin

deposits were visible, but glomerular thrombosis was

virtually never seen (Figure 2B). In contrast, 129Sv mice

often had massive coagulation of the glomerular capillary

(Figure 2A). In both strains, but especially in 129Sv mice,

we observed endothelial lesions that were highly reminis-

cent of TMA, such as double contours, subendothelial

spaces, and fibrin deposits, but to a different extent ac-

cording to their genetic background. Double contours were

mainly observed in B6J mice, and fibrin deposits were

mostly seen in 129Sv mice (Figure 2, D and E). TMA was

further confirmed by transmission electron microscopy

analysis. Similar to TMA lesions described in humans, we

found large loss of endothelium (Figure 2M), platelet

accumulation, and existence of subendothelial spaces

(Figure 2, N and O, respectively).

As in human, we looked for systemic evidence of TMA.

At day 10, profound anemia was observed, along with

reticulocytosis (Figure 2, H and I), scarce circulating helmet

cells (schistocytes) (Figure 2J), and thrombocytopenia

(Figure 2G). Here again, anemia and thrombocytopenia

Figure 1 Genetic background and glomerular

lesions are associated with antieGBM-GN severity.

A: After anti-GBM serum injection, mortality is

largely dependent on mouse strain (P < 0.005,

Kaplan-Meier for B6J versus 129Sv); B6J mice were

largely protected. On day 10 of the experimental

model, proteinuria (B) and BUN (C) were lower in

B6J mice and maximal in 129Sv mice. D: Glomerular

lesions, represented herein by the percentage of

glomeruli with crescents or pseudocrescents at day

10, were higher in 129Sv mice than in B6J mice. E:

Tubulo-interstitial lesions were not different be-

tween strains. Renal inflammatory cell infiltration,

a hallmark of the antieGBM-GN model, was also

quantified by detection of Mac-1, reflecting mac-

rophages (F), CD8þ and CD4þ reflecting T cells (G

and H, respectively), and Gr1þ-highlighting poly-

morphonuclear cells (I). I: Despite an important

infiltration of these cells into the kidney, no dif-

ferences could be related to the genetic back-

ground of the mice, except for Gr1þ staining, which

was inversely correlated to disease severity. Results

are expressed as means � SEM (n Z 10). Data are

representative of four isolated experiments, each

with 5 to 10 animals per group. *P < 0.05 (Stu-

dent’s t-test with Welsh correction or Mann-

Whitney test). CTL, control.
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were more severe in 129Sv mice than in B6J mice (Figure 2,

F and G). Finally, blood pressure also increased, and hy-

pertension was more pronounced as the renal disease

became more severe (ie, in 129Sv mice) (Figure 2K). All

these parameters have been used to characterize human

TMA.

VEGF/VEGFR2 and Hypoxia Pathways Are the Main
Pathways Involved in Genetic BackgroundeTMA
Severity

To further understand the mechanism of the GB-dependent

TMA, we performed microarray expression profiling of

mRNA isolated from glomeruli in disease-prone mice

(129Sv) and disease-resistant mice (B6J) at an early time

point (day 4) (n Z 3 per group, 12 mice in total). Inter-

estingly, the VEGFR and hypoxia-inducible pathways were

implicated in TMA-prone mice (Figure 3A and Table 1).

Kdr (Vegfr2) appears as one of the most differentially

expressed genes between non-nephritic B6J and 129Sv mice

(basal level). Top differentially expressed genes involved in

both the hypoxia and VEGFR pathways are depicted in the

heatmap (Figure 3B). A common pathway (shared by both

B6J and 129Sv mice) showed that differentially expressed

genes were enriched in the NF-kB and matrix metal-

loprotease pathways (Figure 3B and Table 1). Furthermore,

cell cycle pathways seemed more specifically involved in

B6J-resistant mice (Table 1).

