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ETAT DE L’ART 

1.1 SYNDROME NEPHROTIQUE 

1.1.1 GENERALITES 

Le syndrome néphrotique idiopathique (SNI) est une maladie rare du glomérule rénal touchant 

enfants et adultes dont les mécanismes ne sont pas encore bien élucidés. Il est défini par une 

protéinurie massive (présence de protéines dans les urines) supérieure à 3g par 24h, suffisamment 

abondante pour entraîner une hypoalbuminémie inférieure à 30g/l, sans lésions inflammatoires 

rénales ni dépôts d’immunoglobulines. Au niveau clinique, il se traduit par des œdèmes périphériques, 

une hypertension artérielle et est associé à une hyperlipidémie et des risques de thromboses.  Chez 

l’adulte, l’examen histologique du rein est une étape diagnostique essentielle car elle permet de 

différencier deux formes différentes de la maladie : le syndrome néphrotique à lésions glomérulaires 

minimes (LGM, MCD ou MCNS en anglais) et la hyalinose segmentaire et focale (HSF, FSGS en anglais), 

qui nécessitent des stratégies thérapeutiques différentes. En l’absence de thérapie spécifique le 

traitement est basé sur l’administration de corticostéroïdes et d’immunosuppresseurs. La HSF est dite 

segmentaire signifiant qu’une partie seulement du glomérule présente des lésions, et focale, car parmi 

tous les glomérules du rein, seulement une partie est touchée. Chez les HSF, en microscopie optique, 

certaines protéines et certains lipides restent emprisonnés dans le glomérule, aboutissant à une 

hyalinose où le tissu a une apparence d’hyaline ou de verre par analyse histologique. Avec le temps, il 

est suggéré que ces parties d’hyalinose se développent en sclérose ou tissu cicatriciel qui remplace 

totalement ou partiellement le glomérule détruit (Figure 1). En microscopie électronique, on observe 

un effacement des pédicelles des podocytes (Figure 2).  

 

A B 

Figure 1. Images optiques d’un glomérule rénal sain et HSF. Microscopie photonique (coloration Trichrome) (A) Glomérule 
normal (B) Glomérule présentant une hyalinose (Lim et al., 2016). 
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Des résultats de recherche suggèrent que ces changements observés dans la HSF ne sont que 

le résultat d’une aggravation de la forme LGM (Maas et al., 2016). D’autres études suggèrent que ce 

sont deux maladies différentes car les mécanismes cellulaires qui conduisent à des lésions au niveau 

du podocyte ne sont pas les mêmes dans la HSF et la LGM (Regele et al., 2000). 

La HSF représente la forme la plus fréquente des glomérulopathies (15 à 25%) chez l’adulte 

(O’Shaughnessy et al., 2017). A l’inverse des LGM, l’atteinte rénale des HSF est le plus souvent 

irréversible et résistante aux corticoïdes. Ainsi, l’évolution de la forme cortico-résistante est souvent 

défavorable et mène à une insuffisance rénale et à terme à une transplantation rénale (D’Agati, Kaskel 

and Falk, 2011). Les stratégies thérapeutiques proposées pour réduire le risque d’évolution vers 

l’insuffisance rénale terminale, reposent sur l’utilisation coordonnée des immunosuppresseurs avec 

de larges doses de corticoïdes et plus récemment, l’utilisation d’échanges plasmatiques ou de colonnes 

d’immunoadsorption.  

Le rôle principal du rein est de filtrer les déchets métaboliques du sang, qui sont toxiques 

lorsqu’ils ne sont pas éliminés, tout en empêchant les protéines de taille supérieure à celle de 

l’albumine de se déverser dans l’urine. Le néphron est l’unité structurale et fonctionnelle du rein. 

Chaque néphron comprend un glomérule et un tubule. Le glomérule est une masse sphérique de 

capillaires et est essentiel pour la filtration du sang et la production d’urine primaire. Le glomérule est 

composé de quatre types cellulaires distincts : les cellules endothéliales, les cellules mésangiales, les 

podocytes et les cellules épithéliales pariétales (parietal epithelial cells ou PEC) (Figure 3). Chez un 

adulte, le nombre médian de néphron s’élève à 940 000 par individu et chaque glomérule est composé 

de 558 podocytes (Puelles et al., 2015). 

 

 

Figure 2. Images de microscopie électronique montrant l’effacement des pédicelles. Echelle 1:11000, coloration avec 
acétate d’uranyle et citrate de plomb (A) Podocytes normaux (B) Effacement des pédicelles des podocytes (van den Berg et 
al., 2004) 
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La barrière de filtration glomérulaire permet la filtration de l’eau et de solutés et est composée 

de trois couches : les cellules endothéliales, la membrane basale glomérulaire et les podocytes (Figure 

3d). L’endothélium fenêtré joue le rôle de première barrière de filtration. La membrane basale 

glomérulaire fait ainsi office de deux filtres : un filtre de taille qui empêche le passage de grosses 

molécules supérieures à 150kDa et un filtre électrochimique qui empêche le passage des molécules 

chargées négativement. Elle est continuellement renouvelée grâce aux cellules épithéliales et 

Figure 3. Anatomie du glomérule rénal.  
(a) Le glomérule est essentiellement composé d’un réseau capillaire. De l’artériole afférente naît le réseau capillaire où le 
sang est filtré à travers la barrière de filtration glomérulaire. Ce réseau capillaire se poursuit par une artériole efférente 
qui transporte le sang filtré. Ce réseau est entouré d’une capsule fibreuse : la capsule de Bowman qui recueille l’urine 
primitive et débouchant à son autre extrémité dans le tubule contourné proximal. (b) Section transversale d’un capillaire, 
on distingue les cellules mésangiales, les capillaires au centre et les podocytes autour des capillaires. (c) Morphologie 
particulière des pédicelles entourant les capillaires sanguins du glomérule. (d) Barrière de filtration glomérulaire composée 
de cellules endothéliales, de la membrane basale glomérulaire et des podocytes. Le flux sanguin passant à travers la 
barrière est représenté par des flèches.  
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mésangiales. Les podocytes sont des cellules épithéliales hautement différenciées qui couvrent la 

surface externe de la membrane basale glomérulaire et sont essentielles pour le maintien de l’intégrité 

de la barrière de filtration. Ils ont une architecture unique avec des prolongements cytoplasmiques et 

des ramifications, nommés pédicelles. Ces pédicelles s’entrelacent autour des capillaires, sont reliés 

les uns aux autres par les diaphragmes de fente laissant des fentes de filtration de 25 à 60 nm, qui 

fonctionnent comme un filtre moléculaire et qui constituent la dernière barrière contre la perte de 

protéines dans l’espace urinaire. 

1.1.2 PHYSIOPATHOLOGIE DU SNI 

De nombreux progrès ont été accomplis ces dernières années dans la compréhension des 

mécanismes impliqués dans la maladie et, plus particulièrement, dans la barrière de filtration 

glomérulaire grâce à l’identification d’un certain nombre de gènes codant pour des protéines du 

glomérule rénal, en particulier du podocyte et du diaphragme de fente, et dont les mutations sont 

associées à l’apparition du SNI. Toutefois, la majorité des SNI (80%) restent idiopathiques (D’Agati, 

Kaskel and Falk, 2011).  

Chaque type cellulaire qui compose la barrière de filtration glomérulaire a son importance. 

Cependant, la lésion podocytaire est la première caractéristique morphologique observée chez les 

patients HSF, ce qui explique pourquoi le podocyte en particulier est au centre de la maladie. 

Structure du podocyte 

Le podocyte est composé de 3 parties : le domaine apical, le domaine basal et le diaphragme 

de fente (Figure 4). Le diaphragme de fente est composé de plusieurs protéines dont la néphrine, neph-

1, podocine, l’α-actinine-4 et CD2AP. En formant la seule connexion entre deux podocytes adjacents, 

le diaphragme de fente empêche la fuite des protéines des capillaires sanguins vers l’urine en agissant 

comme filtre de taille, comme un tamis. Il peut également être une barrière de charge, certaines 

protéines étant phosphorylées et chargées négativement. De plus, certaines protéines participent à la 

signalisation podocytaire (Martin and Jones, 2018). La partie apicale, localisée du côté de l’espace 

urinaire, possède une surface de charge négative due à la présence de la podocalyxine. Cette surface 

négative a deux rôles : elle empêche le passage de protéines chargées négativement dans l’espace 

urinaire et permet d’ouvrir un passage pour les molécules de petite taille qui ont déjà traversé la 

couche de cellules endothéliales et la membrane basale glomérulaire. La région basale est ancrée à la 

membrane basale glomérulaire via les intégrines avec leurs sous-unités α et β et les dystroglycanes. La 

membrane basale glomérulaire est principalement constituée d’une matrice extracellulaire composée 

de collagène de type IV, de laminine et de protéoglycanes. 
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Cytosquelette du podocyte 

Les podocytes sont des cellules actives et mobiles grâce à un système de contraction dans les 

pédicelles qui comprend des fibres d’actine, α-actinine et myosine. Les podocytes possèdent 

également un cytosquelette riche en filament intermédiaire, la vimentine, qui permet de maintenir la 

morphologie et la rigidité du podocyte. De plus, un système de microtubules comprenant l’α et la β-

tubuline forme un réseau de cytosquelette dynamique. Avec l’actine, il régule la mobilité, les 

transports vésiculaires et maintient la forme et la polarité de la cellule. Les signaux envoyés au 

cytosquelette via le diaphragme de fente sont importants pour la fonction normale du podocyte (Schell 

and Huber, 2017).  

Figure 4.  Architecture du podocyte. Brenner and rector’s The Kidney, 11ème édition avec modifications. Schéma 
montrant le diaphragme de fente entre deux podocytes adjacents qui sont attachés à la membrane basale glomérulaire 
par des intégrines et des dystroglycanes. Le diaphragme est constitué d’homodimères de NEPH1 mais aussi 
d’homodimères de néphrine, qui interagit avec la podocine et CD2AP. Le réseau de cytosquelette d’actine est représenté 

par l’α-actinine-4 et la synaptopodine.  
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Conséquences des lésions podocytaires 

La caractéristique principale des lésions podocytaires est l’effacement des pédicelles. Le 

cytosquelette d’actine détermine la morphologie du podocyte. Ainsi, les protéines qui régulent ou 

stabilisent le cytosquelette sont importantes dans la fonction normale du podocyte et une 

désorganisation du cytosquelette peut conduire à des changements dans la forme du podocyte et 

provoquer l’effacement des pédicelles. Des études récentes montrent le rôle de la famille de Rho-

GTPases dans le contrôle et le remodelage de l’actine (Wang et al., 2012). Des mutations dans les gènes 

codant les protéines régulant la famille de Rho-GTPases ont été retrouvées dans des formes familiales 

des HSF (Akilesh et al., 2011). Ainsi, lorsque le cytosquelette est désorganisé, le processus 

d’effacement des pédicelles commence, les podocytes s’aplatissent ce qui conduit à la perte de 

l’intégrité de la barrière de filtration glomérulaire et la protéinurie apparaît (D’Agati, Kaskel and Falk, 

2011).  

 

Les podocytes sont des cellules épithéliales post-mitotiques dont la prolifération est limitée, voire 

arrêtée une fois différenciées. Ainsi, des lésions podocytaires peuvent conduire à l’apoptose et leur 

détachement, conduisant à une réduction du nombre de podocytes dans les glomérules.  

Par conséquent, le réarrangement du cytosquelette peut provoquer le détachement du podocyte : 

notamment, la protéine α-actinine-4 semble jouer un rôle important dans ce processus. Des études 

ont montré que des souris ne possédant pas l’α-actinine-4 développent une HSF avec un nombre réduit 

de podocytes, une diminution de leur adhérence conduisant à leur détachement et leur présence dans 

l’urine (Feng et al., 2018). Cette perte de podocytes mène au développement et à la progression de la 

maladie. Des études ont démontré que les lésions sclérotiques d’HSF commencent à être visibles 

lorsque le nombre total de podocytes est réduit de 40% jusqu’à atteindre un stade de 

glomérulosclérose global avec une fonction rénale réduite lorsque le nombre de podocytes est réduit 

de 60% (Wharram et al., 2005). Après ces lésions du podocyte, celui-ci ne prolifère plus et n’est pas 

remplacé. Des études suggèrent cependant que les PEC, en se différenciant, peuvent remplacer les 

podocytes altérés sous l’effet de certains traitements (Benigni et al., 2011). 

A ce jour, l’origine des lésions podocytaires associées à cette maladie est encore mal connue. 

Malgré la confusion qui règne à ce sujet, le SNI est probablement une maladie d’origine 

dysimmunitaire avec une implication d’un ou plusieurs facteurs rendant la barrière de filtration 

glomérulaire perméable aux protéines. 
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1.1.2.1 ROLE DU SYSTEME IMMUNITAIRE 

Le SNI semble être associé à une dérégulation du système immunitaire, en particulier des 

lymphocytes T (LT). Cette piste a été évoquée depuis de nombreuses années et repose sur plusieurs 

observations (Shalhoub, 1974). Les premières ont été rapportées chez des patients qui sont entrés en 

rémission complète du syndrome néphrotique après avoir contracté la rougeole, dont le virus est à 

l’origine de la déplétion des LT (inhibition de la prolifération et de l’activation des LT) (Lin and Hsu, 

1986). De plus, les patients atteints de thymomes ou de lymphomes (Audard et al., 2010),  

développent le SNI, ce qui soutient l’hypothèse du rôle des LT dans la maladie. De manière générale, 

l’efficacité des immunosuppresseurs et des corticoïdes (Deegens and Wetzels, 2011) suggèrent que 

le système immunitaire joue un rôle dans la physiopathologie du SNI et plus particulièrement les 

lymphocytes T, cible préférentielle de certaines classes d’immunosuppresseurs. En effet, les anti-

calcineurines (immunosuppresseurs comme la ciclosporine ou le tacrolimus), sont fréquemment 

prescrites pour traiter les formes cortico-résistantes car ils permettent d’inhiber la transcription de 

l’IL-2 (dépendante de la calcineurine) qui n’active plus le LT (Havele and Paetkau, 1988). Ainsi, des 

études à partir de LT de patients se sont avérées décisives dans la recherche des mécanismes 

pathogéniques de la maladie.  

Rôle de CMIP 

A partir d’une approche de clonage soustractif, qui permet de mettre en évidence des gènes 

dont l’expression est différentielle entre deux populations, des études de notre laboratoire ont 

identifié initialement un gène appelé CMIP qui est surexprimé dans les LT d’un patient LGM en phase 

de poussée par rapport à un patient en phase de rémission (Sahali et al., 2002). Ce gène code pour une 

protéine du même nom, CMIP, de 86 kDa. La protéine est surexprimée dans les LT des LGM mais 

également dans les podocytes des mêmes patients. Il a été démontré que CMIP empêche Fyn, une 

protéine appartenant à la famille des Src kinases, de phosphoryler la néphrine, ce qui a pour 

conséquence d’empêcher le recrutement de la protéine adaptatrice Nck et d’inactiver la protéine N-

WASP, qui joue un rôle clé dans la réorganisation du cytosquelette (Zhang et al., 2010). D’autres 

preuves suggèrent l’implication de CMIP dans la réorganisation du cytosquelette podocytaire. En 

utilisant la technique du double hybride (Grimbert et al., 2003), la filamine A, une protéine qui permet 

d’organiser les réseaux de filaments d’actine (Popowicz et al., 2006), a été identifiée comme l’une des 

protéines partenaires de CMIP. Des études supplémentaires ont également montré que l’expression 

de CMIP est associée à une désorganisation du cytosquelette du podocyte via l’inhibition de l’activité 

de la cofilin-1, une protéine intervenant dans la polymérisation des filaments d’actine (Yu et al., 2017). 
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Cette réorganisation du cytosquelette serait parallèle à une dérégulation de la signalisation 

proximale du podocyte et pourrait expliquer la fusion des pédicelles, la protéinurie et ainsi contribuer 

à la progression de la maladie. Cette altération des podocytes est également accompagnée par une 

dérégulation des cellules du système immunitaire. En effet, dans un modèle permettant aux LT de 

surexprimer CMIP, des résultats du laboratoire ont montré une inhibition de la transcription des gènes 

régulant l’expression de certaines cytokines pro-inflammatoires des lymphocytes, telles que IL-2, IFN-

γ et IL-4 (Kamal et al., 2010). 

Chez des individus sains, le gène CMIP est peu exprimé dans les LT et les podocytes. Chez les 

patients SNI, le gène CMIP est surexprimé dans les LT et les podocytes et est peu exprimé dans les 

autres organes, tels que le thymus, le foie fœtal et les organes hématopoïétiques. Par ailleurs, des 

études de notre laboratoire ont démontré que les transcrits de CMIP sont augmentés dans les 

lymphocytes de patients SNI ceci précédant la rechute (Boumediene et al., 2018). Ainsi, CMIP est 

faiblement exprimé dans des conditions physiologiques mais surexprimé dans des conditions 

pathologiques au niveau lymphocytaire et podocytaire. Ces observations suggèrent CMIP comme un 

acteur décisif du lien physiopathologique entre dérégulation podocytaire et lymphocytaire au cours de 

la maladie. 

Dérégulation des populations de lymphocytes 

De nombreuses données convergent en faveur d’un lien existant entre le SNI et les 

lymphocytes. Un certain nombre d’études ont alors cherché à caractériser les sous-populations de 

lymphocytes qui se retrouvent dérégulées dans la maladie. Dans une petite cohorte de patients HSF, 

certaines sous-populations de LT sont dérégulées, en particulier les LT CD4+ retrouvées en plus faible 

pourcentage, un ratio LT CD4+/CD8+ diminué ainsi qu’une activité cellulaire des LT auxiliaires (ou 

helper, Th) avec une diminution de la synthèse des IgG diminuée par rapport aux contrôles (Herrod et 

al., 1983). Ces LT auxiliaires jouent un rôle central dans la réponse immunitaire car ils activent d’autres 

types cellulaires qui agiront de façon directe sur la réponse immunitaire. Selon le type de cytokines 

produites, les LT auxiliaires peuvent être divisés en plusieurs groupes dont les Th1, Th2 et Th17 (Figure 

5). Des études ont démontré un rôle des sous-populations de Th2 et Th17 dans la maladie. Un profil 

spécifique de cytokines est surexprimé chez les patients atteints de SNI et regroupe les cytokines 

suivantes : IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 qui sont produits par les cellules Th2. Dans des biopsies rénales 

de patients HSF, il y a une augmentation des LT CD3+ interstitiels et glomérulaires. En parallèle, il y a 

une diminution des Tregs FoxP3+ infiltrés dans le tissu interstitiel comparés aux biopsies contrôles 

(Benz et al., 2010). Il a également été démontré que la sévérité du SNI est associée à une diminution 

de l’activité des Tregs (Wang et al., 2008). De plus, des études ont montré que le nombre de cellules 
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Th17 était augmenté chez les HSF par rapport à des individus sains. Les cellules Th17 produisent une 

cytokine, l’IL17 dont la synthèse est également augmentée et qui pourrait causer des lésions 

podocytaires en diminuant les taux de podocalyxine, ce qui entraine la protéinurie et la perte des 

podocytes. La podocalyxine étant chargée négativement et ainsi empêche les protéines de passer la 

barrière de filtration glomérulaire et garde le diaphragme de fente intact. Il a également été montré 

que l’IL17 entraine l’apoptose du podocyte en augmentant l’expression des protéines apoptotiques 

caspase-3 et caspase-8 par la voie Fas. Cette apoptose médiée par l’IL-17 diminuerait le nombre de 

podocytes et pourrait provoquer des lésions podocytaires ainsi que la protéinurie (Wang et al., 2013). 

En ce qui concerne les macrophages, leur nombre est également augmenté chez les patients FSGS 

(Benz et al., 2010) 

Des études ont également montré que la population lymphocytaire des Tfh (auxiliaires 

folliculaires), impliquée dans la maturation des cellules productrices d’anticorps, était augmentée chez 

les patients en rechute du SNI. Cette observation a été confirmée par notre équipe, qui a en outre 

démontré que le traitement par rituximab, un anticorps monoclonal anti-CD20 bloquant l’activation 

du lymphocyte B (LB), provoque une diminution de la population Tfh périphérique, plus 

particulièrement celle exprimant à leur surface les récepteurs CXCR5, et que cette diminution est 

associée à la rémission des patients qui avaient rechutés (Boumediene et al., 2018). Le rituximab,  qui 

est particulièrement utilisé contre les lymphomes à cellules B, a démontré une certaine efficacité chez 

des patients présentant une HSF, suggérant une coopération entre les Tfh et les LB dans la maladie 

(Kamei et al., 2020). 

D’autres cellules immunitaires semblent également impliquées dans l’apparition ou la rechute 

du SNI. En effet, les patients SNI rechutent rapidement suite à des épisodes infectieux (Mishra et al., 

2013), allergiques (Abdel-Hafez et al., 2009) ou lors de l’exposition à la pollution de l’air (Lin et al., 

2018), ce qui suggère le rôle des cellules immunitaires de l’immunité innée dans la maladie.  
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Finalement, les lésions HSF ne sont pas accompagnées d’inflammation, ni d’infiltration de 

quelconques cellules immunitaires ou dépôts d’immunoglobulines au niveau des glomérules rénaux. 

Ces observations semblent indiquer que l’implication des cellules immunitaires est plutôt indirecte. 

Ainsi, les études se sont focalisées sur l’existence d’un facteur soluble, dit de perméabilité, produit par 

le système immunitaire, capable d’altérer la barrière de filtration glomérulaire. 