Endothelial Glomerular VEGFR2 Expression Is Lower in
TMA-129SveProne Mice in Comparison to B6-TMAe
Resistant Mice

To confirm these differences and to determine whether an

insufficient signaling of the VEGFR1/2 pathways caused the

severity of the glomerular TMA, levels of Vegfr2 and

Vegfr1 and one of their coreceptor Nrp1 were also deter-

mined from ex vivoeisolated glomeruli. We found similar

expression of Nrp1 and Vegfr1 in both strains at the basal

Figure 2 TMA is a yet unrecognized hallmark of antieGBM-GN, which is

maximal in 129Sv mice and less severe in B6J mice. The most striking

difference between strains was glomerular fibrin deposits (129Sv mice in A

and B6J mice in B). C: We quantified fibrin deposits at day 10 of antieGBM-

GN. Fibrin deposits with double contour were maximal in 129Sv mice (D),

and the percentage of double contour pattern alone was maximal in B6J

mice (E). Quantification of hemoglobin showing anemia (F); platelet count

showing thrombocytopenia (G). H and I: The intensity of associated

reticulocytosis (indicated by arrows in I) was also analyzed in the two

strains (blood stained with brilliant cresyl blue). J: Scarce schistocytosis

was also observed (arrows). Note the virtual absence of thrombocytes on

May-Grünwald-Giemsa staining, confirming thrombocytopenia. K: Antie

GBM-GN also induces hypertension in both strains measured at day 6, again

maximal in the 129Sv strain. Early TEM examination of the glomerular

endothelium at day 4 (representative normal aspect in L) shows its virtual

absence in 129Sv mice (M), and the existence in 129Sv of subendothelial

space (arrowhead in N) with deposited platelets in O (arrow indicates

platelets and an asterisk marks the existence of a subendothelial space).

The same type of lesion is also visible to a lesser degree in B6J mice. All

results are expressed as means � SEMs (nZ 10). Data are representative of

three isolated experiments, each with 5 to 10 animals per group. *P < 0.05

(Mann-Whitney test). Original magnification, �10,000. CTL, control.
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level either at the mRNA (Figure 4, A and B) or protein

(Figure 4, CeE) level. At day 4, the level of Vegfr1 was

slightly decreased in B6J mice, but finally not found to

differ between strains. Contrary to Vegfr1 and confirming

our microarray data, Vegfr2 (Kdr) was significantly lower in

129Sv mice at the basal level compared with B6J mice,

suggesting that a genetic backgroundedetermined process

may especially tune vegfr2 level. Similarly, following the

course of the nephritis, both Vegfr2 mRNA and total Vegfr2

protein were found to be lower in TMA-prone mice either at

day 4 (Figure 4, FeI and K) or even at day 10 by immu-

nohistochemistry (Figure 4, G and H).

For technical reasons, we failed to evaluate vegfr1

phosphorylation, but were able to quantify the glomerular

Vegfr2-Y1175 phosphorylation, reflecting Vegfr2 func-

tionality. Consistently, the level of Vegfr2-Y1175 appeared

higher in B6J mice compared with 129Sv mice (Figure 4, J

and K). In addition, using confocal microscopy, we pointed

out that glomerular VEGFR-2 expression was mainly

limited to glomerular endothelial cells (Supplemental

Figure S3). Again, its expression appeared higher in B6J

than in 129Sv strain, at day 4 of the antieGBM-GN

(Supplemental Figure S3, C versus D). Taken together,

these data suggest that the Vegfr2 expression and its Y1175

phosphorylation by glomerular endothelial cells may be on a

genetic background dependency.

Systemic VEGFA Supply Fails to Rescue Genetic
BackgroundeTMA Lesions and, Conversely, Specific
Vegfr2 Blocking Aggravates B6 Mice Only

By using ex vivoeisolated glomeruli, we failed to find any

defect in glomerular levels of VegfA by Western blot

analysis, despite a difference in its associated mRNA

(Figure 5, A and B). In vivo, early VEGFA supplementa-

tion in nephritic animals (every day for 4 days in total,

beginning day 0) exerted no benefit regarding BUN level

(Figure 5D) in any strain. We even found an increase in

proteinuria in the VEGFA B6etreated mice (Figure 5C).

Conversely, to confirm the genetic backgroundeVegfr2

dependency during antieGBM-GN, we specifically

blocked Vegfr2 using a rat anti-mouse Vegfr2 antibody

(DC101). In such conditions, after the Vegfr2-blocking

antibody injection, B6J mice were strikingly aggravated,

contrary to 129Sv mice (Figure 5, EeH). Glomerular fibrin

deposits and glomerular thrombosis were higher, espe-

cially in B6J mice (Figure 5H). The surrogate systemic

TMA parameters (anemia and thrombocytopenia) were

found to be especially aggravated in B6J antievegfr2-

treated mice versus B6J non-treated mice (Figure 4, I

and J). Thus, the systemic Vegfr2 blocking aggravated the

TMA-resistant B6J mice but failed to aggravate signifi-

cantly the 129Sv TMA-prone mice.

Figure 3 Venn diagram and representation of

glomerular DNA microarray showing the impor-

tance of VEGFR pathway during antie

GBM-GN, according to mice genetic backgrounds.

AntieGBM-GN was induced in disease-sensitive

(129Sv) and resistant (B6J) strains, then glomer-

ular RNA was analyzed using DNA microarrays on

day 4 of the glomerulonephritis. A total of 690

transcripts (186 þ 504) were modulated in B6J

strain compared with its own control (CTL; nZ 3);

conversely, 1411 transcripts (504 þ 907) were

modulated in 129Sv compared again with its own

control (nZ 3). A: Venn diagram representing the

repartition of transcripts. B: Heatmap represen-

tations focusing on VEGFR and hypoxia-related

genes; major differences are found according to

the genetic background, either at the basal level

or after glomerulonephritis. Note the striking

difference between Kdr (Vegfr2) expressions at the

basal level. Three biological replicates were

included for each strain. Gene chip robust multi-

array averaging (GCRMA) intensity values have

been plotted and clustered in the heatmap.
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Discussion

Our study shows that, in the antieGBM-GN model, TMA

lesions are associated with classical glomerular epithelial

proliferative lesions. Endothelial lesions explain fibrin

deposition and microthrombosis. These features are largely

genetic background related, mimicking human TMA lesions.

AntieGBM-GNeassociated TMA lesions have been largely

underrecognized in previous studies. In addition, we

demonstrated that the glomerular VEGFR2 pathway activa-

tion is genetically determined. Given the current patho-

physiological features of TMA, genetic backgrounderelated

VEGFR2 peculiarities may explain the difference observed

in disease severity between the two strains of mice.

The antieGBM-GN model is a widely used experimental

model mainly adapted to decipher crescentic glomerulone-

phritis (CG) and its associated pathophysiological charac-

teristics.6,9,28 Using different strains, Xie et al1,3 were able to

demonstrate the large genetic background dependency of the

antieGBM-GN model. The scarcity of the lesions in B6J

mice could explain why TMA lesions were, until now, poorly

described. The severity of TMA lesions could be even more

unpredictable in ultramixed genetic backgrounds, a situation

inherent to modern multitargeted mouse models, in which

129Sv embryonic stem cells are widely used.12,13,29,30 Our

observation may also explain the large phenotypic variations

related to VEGFR2 pathways, in particular in the develop-

mental study.18,29,31e33 In addition, we assigned antieGBM-

GN as a potential, yet poorly recognized, experimental renal

TMAmodel, especially in 129Sv-prone mice strains. Indeed,

we demonstrate the presence of hemolytic anemia featured

by red blood cell abnormalities, thrombocytopenia, and acute

renal failure with nephrotic range proteinuria and hyperten-

sion. All these abnormalities have been found in humans with

hemolytic uremic syndrome.34 Finally, the major molecular

pathways involved in glomeruli during antieGBM-GN were

related to VEGFR pathways.

Our Vegfr2-blocking strategy confirmed not only the

dependency of the antieGBM-GN model to this receptor,

but also pointed out its association with genetic background.

Table 1 Strain-Dependent Gene Expression Pathways during AntieGBM-GN

Variable Canonical pathway Pathway ID P value

186 Transcripts found

only in C57BL/6J

Polo-like kinase 1 PW_PLKI1_MUS_MUSCULUS 1.18 � 10�4

Polo-like kinase 3 PW_PLKI3_MUS_MUSCULUS 1.39 � 10�4

Aurora kinase PW-AURORA_MUS_MUSCULUS 1.56 � 10�4

Cell division cycle 2 PW-CDC2_MUS_MUSCULUS 1.71 � 10�4

Signal transducer and activator of transcription PW-STAT_MUS_MUSCULUS 3.84 � 10�3