1.1.2.2 ROLE DES POTENTIELS FACTEURS DE PERMEABILITÉ 

L’idée d’un facteur de perméabilité circulant causant la destruction de la barrière de filtration 

glomérulaire a émergé pour la première fois en 1954 (Gentili, Tangheroni and Gelli, 1954) où le plasma 

d’un enfant atteint du syndrome néphrotique a été transfusé chez un enfant sain. Ce dernier a alors 

développé une protéinurie massive. Au-delà de la question éthique qui entoure cet essai controversé, 

cette expérience marqua le début des recherches sur le facteur de perméabilité. D’autres preuves de 

l’existence d’un ou plusieurs facteurs circulants ont été décrites dans la littérature. En effet, 40% des 

patients HSF récidivent après transplantation rénale, souvent immédiatement ou dans les heures qui 

suivent l’opération (Chang et al., 2012). De plus, des patients HSF qui ont bénéficié d’échanges 

plasmatiques, une technique consistant à substituer le plasma du malade avec du plasma d’individus 

sains ou des solutions d’albumine, ont vu leur protéinurie diminuer comparé à ceux n’ayant pas reçu 

ce traitement (Straatmann et al., 2014). La preuve la plus convaincante de l’existence de ce facteur est 

Figure 5. Cellules du système immunitaire. De (Torang, Gupta and Klinke, 2019) avec modifications. Cellules du système 
immunitaire issues de l’hématopoïèse. Les cellules mononucléées périphériques du sang ou PBMC (Peripheral Blood 
Mononuclear Cell) sont toutes les cellules du sang ayant un seul noyau et comprennent : tous les lymphocytes T (LT), les 
lymphocytes B (LB et les Natural Killer (NK) et les monocytes (macrophages et cellules dendritiques). 
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un cas clinique rapporté en 2012 (Gallon et al., 2012), où un rein a été transplanté une première fois 

chez un patient HSF mais après récidive, le même rein a été transplanté une deuxième fois chez un 

autre patient HSF qui n’a pas développé de protéinurie. 

Caractéristiques physico-chimiques du facteur de perméabilité 

Les caractéristiques physico-chimiques du facteur de perméabilité ont été étudiées dans 

diverses publications. En 1996, le facteur circulant est recherché dans les sera de patients HSF (Savin 

et al., 1996) . Les auteurs ont observé que l’on peut précipiter la fraction active des sera, celle qui 

augmente la perméabilité glomérulaire, avec une solution de sulfate d’ammonium à 70-80%, qui 

permet aussi de séparer la fraction active de la fraction contenant les immunoglobulines. Par ailleurs, 

l’immunoadsorption sur colonne de protéine A permet de diminuer la protéinurie chez des patients 

récidivants HSF. Il a été suggéré que le facteur de perméabilité se lie à la protéine A et a un poids 

moléculaire entre 30 et 50kDa. Lorsque la fraction de 30-50kDa est infusée dans des rats, ces derniers 

développent une protéinurie. De plus, des études ont suggéré que le facteur de perméabilité a une 

haute affinité pour les sucres et interagit avec le glycocalyx des podocytes. Pour tester cette hypothèse, 

le galactose a été utilisé comme agent saturant les sites de liaison du facteur circulant, qui n’a alors 

plus d’activité. Ces résultats suggèrent que le galactose empêche l’interaction entre le facteur circulant 

et les podocytes. De plus, la prise de galactose per os ou par voie intraveineuse chez des patients 

récidivants HSF permet de diminuer la perméabilité glomérulaire (Savin et al., 2008). 

suPAR 

La nature et l’origine du facteur circulant sont encore inconnues et sont très discutées. 

Des études ont démontré que suPAR (Soluble Urokinase-type Plasminogen Activator Receptor) est 

élevé dans le plasma de patients FSGS par rapport à des individus sains et qu’il est responsable de 

l’effacement des pédicelles (Wei et al., 2011). Le récepteur soluble suPAR est libéré dans la circulation 

sanguine lorsque le récepteur uPAR est clivé à la membrane des cellules. Le récepteur uPAR est 

exprimé par les cellules immunitaires mais aussi par les cellules endothéliales et les podocytes. Ce 

récepteur est impliqué dans de nombreux mécanismes cellulaires, tels que la migration et l’adhésion 

des leucocytes (Sendo and Araki, 1999) mais également dans la prolifération cellulaire (Hildenbrand et 

al., 2008) ou l'angiogenèse (Breuss and Uhrin, 2012). Ces résultats sont controversés car d’autres 

études ont montré que des injections de suPAR chez des souris ne provoquent pas de protéinurie sauf 

si ces injections sont combinées avec d’autres molécules qui endommagent les podocytes comme les 

anticorps anti-CD40. De plus, le taux de suPAR dans le plasma dépendant de la fonction rénale des 

patients, ce facteur ne semble pas spécifique aux HSF et est élevé dans d’autres pathologies rénales 
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ou hépatiques (Maas, Wetzels and Deegens, 2012). De plus, suPAR n’est pas retenu par les colonnes 

de protéine A (Beaudreuil et al., 2014). 

CLCF-1 

Le CLCF-1 (Cardiotrophin-like Cytokine Factor 1) a été identifié dans le plasma de patients HSF en 

récidive post-greffe par chromatographie d’affinité et par spectrométrie de masse. CLCF-1 est un 

membre de la famille d’IL-6 et est exprimé par plusieurs tissus et est connu pour activer les LB. Il induit 

l’albuminurie chez des souris et augmente la perméabilité de la barrière glomérulaire de rats via 

l’activation de la voie JAK/STAT. Ces effets sont inhibés en injectant des anticorps anti-CLCF1 ou avec 

des inhibiteurs de la voie JAK/STAT (Sharma et al., 2015). 

CASK 

CASK (Calcium/Calmodulin Dependent Serine Protein Kinase) est une kinase associée à la membrane 

plasmique et qui régule les interactions protéine-protéine dans différents types cellulaires, dont les 

podocytes et les neurones. La protéine a été identifiée dans les sera de patients HSF après 

immunoadsorption sur colonne de protéine A comparé à des individus sains où CASK n’est pas 

détectée. Une injection intraveineuse de la protéine recombinante CASK provoque la protéinurie chez 

des souris ainsi que l’effacement des pédicelles et une réorganisation du cytosquelette des podocytes 

en culture (Beaudreuil et al., 2019). 

CD 40 

Cette protéine appartient à la famille des récepteurs TNF et est exprimé dans la majorité des 

cellules du système immunitaire. L’interaction entre ce récepteur et son ligand, CD40L, permet de 

réguler différents aspects de la réponse immunitaire, dont la prolifération des LB avec la production 

d’immunoglobulines (Banchereau et al., 1994) mais aussi l’activation et la prolifération des LT avec la 

sécrétion d’IFN-γ, TNF-α et IL-2 (Peng et al., 1996). Dans un travail publié par Delville et al., CD40 a été 

détecté dans les glomérules de patients HSF. De plus, des anticorps anti-CD40 ont également été 

quantifiés dans le sérum de patients HSF en récidive. Les auteurs ont également mis en contact ces 

anticorps avec des podocytes en culture et ont observé une désorganisation du cytosquelette. Enfin, 

ils ont injecté le complexe CD40/CD40L dans des souris induisant une protéinurie  (Delville et al., 2014). 

Cette protéine, qui a un poids moléculaire de 150kDa, contredit les résultats obtenus par Savin, qui 

suggère que le facteur de perméabilité est entre 30 et 50kDa. 

Les preuves cliniques convergent vers l’existence d’un ou plusieurs facteurs de perméabilité à l’origine 

de l’HSF. Jusqu’à présent, aucune des molécules candidates n’a été validée par une étude 
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multicentrique ni dans différents modèles d’étude de l’HSF. D’ailleurs, les traitements tels que les 

échanges plasmatiques ne sont pas toujours efficaces et la rémission ne dure pas ce qui suggère que 

des facteurs locaux rénaux sont associés à des lésions au niveau des podocytes ou que d’autres 

facteurs non circulants sont impliqués dans la maladie. 

1.2 MODELES POUR L’ETUDE DU SYNDROME NEPHROTIQUE 

Une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires impliqués dans la maladie est un 

prérequis essentiel pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. Ainsi, des modèles 

in vitro et in vivo ont été développés et constituent des outils précieux pour étudier ces mécanismes.  

1.2.1 Modèles cellulaires 

Les cultures primaires de podocytes isolés directement à partir de glomérules murins ou 

humains, présentent l’avantage d’être très proches des conditions in vivo. Cependant, ces cultures 

subissent une dédifférenciation rapide et ont une capacité de prolifération limitée, et ne sont ainsi pas 

utilisées fréquemment en recherche (Ni, Saleem and Mathieson, 2012). Afin de disposer d’un plus 

grand nombre de cellules, il est possible de travailler sur des lignées immortalisées. Les lignées 

immortalisées podocytaires sont très utilisées dans la recherche sur le SNI pour mieux comprendre les 

mécanismes cellulaires des podocytes au cours de la maladie, au niveau de la régulation du 

cytosquelette (Schenk et al., 2017), du cycle cellulaire (Griffin et al., 2003) ou encore pour étudier 

l’effet du facteur circulant sur les podocytes (Coward et al., 2005; Harris et al., 2013; Kim, Roshanravan 

and Dryer, 2017). La lignée humaine immortalisée la plus utilisée, est celle développée par l’équipe de 

Moin Saleem (Bristol, UK). Cette lignée a été obtenue grâce à l’expression de l’agent oncogène SV40 

permettant aux cellules d’échapper à la sénescence cellulaire normale. Il est ainsi possible de réguler 

l’expression du transgène avec la température. A 33°C, le transgène est exprimé et permet aux cellules 

de proliférer. Lorsque la lignée cellulaire est placée à 37°C, le transgène ne s’exprime plus, les cellules 

ne prolifèrent plus et commencent à se différencier et à exprimer les marqueurs protéiques 

podocytaires tels que la néphrine, la podocine ou la synaptopodine (Saleem et al., 2002) (Figure 6). Les 

protocoles de culture cellulaire ont été optimisés afin de permettre de cultiver les cellules de façon 

reproductible. L’inconvénient des cultures podocytaires immortalisées est l’absence de « crosstalk » 

entre les différents types cellulaires qui composent la barrière de filtration glomérulaire, mais 
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également l’absence du diaphragme de fente, les cellules exprimant en faible quantité les protéines 

telles que la néphrine ou la podocine.  

 

Ainsi, l’utilisation d'organoïdes semble une approche prometteuse pour étudier les 

mécanismes cellulaires impliqués dans la maladie. Les organoïdes rénaux dérivés de cellules souches 

pluripotentes expriment les marqueurs spécifiques du podocyte, notamment les protéines du 

diaphragme de fente. Cependant, la vascularisation du glomérule est un problème et empêche la 

maturation de l’organoïde. Les organoïdes possèdent les caractéristiques d’un glomérule avec son 

environnement, mais ont une capacité de filtration limitée. De plus, les cellules utilisées pour créer ces 

organoïdes sont dérivées de cellules génétiquement modifiées et requiert des protocoles d’induction 

complexe, ce qui peut altérer leur morphologie et leur fonction (M, Cw and Tj, 2019). 

Des avancées récentes dans le domaine des cellules souches et la bio-ingénierie ont permis de 

développer de nouveaux modèles pour étudier le SNI. Dernièrement, des glomérules sur puce ont 

notamment été développés et permettent d’étudier le rôle du microenvironnement (« crosstalk » 

entre les différents types cellulaires composant le glomérule) ainsi que le système immunitaire. 

Des glomérules entiers ont été incubés avec du sérum de patients récidivants HSF ce qui a diminué la 

perméabilité glomérulaire comparé à du sérum d’individus sains (Savin et al., 1996). Cependant, cette 

méthode manque de reproductibilité (Maas, Deegens and Wetzels, 2014). 

 

Figure 6. Culture de podocytes humains immortalisés différenciés à J14 (37°C). Image de microcopie optique, grossissement 
x100 d’une lignée humaine immortalisée AB 8/13 en prolifération à 33°C pendant 10 jours puis différenciation des cellules à 
37°C pendant 14 jours.  
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1.2.2 Modèles animaux 

1.2.2.1 Protéinurie spontanée chez le rat Buffalo/Mna 

Afin d’étudier la protéinurie, le rat Buffalo/Mna (du nom de leur créateur Matsuyama et 

Nagayo) développe spontanément une protéinurie et une glomérulosclérose à l’âge de deux mois 

ressemblant à l’HSF chez l’humain (Nakamura et al., 1986). Ces lésions ne sont pas causées par l’âge 

ou l’hypertension. Il a été ensuite suggéré que la protéinurie développée par les rats était due à un ou 

plusieurs facteurs circulants, après avoir observé après néphrectomie bilatérale et transplantation de 

reins provenant de rats sains, qu’ils développaient la protéinurie et un effacement des pédicelles. 

Cependant, ces rats ne développent pas une protéinurie immédiate comme celle observée chez 

l’humain. De la même façon, les reins altérés des rats Buffalo transplantés chez des rats sains, 

récupèrent leur fonction. Toutes ces observations suggèrent un rôle d’un facteur circulant dans ce 

modèle de la maladie. 

1.2.2.2 Protéinurie causée par des agents toxiques 

Plusieurs modèles animaux reposent sur l’administration d’agents toxiques tels que 

l’adriamycine, le LPS ou la puromycine. L’adriamycine est un intercalant de l’ADN utilisé en 

chimiothérapie. Lorsqu’il est injecté à des rats à une dose minimale, l’adriamycine provoque une 

atteinte glomérulaire progressive caractérisée par une protéinurie massive. Les rats développent une 

HSF en 16 semaines sous ce traitement. Ces modèles sont faciles à créer mais doivent être surveillés 

sur du long terme. Par ailleurs, les mécanismes menant aux lésions podocytaires sont non spécifiques, 

ces lésions étant provoquées par une cause différente de celle associée à l’HSF chez l’humain, ce qui 

limite leur utilisation. Ces modèles sont utilisés pour rechercher des approches thérapeutiques 

possibles et d’étudier l’effet de potentiels traitements (Simic, Tabatabaeifar and Schaefer, 2013).  

1.2.2.3 Infusion de fractions plasmatiques chez des rats 

Des études ont été menées afin de mieux comprendre le rôle de ces facteurs circulants : Savin 

et al. ont montré en 1997, qu’il y avait induction d’une protéinurie chez des rats en infusant 

directement la fraction plasmatique active supposément contenant le facteur circulant (Savin et al., 

1996). Un autre groupe, mené par Dantal, a essayé de reproduire les mêmes résultats avec 5 patients 

HSF, 3 non-HSF et 3 individus sains mais n’a pas réussi à observer une protéinurie chez aucun des 

groupes. Les résultats du groupe de Savin n’ont pour l’instant pas pu être reproduits par aucun 

laboratoire (Le Berre et al., 2000). 
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1.2.2.4 Souris surexprimant CMIP (modèles Lck et néphrine) 

Le modèle Lck est un modèle de souris transgénique développé par l’équipe qui permet 

d’étudier les conséquences fonctionnelles de la surexpression de CMIP dans les LT. En effet, dans ce 

modèle l’expression du transgène CMIP humain est sous le contrôle du promoteur Lck distal qui 

permet une expression sélective dans les LT matures. La protéinurie a été observée chez ces souris dès 

les premiers croisements, cependant, elle s’est estompée au bout de plusieurs générations (quelques 

mois). Bien que la protéinurie ne soit plus observée chez ces souris, le gène ainsi que la protéine CMIP 

sont bien détectés dans les LT. 

Un modèle transgénique surexprimant CMIP sous le contrôle du promoteur de la néphrine a 

été développé et caractérisé par l’équipe. La souris, surexprimant CMIP dans le podocyte, développe 

une protéinurie et une inhibition de la signalisation proximale dans la cellule cible, avec inhibition de 

la phosphorylation de la néphrine et de l’interaction de Fyn avec N-WASP, conduisant à une 

désorganisation du cytosquelette et effacement des pédicelles (Zhang et al., 2010). 
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1.3 LA PROTEOMIQUE ET SES APPLICATIONS DANS L’ETUDE DU SYNDROME 

NEPHROTIQUE 

1.3.1 GENERALITES SUR LA PROTEOMIQUE ET LA SPECTROMETRIE DE MASSE 

Introduction 

Le terme protéome a été utilisé pour la première fois en 1994 par Marc Wilkins pour définir 

l’ensemble des protéines codées par un génome et exprimées dans des cellules, tissus, organes et 

organismes à un instant précis. Un quart de siècle plus tard, la protéomique, la technique qui permet 

d’étudier le protéome, est devenue un des domaines scientifiques les plus importants et les plus 

populaires pour l’étude à large échelle des organismes biologiques.  

Les protéines sont des biomolécules essentielles à chaque cellule vivante. Elles sont impliquées 

dans toutes les actions de la vie cellulaire et sont très importantes dans le maintien de la structure, la 

fonction et la régulation des tissus et organes du corps humain. Les cellules du corps humain 

contiennent des milliers de protéines différentes, que l’on appelle le protéome, et qui sont à l’origine 

de fonctions diverses, dont l’interaction fonctionnelle assure la survie et l’homéostasie cellulaire.  

La protéomique permet l’étude des milliers de protéines cellulaires qui travaillent de concert 

afin d’orchestrer la vie cellulaire. On estime que pour environ 22 000 gènes, il existe 12 000 protéines 

exprimées à un moment donné dans toutes les cellules humaines (Wilhelm et al., 2014). Pour chaque 

protéine, il peut exister différentes versions, dites isoformes : la même protéine peut être non 

modifiée ou modifiée par une ou plusieurs modifications post ou co-traductionnelles. Les protéines 

auront une fonction différente selon la combinaison de modifications présente sur chaque isoforme. 

Il y aurait ainsi plus de 100 000 isoformes différentes qui existent dans le protéome eucaryote qui 

contribuent à l’homéostasie cellulaire. Certaines études ont démontré que les niveaux d’ARN du 

transcriptome ne reflètent pas l’abondance ou la fonction des protéines (Haider and Pal, 2013). Le 

protéome humain ne peut donc pas être entièrement prédit par le transcriptome. L’étude du 

protéome est complémentaire à l’étude du transcriptome pour déchiffrer et comprendre les processus 

biologiques des cellules et des organismes.  

L’éventail des applications de la protéomique est très large et il permet aujourd’hui de répondre à une 

grande variété de questions biologiques. Par exemple, en recherche fondamentale : elle permet de 

mieux comprendre les changements dans les mécanismes cellulaires mis en cause dans les pathologies 

humaines en étudiant les variations globales du protéome, les modifications des protéines et de leurs 

interactions ; en recherche clinique, elle constitue un outil puissant pour la découverte de 

biomarqueurs pour le diagnostic, le pronostique et la recherche de nouvelles cibles thérapeutiques. 
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Au début, la protéomique était étudiée principalement grâce au couplage de l’électrophorèse 

2D et de la spectrométrie de masse. L’électrophorèse 2D est une technique très résolutive, mais peu 

reproductible et à faible débit. Depuis les années 2000, le domaine de la protéomique a évolué 

constamment grâce aux nombreux développements instrumentaux des spectromètres de masse et de 

leur couplage à la chromatographie liquide, qui ont permis de grandement démocratiser les analyses 

protéomiques, par le gain en sensibilité et débit, mais aussi par la compréhension de ces limites.  

Enjeux de l’analyse protéomique par spectrométrie de masse 

Afin d’identifier des biomarqueurs et d’avoir une vision globale des changements de 

l’ensemble des processus biologiques mis en jeux dans les pathologies humaines et en particulier le 

syndrome néphrotique qui est au centre de cette thèse, il est nécessaire de pouvoir identifier et 

quantifier en profondeur le protéome issu de cellules ou de fluides biologiques. Cependant, en dépit 

des progrès extraordinaires réalisés jusqu’à maintenant, aucun spectromètre de masse ne permet 

aujourd’hui d’analyser de façon exhaustive le protéome et ce, pour plusieurs raisons liées à la 

complexité du protéome (épissage, modifications post-traductionnelles) et aux limitations de 

l’instrumentation (gamme dynamique, sensibilité et vitesse d’analyse). 

 

De nos jours, en dépit des efforts considérables engagés dans le domaine, la protéomique est 

encore confronté à de nombreux enjeux à la fois au niveau de la préparation des échantillons, mais 

également au niveau instrumental et à l’analyse des données. Au cours de ma thèse, j’ai rencontré 

certains de ces enjeux en essayant de mettre en place des expériences pour mieux comprendre les 

mécanismes cellulaires impliqués dans le syndrome néphrotique. Afin d’appréhender ces enjeux, j’ai 

mis en place et développé plusieurs méthodes qui seront détaillées dans les résultats. Avant de 

présenter les résultats obtenus lors ma thèse, l’état de l’art du domaine de la protéomique est abordé. 

1.3.1.1 Méthodologie de l’analyse protéomique par spectrométrie de masse (MS) 

Les protéines intactes étant plus complexes à analyser (difficiles à séparer, ioniser et 

fragmenter), la majorité des études protéomiques par spectrométrie de masse reposent sur une 

stratégie dite « bottom-up », qui consiste à digérer les protéines en petits peptides. En mesurant les 

masses des peptides au lieu des protéines, les principales difficultés liées à l’analyse des protéines 

intactes peuvent ainsi être court-circuitées (Zhang et al., 2013). 
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La méthodologie appliquée à l’analyse protéomique comprend 3 étapes essentielles (Figure 

7) : 

1. La préparation des échantillons dont la digestion des protéines en peptides. 

2. La séparation des peptides par chromatographie liquide couplée à l’analyse par spectrométrie de 

masse (LC-MS/MS) 

3. L’analyse des données 

 

 

Les études protéomiques peuvent nécessiter des optimisations de méthodes pour répondre à la 

problématique posée. Au cours de ma thèse, j’ai plus particulièrement choisi de développer certaines 

méthodes de préparation d’échantillons qui ont ainsi été appliquées au projet de thèse, et qui sont 

désormais appliquées aussi dans plusieurs projets de collaboration de la plateforme. 

 

 

 

 

 

Figure 7. Workflow de l’analyse protéomique.(1) La préparation de l’échantillon comporte les étapes de lyse cellulaire, 
digestion et/ou préfractionnement. (2) l’analyse LC-MS/MS (chromatographie liquide suivie de l’analyse MS/MS par 
spectrométrie de masse) (3) l’analyse des données avec l’identification (spectre MS2), la quantification des protéines 
(intensité MS1) suivie de l’analyse statistique et bioinformatique. 
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1.3.1.2 Préparation des échantillons 

L’objectif de cette première étape est d’extraire les protéines à partir d’un échantillon 

biologique et préparer les protéines pour leur analyse par spectrométrie de masse. Les principaux 

enjeux liés à la préparation des échantillons dépendent de l’élimination de détergents utilisés pour 

solubiliser les cellules et les tissus. Ces détergents ne sont souvent pas compatibles avec l’analyse LC-

MS/MS (séparation chromatographique affectée et suppression de signal MS). De plus, en 

protéomique il n’y a aucune étape d’amplification, donc la préparation est également cruciale pour 

l’analyse d’échantillons faiblement abondants afin de minimiser les pertes de matériel. La qualité des 

données acquises par MS est dépendante de la complexité de l’échantillon, sachant que plus 

l’échantillon est décomplexifié, plus on aura accès aux protéines moins abondantes.  