Granzyme B PW-GZMB_MUS_MUSCULUS 9.75 � 10�3

504 Transcripts found

in both strains

Matrix metalloproteinase PW_MMP_MUS_MUSCULUS 7.56 � 10�13

VEGFR PW_VEGF_MUS_MUSCULUS 9.05 � 10�11

NF-kB PW_NFKB_MUS_MUSCULUS 5.21 � 10�9

Mitogen-activated protein kinase PW_MAPK_MUS_MUSCULUS 2.12 � 10�8

Focal adhesion kinase PW_FAK_MUS_MUSCULUS 3.71 � 10�8

Tissue inhibitor of metalloproteinase PW_TIMP_MUS_MUSCULUS 4.75 � 10�8

Rho Ras homologue PW_RHOA_MUS_MUSCULUS 9.37 � 10�8

Caveolin 1 PW_CAVEOLIN_MUS_MUSCULUS 5.64 � 10�7

Small GTP-binding protein Rac PW_RAC_MUS_MUSCULUS 5.92 � 10�7

IL-1 PW_IL1_MUS_MUSCULUS 8.19 � 10�7

907 Transcripts found

only in 129S2SvPas

VEGFR PW_VEGF_MUS_MUSCULUS 5.77 � 10�7

Hypoxia-inducible factor, a subunit

(basic helix loop helix transcription factor)

PW_HIF1A_MUS_MUSCULUS 2.74 � 10�6

Integrin PW_INTEGRIN_MUS_MUSCULUS 2.75 � 10�5

Matrix metalloproteinase PW_MMP_MUS_MUSCULUS 3.02 � 10�5

Peroxisome proliferatoreactivated receptor g PW_PPARG_MUS_MUSCULUS 8.73 � 10�4

Integrin-linked kinase PW_ILK_MUS_MUSCULUS 1.25 � 10�4

Nitric oxide synthase PW_NOS_MUS_MUSCULUS 1.26 � 10�4

Cyclin D1 PW_CCND1_MUS_MUSCULUS 1.62 � 10�4

Protein kinase C PW_PKC_MUS_MUSCULUS 1.84 � 10�4

FK506 binding protein 12 and rapamycin-associated

protein, mTor

PW_MTOR_MUS_MUSCULUS 2.96 � 10�4

Major strain-dependent gene expression pathway differences in isolated glomeruli at day 4 of the antieGBM-GN (more than twofold up or down, P < 0.05),

corresponding to Venn diagram in Figure 3. Analysis of the common gene set represented in Figure 3 (504 transcripts) found VEGFR and matrix metal-

loproteinase pathways as top-ranking pathways involved in the pathogenesis of glomerular injury. Analysis of transcripts implicated only in 129Sv found VEGFR

and hypoxia-inducible factor pathways strikingly modulated. Angiogenesis pathways seem largely implicated in 129Sv mice compared with B6J mice.

Conversely, in this last strain, cell cycle pathways represented by polo-like kinase/aurora kinase are largely implicated. Pathways were built using GePS

software (http://www.genomatix.de).

TMA during the Anti-GBM Model

The American Journal of Pathology - ajp.amjpathol.org 2445

http://www.genomatix.de
http://ajp.amjpathol.org


The involvement of Vegfr2 was also largely suggested by

the adverse effects of drugs associated with anti-VEGF

therapies in humans.35e37 Masuda et al38 were able to

demonstrate that a VEGFA supply may limit crescentic le-

sions during rat antieGBM-GN model at a later time point

(in the Wistar Kyoto rat strain, which is extremely sensitive

to the antieGBM-GN model). Hohenstein et al39 recently

described the glomerular expression of VEGFR2 during

human CG. In this work, TMA lesions were not analyzed

and VEGFR2 expression was not quantified in a pure TMA

context as a positive control.39 However, one study at least

was able to pinpoint the existence of TMA lesions during

antieGBM-GN in 6 of 12 patients. The authors state that

histological evidence of TMA may be seen in 75% of pa-

tients with antieGBM-GN. More recently, a report dis-

cussed the relationship between TMA lesions and CG. In

these two studies, TMA lesions are well described, but no

pathophysiological mechanism was suggested.40 In addi-

tion, the importance of genetic background in the genesis of

these lesions is not discussed.41

Interestingly, published studies have shown that murine

podocytes are one of the key elements of crescentic lesion

Figure 4 Podocytic fate and glomerular VEGF pathway analyses during early stages of antieGBM-GN. Vegfr1 or Nrp1 expression were found to be similar in

glomerular extracts, as quantified by qPCR (A and D, respectively) and Western blot analysis (B and E, respectively); a representative Vegfr1 Western blot

analysis (C). FeK: Only the glomerular Vegfr2 level and its associated phosphorylation is different during the early phase of antieGBM-GN. Intense staining is

found at day 10 in B6J mice (G) compared with 129Sv mice (H). K: Western blot analysis of the representative Vegfr2 and its phosphorylated form. All results

are expressed as means � SEMs (n Z 8). Data are representative of four pooled isolated experiments, each time with at least three to five animals per group