Ainsi, la préparation des échantillons est composée de plusieurs étapes : l’extraction des 

protéines, la digestion des protéines en peptides et leur fractionnement éventuel. 

Extraction et digestion des protéines 

La préparation des échantillons est dépendante de la nature de l’échantillon biologique, et les tampons 

de lyse doivent être choisis en conséquence. L’étape de digestion doit permettre d’éliminer les 

détergents et les sels utilisés dans les tampons d’extraction de protéines. 

Pendant longtemps, les protéines étaient séparées selon leur poids moléculaire par électrophorèse 1D 

avec une solubilisation préalable des protéines dans du Laemmli (tampon à base de détergents SDS, 

NP-40 et DOC dans sa version classique) puis une digestion « in-gel » des protéines en peptides. Pour 

une analyse complète de l’échantillon, chaque piste du gel est ainsi découpée en une dizaine de bandes 

et chaque bande est digérée après une longue préparation pour se débarrasser des détergents et des 

éléments qui interfèrent avec la digestion des protéines. L’avantage de cette méthode est de pouvoir 

réaliser une étape de préfractionnement en fonction du poids moléculaire.  Cependant, il existe 

plusieurs limitations à cette approche, notamment car elle est laborieuse, longue, elle est sujette à de 

possibles erreurs de manipulations, mais le plus problématique reste la perte de peptides à chaque 

étape, notamment durant l’extraction de peptides. 

Une autre alternative à la digestion « in-gel » est la digestion « in-solution » des protéines. 

Cette méthode permet de se passer du gel et a comme avantage de demander moins d’étapes et 

requiert moins de temps de préparation. Elle utilise des agents chaotropiques, comme l’urée, pour 

l’extraction des protéines et leur digestion dans des conditions dénaturantes. Cette méthode a 

l’avantage de directement extraire, dénaturer et digérer les protéines dans le tampon de lyse. Elle 

repose sur l’addition d’une haute concentration en urée (8M) pour solubiliser les protéines suivies 

d’une dilution de 4 à 8 fois afin de réduire la concentration du dénaturant pour permettre à l’enzyme 
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d’être toujours active pour digérer les protéines. Cependant, à haute concentration, l’urée est associée 

à une diminution de l’efficacité de l’activité enzymatique de la trypsine et les agents chaotropiques 

comme l’urée sont moins efficaces pour solubiliser les membranes. Cette digestion, qui peut nécessiter 

une précipitation préalable pour éliminer les détergents et autres contaminants, peut aboutir à des 

pertes d’échantillons dues à une solubilisation incomplète des protéines après précipitation. Cette 

digestion est la méthode classique la plus répandue, elle est très souvent suivie d’une étape de 

purification de l’échantillon afin d’éliminer l’urée qui peut gêner lors de la séparation 

chromatographique qui précède l’analyse par spectrométrie de masse (LC-MS/MS). De plus, la 

présence d’urée peut conduire à une carbamylation des protéines via la réaction avec l’acide 

isocyanique, un produit de dégradation de l’urée. Cette réaction est exacerbée à de hautes 

températures et de longues périodes d’incubations. De plus, les digestions de protéines dans l’urée 

ont un nombre de sites où l’enzyme n’a pas clivé (« missed cleavages ») plus important qu’avec 

d’autres méthodes de digestion, ce qui est attribué à la dénaturation de la protéase qui rend la 

digestion moins efficace (León et al., 2013). 

Une alternative aux deux méthodes précédentes est la digestion sur filtre ou FASP (Filter-Aided 

Sample Preparation) qui a été introduite en 2005 (Manza et al., 2005), puis reprise en 2009 (Wiśniewski 

et al., 2009) et décrite comme universelle et adaptée à tout type d’échantillons. Cette approche 

permet l’utilisation de SDS pour solubiliser les protéines, lequel est ensuite éliminé par des lavages 

répétés avec l’urée (Figure 8). Cette méthode sur filtre est efficace pour éliminer toutes les molécules 

interférentes avant la digestion des protéines dans une solution d’ammonium bicarbonate, qui est 

compatible avec l’activité enzymatique de la trypsine, il n’y a donc pas besoin d’ajouter une étape de 

purification supplémentaire avant analyse LC-MS/MS. Cependant, cette technique montre une 

reproductibilité limitée, probablement due à l’absorption de certaines protéines sur le filtre. Dans mes 

travaux j’ai aussi contribué à établir un protocole plus reproductible et adapté à la digestion de moins 

de 1 µg (Lipecka et al., 2016).  

 

Figure 8. Etapes de la digestion FASP (FIlter-Aided Sample Preparation) (J, Rr and Ja, 2014) 
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Figure 9. Etapes de la digestion S-Trap (Suspension Trap) 
(ProTIFI) 

Plus récemment, les dernières méthodes développées en matière de préparation 

d’échantillons sont des méthodes qui permettent d’effectuer toutes les étapes de la préparation : la 

lyse, les étapes de lavages et la digestion dans un seul tube afin de limiter les pertes d’échantillons et 

de pouvoir ainsi traiter des échantillons de faibles abondances. 

La méthode in-StageTip (iST) décrite en 2014 (Kulak et al., 2014) , repose sur la digestion des 

protéines dans un cône (ou « tip ») qui contient un ou plusieurs disque(s) de phase hydrophobe de 

type octadecyl (C18). Le design en cône est intéressant car il permet de préparer les échantillons de 

façon robotisée à large échelle. Un inconvénient de cette méthode est l’utilisation d’un détergent 

compatible avec la spectrométrie de masse car la C18 ne permet pas d’éliminer les détergents ioniques 

tels que le SDS et ainsi réduire la solubilisation des protéines membranaires.  

La méthode Single-Pot Solid-phase-enhanced sample preparation (SP3) introduite en 2014 par 

Krijgsveld et al., utilise un mélange de billes magnétiques, fonctionnalisées avec des groupes 

carboxylates qui sont de surface hydrophile et hydrophobe. Les protéines sont précipitées sur les billes 

et sont ensuite lavées de tous détergents et contaminants. Le principal atout de cette méthode réside 

dans l’utilisation de billes magnétiques, qui facilitent toutes les étapes, notamment de lavages. La 

digestion est ensuite directement effectuée sur les billes magnétiques (Hughes et al., 2019). L’avantage 

majeur de cette approche reste son coût peu élevé et significativement inférieur aux méthodes 

précédentes. Elle est compatible avec tout type de détergents et avec de très faibles et de très fortes 

quantités de matériels. Toutes les étapes se font dans un seul tube ce qui minimise les pertes de 

matériels. Cependant, sur la plateforme, nous avons remarqué une variabilité dans l’élimination des 

détergents.  

La méthode Suspension Trapping (S-Trap) repose sur l’utilisation d’un filtre de quartz pour 

capturer les protéines (Figure 9). L’échantillon est lysé avec une haute concentration de SDS (5%), ce 

qui permet de solubiliser de façon optimale toutes les protéines et en particulier, les protéines 

membranaires. Les protéines sont ensuite précipitées et forment une suspension de protéines qui est 

piégée sur un filtre de quartz facilitant l’élimination des détergents, sels et autres contaminants qui 

pourraient interférer avec la digestion enzymatique et l’analyse par spectrométrie de masse.  
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Les protéines sont directement digérées dans les pores du filtre et les peptides sont élués dans une 

solution d’ammonium bicarbonate puis d’acétonitrile qui sont compatibles avec l’analyse LC-MS/MS. 

Chaque approche possède ses avantages et inconvénients ( 

                  Tableau 1) (Kr, Mm and Ab, 2018; M et al., 2018). Dans nos études, après plusieurs 

tests, nous avons choisi d’utiliser le FASP, afin de s’assurer d’une bonne solubilisation et 

reproductibilité dans la préparation des échantillons, et le S-Trap, afin de traiter des échantillons peu 

abondants et de se débarrasser des contaminants spécifiques qui ne sont pas éliminés avec le FASP. 

TYPE DE 
DIGESTION 

RENDEMENT 
COMPATIBILITE 
AUX DETERGENTS 

TEMPS MOYEN 
DE PREPARATION 

IN-GEL + +++ 
4h 

+ 12h digestion 

IN-SOLUTION ++ - 
2h 

+ 12h digestion 

FASP ++ ++ 
4h 

+ 12h digestion 

iST +++ - 

30min  

+ élimination SDS 

+ 1h30 digestion 

SP3 ++ ++ 
1h 

+ 1h digestion 

S-Trap +++ +++ 
30min 

+ 1h digestion 

 
                  Tableau 1. Comparatif des différentes méthodes de digestion 

 

Fractionnement des peptides pour une analyse en profondeur du protéome 

Les échantillons biologiques, comme un lysat cellulaire total ou un tissu, sont complexes et 

contiennent des dizaines de milliers de protéines. Les digestions enzymatiques, comme la digestion à 

la trypsine, produisent des centaines de milliers de peptides. Une seule analyse directe par LC-MS/MS 

ne permet pas d’avoir la résolution chromatographique suffisante afin de pouvoir séparer tous les 

peptides contenus dans un échantillon complexe. En particulier, certains peptides peuvent co-éluer et 

présenter une masse sur charge similaire et différents niveaux d’abondance pouvant induire des 

suppressions de signaux. Ainsi, la principale limitation des analyses protéomiques par des 

spectromètres de masse réside dans leur gamme dynamique, relativement restreinte à 4 ordres de 

magnitude (rapport d’abondance entre les protéines les moins abondantes et les plus abondantes). 
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Cette gamme dynamique dépasse les 6 ordres de magnitude pour un lysat cellulaire, jusqu’à atteindre 

12 ordres de magnitude dans le plasma. L’analyse du plasma est donc particulièrement difficile et 

repose sur des stratégies de déplétion des protéines les plus abondantes (Lee et al., 2019). Ainsi, afin 

de réaliser une analyse en profondeur du protéome humain issu d’un lysat complexe dans le but 

d’identifier les protéines les moins abondantes, il est souvent nécessaire d’ajouter une étape de 

préfractionnement avant la partie LC-MS/MS.  

Une méthode communément utilisée est le fractionnement en deux dimensions (ou 

fractionnement 2D) qui consiste à utiliser deux méthodes de fractionnement à la suite. Ces méthodes 

peuvent être basées sur différentes propriétés physico-chimiques des peptides ou des protéines, à 

savoir leur hydrophobicité, leur charge ou leur poids moléculaire. Dans la plupart des analyses par 

spectrométrie de masse, la seconde dimension est la chromatographie liquide à phase inverse à pH 

acide à cause de l’efficacité de la séparation et plus particulièrement pour sa compatibilité avec le 

spectromètre de masse et la facilité de sa mise en place. 

Pour la première dimension, on utilise des combinaisons orthogonales variées, comme la 

phase inverse à pH basique (High-pH), la phase à échange cationique fort (SCX), la chromatographie à 

exclusion de taille (SEC) ou la chromatographie d’affinité (AFC). En combinant les deux dimensions, on 

peut augmenter la séparation d’un mélange complexe de peptides et augmenter ainsi le nombre de 

pic détectés et, in fine, le nombre de protéines identifiées. 

Le fractionnement à pH basique des peptides, introduit en 2005 (Gilar et al., 2005), est basé 

sur l’interaction hydrophobique des peptides avec une phase stationnaire C18 et une phase mobile 

hydrophile. La combinaison pH basique et pH acide offre une grande orthogonalité. La différence 

significative en sélectivité chromatographique entre le pH basique et le pH acide est due à un 

changement dans la distribution de charge à l’intérieur de la chaîne peptidique. Les peptides possèdent 

des groupes fonctionnels basiques et acides dont la charge nette est affectée par le pH de la phase 

mobile. Les peptides acides sont retenus plus longtemps à pH acide à cause de l’augmentation en 

hydrophobicité des résidus carboxyliques protonés alors que les peptides basiques sont retenus plus 

longtemps à pH basique à cause de l’augmentation en hydrophobicité des résidus basiques 

déprotonés. Les fractions sont obtenues après élution avec un gradient d’acétonitrile puis elles sont 

séchées et analysées à pH acide. En concaténant les fractions, les temps d’analyse sont réduits tout en 

permettant de distribuer uniformément les peptides abondants et moins abondants tout au long de la 

séparation chromatographique. La première dimension à pH basique offre une meilleure résolution 

que les méthodes SCX et SEC avec une meilleure couverture de séquence. De plus, ces dernières 

méthodes nécessitent une étape supplémentaire de purification qui n’est pas nécessaire avec la 

méthode à pH basique, ce qui diminue la perte de matériel et réduit le temps de préparation. 
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Il existe deux types de stratégies pour le fractionnement à pH basique : la stratégie offline et 

la stratégie online. La méthode offline repose sur une collection de fractions à partir d’une HPLC ou 

d’un cône (Figure 10), dans lequel un ou plusieurs disques de C18 sont insérés, puis dans un second 

temps une analyse est réalisée fraction par fraction sur la deuxième dimension de séparation. Dans 

une plateforme online, les peptides sont séparés par HPLC et directement transférés de la première 

dimension vers la deuxième dimension. Les systèmes online ont donc besoin d’un développement de 

méthode et uniquement dédiés à ce type de fractionnement. De nombreux groupes utilisent la 

méthode offline, faute de temps pour implémenter une méthode permettant de réaliser le 

fractionnement ou de moyens mis à disposition dans le laboratoire. L’avantage de l’HPLC est qu’on 

peut automatiser ce qui permet une meilleure reproductibilité et n’est pas limité en nombre de 

fractions récoltées. Le principal atout du fractionnement à partir de cônes est la facilité de mise en 

place de la méthode et son coût peu onéreux (pas d’achat d’une HPLC). En revanche, le fractionnement 

à haut pH présente un inconvénient : les particules de silice sur lesquelles sont greffées les C18 ne sont 

pas compatibles à pH basique. Il existe d’autres alternatives résistantes aux pH basiques, notamment 

le Polystyrene-DVB, qui possède les mêmes caractéristiques physico-chimiques que les C18 

notamment en termes de séparation par hydrophobicité mais qui n’offre pas les mêmes performances 

d’après les tests effectués dans notre laboratoire. 

Figure 10. Fractionnement à pH basique online ou offline (avec HPLC ou cône). Le fractionnement peut être réalisé de 
plusieurs façons : méthode online à l’aide de deux pompes binaires où les peptides sont séparés dans un premier temps 
à pH basique puis chaque fraction est diluée avec une solution acide et les peptides sont ensuite piégés sur une autre 
colonne C18. Enfin, un gradient d’acétonitrile permet d’éluer les peptides à pH acide. La méthode offline avec une 1ère 
dimension HPLC permet de fractionner les peptides à pH basique à l’aide d’une HPLC. Les fractions sont ensuite 
collectées, concaténées, séchées puis analysées par LC-MS/MS. La méthode offline avec préfractionnement par cône est 
réalisée à l’aide de cônes dans lesquels sont insérés des disques C18. Par centrifugation, les peptides sont élués à pH 
basique avec une concentration croissante d’acétonitrile. Les fractions sont concaténées, séchées puis analysées par LC-
MS/MS. 

 



   
 

26 
 

Au final, le fractionnement à pH basique offre de nombreux avantages en termes de 

performance, de spécificité et de facilité de mise en place, nous avons ainsi choisi ce type de 

fractionnement pour certaines études du projet de thèse. 

1.3.1.3 Analyse nanoLC-MS/MS 

La deuxième dimension évoquée dans la partie précédente fait le plus souvent référence à la 

séparation par nano-chromatographie liquide en phase inverse (C18) à pH acide. La chromatographie 

liquide est dite nanoUPLC (nano Ultra High Performance Liquid Chromatography) car travaillant avec 

des débits de l’ordre du nanolitres par secondes, elle offre une meilleure sensibilité que les instruments 

classiques UPLC. La nanoUPLC est un appareil constitué de pompes à hautes pression qui, à partir de 

deux solutions (100% H2O acidifié et 100% acétonitrile acidifié), délivre un gradient croissant 

d’acétonitrile dans une colonne analytique où les peptides hydrophiles sont d’abord élués au début du 

gradient pour finir par les peptides plus hydrophobes. Les peptides sont ainsi retenus sur la colonne, 

ce qui permet de les séparer et de les éluer les uns après les autres. La colonne analytique est parfois 

précédée d’une précolonne, permettant de dessaler l’échantillon et de préserver l’intégrité de la 

colonne analytique souvent très coûteuse.  

Au fur et à mesure de l’élution des peptides de la colonne analytique, procédure qui peut 

prendre jusqu’à plusieurs heures selon la complexité de l’échantillon, les peptides sont ensuite ionisés 

positivement par nanoélectrospray et injectés directement dans le spectromètre de masse. A 

l’intérieur du spectromètre de masse, des spectres dits MS ou MS1 sont générés et représentent toutes 

les masses des ions détectés par l’analyseur à un temps de rétention donné. L’information seule de la 

masse des ions des peptides ne permet pas d’identifier les protéines, il est alors nécessaire de procéder 

à une étape de fragmentation. Selon la méthode d’acquisition employée, les 10 ions les plus intenses 

du spectre MS sont sélectionnés et fragmentés, les uns après les autres, de manière séquentielle, pour 

générer des fragments d’ions représentant le spectre MS/MS ou MS2. Cette fragmentation permet de 

retrouver la séquence peptidique. Une fois le cycle MS + 10 MS/MS effectué, un nouveau cycle est 

enclenché. Ce mode d’acquisition est appelé « DDA » pour « Data-Dependent Acquisition ». 

1.3.1.4 Identification des protéines 

Le développement des analyses à haut débit a généré une quantité impressionnante de 

données et a ainsi fait évoluer les outils bio-informatiques, rendant l’assignation manuelle des spectres 

trop fastidieuse pour être réalisée sans aide automatisée. En effet, deux heures d’analyse d’un lysat 

total peuvent générer autour de 40 000 spectres MS/MS. 
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La dissociation induite par collision (CID) est la méthode de fragmentation la plus utilisée car 

implémentée dans la plupart des spectromètres de masse. La fragmentation CID repose sur 

l’accélération des ions dans une cellule de collision dans lequel circule un gaz à haute pureté (azote ou 

hélium). La “higher-energy collisional dissociation” (HCD) est une fragmentation similaire à la CID mais 

caractérisée par une énergie d’activation plus haute que celle utilisée dans la CID. Chaque ion 

peptidique est isolé et entre en collision avec les molécules de gaz. Dès lors, son énergie cinétique est 

transformée en énergie vibrationnelle qui se distribue le long de l’ion peptidique et finit par rompre la 

liaison la plus fragile du peptide. Ces collisions peuvent être répétées et générer des ruptures à d’autres 

endroits de la séquence du peptide. Le plus souvent, seulement une liaison peptidique est rompue, 

donnant naissance à un fragment N-terminal et un fragment C-terminal, nommés ions b et y 

respectivement. Si la charge est retenue du côté N-terminal, on parle d’ions a, b et c et si la charge est 

retenue du côté C-terminal, on parle d’ions x, y et z, selon la nomenclature de Roepstorff and Fohlman 

en 1984. L’intensité des ions a,b,c et x,y,z dépendent du type de fragmentation utilisé. Pour la 

fragmentation CID, les ions b et y sont les plus intenses (Figure 11). A cause de la haute énergie de la 

HCD, la fragmentation est plus efficace et génère des ions y de façon prédominante. 

 

Utilisation de bases de données 

Un logiciel idéal pour l’identification des protéines n’utiliserait que les données acquises par le 

spectromètre de masse. Des stratégies de séquençage « de novo » permettent d’identifier les 

protéines mais plusieurs développements sont nécessaires pour que cette méthode soit utilisée en 

routine. 

Aujourd’hui, l’identification des protéines repose principalement sur l’utilisation des bases de 

données. Les bases de données sont composées de séquences d’acides aminés de toutes les protéines 

d’un ou plusieurs organismes prédits à partir du génome. Le nombre d’entrées de ces bases de 

données a grandi exponentiellement depuis plusieurs années, en corrélation avec le séquençage à haut 

Figure 11. Nomenclature des différents ions générés après fragmentation du peptide.(Biemann, Methods Enzymol, 1990) 
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débit des génomes. Bien qu’il existe de multiples sources publiques regroupant des bases de données, 

celles qui sont les plus utilisées sont Swiss-prot (UniprotKB) et NCBI non redondant (NCBInr). Ces bases 

de données sont régulièrement mises à jour et permettent l’accès aux scientifiques aux données les 

plus récentes. Il est important que les bases de données utilisées soient complètes car si une séquence 

protéique est absente de la base de données, il est impossible de l’identifier avec les méthodes 

classiques. Les bases de données sont disponibles gratuitement et téléchargeables sur internet. Au 

laboratoire, nous avons choisi de travailler avec Swiss-prot, qui est une base de données manuellement 

annotée et vérifiée par des personnes physiques. Cependant, cette base de données reste limitée. Par 

exemple, elle ne contiendra pas toutes les séquences modifiées à cause de “single-nucleotide 

polymorphism” ou SNP et qui sont très variables d’un individu à l’autre. 

Il existe un grand nombre de logiciels permettant de réaliser l’identification des protéines avec 

l’approche bottom-up et ils reposent tous sur le même principe (Figure 12). Dans une première étape, 

une base de données contenant toutes les séquences protéiques annotées de l’espèce d’intérêt est 

digérée in silico en utilisant la même enzyme protéolytique qu’utilisée expérimentalement. Cela 

constitue une liste de masses théoriques de tous les peptides des protéines. Dans une seconde étape, 

tous les peptides candidats sélectionnés sont fragmentés in silico en utilisant les caractéristiques de 

fragmentation peptidique connus et le spectre théorique généré est comparé au spectre généré 

expérimentalement. La qualité de la correspondance entre le spectre théorique et expérimental donne 

un score afin d’identifier la meilleure correspondance possible au spectre. Ainsi, une protéine sera 

identifiée si plusieurs masses des fragments expérimentaux correspondent à une protéine dans la base 

de données avec une certaine tolérance d’erreur de masse donnée. La précision de la mesure est ainsi 

très importante pour une identification la plus probable possible, il est par conséquent très vivement 

conseillé d’acquérir les données avec un instrument à haute résolution. 
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La différence qui réside entre les différents logiciels est l’algorithme qui permet de faire la 

corrélation entre les données théoriques et les données expérimentales. Certains utilisent un score de 

cross-corrélation (Sequest) ou une mesure de probabilité statistique. Andromeda (Cox et al., 2011) 

comme Mascot utilisent cette dernière méthode, qui permet de déterminer si la correspondance du 

spectre théorique avec le spectre expérimental est correcte et non due au hasard. Mascot calcule la p-

value, qui est une mesure de probabilité que la correspondance soit dû au hasard, plus la p-value est 

petite, plus la correspondance est probable. Un score d’identification de la protéine est également 

calculé directement à partir de la p-value : 

Ion score = -10log(p) 

Où p est la p-value. Généralement, on parle de score, qui représente une valeur plus intuitive 

pour l’utilisateur. Une probabilité de 1/10 000 correspond à un score de 40. L’expérimentateur établit 

ses propres critères pour déterminer si son identification est valide comme son seuil de score ainsi que 

le nombre de peptides identifiés par protéine. Au laboratoire, on considère qu’un peptide est 

correctement identifié à partir d’un score de 25 et si un seul peptide est identifié à partir d’une 

protéine, celui-là doit avoir un score minimal de 40. 