(n Z 9 to 12 per group). *P < 0.05 (Mann-Whitney test). Original magnification, �400. CTL, control.
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ignition, particularly in the antieGBM-GN model.22,42e44

Herein, we demonstrated and confirmed the existence of

podocytic lesions in both strains. In particular, pseudocres-

cent formation was evident in 129Sv. At first, we expected a

lower VEGFA output from diseased podocytes, leading to

glomerular endothelial dysfunction and, thus, TMA lesions.

Our data cannot support this hypothesis, given that

glomerular Vegfa production was finally not altered and a

VEGFA supply could not reverse the disease, as previously

shown in other studies.45,46 Even more, our data suggest that

an exogenous supply of VEGFA could be harmful in the

B6J strain, as measured by the proteinuria. This observation

reinforces the fact that Vegfa responses are largely depen-

dent on the genetic background. Furthermore, specific le-

sions of podocytes facilitated by inducible disruption of

podocin did not lead to glomerular endothelium

dysregulation or TMA in different genetic backgrounds.47,48

Thus, TMA lesions observed in the antieGBM-GN model

did not seem to be related to the Vegfa supply from podo-

cytes, but rather to Vegfr2 signaling in endothelial cells.

This hypothesis is largely sustained by our data and the

findings reported in inducible Kdr/Vegfr2 knockout mice by

Sison et al.49 The authors observed that the specific induc-

ible Vegfr2 deletion in endothelial cells led to glomerular

TMA.

The systemic blocking of Vegfr2 in both strains of mice

confirmed not only the genetic backgroundeVegfr2 de-

pendency of the model, but also explains why VEGFA

supply was not able to rescue 129Sv mice in particular.

Indeed, the defect was more on the receptor than the ligand.

Remarkably, comparing glomerular Vegfr2 expression, we

observed an imbalance of this receptor at the basal state,

Figure 5 Systemic VEGF165A administration failed to prevent TMA lesions, but specific VEGFR2 inhibition aggravated B6J mice only. Analysis of Vegfa

mRNA (B) and its associated protein (A) from glomerular lysates from both strains (B6J and 129Sv). No difference is observed in the Vegfa level between

strains. C: Slight aggravation of proteinuria in B6-VEGFAetreated mice is observed. D: Conversely, the daily injection of recombinant human VEGF165A has no

benefit regarding BUN level in any strain. Systemic Vegfr2 (Kdr) blocking using a rat anti-mouse Vegfr2 antibody leads to the aggravation of the antieGBM-GN,

especially proteinuria and BUN at day 9 (E and F, respectively). G: Tubulo-interstitial lesions and score are especially aggravated after VEGFR2 blocking only in

B6 mice. H: Glomerular fibrin deposits are more numerous after vegfr2 blocking in the B6J strain. At day 10 of the antieGBM-GN, systemic TMA parameters

(anemia in I and thrombocytopenia in J) are clearly seen in the B6J strain after anti-vegfr2 injection. There was no glomerular toxicity in control (CTL) mice.

All results are expressed as means � SEMs (n Z 8). Data are representative of four isolated experiments, each time with at least five animals per group.

*P < 0.05 (Mann-Whitney test).
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with lower expression in 129Sv mice and higher expression

in B6J mice. A higher Vegfr2 level could confer a survival

effect on B6J glomerular endothelial expression or even a

proliferation advantage and repairs. How to explain genetic

backgroundeVegfr2 differential expression remains un-

known at present, and further studies are needed to answer

this question. Whether a similar genetic background role is

involved in human glomerulonephritis is likely and will

need large genetic screening with modern genomic tools to

be analyzed.

In conclusion, our work refined the role played by the

genetic background during the antieGBM-GN model and

demonstrated that the genetic background determined, in

particular, the level of glomerular Vegfr2 expression. The

blocking of Vegfr2 worsens the disease severity and TMA

lesions in antieGBM-GNeprone, but not in antieGBM-

GNeresistant, mice. We also demonstrated that glomerular

Vegfr2-dependent TMA lesions are an underevaluated

severity hallmark of antieGBM-GN.
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Résumé: Rôle de l'épithélium et de l'endothélium rénal au cours des glomérulopathies 

expérimentales  

Les maladies glomérulaires sont une des principales causes d'insuffisance rénale terminale de nos 

jours et constituent un problème de santé publique. Le concept classique dans les glomérulopathies 

accorde à l'agression systémique immune, toxique ou hypertensive le rôle principal dans la formation 

des lésions glomérulaires. L'hypothèse développée dans ce manuscrit est que épithélium et 

endothélium, deux composants principaux du parenchyme  rénal sont des acteurs majeurs dans la 

formation des lésions glomérulaires. Trois modèles expérimentaux de glomérulopathie 

(inflammatoire, toxique et hypertensive) chez la souris nous ont permis d'étudier une voie de 

signalisation épithéliale ɶC/JAK/STAT classiquement décrite dans les cellules immunitaires et le 

système de réponse à l'hypoxie endothéliale afin d'étayer cette hypothèse. Après avoir discuté le rôle 

principal classiquement attribué aux lymphocytes T dans le modèle anti-membrane basale 

glomérulaire, un modèle animal de glomérulonéphrite inflammatoire, nous avons démontré le rôle 

protecteur de la chaîne ɶ commune (ɶC) glomérulaire et de sa protéine d'aval STAT5 dans le podocyte 

au cours du modèle anti-MBG et de la néphropathie à l'adriamycine. Enfin, nous avons étudié le rôle 

protecteur de EPAS1 (HIF-2α), une sous-unité régulatrice du complexe HIF, dans l'endothélium au 

cours des lésions glomérulaires hypertensives. Au total, ce travail met en évidence le rôle majeur de 

l'épithélium et l'endothélium rénal, étroitement liés, dans la formation des lésions glomérulaires. Le 

parenchyme rénal représente un acteur à part entière dans la physiopathologie de ces lésions comme 

le montrent les travaux sur les systèmes ɶC/STAT5 et HIF.  

 

Abstract: Role of renal epithelium and endothelium in experimental glomerular diseases 

Glomerular diseases are a leading cause of kidney failure and represent a public health problem. 

Classically, systemic effectors  such as the immune system, drug toxicity or hypertension are thought 

to be the main drivers of glomerular diseases.  

The hypothesis developed in this manuscript is that epithelium and endothelium, the two main 

components of the renal parenchyma, are major players in the formation of glomerular lesions. Three 

experimental models of glomerular disease (inflammatory, toxic and hypertensive) in mice allowed us 

to studǇ epithelial ɶC / JAK / “TAT sigŶaliŶg ĐlassiĐallǇ desĐƌiďed iŶ iŵŵuŶe Đells aŶd the eŶdothelial 
hypoxia inducible system in order to support this hypothesis. 

After discussing the main role traditionally assigned to T cells in the anti- glomerular basement 

membrane model, an animal model of inflammatory glomerulonephritis, we demonstrated the 

pƌoteĐtiǀe ƌole of the gloŵeƌulaƌ iŶteƌleukiŶ ĐoŵŵoŶ ɶ ĐhaiŶ ;ɶCͿ ƌeĐeptoƌ aŶd its depeŶdeŶt 
podocyte-specific STAT5 during the anti-GBM model and adriamycin nephropathy. We then showed 

the protective role of endothelial EPAS1 (HIF-ϮαͿ, a ƌegulatoƌǇ suďuŶit of HIF Đoŵpleǆ iŶ foĐal 
segmental glomerulosclerosis (FSGS) induced by angiotensin II.  

In total, this work highlights the important role of the closely linked renal epithelium and endothelium 

in the formation of glomerular lesions using three experimental models of glomerular diseases. The 

renal parenchyma is a full player in the pathophysiology of these lesions as shown by the works 

studǇiŶg ɶC / JAK / “TAT aŶd HIF sǇsteŵs.  

 