Les résultats obtenus par spectrométrie de masse doivent être ultérieurement filtrés sur la 

base de False Discovery Rate (FDR). Le but du calcul du FDR est de mesurer le taux de faux-positifs 

lorsque l’on applique des tests statistiques ou de probabilité sur une large série de données. Pour 

calculer FDR, il existe différentes méthodes. La plus populaire d’entre elles consiste à générer une base 

de données dite « decoy » à partir de la base de données que l’on veut utiliser pour l’analyse, en 

Figure 12. Principe d’identification des protéines par interrogation sur banques de données 
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randomisant les acides aminés de chaque protéine ou en inversant simplement les séquences 

protéiques. Une recherche est effectuée entre cette base de données « decoy » avec la base de 

données de référence et un certain nombre de faux-positifs sont identifiés. Dans les grands jeux de 

données protéomiques, on établit un seuil FDR<5% ou FDR<1% pour être plus stringent. 

Quand on répète des t-tests sur des milliers de protéines, on ajuste la p-value avec le FDR. 

La ”permutation-based” FDR est basée sur le principe de randomisation des données sur lesquelles 

sont calculées les p-value. Le FDR est alors estimé en comptant le nombre de faux-positifs dans les 

données significatives. Une q-value (ou p-value ajustée) est alors reportée pour chaque test t. 

Très récemment, de nombreux efforts ont été consacrés au développement du “deep 

learning”. Cette approche, en passe de devenir incontournable dans tous les domaines de la biologie 

et notamment dans le domaine de la protéomique, repose sur des réseaux neuronaux entrainés à 

partir de données complexes. Ces réseaux neuronaux, tels que Prosit, peuvent permettre d’améliorer 

l’identification des protéines en réalisant la prédiction de l’intensité de chaque ion fragment des 

spectres MS/MS, ainsi que le temps de rétention des peptides. Ces approches permettent ainsi de 

réduire le FDR à 0,1% (Gessulat et al., 2019). 

1.3.1.5 Analyse des données protéomiques quantitatives 

Il existe deux types de quantification utilisés en protéomique : 

o La quantification relative des protéines : permet de comparer la quantité d’une protéine parmi 

plusieurs conditions ou échantillons différents (exprimée en ratios). 

o La quantification absolue des protéines : permet de connaître la quantité en ng par exemple 

d’une protéine dans un échantillon complexe (exprimée en ng/ml, par exemple). 

La quantification relative des protéines est divisée en deux catégories : la quantification avec 

marquage et la quantification sans marquage des protéines (ou des peptides).  

Il n’y a pas de méthode plus performante qu’une autre pour quantifier les protéines. Chaque méthode 

a ses avantages et inconvénients et le choix de la méthode est dépendant de la nature de l’échantillon 

(cellules, tissus, fluides biologiques) et de la précision de quantification souhaitée. Plusieurs 

considérations pratiques sont également à prendre en compte pour le choix de la méthode (temps 

machine, ajout ultérieur d’échantillons, coûts des réactifs, complexité de la préparation des 

échantillons). 
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Il existe deux principales stratégies pour la quantification relative sans marquage : celle basée 

sur l’intensité des pics MS1 ou « label-free », et celle basée sur le nombre de spectres MS/MS ou 

« spectral counting » (Figure 13). Il a été montré que les stratégies basées sur l’intensité MS1 sont plus 

précises que les stratégies basées sur le “spectral counting”, notamment sur les protéines de faible 

abondance. Dans ce paragraphe, je me concentrerai donc sur les stratégies basées sur l’intensité MS1, 

parce que c’est ce que j’ai choisi pour mes travaux. 

La quantification label-free repose sur le principe suivant : le signal MS1 d’un peptide donné 

est intégré et l’aire sous la courbe donne une mesure du nombre total d’ions et est proportionnelle à 

l’abondance du peptide dans l’échantillon. Plus le signal est intense, plus le peptide est abondant. 

Ensuite, l’intensité de la protéine est calculée en réalisant la somme des intensités des peptides. 

L’intensité de cette protéine est alors comparée avec l’intensité de la même protéine quantifiée dans 

une analyse (ou échantillon) parallèle. 

 

Les logiciels pour la quantification label-free réalisent globalement les mêmes étapes : les massifs 

isotopiques ou « features » sont d’abord détectés, puis les « features » sont identifiés avec un moteur 

de recherche (Andromeda, Mascot, X!Tandem). Une fois les identifications effectuées, les temps de 

rétentions des peptides sont réalignés. En effet, les peptides peuvent avoir des temps de rétentions 

légèrement différentes selon les injections. Il est alors nécessaire de réaligner les temps de rétention 

pour augmenter la précision de la quantification. Ensuite, chaque pic identifié dans une fenêtre de 

temps de rétention d’une analyse LC-MS/MS est comparé avec chaque pic non identifié d’une autre 

analyse LC-MS/MS dans la même fenêtre (également appelé « match between runs »). L’identification 

Figure 13. Méthodes de quantifications relatives sans marquages 
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est transférée d’une analyse à l’autre si les pics non identifiés ont les mêmes propriétés (m/z, état de 

charge) que les pics identifiés dans la même fenêtre de temps de rétention. Les données doivent 

également être normalisées : des différences en intensités peuvent être dues à des variations 

expérimentales soit dans la préparation d’échantillons ou lors de l’injection des échantillons sur la LC-

MS/MS. Une normalisation est alors nécessaire pour pouvoir comparer les échantillons entre eux. 

Enfin, les protéines sont quantifiées en utilisant les signaux des peptides. Dans le logiciel Maxquant, 

les intensités normalisées sont reportées sous le nom Label-free Quantification ou LFQ. Ces données 

peuvent être ensuite intégrées dans un logiciel d’analyses statistiques nommé Perseus et développé 

par (Tyanova et al., 2016). 

Plusieurs logiciels ont été développés ces dernières années pour réaliser la quantification label-

free, certains sont open-source (Maxquant, OpenMS), d’autres commerciaux (Proteome Discoverer®, 

Progenesis QI®, Peaks®). Les différents logiciels quantifient un nombre différent de protéines, d’après 

(Välikangas, Suomi and Elo, 2018), Maxquant et Progenesis performent le mieux en termes de 

précision de quantification. Progenesis®, est un logiciel originalement développé par Nonlinear 

Dynamics (Waters) pour la quantification label-free. D’après,(Välikangas, Suomi and Elo, 2018), 

Progenesis quantifie moins de protéines que les autres logiciels mais avec une meilleure précision et 

avec très peu de valeurs manquantes. Maxquant est un logiciel versatile gratuit, créé en 2007 par 

Juergen Cox, composé d’une suite d’algorithmes dont l’algorithme MaxLFQ, développé pour la 

quantification label-free (Cox et al., 2014). Sur les mêmes jeux de données, Maxquant quantifie un plus 

grand nombre de protéines avec une bonne précision, notamment en utilisant une imputation des 

données réalisée avec le logiciel Perseus, développé par la même équipe. 

En synthèse, les avantages de la quantification label-free sont les suivants : i) La simplicité de 

la préparation d’échantillons ; ii) Une plus grande gamme dynamique analysée ; iii) Pas de limite dans 

le nombre d’échantillons à comparer. 

Le problème principal de la quantification label-free est la présence de valeurs manquantes. 

Lorsque l’on compare plusieurs échantillons, il peut arriver qu’une protéine soit quantifiée dans 

certains échantillons et pas dans d’autres, générant ainsi des valeurs manquantes. Afin de comparer 

les échantillons entre eux et réaliser des tests statistiques, il ne doit pas y avoir de valeurs manquantes 

dans les données. Les valeurs manquantes sont causées par deux raisons : l’absence du peptide dans 

l’échantillon et/ou une absence stochastique des peptides due au DDA (ie. Le peptide est présent à 

une abondance au-dessus de la limite de détection de l’instrument mais n’est pas détecté). Il n’y a 

toujours pas de consensus dans la communauté scientifique sur la gestion de ces valeurs manquantes. 

Eliminer les protéines qui présentent des valeurs manquantes peut conduire à une liste réduite de 
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protéines quantifiées et à l’exclusion des protéines potentiellement d’intérêt. Afin de prendre en 

compte un maximum de protéines, différentes méthodes d’imputation peuvent être utilisées 

(Karpievitch, Dabney and Smith, 2012). Certaines méthodes sont disponibles dans des suites logiciels 

(tel que Perseus) et consistent à imputer des valeurs constantes ou des valeurs générées au hasard qui 

suivent une distribution normale de valeurs de faible intensité calculée sur la distribution des valeurs 

détectées.  

Afin de limiter le nombre de valeurs manquantes, certains logiciels tels que Maxquant possèdent une 

option appelée « match between runs » ou MBR (Figure 14), qui permet de transférer l’identification 

d’un peptide d’un échantillon à un autre. En effet, lorsque le peptide a été identifié dans un premier 

échantillon et que ce même peptide existe dans le deuxième échantillon mais n’a pas été identifié (soit 

car il n’y a pas eu de spectre MS/MS associé à ce peptide, soit le spectre MS/MS obtenu n’est pas 

d’assez bonne qualité pour permettre l’identification du peptide), ce dernier aura une valeur de 

quantification reportée par le logiciel (                        Tableau 2) (Cox and Mann, 2008). Cette option est 

particulièrement utile pour les peptides présents en faible abondance. 

Le MBR peut aussi être utilisé avec une librairie de spectres, obtenue à partir d’un 

préfractionnement de l’échantillon, pour gagner en profondeur d’analyse, dans le but d’augmenter le 

nombre de peptides quantifiés et par conséquent, le nombre de protéines quantifiées. 

 

 

Figure 14. Principe du “match between runs” 
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 Quantification Quantification 
 Peptide 1 Peptide 1 
  Echantillon 1 Echantillon 2 

"MATCH BETWEEN RUNS" 
Valeur 
d'intensité 
reportée 

Valeur 
d'intensité 
reportée 

 PAS DE "MATCH BETWEEN RUNS" 
Valeur 
d'intensité 
reportée 

Valeur 
d'intensité 
NON reportée 

 
                        Tableau 2 : Exemple de quantification obtenue avec « match between runs » 

 

Ces dernières années, de nombreux efforts ont été réalisés pour développer une alternative 

au DDA, le “data-independent acquisition” ou DIA. Le DIA est un mode d’acquisition développé en 

2004 par Yates (Venable et al., 2004) qui permet de fragmenter sans a priori tous les ions sur une 

gamme de masse m/z prédéfinie (généralement 25 Da). Cette fragmentation est répétée 

séquentiellement jusqu’à couvrir toute la gamme de masse (généralement entre 400 Da et 2000 Da). 

Il n’y a alors pas de biais lors de la fragmentation, tous les ions sont fragmentés indépendamment de 

leur intensité, et en théorie, pas de sous-échantillonnage qui est l’inconvénient principal de la méthode 

DDA. Le DIA apparaît donc comme une méthode qui permettrait de limiter au maximum les valeurs 

manquantes. Cependant, il est nécessaire de constituer une bibliothèque ou « library » en mode DDA 

avant de pouvoir analyser des données DIA. De plus, les spectres obtenus sont complexes et 

demandent un développement conséquent des logiciels d’analyse pour traiter ce genre de données : 

peu de laboratoires ont mis en place la quantification label-free en DIA, laquelle reste un défi majeur. 

Dernièrement, de nouvelles avancées en matière de “deep learning” permettent de se passer 

des librairies générées expérimentalement (Gessulat et al., 2019). Ainsi, une équipe a développé une 

approche de “deep learning” permettant d’analyser les données DIA avec des librairies spectrales 

générées in silico, ce qui permet un gain de temps et qui dispense de réaliser les analyses DDA en 

amont du DIA (Yang et al., 2020). Ces approches, très prometteuses, ne sont toujours pas 

implémentées pour une utilisation en routine. 

Pour mon projet de thèse, nous avons décidé de réaliser les analyses quantitatives par label-

free, car nos tests au laboratoire ont montré que cette méthode permettait de quantifier le plus grand 

nombre de protéines par rapport à des méthodes avec marquage sur l’instrumentation installée sur la 

plateforme. De plus, cette quantification présente d’autres avantages tels que la possibilité d’inclure 

des patients additionnels au fur et à mesure de la collecte d’échantillons biologiques, ainsi que la 
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facilité de la préparation d’échantillons. Pour analyser ces données quantitatives, nous avons choisi de 

nous orienter vers le logiciel Maxquant, qui est un logiciel complet, possédant la fonction « match 

between runs », qui analyse mieux les spectres HCD que d’autres logiciels (Mancuso et al., 2012) et 

quantifie de façon rapide et précise les protéines. 
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1.3.2 APPROCHES PROTEOMIQUES POUR L’ETUDE DU SYNDROME NEPHROTIQUE 

1.3.2.1 PROTEOMIQUE DES PODOCYTES DANS DES MODELES DU SNI 

Les podocytes du glomérule rénal sont particulièrement difficiles à étudier. En effet, ces 

cellules adhèrent fortement aux capillaires sanguins autour desquels ils sont enroulés. Il est alors 

compliqué de les isoler à un haut degré de pureté pour les analyser. De plus, les podocytes 

représentent seulement 1% des cellules du rein et environ 20% des cellules du glomérule (Takemoto 

et al., 2006). La microdissection laser sur des coupes congelées de glomérules ou des coupes fixées à 

la paraffine ne permet pas d’isoler facilement les différents types cellulaires. De plus, cette technique 

ne permet pas de récupérer beaucoup de protéines. 

En dépit de ces limitations, une analyse protéomique a été réalisée sur un glomérule rénal par 

microdissection laser de 3 patients HSF (2 idiopathiques corticorésistants primaires et 1 

corticorésistant avec mutation de la néphrine) (Höhne et al., 2018; Koehler et al., 2020). Le protéome 

glomérulaire a été comparé à celui des glomérules non sclérosés provenant de tumeurs rénales à 

cellules claires. Les auteurs ont conclu que les podocytes provenant de patients HSF à un stade avancé 

de la maladie ne pouvaient pas être analysés seuls de façon concluante à cause du processus de 

dédifférenciation perdant l’expression des protéines spécifiques et du détachement des podocytes 

menant à une sous-représentation de leurs protéines, ne pouvant pas ainsi être comparés au contrôle. 

Pour donner un sens à cette première analyse, ils ont alors comparé les protéines identifiées dans cette 

expérience avec les protéines surexprimées des podocytes provenant d’un modèle de souris 

reproduisant les lésions HSF. Ils ont ainsi identifié des protéines communes associées au protéasome 

(PSMB7) et à la réorganisation du cytosquelette (Filamine-B, TRIM32) ainsi qu’un rôle du facteur de 

transcription STAT-1 (Koehler et al., 2020). Récemment, des méthodes pour purifier les podocytes des 

autres cellules du glomérule ont été développés en utilisant le FACS. Ces approches nécessitent des 

souris transgéniques qui expriment les protéines étiquetées GFP sous le contrôle du promoteur de la 

néphrine. Cette approche a permis d’identifier 119 protéines spécifiques au podocyte (500 000 cellules 

ou 5/20µg) par quantification label-free (Boerries et al., 2013).  

L’étude menée par Xu et al.  a permis d’analyser 251 profils d’expression spécifique à l’HSF 

reproduits chez un rat Sprague Dawley, ayant subi une néphrectomie unilatérale. Notamment parmi 

ces profils, l’identification de la thymosine β4, une protéine associée à l’inhibiteur de l’activateur du 

plasminogène 1 et est impliquée dans l’angiogenèse et la réparation de blessures, est 

différentiellement exprimée chez le modèle HSF par rapport à un modèle sain (Xu et al., 2005). 
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Ainsi, dû aux difficultés associées à l’étude de cellules de patients, afin de mieux comprendre 

les mécanismes cellulaires podocytaires impliqués dans la maladie, les principales études 

protéomiques ont été réalisées sur des cultures de podocytes immortalisées ou sur des modèles 

animaux néphropathiques. 

Les cultures cellulaires immortalisées ont le désavantage de ne pas former de diaphragme de 

fente. Ces cellules expriment en petit nombre de copies des protéines de la néphrine et la podocine, 

protéines clés de cette structure. Ces modèles sont ainsi utilisés pour étudier les réseaux de 

signalisation podocytaires, la signalisation du diaphragme de fente et les implications du cytosquelette 

sur le podocyte. Dernièrement, l’étude menée par le laboratoire de Cologne a permis de cartographier 

7240 protéines dans les podocytes en culture en utilisant les données transcriptomiques et les données 

protéomiques (Rinschen et al., 2016). 

1.3.2.2 PROTEOMIQUE DES LT DES PATIENTS MCNS 

Aucune étude protéomique des LT n’a été réalisée chez les patients HSF à ce jour. Une seule 

étude est parue en 2008 et porte sur l’analyse protéomique des LT chez les MCNS (González et al., 

2009). Cette étude avait pour but d’identifier les protéines dont l’expression est augmentée dans les 

LT de patients MCNS en rechute comparé à des patients non-protéinuriques. L’étude protéomique 

réalisée utilisait le couplage de l’électrophorèse 2D suivie de l’analyse par spectrométrie de masse 

MALDI TOF-TOF. Cette étude a seulement mis en évidence 4 protéines dérégulées chez les MCNS en 

rechute : la L-plastine, l’annexine III, l’α-tropomyosine et la glutathionne peroxidase. Parmi ces 4 

protéines, 3 protéines sont associées au cytosquelette et impliquées dans l’activation des LT, ce qui 

suggère un rôle du réarrangement du cytosquelette dans la physiopathologie de la maladie. La 

limitation majeure de cette étude est le peu de matériel récupéré des spots 2D et la sensitivité limitée 

du MALDI-TOF/TOF. Pour les spots 2D, seuls ceux avec une abondance suffisante conduisaient à 

l’identification des protéines, ce qui expliquerait le peu de protéines différentielles trouvées dans cette 

étude. 

1.3.2.3 PHOSPHOPROTEOMIQUE 

Introduction sur la phosphorylation 

La phosphorylation est la modification post-traductionnelle la plus fréquente chez les 

protéines humaines. Les études récentes estiment que 75% des protéines des cellules eucaryotes sont 

phosphorylées (Sharma et al., 2014). Cette modification est régulée par l'ajout ou le retrait d’un ion 

phosphate, réaction catalysée par des kinases et phosphatases respectivement. Ainsi, le génome 



   
 

38 
 

humain contient 518 gènes codant pour des kinases et environ 100 gènes pour des phosphatases 

(Tonks, 2006). L’activité de ces enzymes est finement régulée, et module le niveau de phosphorylation 

des protéines. On estime qu’elles pourraient phosphoryler et déphosphoryler 700 000 sites potentiels 

de protéines des cellules eucaryotes (Ubersax and Ferrell, 2007). De plus, la plupart des protéines sont 

phosphorylées sur de multiples résidus par différentes kinases, ce qui ajoute un niveau supplémentaire 

de complexité au protéome des protéines phosphorylées (phosphoprotéome). La phosphorylation a 

un impact sur tous les aspects de la vie cellulaire des protéines : leur fonction, leur localisation, leurs 

interactions avec d’autres protéines, et elle est également fortement impliquée dans la transduction 

du signal intracellulaire (Olsen et al., 2006). Ainsi, l’étude des phosphorylations est importante car une 

activité anormale des kinases et phosphatases et associée à une dérégulation des signaux 

intracellulaires, ce qui peut conduire au développement de nombreuses maladies (Boucher, 

Kleinridders and Kahn, 2014; Tenreiro, Eckermann and Outeiro, 2014; Ardito et al., 2017), notamment 

de nombreuses pathologies rénales (Feng, 2020). 

Approches pour l’étude du phosphoproteome 

La phosphorylation peut être étudiée par différentes techniques. L'approche biochimique 

classique est le plus souvent ciblée, et repose sur la détection des phosphorylations par des anticorps 

spécifiques. Bien que l’utilisation d’anticorps dirigés contre des sites spécifiques phosphorylés 

permette d’étudier facilement les modulations des phosphoprotéines d’intérêt, les anticorps dirigés 

contre la plupart des phosphosites et protéines n’existent pas toujours commercialement. La 

spectrométrie de masse est alors apparue comme la technique rendant possible l’étude des 

phosphoprotéines de façon non ciblée, ce qui permet d’identifier de nouvelles phosphoprotéines et, 

plus particulièrement, de localiser leurs sites de phosphorylation. Il devient alors intéressant d’à la fois 

identifier les sites phosphorylés avec précision mais aussi quantifier les changements en niveaux de 

phosphorylation de ces sites afin de mieux comprendre la signalisation cellulaire mise en jeu au cours 

de ces pathologies humaines. 

De larges efforts ont été réalisés pour développer des approches globales pour l’analyse 

quantitative des phosphoprotéines (phosphoproteomique) à haut débit par spectrométrie de masse. 

Il est désormais possible d’identifier plus de 38 000 phosphosites dans un type cellulaire (Sharma et 

al., 2014).  

Des développements récents dans les méthodes de préparation d’échantillon, d’analyse de 

données (localisation correcte du site de phosphorylation) et dans les méthodes de quantification des 

phosphoprotéines ont pu permettre l’analyse comparative des phosphoprotéomes.  

Une étape d’enrichissement des phosphoprotéines (ou phosphopeptides après digestion des 



   
 

39 
 

protéines) est essentielle car elles sont représentées en faible proportion comparé aux peptides non 

phosphorylés et ces derniers gênent la détection des phosphopeptides par spectrométrie de masse.  

Les méthodes d’enrichissement sont basées sur la chromatographie d’affinité, notamment des 

immunopurifications ou par chimio-affinité via des ions métalliques immobilisés (IMAC), soit par 

échange ionique (SCX) ou encore avec du dioxyde de titane (TiO2). Les approches basées sur les 

immunopurifications reposent sur des anticorps anti-phosphoTyrosine (pY), très spécifiques, et sont 

utilisées lorsqu’il y a un intérêt particulier pour ces sites, notamment pour l’analyse des récepteurs 

tyrosine kinases (RTK) (Hunter, 2009). Par contre, les anticorps anti-phosphoSerine (pS) et 

phosphoThreonine (pT) ne sont pas très spécifiques et ne sont pas utilisés dans ce type d’études 

(Murray, Spivey and Woscholski, 2013). Il a été observé que l’IMAC et la SCX sont des méthodes pour 

lesquelles on retrouve un grand nombre de liaisons non-spécifiques, conduisant à une faible spécificité 

et un faible rendement d’enrichissement des phosphopeptides (Thingholm, Jensen and Larsen, 2009). 

Après des tests préliminaires, pour le travail de ma thèse la chromatographie d’affinité sur TiO2 a été 

choisie pour sa haute spécificité envers les phosphopeptides mono et multi phosphorylés, et pour sa 

capacité à capturer les pY, pT et pS. 

Une fois les phosphopeptides enrichis, ils sont séparés et analysés par LC-MS/MS. La présence 

d’une phosphorylation sur un peptide se traduit par une augmentation de la masse du précurseur et 

de certains ions fragments. A partir de ces éléments, la position de la phosphorylation peut être 

déterminée dans la séquence. Cependant, il n’est pas toujours possible d’identifier le site de 

localisation de la phosphorylation précisément, surtout dans le cas où plusieurs S, T ou Y se retrouvent 

proches dans le même peptide. Un score de confiance est alors attribué au site de phosphorylation le 

plus probable grâce aux logiciels Andromeda (MaxQuant) (Cox et al., 2011) ou ptmRS (Taus et al., 

2011). La quantification des phosphoprotéines peut être réalisée avec marquage ou sans marquage 

(label-free). Dans ce manuscrit, la méthode label-free a été utilisée pour réaliser les quantifications de 

phosphoprotéomique. Elle nécessite que le design expérimental soit reproductible et bien qu’elle soit 

moins précise que les méthodes avec marquage, elle permet d’éviter les problèmes liés aux marquages 

(coût élevé des réactifs, marquage partiel, limitation du nombre d’échantillons) (Zhang et al., 2013).  

L’analyse des phosphoprotéines dans le SNI 

L’étude des phosphorylations dans le SNI est cruciale dans la compréhension des mécanismes 

et pour développer de nouvelles pistes thérapeutiques. On connait l’implication de la phosphorylation 

de la synaptopodine dans le SNI. En effet, les anti-calcineurines sont régulièrement utilisés dans le 

traitement des HSF primaires résistants aux corticostéroïdes. Ce traitement permet de réduire la 

protéinurie en empêchant la déphosphorylation de la synaptopodine sur les résidus T216 et S619, ce 
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qui lui permet de se lier à la protéine 14-3-3β et ainsi, de stabiliser le cytosquelette du podocyte (Faul 

et al., 2008). 

Des études ont démontré l’activation de la signalisation de la voie JAK/STAT chez l’HSF dans la 

cohorte NEPTUNE, avec une plus haute activité transcriptionnelle de STAT1 et des niveaux de STAT1 

phosphorylés au niveau glomérulaire et tubulaire chez les patients HSF. Cette voie d’activation pourrait 

être un mécanisme clé cellulaire impliqué dans la progression de la maladie glomérulaire. Chez des 

patients atteints de néphropathie diabétique, un traitement à base d’inhibiteurs de JAK/JAK2 permet 

de réduire l’albuminurie et est bien toléré, suggérant que ce traitement pourrait également être utilisé 

avec succès chez des patients HSF (Tao et al., 2018). 

A ce jour, aucune étude globale des phosphorylations à large échelle n’a été réalisée dans le 

contexte du SNI. Cependant, des études phosphoprotéomiques ont été réalisées sur des glomérules 

murins entiers non pathologiques afin de dresser une cartographie des protéines phosphorylées dans 

les cellules glomérulaires (composées de podocytes et de cellules mésangiales) (Rinschen et al., 2014). 

Cette étude a permis d’identifier 2449 phosphoprotéines correspondant à 6868 sites de 

phosphorylations dont 1717 nouveaux sites de phosphorylations non répertoriés dans 

PhosphoSitePlus (Hornbeck et al., 2012). Notamment, 16 phosphosites non connus sont identifiés sur 

5 protéines majeures du diaphragme de fente : Neph1, néphrine, podocine, CD2AP et TRPC6. Parmi 

ces protéines, il a été démontré qu’un défaut au niveau du site de phosphorylation T232 de la podocine 

est retrouvée chez certains patients HSF (Tonna et al., 2008). 

1.3.2.4 PROTEOMIQUE DES RAFTS 

Introduction sur les rafts 

La membrane plasmique est composée de lipides, protéines, glycanes dans différentes 

proportions et sa composition dépend du type cellulaire. Les lipides sont les éléments constitutifs 

principaux des membranes. Parmi les lipides membranaires, on retrouve des phospholipides, des 

sphingolipides, des glycolipides et du cholestérol. Le rôle des lipides membranaires a été décrit dans 

de nombreuses études et différents modèles ont été proposés pour expliquer la structure de ces 

membranes et leur interaction avec les autres composants cellulaires. Initialement pensée comme une 

structure rigide, Singer et Nicolson ont proposé en 1972, le modèle de la mosaïque fluide pour décrire 

le comportement dynamique de la membrane cellulaire et leur composition hétérogène (Singer and 

Nicolson, 1972). Elle est définie comme asymétrique car la composition en lipides diffère pour chaque 

feuillet de la membrane. 
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Le concept de « lipid rafts » a été introduit en 1997 (Simons and Ikonen, 1997) où les auteurs 

décrivent pour la première fois l’existence de clusters de membranes, riches en sphingolipides et en 

cholestérol, et qui sont mobiles. A l’intérieur de ces clusters, les protéines peuvent être sélectivement 

inclues ou exclues des rafts et ainsi concentrer des partenaires spécifiques, exclure des régulateurs 

négatifs, induire des changements conformationnels ou encore réguler les propriétés membranaires 

de façon locale. Les protéines forment ainsi de larges complexes avec les lipides. Ces rafts ont pour 

fonction de faciliter les interactions entre protéines et constituent des plateformes pour la 

signalisation intracellulaire. Dans la littérature, on parle de radeaux lipidiques, ou de microdomaines 

ou de nanodomaines, mais également de « detergent-resistant membranes » (DRMs) pour désigner 

les rafts. Contrairement à la composition hétérogène du reste de la membrane plasmique, les rafts 

sont très compacts, ce qui les rend insolubles aux détergents non ioniques (tels que le Triton X-100) à 

basse température. Ces rafts sont de faible densité dû à la présence d’acides gras insaturés, ce qui 

permet de les séparer du reste de la membrane après extraction membranaire et ultracentrifugation 

dans un gradient de densité composé d’iodixanol ou de sucrose (Boesze-Battaglia, 2006). 

Bien que le terme rafts ait été initialement utilisé pour décrire les parties de membranes 

plasmiques, ils ont également été décrits au niveau des membranes des organelles, on parle alors de 

rafts intracellulaires. De la même façon qu’au niveau de la membrane plasmique, les rafts 

intracellulaires facilitent la réorganisation des molécules qui est nécessaire pour la signalisation 

moléculaire à l’intérieur des organelles mais également inter-organelles, via le tri et le trafic de 

composants membranaires entre les différentes organelles. Ainsi, la composition en lipides des 

membranes de différentes organelles est différente de la composition en lipides de la membrane 

plasmique (Ouweneel, Thomas and Sorci-Thomas, 2020). 

En dépit des nombreux efforts réalisés en développements méthodologiques sur les rafts, on 

ne connait toujours pas précisément leur taille, structure et composition. Certaines études (Pralle et 

al., 2000) montrent que les radeaux lipidiques ont une taille de l’ordre du nanomètre (taille estimée 

entre 50 et 200nm de diamètre). Les rafts sont ainsi de très petites tailles mais également très 

dynamiques, à la fois en diffusion latérale mais aussi dans leur formation et leur dissolution, ce qui 

rend leur détection très difficile dans les cellules vivantes. Cependant, la présence de rafts a été décrite 

en utilisant des techniques de FRET (Owen et al., 2012), de super-résolution (Sezgin et al., 2019), par 

microscopie électronique (Prior et al., 2003) ou encore par suivi dynamique de molécules uniques 

(Komura et al., 2016). Ainsi, la microscopie à super-résolution a été appliquée à des cellules de 

lymphocytes B vivantes. Les auteurs (Stone and Veatch, 2015) ont montré que les protéines BCR 

étaient recrutées dans les radeaux lipidiques et incluaient des régulateurs clés pour l’activation du 

lymphocyte B. Ces résultats confirment ce qui a déjà été observé dans d’autres cellules du système 
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immunitaire et qui mènent à la même observation, à savoir le rôle important des rafts dans l’activation 

des cellules immunitaires. 

Approches pour l’étude du raftome 

Les études protéomiques sur les rafts ont pour but de mieux comprendre les voies de 

signalisation cellulaire et leur modulation. L’étape la plus importante dans l’analyse protéomique des 

rafts est la purification des rafts.  Après une lyse cellulaire avec ou sans détergents, les membranes 

sont séparées selon leur densité par ultracentrifugation dans un gradient de sucrose ou d’iodixanol. 

Enfin, à partir de la fraction contenant les membranes des rafts, de faible densité, les protéines sont 

extraites et analysées par spectrométrie de masse. 

La méthode la plus utilisée pour purifier les rafts exploite la particularité physico-chimique des 

rafts à savoir la résistance aux détergents non-ioniques à froid, comme le Triton X-100 (Boesze-

Battaglia, 2006). La majorité des lipides membranaires et des protéines sont efficacement solubilisés 

dans 1% Triton X-100 tandis que les membranes de rafts, résistantes à ce détergent, sont alors 

récupérées par flottaison dans un gradient de sucrose ou iodixanol. A cause de cette caractéristique, 

les radeaux lipidiques sont également appelés « detergent-resistant membranes » ou DRM. Le triton 

X-100 est le détergent le plus utilisé mais d’autres détergents sont également utilisés comme le Triton 

X-114, CHAPS, NP-40, Octylglucoside, Brij et Lubrol. L’utilisation de détergents est controversée dans 

la mesure où certaines études montrent qu’ils induisent des artefacts : la composition et les propriétés 

des radeaux lipidiques sont dépendants de la nature chimique et la concentration du détergent, de la 

température et de la durée de solubilisation. Il a été suggéré que les détergents pourraient induire des 

formations artéfactuelles de structures de radeaux lipidiques qui ne sont pas présentes dans les 

membranes natives avant traitement au détergent (Hancock, 2006). Des études ont démontré que des 

protéines des rafts peuvent être solubilisées par le Triton X-100 (Simons and Toomre, 2000) et que 

l’utilisation de ce détergent causait une redistribution des gangliosides (Heffer-Lauc et al., 2005). Ainsi, 

cela questionne la validité de cette approche qui ne peut pas être représentative de ce qu’il se passe 

in vivo. La principale alternative à l’utilisation de détergents repose sur la disruption des cellules par 

sonication sans détergents puis purification par flottaison des rafts dans un gradient de sucrose ou 

d’iodixanol dans des conditions de tampons physiologiques (Smart et al., 1995; Song et al., 1996). 

Cependant, les protocoles utilisant le sucrose requièrent de multiples et de longues centrifugations 

produisant peu de rendements. D’autres méthodes utilisant l’iodixanol permettent de réduire le temps 

de centrifugation (Macdonald and Pike, 2005). Ainsi, dans ce manuscrit, une méthode sans détergent 

combinée à une ultracentrifugation courte dans l’iodixanol a été choisie comme la méthode la plus 
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rapide qui se rapproche le plus des conditions physiologiques pour analyser les rafts par spectrométrie 

de masse. 

Une base de données nommée Raftprot (Mohamed et al., 2019) rassemble toutes les données 

protéomiques des rafts publiées dans la littérature. La base de données permet d’explorer les données 

en fonction de l’espèce, du type cellulaire, du type de préparation d’échantillon et du type de 

spectromètre de masse utilisé. Selon les données répertoriées sur Raftprot V2 (https://raftprot.org/), 

une très grosse majorité d’études protéomiques ont été réalisées en utilisant du détergent (86%) 

tandis que seulement 14% ont été réalisées sans détergent. Très peu d’études utilisent le gradient 

d’iodixanol avec la spectrométrie de masse, une étude a employé un gradient d’iodixanol pour purifier 

les rafts avant de les séparer par gel SDS-PAGE et de réaliser la digestion dans le gel, puis les protéines 

des rafts sont analysées par MALDI et ESI-Quadrupole (Bagnat et al., 2000). Bien que l’iodixanol soit la 

méthode la plus rapide et la plus pratique, il n’est pas utilisé dans les études lipidomiques où le sucrose 

lui est préféré. En effet, l’iodixanol peut se retrouver avec les lipides après extraction ce qui affecte la 

précision et la fiabilité des données de spectrométrie de masse de lipidomique (Lingwood and Simons, 

2007).  

La difficulté d’éliminer l’iodixanol lors de l’analyse par spectrométrie de masse pourrait 

expliquer le peu d’études utilisant cette molécule. 

Par ailleurs, l’isolement des rafts étant techniquement difficile et long, les études 

protéomiques actuelles se limitent à étudier les rafts à partir de lignées cellulaires en culture ou à partir 

de tissus, avec seulement peu d’études qui s’attardent sur des sous-populations cellulaires ou des 

échantillons peu abondants. Dans la partie des résultats sera décrite une méthode qui a été mise au 

point au cours de la thèse, afin d’analyser les rafts préparés par iodixanol sur une sous-population 

cellulaire, les LT isolés à partir d’une souris.   

L’analyse des rafts dans le SNI 

Aucune étude protéomique a été réalisée sur les rafts dans le contexte de la maladie. Les 

différentes études réalisées ces dernières années reposent essentiellement sur l’utilisation de la 

microscopie photonique pour visualiser le comportement des protéines des rafts à la membrane 

plasmique (Tanimura et al., 2003; Gao et al., 2011; Dinic et al., 2015) ou par des méthodes 

biochimiques via l’isolement des rafts par ultracentrifugation et détection des protéines par Western-

Blot (Huber et al., 2001; Schwarz et al., 2001). 
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Axe néphrine/podocine/CD2AP 

Dans le podocyte, les rafts sont essentiels pour le fonctionnement du diaphragme de fente. 

Ainsi, la néphrine, une protéine clé du diaphragme de fente, est recrutée dans les rafts où elle est 

phosphorylée par Fyn (Simons et al., 2001). Le recrutement de la néphrine dans les rafts contrôle la 

morphologie cellulaire du podocyte via les protéines adaptatrices Nck qui régulent la polymérisation 

de l’actine (Verma et al., 2006). Les protéines adaptatrices sont des protéines qui contiennent des 

domaines qui modulent les interactions entre protéines. La plupart des protéines adaptatrices sont 

localisées au niveau des rafts ou près des rafts dans les podocytes et leurs interactions sont régulées 

via la phosphorylation et déphosphorylation de protéines cibles (Benzing, 2004). 

La podocine contient un motif de reconnaissance pour les lipides, ce qui lui permet d’être 

recrutée dans les rafts et colocalise ainsi avec la néphrine et augmente son activité de 40 fois in vitro 

(Huber et al., 2001). Elle se lie et régule le récepteur TRPC6, qui est un canal modulant l’entrée du 

calcium dans les podocytes. Le podocyte étant contractile (Drenckhahn and Franke, 1988), il peut être 

régulé par le niveau de calcium dans le microenvironnement (Reiser et al., 2005). Le complexe 

podocine et néphrine est ainsi important pour le maintien de la structure du podocyte mais aussi dans 

la signalisation du podocyte. Des études utilisant la technologie Cre-lox permettant au gène de la 

podocine d’être inactivée chez la souris, montrent que ce modèle produit des lésions HSF après 4 

semaines (Mollet et al., 2009). 

CD2AP, une protéine adaptatrice du podocyte, interagit avec la néphrine et la podocine et 

permet de les ancrer au cytosquelette du podocyte. Lorsque la fonction de la protéine CD2AP est 

altérée, le podocyte est plus fragile et est plus sujet à des lésions podocytaires. Des variants de CD2AP 

peuvent mener à une mort prématurée des podocytes. Des études utilisant des souris KO pour CD2AP, 

montrent que ces souris développent une protéinurie massive et meurent à l’âge de 6 semaines, 

soulignant le rôle important de CD2AP dans la barrière de filtration glomérulaire (Kim et al., 2003). 

 Axe néphrine PI3K/Akt/Rac1 

Une autre voie de signalisation impliquant la néphrine est via l’axe PI3K/Akt/Rac1. La Néphrine 

et CD2AP recrutent PI3K à la membrane plasmique, activant ainsi la signalisation dépendante d’Akt qui 

est nécessaire pour la régulation du cytosquelette d’actine et la survie de la cellule. Parmi les protéines 

régulant l’assemblage et l’organisation du cytosquelette d’actine, les petites protéines G de la famille 

Rho (ou Rho GTPases) semblent jouer un rôle fondamental (Tapon and Hall, 1997). Cette famille est 

composée de 3 membres majeurs : Rac1, RhoA et Cdc42 (Etienne-Manneville and Hall, 2002). Une 

augmentation de Rac1 et une diminution de RhoA entraine une perte de l’architecture normale du 
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cytosquelette (Zhu et al., 2008). La phosphorylation de la néphrine régule ainsi la polymérisation et la 

réorganisation de l’actine avec la voie PI3K/Akt/Rac1, de concert avec d’autres voies de signalisation, 

comme celle impliquant les protéines Nck et N-WASP. 

Axe néphrine/Nck/N-WASP 

Les unités de la néphrine de deux podocytes adjacents interagissent entre elles. Ainsi, la partie 

extracellulaire de la néphrine transmet les signaux du diaphragme de fente vers le cytosquelette 

d’actine intracellulaire. La partie cytoplasmique interagit et se lie à des protéines adaptatrices comme 

CD2AP ou Nck. Ces protéines adaptatrices interagissent directement avec l’actine ou avec des 

protéines de liaison de l’actine comme la β-actinine-4, la synaptopodine, la cofiline etc. La partie 

cytoplasmique de la néphrine est composée de 6 résidus tyrosine conservés, qui peuvent être 

phosphorylés par des membres de la famille des src kinase dans des conditions physiologiques ou 

pathologiques. Une fois la néphrine phosphorylée par Fyn, le domaine SH2 de Nck se lie à la phospho-

néphrine et les domaines SH3 de Nck se lient à N-WASP et PAK. N-WASP va à son tour activer le 

complexe Arp2/3, qui interagit directement avec le cytosquelette d’actine. PAK, une fois phosphorylée, 

va agir directement sur l’actine-F (Zhu et al., 2010). Nck, N-WASP et PAK sont ainsi recrutés et activés 

lors de la réparation du podocyte lorsqu’il y a besoin d’une réorganisation et polymérisation rapide de 

l’actine. L’organisation des protéines des rafts du podocyte est schematisée dans la Figure 15. 

Figure 15. Résumé des protéines des rafts des podocytes impliquées dans l’HSF 
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Rafts des LT 

Le rôle des rafts est essentiel pour l’activation des LT. Une activation complète du LT nécessite 

deux signaux reçus par la liaison du récepteur des cellules T (TCR) avec le complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH) de la cellule présentatrice de l’antigène (CPA). Il se forme ainsi ce que l’on 

appelle la synapse immunologique qui stimule et contrôle l’activation du LT. Le premier signal est 

déclenché par la reconnaissance du TCR avec l’antigène, le complexe TCR-CD3 se forme alors et va 

permettre la transduction du signal. Le second signal est un signal de co-activation qui implique la 

liaison du CD28 du LT avec CD80 du CPA (Zumerle, Molon and Viola, 2017). Des études ont démontré 

que le récepteur TCR n’est pas localisé dans les rafts au repos et est transloqué dans les rafts lors de 

l’activation du lymphocyte T (Montixi et al., 1998). D’autres études montrent que le TCR est localisé 

dans les rafts au repos mais que les rafts s’agrègent ensemble lors de l’activation du lymphocyte T 

(Dinic et al., 2015). La signalisation du lymphocyte T est dépendante des protéines Lck et LAT, qui sont 

constitutivement présentes dans les rafts.  Après stimulation du TCR, la protéine tyrosine kinase ZAP70 

se lie au TCR phosphorylé dans les rafts et active LAT et recrute d’autres protéines adaptatrices pour 

l’activation du LT. Lors de l’activation du LT, Lck devient active et phosphoryle les motifs ITAM des CD3. 

Lck permet le recrutement et la phosphorylation de ZAP70, qui à son tour, va phosphoryler la protéine 

LAT. La protéine Gads s’associe à LAT et SLP-76 qui va lier Nck et moduler la réorganisation du 

cytosquelette via PAK1 et MEK. La protéine Rac1, recrutée dans les rafts lors de l’activation du TCR, 

régule également la réorganisation du cytosquelette. La protéine Ras, également recrutée dans les 

rafts, peut aussi réguler le cytosquelette d’actine via MEK mais de surcroît, jouer un rôle dans la 

prolifération du LT via la PI3K et Akt (schéma en Figure 16). 

Figure 16. Protéines des rafts et associées aux rafts lors de l’activation des LT 
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1.3.2.5 PROTEOMIQUE DES FLUIDES BIOLOGIQUES 

L’examen histologique du rein est une étape diagnostique essentielle car elle permet de 

différencier les LGM des HSF, qui nécessitent des stratégies thérapeutiques différentes et pour prédire 

la possible évolution de la maladie. Cependant, la biopsie rénale est une procédure invasive qui peut 

mener à des complications comme des hématomes, des fistules artérioveineuses et des infections. De 

plus, la biopsie rénale est contre-indiquée dans certaines circonstances, notamment, lors de troubles 

de l’hémostase, une hypertension non contrôlée par médicaments ou la présence d’un seul rein  

(Whittier and Korbet, 2004). Il y a donc un besoin de rechercher des biomarqueurs à partir d’une 

méthode non invasive pour établir le diagnostic définitif, idéalement dans les fluides biologiques des 

malades. 

Plasma 

Enjeux 

Le sang est un fluide biologique qui peut être collecté facilement et de façon peu invasive. Il 

irrigue tous les organes et tissus du corps et contient ainsi, toutes les protéines sécrétées par les 

cellules et tissus. Sa composition est ainsi modifiée dans diverses pathologies. Le plasma, la partie du 

sang débarrassée des réticulocytes, constitue ainsi la meilleure source pour la découverte de nouveaux 

biomarqueurs diagnostiques ou pronostiques de nombreuses maladies. En revanche, l’analyse du 

protéome du plasma représente un enjeu majeur dans le domaine de la protéomique. Cette difficulté 

est liée à la gamme dynamique du plasma qui s’étend sur 12 ordres de magnitude (Figure 17) alors que 

les spectromètres de masse ne détectent qu’une gamme dynamique de 4 voire 5 ordres de magnitude 

pour les plus récents (Anderson and Anderson, 2002). Le Human Plasma Proteome Project est une 

initiative débutée en 2002 dont le but est de reporter les protéines présentes dans le plasma (Nanjappa 

et al., 2014). A ce jour, environ 3500 protéines ont été détectées dans le plasma, ces identifications 

provenant de 180 études avec un FDR <1%. Cela représente moins de 20% du protéome humain. 

Les stratégies permettant d’analyser en profondeur le plasma reposent sur l’utilisation de 

fractionnement et/ou de déplétion. La déplétion utilisant des anticorps dirigés contre les protéines les 

plus abondantes du plasma est la méthode la plus utilisée pour accéder à l’identification des protéines 

les moins abondantes. D’autres méthodes exploitent les propriétés physico-chimiques des protéines 

par liaisons colorant-protéines, précipitation différentielle par poids moléculaire, précipitation ou 
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l’utilisation de librairies peptidiques permettant d’égaliser les contenus protéiques du plasma (Lee et 

al., 2019). 

Aucune protéine différentielle a été identifiée par analyse protéomique sur le plasma de 

patients HSF, bien qu’une tentative infructueuse ait été rapportée dans la littérature (Lopez-Hellin et 

al., 2013). Dans cette étude, un pool de plasma et d’urine de deux groupes de patients récidivants (8 

plasma) et non récidivants (27 plasma) après la greffe rénale a été utilisé, mais aucune différence n’a 

été détectée entre les deux pools. Par contre, dans l’urine, la protéine ApoA-Ib a été retrouvée 

augmentée chez les récidivants et validée par Western-Blot sur 6 sur 6 de patients récidivants et non 

détectée chez 33 sur 34 patients non récidivants. Ainsi, la détection précoce de ApoA-Ib pourrait 

prédire la récidive avant que les premiers symptômes, permettant ainsi une meilleure prise en charge. 

Cette protéine est également retrouvée dans une autre étude où ApoA1 est différentiellement 

augmentée dans les urines de 4 HSF résistants aux corticostéroïdes par rapport à 6 HSF sensibles aux 

corticostéroïdes (Kalantari et al., 2014). 

Plusieurs études protéomiques ont été réalisées sur le plasma de patients pédiatriques LGM. 

Deux patients dont le plasma a été prélevé avant traitement et après rémission ainsi que quatre 

patients ont été intégrés dans l’étude pour le recueil d’urines. Les validations par ELISA ont été 

réalisées sur 14 patients différents. Après déplétion de l’albumine et des IgG, ils ont identifié 388 

protéines dans le plasma et 18 différentiellement modulées dans le plasma avant et après rémission. 

Figure 17. Gamme dynamique du protéome plasmatique. Extrait de (Anderson and Anderson, 2002) 
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Ces protéines sont des protéines abondantes plasmatiques telles que les protéines de la coagulation 

(fibrinogène, alpha-2-macroglobuline) qui présentent une expression plus élevée (2 fois) chez les 

patients avant traitement. Les protéines suPAR, CLCF-1, CD40 ou encore CASK, présentées par d’autres 

auteurs comme potentiels facteurs de perméabilité chez les HSF, n’ont pas été identifiées dans cette 

étude. En revanche, l’expression de la protéine hémopexine est diminuée avant traitement dans le 

plasma des patients avant traitement, ce qui a également été observé dans une autre étude (Bakker 

et al., 2005).  Pour le protéome urinaire, 425 protéines ont été identifiées avec 38 protéines 

différentiellement exprimées dont la protéine E-cadhérine, étant en plus faible abondance dans les 

urines des patients avant traitement. Cette protéine facilite les adhésions cellules-cellules et pourrait 

avoir un impact sur l’intégrité de la barrière de filtration glomérulaire (Andersen et al., 2012). 

 Une étude pédiatrique protéomique a été réalisée sur le plasma de 8 patients corticorésistants 

et 7 patients corticosensibles avant et après traitement avec corticostéroïdes. Après déplétion des 20 

protéines les plus abondantes du plasma, 226 protéines ont été identifiées sur ces 15 patients en 

utilisant un spectromètre de masse performant (Orbitrap Elite). Le but de cette étude était d’identifier 

des biomarqueurs prédictifs de la corticorésistance avant tout traitement. Des validations par 

Western-Blot ont permis de confirmer des niveaux d’expressions protéiques élevés chez les 

corticorésistants de ces protéines : la vitamine D binding protein, l’hémopexine, l’adiponectine, la sex 

hormone-binding globulin et APOL1. Ces protéines ont ainsi été proposées comme biomarqueurs 

potentiels capables de distinguer les formes corticorésistantes des formes corticosensibles (Agrawal 

et al., 2019). 

Urine 

Enjeux 

Dans le contexte du SNI, l’urine est un fluide biologique intéressant car elle est directement en 

contact avec les podocytes. Elle présente plusieurs avantages par rapport au plasma : elle reflète 

directement les changements physiologiques se produisant dans le rein, elle peut être collectée 

facilement de manière non-invasive en grande quantité, et elle pose moins de défis analytiques 

comparé au plasma. Ainsi, l’urine est souvent le fluide biologique de choix pour rechercher des 

biomarqueurs dans diverses maladies rénales (Bourderioux et al., 2015; Jung et al., 2020). Cependant, 

lorsque la barrière de filtration glomérulaire est altérée, la composition de l’urine est fortement 

contaminée par les protéines plasmatiques. Ainsi, une analyse protéomique urinaire nécessite d’être 

réalisée de préférence lorsque la progression de la maladie n’est pas avancée et la fonction du rein est 

encore préservée.  
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De nombreuses études protéomiques sur l’urine ont été réalisées durant la dernière décennie 

chez les HSF en utilisant des approches variées. 

Des biomarqueurs pour différencier les HSF des autres maladies glomérulaires telles que la 

glomérulonéphrite extra-membraneuse (GEM) ou la néphropathie à IgA ont été reportés (Nafar et al., 

2014). En revanche, il paraît difficile de différencier les LGM des HSF (Choi et al., 2017). 

Une étude (Kalantari et al., 2014) a été réalisée afin d’identifier des biomarqueurs 

pronostiques entre des HSF modérés (eGFR>60cc/min/1.73m²) et graves (eGFR<60cc/min/1.73m²), ce 

qui pourrait permettre de surveiller la progression de la maladie. Ils ont identifié 110 protéines avec 

un spectromètre de masse récent (Q-Exactive MS) et parmi les 54 protéines différentiellement 

exprimées entre les 2 groupes de patients, la ribonucléase 2 et l’haptoglobine étaient les plus 

dérégulées. Le rôle de la ribonucléase 2 et de l’haptoglobine dans le contexte de la maladie n’est pas 

clair mais il a été démontré qu’il y a avait une corrélation entre la concentration de ces protéines et 

l’insuffisance rénale (Humphrey et al., 1977; Costacou et al., 2009). 

Un modèle de classification a été développé dans une autre étude (Pérez et al., 2014) qui 

permet de différencier les LGM des HSF en analysant leur profile protéique urinaire par MALDI-TOF. 

Ils ont avec succès classifié 72% des HSF et 81% des LGM en utilisant un profil protéique dont l’α-1-

antitrypsine a une expression diminuée chez les HSF comparés aux LGM. Cette protéine pourrait avoir 

un rôle dans la maladie via son action anti-inflammatoire et anti-apoptotique (Zager, Johnson and 

Frostad, 2014). Les profils d’expression ont également été validés par ELISA sur un groupe de patients 

HSF (n=14) et LGM (n=14) (Pérez et al., 2017) 

Les échantillons d’urine de 5 patients atteints de syndrome néphrotique (formes de la maladie 

non mentionnées) ont été séparés à haut pH en 20 fractions (via une méthode « offline » utilisant une 

HPLC) puis analysés par triple TOF MS pour un total de 809 protéines identifiées (Wang et al., 2017). 

Cette étude représente la plus large identification de protéines dans les urines chez des patients 

atteints de syndrome néphrotique. 

Vésicules extracellulaires (EVs) 

Les vésicules extracellulaires (extracellular vesicles or EVs) sont des vésicules possédant une 

double couche lipidique et présentes dans tous les fluides biologiques. Les EVs sont sécrétées par tout 

type cellulaire et peuvent potentiellement être porteurs de messages intercellulaires (Figure 18). Les 

EVs sont divisées en plusieurs groupes, selon leur taille et le mécanisme de biogénèse dont elles sont 

originaires. On distingue les exosomes (30-150nm) qui sont formés à partir d’endosomes 

multivésiculaires suivi de leur fusion avec la membrane plasmique ; les microvésicules (100-1000nm) 

qui proviennent directement de la membrane plasmique et les corps apoptotiques, qui sont des 

vésicules formées lors de l’apoptose (>1000nm).  
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Les exosomes et les EVs ont en commun le regroupement des lipides et des protéines à la 

surface des membranes plasmiques/endosomales et ils contiennent tous deux des protéines et autres 

biomolécules. Leur composition et sécrétion est différente dans diverses pathologies et est modulée 

par différentes conditions de stress (inflammation chronique, infection, hypoxie, stress mécanique et 

oxydatif etc.) (Abramowicz, Widłak and Pietrowska, 2019). Les EVs du sang proviennent des cellules du 

sang, la plupart venant de plaquettes, de cellules endothéliales, des érythrocytes, des leucocytes mais 

aussi de toutes les cellules du corps des tissus et organes irrigués par le sang (Figure 19). 

Enjeux 

A l’instar de la protéomique du plasma, la protéomique des EVs connaît les mêmes écueils. Les 

EVs plasmatiques sont contaminées par les protéines les plus abondantes du plasma, telles que 

l’albumine, et les EVs urinaires le sont par les protéines abondantes de l’urine telles que l’uromoduline. 

Néanmoins, le niveau de cette contamination reste faible et gérable lors de l’analyse protéomique, à 

condition que la préparation des EVs soit bien maitrisée. 

Figure 18. Biogénèse et sécrétion des vésicules extracellulaires (EV) Représentation schématique de l’origine et la 
sécrétion des EV (vésicules extracellulaires). Les exosomes dérivent des vésicules intraluminales par 
bourgeonnement dans les endosomes précoces. Ceux-ci évoluent en corps multivésiculaires qui fusionnent avec les 
lysosomes pour la dégradation des protéines ou fusionnent avec la membrane plasmique où ils délivrent leur 
contenu au milieu extracellulaire. Les microvésicules proviennent directement de la membrane plasmique. Les 
corps apoptotiques sont obtenus suite à la mort programmée des cellules. 



   
 

52 
 

EVs du plasma 

Les EVs du plasma peuvent avoir des origines très variées (Figure 19). Récemment, les auteurs 

d’une étude (Ma et al., 2020) ont isolé les exosomes à partir d’échanges plasmatiques de patients 

atteints de neuromyélite optique, une maladie auto-immune touchant les nerfs de l’œil et de la moelle 

épinière. Cette étude a permis d’identifier 647 protéines exosomales en utilisant le DIA à partir de 8 

patients et 40 échanges plasmatiques (5 par patients). 

Les EV peuvent traverser la membrane basale glomérulaire, il est alors possible de les utiliser 

comme véhicules thérapeutiques qui cibleraient les cellules rénales (Wang et al., 2016). Dans une autre 

étude (Zhang et al., 2017), des transcrits d’ARNm trouvés dans les exosomes plasmatiques de patients 

transplantés peuvent prédire un rejet de greffe. Récemment, une étude utilisant des EVTrap, des billes 

magnétiques recouvertes de groupements lipophiles ciblant les lipides des exosomes, ont permis 

d’identifier 2238 protéines à partir de 5µL de plasma sur un Q-Exactive HF-X (Iliuk et al., 2020). 

 

EVs de l’urine 

Il existe peu d’études protéomiques analysant les microvésicules urinaires chez les HSF. 

Une étude utilise comme technique l’immunoabsorption avec des billes recouvertes d’anticorps anti-

CR1, Complement Receptor 1, une protéine marqueur spécifique du podocyte, pour enrichir les 

exosomes provenant des podocytes des urines. Les exosomes sont ensuite digérés en gel puis analysés 

Figure 19. Vésicules extracellulaires des cellules sanguines 
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par LC-MS/MS avec un LTQ Orbitrap velos. Cet enrichissement a permis d’identifier 1195 protéines 

dont 65% présentes dans la base de données ExoCarta, qui répertorie les protéines identifiées dans les 

exosomes humains de nombreux tissus et lignées cellulaires. Cette méthode ne permet pas de 

s’affranchir totalement des protéines les plus abondantes de l’urine (albumine, uromoduline) mais 

enrichit aussi les protéines spécifiques du podocyte (Prunotto et al., 2013). 

Une autre étude utilise un gradient sucrose/D2O 5-30% afin de purifier les vésicules 

membranaires glomérulaires enrichies en podocine et podocalyxine, provenant donc des parties 

apicales des podocytes. Ce gradient permet de séparer l’uromoduline, protéine retrouvée en très 

larges quantités dans l’urine, ainsi que l’albumine des autres protéines. Cette étude identifie 5657 

protéines à partir d’urines de 3 GEM ce qui fait de cette étude la plus large base de données protéique 

urinaire de maladies glomérulaires. Dans cette étude, les protéines telles que la néphrine, TPRC6 et 

CD2AP ont été détectées dans les exosomes de patients atteints de syndrome néphrotique mais pas 

chez les individus sains. Ainsi, les auteurs ont développé une approche qui permet d’étudier en 

profondeur les protéines impliquées dans les maladies glomérulaires en étudiant les vésicules 

membranaires glomérulaires (Hogan et al., 2014). 

Une dernière étude propose WT-1 comme un biomarqueur potentiel de lésions podocytaires. 

Les exosomes urinaires de 7 patients HSF et 12 patients non-HSF (sensibles aux corticostéroïdes) ont 

été analysés et la quantification de la protéine WT-1 permet de distinguer les patients HSF actifs des 

non-HSF (Zhou et al., 2013). 
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OBJECTIFS DE LA THÈSE 

Le principal objectif des travaux de cette thèse est de mieux comprendre la physiopathologie 

du syndrome néphrotique idiopathique en suivant deux axes complémentaires : 

 Un axe fondamental, afin d’étudier les mécanismes cellulaires impliqués dans les lymphocytes 

T et les podocytes dans le contexte du SNI à l’aide de modèles animaux et cellulaires 

 Un axe clinique, afin d’identifier de potentiels biomarqueurs impliqués dans le processus 

physiopathologique à partir d’une petite cohorte de patients. 

Pour atteindre cet objectif, j’ai dû dans un premier temps mettre en place une stratégie afin 

d’améliorer la sensibilité de l’analyse protéomique. Ensuite, face aux résultats encourageants obtenus, 

cette approche a été appliquée à l’analyse du protéome total du lymphocyte T afin de mieux 

comprendre le rôle de CMIP dans ces cellules. La protéine CMIP pouvant être localisée dans les rafts, 

j’ai aussi développé une méthode permettant l’analyse des rafts à partir d’une faible quantité de 

matériel, les LT purifiés à partir d’une seule souris. Nous avons ainsi analysé l’impact de CMIP sur le 

protéome des rafts lymphocytaires.  

Afin de mieux comprendre les premiers événements de signalisation cellulaire déclenchés par 

des potentiels facteurs circulants responsables de la récidive post greffe de la HSF, nous avons 

également analysé le raftome et le phosphoprotéome des podocytes après les avoir mis en contact 

avec le plasma des patients. 

Enfin, dans un contexte plus clinique, les échanges plasmatiques (fraction soluble et vésicules 

extracellulaires -EVs-) des patients SNI en récidive post-greffe ont été analysés afin de mettre en 

évidence des biomarqueurs du SNI et/ou de son évolution vers une récidive. 
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RESULTATS 

1.4 AXE FONDAMENTAL 

1.4.1 MISE AU POINT D’UNE METHODE FASP POUR L’ANALYSE DES LT 

Introduction 

Afin de mieux comprendre la physiopathologie du SNI, nous voulions utiliser la spectrométrie 

de masse pour identifier les protéines impliquées dans les processus moléculaires de cette maladie. La 

préparation des échantillons pour l’analyse par spectrométrie de masse est une étape essentielle. Elle 

nécessite une solubilisation complète de toutes les protéines avec des détergents pour réaliser une 

analyse en profondeur du protéome. En revanche, les détergents ne sont pas compatibles avec 

l’analyse par spectrométrie de masse et peuvent être éliminés par différentes méthodes telles que la 

précipitation, la chromatographie, par SDS-PAGE ou par l’utilisation de filtres (“Filter-Aided Sample 

Preparation” ou FASP). 

Objectifs de l’étude 

Nous avons ainsi décidé dans un premier temps de mettre en place une stratégie de 

préparation des échantillons qui nous permettrait d’obtenir une solubilisation complète des protéines 

et une meilleure reproductibilité dans l’identification des protéines comparé aux méthodes classiques 

pour pouvoir l’appliquer à ce projet de thèse. 

Résultats obtenus 

Nous avons comparé la méthode FASP, qui consiste à déposer les protéines sur un filtre 

moléculaire de 30kDa et de réaliser sur ce même filtre toutes les étapes nécessaires à la digestion des 

protéines par centrifugation. Ces filtres sont disponibles dans le commerce sous deux formes : filtres 

à fond plat ou filtres à fond conique. Lorsque la méthode initiale du FASP a été publiée, les auteurs ont 

utilisé des filtres à fond conique, ce qui leur permettait de réaliser la digestion de façon très rapide 

grâce à la forme des filtres qui permet de diminuer les temps de centrifugation. Cependant, nos 

résultats montrent que lorsqu’on utilise du SDS, qui permet de solubiliser complètement les protéines, 

à une concentration de 2%, ce détergent n’était pas correctement éliminé par les filtres coniques. Nous 

avons digéré des quantités différentes 1, 10 et 100µg avec des concentrations différentes de SDS (0,1% 

et 2%) pour connaître quelle était l’efficacité de ces filtres sur de petites quantités de protéines comme 

sur de grandes quantités. Nous avons comparé les performances du FASP avec la précipitation à 

l’éthanol. Les résultats obtenus montrent une supériorité du FASP à fond plat comparé au FASP à fond 

conique et à la précipitation à l’éthanol. 
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Conclusions 

Cette méthode permet d’utiliser une haute concentration de SDS afin de solubiliser 

complètement les protéines et de les digérer de façon reproductible même sur de petites quantités de 

protéines comme le montre les digestions réalisées sur un îlot pancréatique (2000 cellules) où le FASP 

à fond plat permet d’identifier 2463 protéines par rapport à la précipitation à l’éthanol où seulement 

1169 protéines sont identifiées.  
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1.4.2 CMIP EST UN REGULATEUR NEGATIF DES LYMPHOCYTES T 

Introduction 

Les études menés dans notre laboratoire ont permis d’identifier un gène anormalement 

exprimé dans les cellules de patients atteints par le syndrome néphrotique idiopathique (SNI) : le gène 

CMIP. Ce gène, qui est faiblement ou pas exprimé dans les tissus des individus sains, s’exprime à 

l’inverse fortement au cours des poussées et est réprimé en rémission, à la fois dans les LT ainsi que 

dans les podocytes, cibles du SNI. Dans une étude réalisée sur des patients pédiatriques, les résultats 

ont montré que les rechutes étaient associées à un déficit fonctionnel de la sous-population des T-reg 

(Boumediene et al., 2018). De plus, ces rechutes sont accompagnées d’une induction importante du 

transcrit de CMIP dans les PBMC de ces patients.  

Objectifs de l’étude 

Notre laboratoire a créé un modèle de souris qui surexprime CMIP, sous le contrôle du 

promoteur Lck, lorsque le LT est activé, afin de mieux comprendre les conséquences fonctionnelles de 

la surexpression de CMIP dans ces cellules. Les lymphocytes T ont été purifiés à partir de la rate par 

immunosélection négative, synchronisés et activés avec des anticorps anti-CD3 et anti-CD28, qui 

miment les premiers signaux de l’activation lymphocytaire.  

Notre objectif était d’évaluer l’impact de CMIP sur le protéome du LT par spectrométrie de 

masse. Pour cela, nous avons appliqué la méthode FASP (fond plat) mis en place au cours de la thèse 

et qui permet de complètement solubiliser les protéines tout en gardant une bonne reproductibilité 

dans la digestion afin de quantifier de façon précise les changements du protéome sous l’effet de 

l’expression de CMIP. 

Résultats obtenus 

L’effet de CMIP est multiple et agit à plusieurs niveaux : lors de l’activation et de la prolifération 

du LT, en passant par le métabolisme lipidique, mais également au niveau du cytosquelette du LT. 

Les quantifications par qRT-PCR ont révélé que l’induction du transcrit de CMIP était associée 

à une diminution de la production des cytokines IL-2, IL-4 et IFN-γ chez les souris transgéniques. De 

plus, ce profil cytokinique est associé à une diminution des formes actives des Src kinases (p-Y418), 

protéines qui permettent la transduction du signal lors de l’activation du LT. Ces résultats suggèrent 

ainsi un défaut d’activation des LT. L’activation du LT et la formation de la synapse immunologique 

s’accompagne d’une relocalisation de multiples protéines membranaires dans les microdomaines de 

type raft. Chez les souris transgéniques, le co-marquage par immunofluorescence de la toxine 

cholérique, permettant le marquage du ganglioside GM1, marqueur des rafts, et des Src kinases 
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montrent que la relocalisation et la phosphorylation activatrice des Src kinases ne s’opère pas lors de 

l’activation du LT. L’étude dynamique par vidéomicroscopie a confirmé que CMIP empêche le 

regroupement des rafts et de leurs protéines et marqueurs lipidiques au niveau de la synapse 

immunologique.  

Afin de savoir si CMIP a également un effet sur le lipidome, pas seulement ceux présents au 

niveau des rafts mais de façon globale, une étude de lipidomique non ciblée a démontré que le 

métabolisme des sphingolipides est significativement altéré avec une expression diminuée des 

gangliosides de GM2 et GM3 dans les cellules qui surexpriment CMIP. 

Enfin, la comparaison des protéines des lymphocytes T, en condition non activée (T0 min) et 

en condition activée (T15 min), a permis de mettre en évidence les voies perturbées en présence de 

CMIP. Ce sont des protéines impliquées dans le remodelage lipidique ou le métabolisme des 

nucléotides entre autres. Au total, 2660 protéines ont été identifiées dans les deux conditions en 

triplicats biologiques et en triplicats techniques et ont été quantifiées par label-free. Dans la condition 

activée, 13 protéines ne sont pas présentes chez les contrôles mais sont augmentées ou inchangées 

chez les souris transgéniques, notamment des protéines impliquées dans l’organisation du 

cytosquelette d’actine, comme la cofilin-1, qui a été validée par Western Blot. 

Conclusions 

CMIP apparaît comme un régulateur négatif de l’activation du LT et pourrait être impliqué dans 

la désorganisation du cytosquelette via la dérégulation de l’activité de la cofilline-1. 
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1.4.3 DEVELOPPEMENT D’UNE APPROCHE SENSIBLE S-TRAP POUR L’ANALYSE DU RAFTOME 

DES LYMPHOCYTES T 

Introduction  

Les résultats obtenus montrant le défaut de polarisation des rafts quand CMIP est exprimé par 

les LT nous ont amené à nous intéresser aux acteurs de cette polarisation par des approches 

protéomiques. L’analyse des rafts par spectrométrie de masse fait face à de multiples enjeux tels que 

la solubilisation complète des rafts avant analyse MS, le rendement obtenu à partir de faibles quantités 

d’échantillon, l’utilisation controversée des détergents pour les isoler, la pureté et les temps de 

préparation des rafts. Afin de réduire les biais liés à l’utilisation de détergents, qui peuvent être 

introduits lors de la préparation des rafts, et également de réduire les temps d’ultracentrifugation 

inhérents à cette préparation, nous avons choisi d’utiliser une méthode sans détergent couplé à une 

ultracentrifugation rapide dans un gradient d’iodixanol. Peu d’études reportent l’utilisation de la 

spectrométrie de masse sur des échantillons contenant de l’iodixanol. En effet, la méthode FASP 

développée au cours de ma thèse n’est pas compatible pour analyser les protéines des rafts. Elle 

n’élimine pas complètement l’iodixanol ce qui rend les analyses quantitatives moins précises et peu 

reproductibles, surtout sur de petites quantités de protéines où une contamination est spécialement 

problématique.  

Objectifs de l’étude 

La quantité de rafts récoltée à partir de LT d’une seule souris étant particulièrement faible, 

cela nous a incité à développer une méthode sensible qui permet d’éliminer les contaminants liés à la 

préparation, dont l’iodixanol, de façon efficace et reproductible. En effet, nous avons choisi de ne pas 

pooler les rafts de différentes souris afin de garder une puissance statistique satisfaisante. Nous avons 

décidé de publier cette méthode en utilisant uniquement les souris WT. 

Résultats obtenus 

Plusieurs méthodes ont été testées afin d’éliminer l’iodixanol : FASP, précipitation, étape 

supplémentaire d’ultracentrifugation, mais une seule a permis d’éliminer l’iodixanol : le S-Trap. Cette 

méthode permet de piéger les protéines sur une grande surface, ce qui rend possible l’élimination de 

la plupart des contaminants et autres détergents qui pourraient gêner l’analyse par spectrométrie de 

masse. Cette méthode a ainsi été utilisée pour la constitution d’une base de données in-house de rafts 

de LT de souris en fractionnant les peptides à haut pH chaque fraction du gradient d’iodixanol. En effet, 

nous avons décidé de créer notre base de données des rafts car toutes les préparations visant à séparer 

certaines classes de protéines, et la préparation des rafts n’est pas une exception, ne sont jamais pures. 
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Lors de la préparation des rafts, on n’obtient jamais 100% de rafts. De plus, les études des rafts des LT 

de souris ne sont pas nombreuses et il a été difficile de s’appuyer sur des résultats déjà existants. 

Ainsi, la plupart des études se contentent de réaliser des WB contre des protéines marqueurs 

afin de déterminer la fraction du gradient de densité contenant les rafts. Avec l’utilisation de 

spectrométrie de masse, notre étude a permis d’identifier et de caractériser 894 protéines des rafts 

des LT. Afin de créer notre base de données, nous nous sommes appuyés sur la sélection de protéines 

ayant le même comportement que les protéines marqueurs des rafts, la flotilline-1, flotilline-2 et LAT 

(Linker for Activation of T-cells), à savoir une présence augmentée dans la fraction 2 par rapport aux 

autres fractions du gradient d’iodixanol. Enfin, nous avons appliqué le S-Trap sur des rafts des LT de 

souris, non stimulés et stimulés par les anticorps contre CD3 et CD28 à 15 minutes. L’analyse statistique 

comparative des différentes conditions démontre qu’une faible quantité de protéines des rafts ont un 

recrutement différentiel après stimulation des lymphocytes T à 15min. Après sélection des protéines 

complètement présentes dans une condition et absentes dans l’autre, 3 protéines sont recrutées dans 

les rafts à T0 tandis que 39 protéines sont recrutées dans les rafts à T15. Parmi ces protéines, Akt2 et 

NCK1 sont connues pour être impliquées dans l’activation du LT. Ces résultats ont finalement été 

confirmés par la technologie WES (Western Immunoassay), qui permet de détecter les protéines de 

faible abondance, pour les protéines Akt2 et NCK1. 

Conclusions  

Nous avons mis au point une méthode permettant l’analyse protéomique des rafts (raftome) 

isolés par gradient d’iodixanol à partir d’une souris et créé une base de données in-house de protéines 

de rafts de LT murins. 
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1.4.4  IMPACT DE L’EXPRESSION DE CMIP SUR LE PROTEOME DES RAFTS DES LT 
 

Introduction  

Afin d’étudier l’impact de CMIP dans l’activation du LT, nous avons appliqué le même type 

d’analyse sur les LT purifiés à partir d’un modèle murin de surexpression de CMIP humain spécifique 

du LT. Les résultats préliminaires montrent l’inhibition par CMIP des voies de signalisation PI3K/Akt et 

NF-κB, ainsi que l’interaction spécifique de CMIP avec les phosphoinositides membranaires, sa 

présence dans les rafts des podocytes et un rôle majeur dans l’organisation de ces microdomaines 

membranaires dans le lymphocyte T. 

Objectifs de l’étude 

Les analyses réalisées sur ce modèle nous permettraient de mieux comprendre l’effet de CMIP 

sur le protéome des rafts lors de l’activation du LT. Les résultats de notre laboratoire suggèrent que 

CMIP pourrait constituer une cible thérapeutique dans le contexte du SNI. Par conséquent, une 

meilleure compréhension de sa fonction aurait un impact significatif sur la prise en charge des malades. 

Résultats obtenus 

Les LT provenant de rates de 4 souris différentes ont été immunosélectionnés par colonne 

magnétique, synchronisés puis stimulés ou non par les anticorps ciblant CD3 et CD28 pendant 15 

minutes. Les protéines des rafts ont été purifiées après ultracentrifugation dans un gradient de densité 

en utilisant une solution d’iodixanol. L’analyse par spectrométrie de masse a permis d’identifier et de 

quantifier en moyenne 2222 protéines en condition non activée et 2320 protéines en condition 

activée.  

D’après les résultats obtenus sur les souris WT, Nck1 est recrutée dans des conditions normales 

d’activation dans les rafts ou associée à des protéines des rafts lors de l’activation du TCR du LT. Cette 

protéine, qui joue un rôle crucial dans l’organisation du cytosquelette, n’est plus recrutée ou associée 

aux protéines des rafts en présence de CMIP. Par ailleurs, Akt2, recrutée dans les rafts dans des 

conditions d’activation chez les souris WT, est constitutivement localisée dans les rafts en présence de 

CMIP, même avant l’activation. Cette protéine est également présente dans les rafts de LT de souris 

LCK dans des conditions non activées. A l’instar de Nck1, les protéines Itsn2, Pdlim1, Tbc1d10a et Tgfb1 

jouant un rôle dans la fonction du LT et/ou dans la dynamique des protéines des rafts, ne sont plus 

recrutées dans les rafts chez les souris LCK, à l’exception de Cherp (Figure 20). 
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Conclusions 

Nos résultats suggèrent que CMIP a un impact sur l’activation et la prolifération des LT mais 

aussi sur l’organisation du cytosquelette via Nck1 dans le LT, ce qui reflète les résultats obtenus dans 

le podocyte (Zhang et al., 2010). Des confirmations par WES sont en cours. 

  

Figure 20. Recrutement differentiel des protéines dans les rafts en forction de la présence de CMIP  
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1.4.5 SIGNALISATION PROXIMALE DU PODOCYTE SOUS L’EFFET DES ECHANGES 

PLASMATIQUES DE PATIENTS EN RECIDIVE POST-GREFFE DE LA HSF 

Introduction  

Le lien physiopathologique entre le lymphocyte T et le podocyte dans le contexte du SNI reste 

un terrain insuffisamment exploré. Les hypothèses actuelles penchent sur la sécrétion d’un facteur 

soluble par le LT ayant un effet direct délétère pour les podocytes. Nous avons choisi de travailler avec 

des échanges plasmatiques car les grandes quantités (3L) récupérées après une session de 

plasmaphérèse permettent de réaliser un grand nombre d’expériences à partir du même échantillon. 

Objectifs de l’étude 

Nous avons décidé d’explorer le protéome des rafts et le phosphoprotéome des podocytes 

incubés en présence de fluide d’échange plasmatique de patients de SNI, afin de mettre en évidence 

les modifications des voies de signalisation proximales altérées dans le podocyte, afin de mieux 

comprendre l’effet des potentiels facteurs circulants responsables de la récidive. 

Résultats obtenus 

Nous avons collecté les échanges plasmatiques de patients HSF venant d’être greffés en 

récidive (rFSGS) ainsi que des échanges plasmatiques de patients contrôles (non HSF) afin d’identifier 

les mécanismes qui sont spécifiques à la récidive. Etant donné que les traitements ont une influence 

sur le protéome, nous avons choisi d’inclure dans notre groupe contrôle des patients qui ont 

également eu une greffe rénale et ayant reçu les mêmes traitements que les patients HSF récidivants, 

à savoir des corticostéroïdes et des immunosuppresseurs pour prévenir les rejets de greffe. 

Les résultats raftomiques ont permis d’identifier et de quantifier 3163 protéines au total. La 

pureté de l’analyse des rafts a été évaluée par Western-Blot mais également par les intensités des ions 

MS des protéines marqueurs des rafts : la flotilline-1 et la flotilline-2. De plus, une analyse Gene 

Ontology Cellular Component a permis de déterminer quelle fraction cellulaire était la plus 

représentée. Sans surprises, les protéines membranaires sont plus représentées dans la purification 

des rafts par rapport au total, ainsi que les protéines membranaires plasmatiques et les exosomes. 

L’analyse raftomique a mis en évidence une augmentation du recrutement des protéines du complexe 

Ragulator (LAMTOR-2, LAMTOR-3, LAMTOR-4 et LAMTOR-5) chez les patients rFSGS concomitant avec 

une diminution du recrutement des protéines mitochondriales. Le complexe Ragulator est essentiel 

pour l’activation de mTORC1 dans la voie mTOR et des études ont montré que mTOR contrôlait la 

dynamique des protéines mitochondriales. Ces résultats suggèrent une dérégulation de la voie mTOR 

dans les podocytes traités avec du plasma de patients rFSGS. 
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Les données phosphoprotéomiques ont permis de quantifier 5084 phosphosites au total dont 

66 sites de phosphorylation qui sont statistiquement différentes entre les deux groupes. 

Sur ces 66 phosphoprotéines, 32 sites étaient surexprimés ou seulement détectés dans le groupe rFSGS 

par rapport au contrôle tandis que 34 sites étaient sous-exprimés ou non détectés dans le groupe 

rFSGS par rapport au contrôle. Parmi les 66 phosphoprotéines dont l’expression est modulée : 13 

phosphoprotéines sont associées à un réarrangement du cytosquelette et 5 phosphoprotéines sont 

impliquées dans l’activation de mTOR. 

Conclusions 

Nos résultats suggèrent une dérégulation de la voie mTOR et du cytosquelette d’actine au 

niveau du recrutement des protéines dans les rafts ainsi qu’au niveau des phosphorylations. 
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ABSTRACT 

Non-genetic idiopathic nephrotic syndrome (INS) is a rare glomerulopathy attributed to direct 

or indirect interaction of putative circulating factors with podocytes. One of the manifestations of the 

disease is the recurrence of focal and segmental glomerulosclerosis (rFSGS) within hours after renal 

transplant in certain individuals. To date, the nature and identity of circulating factors has not been 

confirmed, while the pathogenic mechanisms in the podocyte are partially understood. We aimed to 

study the early proximal signaling events in podocytes to the plasma from post-transplant recurrent 

patients, by a combination of phosphoproteomics and lipid raft proteomics (raftomics). We incubated 

differentiated human podocytes for 30min with 10% plasma exchange (PE) fluid from either rFSGS 

patients or from non-INS patients having undergone transplant rejection, the latter used as controls. 

We performed differential phosphoproteomics after phosphopeptide enrichment in a TiO2 column. In 

parallel, we isolated lipid rafts and performed differential proteomics by LC-MS/MS analysis. The 

ensemble of results revealed profound differences in proteins involved in the mTOR pathway, in 

autophagy, and in cytoskeleton organization. Validation experiments suggested an altered 

phosphorylation pattern of Hsp27. The observed changes associated with rFSGS plasma incubation   

highlight some of the mechanisms involved in FSGS recurrence and could be used as specific early 

markers of circulating factor activity on podocytes. 
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INTRODUCTION 

Non-genetic Idiopathic nephrotic syndrome (INS) is a group of chronic diseases characterized 
by proteinuria, hypoalbuminemia, dyslipidemia and edema (1). The ultimate origin of this pathological 
condition is currently unknown, but a strong body of evidence points at an immune dysfunction (2-6). 
No specific treatment is available, but corticosteroids and immunosuppressants constitute at present 
the first line therapy. Nevertheless, a high proportion of INS patients do not respond to corticosteroid 
treatment, or develop resistance, which ultimately leads to chronic renal failure and the only 
perspective of replacement therapy, namely dialysis or kidney transplantation (7). In the latter case, 
recurrence of INS after transplantation occurs in 30 to 50% of patients (8). A number of observations 
suggest the association of INS recurrence with an extrarenal circulating factor of protein nature, also 
called glomerular permeability factor (9-15). This has been the subject of intense research, leading to 
identifying several potential candidates, though none of them confirmed to date as a bona fide 
glomerular permeability factor (16) (17) (18) (19). Research has been focused either on a direct search 
in patient serum or plasma (20,21), urine (22) (23) or on the response to patient material of either 
glomeruli (15) (24) or podocytes (25,26), the main cell type in the glomerular permeability barrier.  

The study of podocyte signaling events in response to recurrent INS plasma/serum has 
unveiled or confirmed the involvement of several pathways and proteins in the pathogenesis of INS 
recurrence, such as TNF-a (25) and b3-integrin (16,27) pathways, proteins of the slit diaphragm like 
podocin and nephrin (28), TRPC channels (26), protease activated receptor 1 (PAR1) activity and 
vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP) phosphorylation (29), the small GTPase Rac1 (30) and 
cytoskeletal proteins (31). Many of these components are present or associated with in raft-like 
membrane microdomains, suggesting that the dynamics of raft recruitment of proteins can trigger 
intracellular signaling responses. This implies that early proximal events are decisive in the fate of 
podocyte structure and thereby of glomerular function. Global molecular approaches have never been 
used in this context.  

In the present work, we have analyzed the response of human podocytes to a short contact –
30 minutes- with plasma exchange fluid from patients with recurrent INS. We combined the analysis 
of both raft proteome and total cell phosphoproteome.  

 

MATERIALS AND METHODS 

Patients 
 
Four control patients (CTRL1, CTRL2, CTRL3 and CTRL4, three male and 1 female aged between 45 and 
74 years old) clinically diagnosed with nephropathies other than FSGS, such as IgA nephropathy or 
diabetic nephropathy (Table 1). Control patients faced humoral rejection month or years after renal 
transplantation and consequently received several sessions of plasma exchange (PE). Date of sampling 
corresponds to the first session plasma exchange. Four FSGS patients (rFSGS1, rFSGS2, rFSGS3, rFSGS4) 
developed recurrence of FSGS days or months after renal transplantation. Among these patients, two 
were male and two were female. The age of the patients ranged from 21 and 70 years old. 
ProtU/CreatU levels (>100 mg/mmol for FSGS patients) and serum creatinine levels are reported in the 
table at the date of sampling, Number of transplantations per patient is indicated in the table. All 
patients were submitted to similar immunosuppressor therapy before (or after) plasma exchange 
session. For all patients, plasma exchange was collected and stored  
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Cell culture and treatment 
 
Immortalized human podocytes (AB 8/13) were cultured in collagen A coated-plates (0.1mg/mL) in 
RPMI 1640 medium containing 10% fetal calf serum (FCS), 1% penicillin, 1% streptomycin, and 1% 
Insulin-transferrin-selenium at 33°C. Differentiation was induced by maintaining stable podocyte cell 
lines at 37°C for 10 days. Before treatment, podocytes were starved in 2% FCS for 4 hours. Podocytes 
were then treated with 10% plasma exchange from 8 different patients (4 controls and 4 rFSGS, table 
1) for 30min. After treatment, cells were washed thoroughly three times with ice-cold PBS. For lipid 
raft analysis, cells were directly prepared without freezing the cells pellet. For the phosphoproteome, 
cells were lysed for 1h at 4°C under rotary agitation with RIPA 1X with 1% SDS final concentration, with 
PhosSTOPTM, complete protease inhibitor cocktail (Roche), 1µL of MgCl2 100mM and 1µL Benzonase 
and stored at-80°C before analysis. In a separate series of experiments, podocytes were incubated with 
10% plasma exchange fluid for 30min, 1h, 4h and 24h. Cell protein extracts were prepared in lysis 
buffer B (150 mM NaCl, 10 mM Tris HCl pH 7.5, 2 mM DTT, 10% glycerol, 1 mM EDTA, 1% NP40, 1 mM 
protease inhibitors, 1 mM NaF, and 1 mM sodium orthovanadate). 
 
Lipid raft preparation using OptiPrepTM 
 
Lipid raft-like microdomains were obtained by a detergent-free method based on the one described 
by McDonald and Pike (32). Podocytes were resuspended in 800μl of MBS/Na2CO3 buffer (25mM MES, 
150mM NaCl, 250mM Na2CO3, pH6; supplemented with 1mM PMSF and phosphatase and protease 
inhibitor cocktails) and lysed by passaging 20 times through a 21G needle, followed by sonication 3 
times for 60 seconds in a Vibra Cell 75022 sonicator. The homogenate was mixed with two volumes of 
either 60% OptiPrepTM (Axis Shield) for a final volume of 2ml of 40% OptiPrepTM . A three-step 
discontinuous density gradient was made by sequentially placing 2ml of either 30% OptiPrepTM in 
MBS/Na2CO3 buffer, and 1ml of 5% OptiPrepTM. The mixture was spun in a TL-100 rotor at 268,000×g 
for 2h in an Optima MAX-XP ultracentrifuge (Beckman Coulter). After spinning, one fraction of 600µl 
followed by 5 fractions of 900µl were collected from top to bottom. After verification, fraction 2 
containing rafts was subjected to subsequent analysis. 
To analyze the distribution of flotillin-1, fractions were precipitated by addition of 10% trichloroacetic 
acid (final concentration), incubated overnight at -20°C and washed three times in cold ethanol. The 
resulting dry protein pellets were solubilized in equal volumes of 1× Laemmli buffer and analyzed by 
western blot. 
 
Suspension trapping (S-Trap) 
 
S-TrapTM micro spin column digestion was performed on OptiPrepTM raft fractions according to our 
previous study (33). Briefly, proteins were precipitated overnight using a 10% TCA final concentration 
and washed four times with cold ethanol. Proteins were resuspended and solubilized in 5% SDS, 50mM 
triethylammonium bicarbonate (TEAB, pH 7.55), reduced with 20mM TCEP solution and alkylated with 
the addition of chloracetamide to a final concentration of 50mM. Aqueous phosphoric acid was added 
to a final concentration of 1.2%. Colloidal protein particulate was formed with the addition of 231µL 
S-Trap binding buffer (90% aqueous methanol, 100mM TEAB, pH7.1). The mixture was placed on S-
Trap micro 1.7mL columns and centrifuged at 4,000g for 10 seconds. Columns were washed five times 
with 150µL S-Trap binding buffer and centrifuged at 4,000g for 10 seconds with 180-degree rotation 
of the columns between washes. Samples were digested with 2µg of trypsin (Promega) at 47°C for 1h. 
Peptides were eluted with 40µL of 50mM TEAB followed by 40µL of 0.2% aqueous formic acid and by 
35µL 50% acetonitrile containing 0.2% formic acid. Peptides were finally vacuum dried. 
 
Filter aided sample preparation (FASP)  
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FASP was performed on 200µg of proteins according to (Lipecka et al., 2016) to digest proteins for the 

phosphoproteome. Briefly, samples were reduced with 0.1 M dithiothreitol (DTT) at 60°C for 1 hour. 

Proteins were transferred to Microcon filter units (30 kDa cut-off) and washed twice with 200 μl of UA 

buffer (0.1M Tris, 8M urea, pH 8.9) and concentrated by centrifugation at 14,000 x g for 15 minutes. 

Proteins were alkylated with 100 μl of IAA buffer (0.05M iodoacetamide, 0.1M Tris, pH 8.9) at room 

temperature in the dark for 20 minutes and centrifuged at 14,000 x g for 10 minutes. Proteins were 

then washed twice by adding 100 μl of UA buffer before centrifugation at 14,000 x g for 10 minutes, 

and twice with 100 μl of ABC buffer (0.05M NH4HCO3) before centrifugation at 14,000 x g for 10 

minutes. Filter units were transferred to new collection tubes and samples were incubated with 40 μl 

of ABC buffer containing 1.6 μg of trypsin in a humidity chamber at 37°C for 18 hours. Tubes were 

centrifuged at 14,000 x g for 10 minutes, 40 μl of ABC buffer were added and tubes were centrifuged 

again. Peptides were finally recovered in collection tubes. 

Phosphopeptide enrichment by titanium dioxide (TiO2) and phosphopeptide purification by graphite 
carbon (GC).  
 
Samples were clarified by centrifugation at 14,000g for 10min. Protein concentration was determined 
with DC assay (Biorad) on clarified lysates. 210µg of protein were digested by FASP (34). After 
digestion, 20µg of protein were saved for total proteome analysis while 190µg were used for 
subsequent phophopeptide enrichment. Phosphopeptide enrichment was carried out using a 
Titansphere TiO2 Spin tip (3 mg/200 μL, Titansphere PHOS-TiO, GL Sciences Inc, Japan) an estimated 
1.2 mg of digested proteins for each biological replicate. Briefly, the TiO2 Spin tips were conditioned 
with 20 µL of solution A (80% acetonitrile, 0,1% TFA), centrifuged at 3,000 x g for 2min and equilibrated 
with 20µL of solution B (75% acetonitrile, 0,075% TFA, 25% lactic acid) followed by centrifugation at 
3,000 x g for 2 min. Peptides were resuspended in 10 µL of 2% TFA, mixed with 100 µL of solution B 
and centrifuged at 1,000 x g for 10min. Sample was applied back to the TiO2 Spin tips two more times 
in order to increase the adsorption of the phosphopeptides to the TiO2. Spin tips were washed with, 
sequentially, 20 µL of solution B and two times with 20 µL of solution A. Phosphopeptides were eluted 
by the sequential addition of 50 µL of 5% NH4OH and 50 µL of 5% pyrrolidine. Centrifugation was 
carried out at 1,000 x g for 5 min. 
Phosphopeptides were further purified using GC Spin tips (GL-Tip, Titansphere, GL Sciences Inc, Japan). 
Briefly, the GC Spin tips were conditioned with 20 µL of solution A, centrifuged at 3,000 x g for 2 min 
and equilibrated with 20 µL of solution C (0,1% TFA in HPLC-grade water) followed by centrifugation 
at 3,000 x g for 2 min. Eluted phosphopeptides from the TiO2 Spin tips were added to the GC Spin tips 
and centrifuged at 1,000 x g for 5 min. GC Spin tips were washed with 20 µL of solution C. 
Phosphopeptides were eluted with 70 µL of solution A (1,000 x g for 3 min) and vacuum dried. 
 
NanoLC-MS/MS protein identification and quantification 
 
Samples were resuspended in 35 µL of 1% ACN, 0.1% TFA in HPLC-grade water. For each run, 5 µL was 
injected in a nanoRSLC-Q Exactive PLUS (RSLC Ultimate 3000) (Thermo Scientific, Waltham MA, USA). 
Peptides were loaded onto a µ-precolumn (Acclaim PepMap 100 C18, cartridge, 300 µm i.d.×5 mm, 5 
µm) (Thermo Scientific), and separated on a 50 cm reversed-phase liquid chromatography column 
(0.075 mm ID, Acclaim PepMap 100, C18, 2 µm) (Thermo Scientific). Chromatography solvents were 
(A) 0.1% formic acid in water, and (B) 80% acetonitrile, 0.08% formic acid. Peptides were eluted from 
the column with the following gradient: 5% to 40% B (120 minutes), 40% to 80% (5 minutes). At 125 
minutes, the gradient returned to 5% to re-equilibrate the column for 20 minutes before the next 
injection. Two blanks were run between samples to prevent sample carryover. Peptides eluting from 
the column were analyzed by data dependent MS/MS, using a top-10 acquisition method. Peptides 
were fragmented using higher-energy collisional dissociation (HCD). Briefly, the instrument settings 
were as follows: resolution was set to 70,000 for MS scans and 17,500 for the data dependent MS/MS 
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scans in order to increase speed. The MS AGC target was set to 3.106 counts with maximum injection 
time set to 200 ms, while MS/MS AGC target was set to 1.105 with maximum injection time set to 120 
ms. The MS scan range was from 400 to 2000 m/z. Dynamic exclusion was set to 30 seconds duration. 
Three separate mass spectrometry runs (i.e. technical replicates) were acquired for each biological 
replicate under the identical mass spectrometric conditions to account for instrument-related 
variability and to improve accuracy of the label-free quantification. 
 
MS data processing and bioinformatic analysis 
MS data processing and bioinformatics were done as previously described with some modifications 
(63). Briefly, raw MS files were processed with the MaxQuant software version 1.5.8.3 and searched 
with the Andromeda search engine against the human UniProt database (release May 2019, 20,199 
entries). To search for parent mass and fragment ions, we set the mass deviation at 4.5 ppm and 20 
ppm, respectively. The minimum peptide length was set to seven amino acids and strict specificity for 
trypsin cleavage was required, allowing up to two missed cleavage sites. Match between runs was 
allowed. Carbamidomethylation (Cys) was set as fixed modification, whereas oxidation (Met) and 
protein N-terminal acetylation phosphorylation (Ser, Thr, Tyr) were set as variable modifications (only 
for phosphoproteomics analysis) were set as variable modifications. The false discovery rates (FDRs) 
at the protein and peptide level were set to 1%. Scores were calculated in MaxQuant as described 
previously (63) 
Statistical and bioinformatic analysis, including heatmaps were performed with Perseus software 
(version 1.5.5.3) freely available at www.perseus-framework.org. Gene Ontology (GO) annotation was 
performed on Perseus software. We retrieved annotations to the GO cellular component terms 
“membrane”, “extracellular vesicular exosome”, “plasma membrane”, “mitochondrion” and 
“endoplasmic reticulum membrane”. 
The phosphopeptides output table and the corresponding logarithmic intensities were used for 
phosphopeptide analysis. The phosphopeptide table was expanded to separate individual 
phosphosites, and we kept all sites identified in four replicates in at least one group (CTRL vs rFSGS). 
Missing values were imputed using width=0.2 and down-shift=3. We represented on a heatmap the 
significantly altered phosphosites (t-test S0=0.1, FDR=0.05). 
The protein groups output table was used for total proteome analysis, we kept only proteins identified 
in all four replicates in at least one group (CTRL vs rFSGS). Missing values were imputed using width=0.3 
and down-shift=2.5. For volcano plot we used t-test, S0=0.5, FDR=0.01 (for class B proteins) and the 
outer volcano using S0=0.5, FDR=0.001 (class A proteins).   
 
Immunodetection and fluorescence microscopy 
Selected markers were validated by western blot analysis. Protein extracts (35µg) were subjected to 
SDS page electrophoresis on 10% polyacrylamide gels. Primary antibodies targeted human Flotillin-1 
(mouse monoclonal, BD Biosciences, 1:1000), LAMTOR2 (rabbit polyclonal, Invitrogen, 1:1000), p62-
sequestosome 1 (rabbit polyclonal, Proteintech, 1:1000), phosphorylated S6 kinase (mouse 
monoclonal, Santa Cruz, 1:1000), total S6 kinase (mouse monoclonal, Santa Cruz, 1:1000), LC3B (rabbit 
polyclonal, Cell Signaling, 1:1000), phosphorylated Hsp27 (Ser82, rabbit monoclonal, Abcam, 1:1000), 
total Hsp27 (rabbit monoclonal, Abcam, 1:1000), alpha-tubulin (rat monoclonal, Abcam, 1:2000), and 
GAPDH (rabbit polyclonal, Cell Signaling, 1:3000). HRP-coupled secondary antibodies were used at 
1:3000 (anti-rabbit and anti-mouse) and 1:2500 (anti-rat) dilutions. Chemiluminescence detection and 
band quantitation was done in a Vilber Lourmat camera and associated software. Band intensities were 
statistically analyzed by the ratio paired T-test with the Graph Pad 8 software package. Statistical 
significance was attributed to p<0.05 values. Cytoskeletal F-actin fibers were visualized by incubation 
with FITC-conjugated phalloidin (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). The slides were covered with 
Vectashield mounting medium containing DAPI, and viewed with a fluorescence microscope (Zeiss, 
Germany) using blue and green filters. 
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RESULTS 

Experimental design and clinical characteristics of patients 

In this study, we sought to characterize the changes in podocyte signaling networks in response 

to short exposure to first plasma exchange (PE) fluid obtained from four post-transplant recurrent FSGS 

(rFSGS) patients and four non-INS patients undergoing immunological graft rejection, the latter used 

as controls as they receive the same immunosuppressive therapy (Figure 1).  rFSGS) patients 

developed proteinuria immediately or within days after surgery. To prevent allograft rejection, 

patients were treated with corticosteroids and immunosuppressive agents. As drugs are known to 

induce profound changes in protein expression, we selected control patients who underwent the same 

treatment as the rFSGS patients and therefore also had a renal transplantation. The clinical 

characteristics of the patients who received PE therapy are summarized in Table 1. First PE samples 

were drawn from patients, immediately frozen and stored at -80°C until use. Human podocytes were 

incubated for 30 minutes with 10% PE capture early signaling pathways and mechanisms occurring in 

podocytes and potentially involved in FSGS recurrence. Next, we analyzed the raftome of the 

stimulated cells as well as their global phosphoproteome. We also performed a total proteome analysis 

to discriminate changes in protein localization and phosphorylation from changes in protein 

expression.  In all cases we compared the proteome changes differentially induced by rFSGS PE and by 

control PE (CTRL).  

Raftomic analysis of podocytes incubated with rFSGS and control PE 

At first, we investigated the changes occurring at the podocyte membrane upon PE incubation 

by analyzing lipid rafts using a proteomic approach we have recently developed (33).  We identified an 

average of 2626 and 2601 proteins in the raft fraction (3163 proteins in total) from podocytes treated 

with rFSGS and controls PE respectively. Purity of the raft preparation was verified by Western-Blot for 

all the fractions from the Optiprep density gradient. We performed immunostaining of flottilin-1, a 

known protein marker of rafts (35), and of b-actin, a cytosolic protein, as a marker of non-rafts. As 

shown in Figure 2A, a strong flotillin-1 and a low actin signal were detected in fraction 2, suggesting 

that this fraction is enriched in lipid rafts. This result was also confirmed by MS analysis (Figure 2B), as 

the intensities of both flotillin-1 and flotillin-2 were 23-fold higher in raft preparation compared to the 

total proteome. Finally, a Gene Ontology cellular component analysis was performed for all the 3163 

proteins identified in the raft fraction (Figure 2C). As expected, we observed a high number of 

membrane proteins (2139/3163) and plasma membrane proteins (703/3163). We also detected a high 

number of extracellular vesicular exosomes (1094/3163), which is also expected, as exosomes are 

associated with lipid rafts (36). 

Changes in protein recruitment into lipid rafts after stimulation with rFSGS vs CTRL PE are 

depicted as a heatmap in Figure 3A. A total of four biological replicates for each condition were 

analyzed. Statistical analysis (Student’s t-test with permutation-based FDR<0,05) of lipid rafts led to 

the identification of 52 significantly modulated proteins in response to PE, which were separated into 

two major clusters by hierarchical clustering. Twenty-four proteins were more recruited into rafts and 

twenty-eight were less recruited into rafts following rFSGS PE incubation as compared to control PE 

incubation (Supplementary Table S1). Interestingly, four of the proteins (LAMTOR-2, LAMTOR-3, 

LAMTOR-4 and LAMTOR-5) in the top cluster belong to the ragulator complex, while seven of the 

proteins in the bottom cluster (ATP5O, ATP5D, ATP5F1, ATP6C1, MT-CO3, COX7A2, COX7C) are 

involved in mitochondrial function. Figure 3B shows validation western blots for LAMTOR2 and 

sequestosome-1-p62 in raft fractions from rFSGS-PE and control-PE incubated podocytes. 
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Phosphoproteomic analysis of podocytes incubated with rFSGS and control PE 

 To further investigate the cellular pathway deregulation, we carried out phosphoproteomic analysis 

to determine the phosphorylation changes in total cell extracts upon PE treatment. Podocytes were 

processed separately for both total proteome analysis and phosphoproteome analysis. For 

phosphoproteome analysis, enrichment of phosphopeptides with TiO2 tips was performed on four 

biological replicates for each group. As expected for this phosphoenrichment method, the majority of 

the phosphoproteins are singly phosphorylated, with only 22% of the phosphoproteins were identified 

had more than one phosphosite (Figure 4A).  We achieved a high specificity enrichment, as 91% of all 

identified peptides were phosphopeptides (Figure 4B). Phosphorylation on Ser residues was 

predominantly identified (92,6%) followed by phosphorylation on Thr (7,1%) and Tyr (0,3%) residues 

as shown in Figure 4C. A total of 7884 phosphosites were identified at least once from a total of 8688 

peptides.  On average, we identified 4870 and 4900 phosphosites (5084 phosphosites in total) in 

podocytes treated with rFSGS and Control PE respectively, with a minimum of 4 values in at least one 

group and localization probability of phosphosites over 75%, as shown in Figure 4D (corresponding to 

the quantification of 1972 and 1990 phosphoproteins). When we applied a Student t-test 

(Permutation-based FDR<0.05), we detected 66 phosphorylation sites as significantly modulated 

following rFSGS incubation: 32 phosphosites were upregulated and 34 phosphosites were 

downregulated. These differentially displayed phosphosites are shown in Supplementary Table 2. 

Among these phosphoproteins, 13 were associated with cytoskeleton rearrangement (MPRIP, OSBPL3, 

HSPB1, PLEC, LARP1, AKAP12, MAP7D1, LMNA, NUFIP1, SIPA1L2, CLIP2, NCK2, SASH1) and 5 were 

involved in mTOR activation (EIF4ENIF1, NUFIP1, BRD4, LARP1, SLC12A7). 

Data Integration of proteomic analysis 

The results obtained by our two complementary proteomic analyses were integrated in 

multiple volcano plots:  proteins differentially recruited in rafts, differentially expressed proteins, along 

with differentially modulated phosphosites (Figure 5). We labeled proteins involved in the mTOR 

signaling pathway in red (Figure 5A) and cytoskeleton associated proteins in blue (Figure 5B) in the 

three different analyses performed (raft proteome on left panels, total proteome on center panels, 

and phosphoproteome on right panels). Total proteome was analyzed in parallel to verify that changes 

in phosphorylation levels or in raft-recruitment were not linked to changes in total protein levels in the 

cell after PE stimulation.  Among the phosphoproteins involved in cytoskeleton rearrangement, 8 

phosphoproteins were quantified in total proteome analysis, while 5 were not detectable. No 

significative expression changes were observed in total cell extracts, confirming an actual change in 

the phosphorylation of these proteins. Likewise, those proteins differentially recruited in rafts were 

not differentially expressed in the total cell except a slight difference in MT-CO3 and LAMTOR 3, but in 

the opposed sense as in rafts. Altogether, total cell expression data comfort the hypothesis that the 

observed changes correspond to differences in raft recruitment. Among the differential 

phosphoproteins involved in cytoskeleton regulation, only LRRC16A, a protein playing a role in the 

regulation of actin polymerization (37), was shown to be more recruited into rafts after rFSGS PE 

incubation. Integration of raft proteome and phosphoproteome analyses showed that proteins 

participating in mTOR activation were modulated at both the raft proteome and phosphoproteome 

sides. Raft proteome analysis showed that the ragulator complex and some mitochondrial proteins 

were more recruited into rafts by rFSGS PE, while 5 phosphosites belonging to 5 phosphorylated 

proteins involved in the mTOR pathway were upregulated by the effect of plasma exchange on 

podocytes. 
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Targeted analysis of selected proteins 

To further investigate the relevance of our results we sought to analyze by western blot the 

expression of several effector markers of mTOR activity (S6 kinase phosphorylation) and autophagy 

(p62 and LC3B). In this series of experiments, podocytes were incubated with PE for 30min and for 

longer periods (1h, 4h and 24h), in a time-course fashion and total cell protein extracts obtained. We 

used non-treated cells as an additional control. We postulated that early signaling changes after 30 

min of incubation would result in effector protein changes after longer exposure. The results are shown 

in Figure 6. Phosphorylation of S6 kinase, which is a target of mTORC1, was decreased at 30min, 1h 

and 4h of incubation with both rFSGS and control PE indistinctly, as compared to non-treated cells. The 

basal phosphorylation levels were recovered at 24h of incubation. p62 expression remained stable in 

podocytes treated with control-PE, but in rFSGS-PE treated cells the levels went down after 4h and 

especially 24h of incubation. The autophagy marker LC3B was consistently downregulated in rFSGS-

PE-treated as compared to non-treated and control-PE-treated podocytes. 

Most of the differentially expressed phosphosites identified in our work have only been 

described in previous phosphoproteomic studies, and no specific detection antibodies are currently 

available. This is the case of Hsp27 (HspB1), which we chose within this group for further analysis, since 

we had found a significantly increased phosphorylation of the Ser63 site at 30min of rFSGS-PE 

incubation. We analyzed instead the time course evolution of Ser82 phosphorylation, and the results 

are shown on Figure 7. Remarkably, after 4h of incubation the phosphorylation levels differed 

significantly between rFSGS and control PE treated cells, the former increased and the latter decreased 

as compared with non-treated cells. This difference was maintained after 24h but the differences were 

not statistically significant. These results were consistent in three independent experiments. Since 

Hsp27 is involved in cytoskeleton regulation we evaluated the morphology of F-actin fibers by 

phalloidin staining and fluorescence microscopy. As shown in Figure 8, rFSGS PE incubation resulted in 

cell retraction, especially after 24h, but stress fibers were still present like in the other conditions.      

DISCUSSION 

The present work addresses the proximal signaling changes –comprising protein recruitment 

in lipid rafts and protein phosphorylation- undergone by human podocytes when they are put in 

contact with blood plasma –plasma exchange fluid- from rFSGS patients for a short period of time. 

Some original aspects of our work are the following. First, given the fact that recurrence can be a very 

rapid event –hours from kidney graft- we seek very early events induced by plasma. Second, we have 

chosen as controls, for the first time, patients having followed a similar therapeutic protocol as FSGS 

before kidney graft, eliminating potential artefacts in cells due to the effect of immunosuppressive 

drugs. Third, we chose subproteomics as an alternative approach to unveil early and proximal changes 

in cells. Actually, our results also include a total cell proteome analysis, which yielded almost no 

significant differences. This underlines the advantage of choosing subproteomic approaches, in the 

present case both raftomics and phosphoproteomics. 

A global view of the results obtained point to two main blocks of cell functions differentially 

altered when podocytes are incubated with either rFSGS or control plasma (Figure 8). The first one 

corresponds to functions regulated by the mTOR pathway, while the second one relates to the 

regulation of cytoskeleton. As shown on Figure 5, mTOR associated proteins were mainly revealed in 

the raftomic set, whereas cytoskeleton related proteins were mostly identified in the 

phosphoproteomics experiment. In addition, 5 proteins related to mTOR signaling were differentially 

recruited in rafts. 
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Within those proteins upregulated in rafts from rFSGS PE-treated cells, we identified 4 subunits 

of the mTORC1 complex, namely LAMTOR 2, 3, 4, and 5. This was concomitant with a decrease in 4 

mitochondrial proteins, all subunits of ATPase 5. The Ragulator complex is critical for mTORC1 

lysosomal recruitment (38) and subsequent activation (39). Ragulator consists of 5 subunits and acts 

as an adaptor and a GTP exchange factor for Rag small GTPases. The function of this complex in 

podocytes has been studied by LAMTOR1 ablation in mouse, resulting in attenuation of renal 

phenotype (40). Surprisingly, LAMTOR1 is the only component of Ragulator that we have not found 

increased in the rafts from rFSGS-treated cells. This could be either resulting from a sensitivity 

limitation of our approach, or a real result. Whether the whole Ragulator complex is recruited in rafts 

by exposure to rFSGS plasma, or just in part, remains to be confirmed. Globally, our results suggest a 

dysregulation of mTORC1 activation in response to rFSGS-PE.  

Aberrant activation of mTORC1 results in negative feedback to PI3K activation (41) and in 

podocytes it leads to cell injury mimicking a feature of diabetic nephropathy (42) (43). Conversely, 

mTORC1 invalidation leads to podocyte dysfunction and proteinuria through disruption of the 

autophagic flux (44). Administration of the mTORC1 inhibitor rapamycin to patients of 

glomerulopathies results in proteinuria (45).  Altogether, these results suggest that mTOR signaling is 

finely tuned to ensure podocyte function. Negative regulation of mTORC1 is driven by the TSC 

(tuberous sclerosis complex). Inhibition of TSC results in mTORC1 activation, in response to multiple 

stimuli, such as growth factors, glucose, oxidative stress (46).  To establish the actual impact of the 

Ragulator raft recruitment suggested by our results on mTORC1 activity, we assessed S6 kinase 

phosphorylation status as an effector of mTORC1 activation. Our results show that S6 kinase 

expression –both total and phosphorylated- is decreased following PE incubation of podocytes, but 

similarly in the case of rFSGS and control PE. Consequently, we cannot establish a link between 

Ragulator raft recruitment and a decrease in mTORC1 activity and further investigation will be 

necessary. 

If LAMTOR subunits are the most relevant proteins upregulated in rafts in the presence of 

rFSGS plasma, their counterparts (decreased in rFSGS-treated or increased in control-treated rafts) are 

four ATP5 ATP synthase (complex V) subunits involved in mitochondrial electron transport, along with 

sequestosome/p62, the latter a capital actor in the regulation of autophagy. Recent studies have 

shown that mTOR signaling controls mitochondrial dynamics (47,48) and thereby participates in the 

progression of mitochondrial myopathy (49) and cancer (50). ATP synthase complexes might not be 

necessarily restricted to mitochondria, since they have been reported as associated with detergent-

resistant raft membranes (51) (52) (53) (54) (55) (56). Raft localization of these complexes has been 

reported either as mitochondrial (56) or as ectopic (53), the latter associated with diverse functions. 

Therefore, our results could be indicative of an impairment in ATP synthase functions in rFSGS-PE 

treated podocytes, as compared to control-PE treated cells. 

Differential phosphoproteins associated with mTORC1 included EIF4ENIF1, LARP1, SLC4A2 

(upregulated in rFSGS-PE incubated cells) and BRD4 and NUFIP1 (downregulated). EIF4ENIF1 and 

LARP1 are involved in protein synthesis. EIF4ENIF1 (eIF4E nuclear import factor 1) is a shuttle protein 

ensuring the nuclear import of the eucaryotic translation initiation factor eIF4E, resulting in translation 

inhibition via interaction with importin 8 (57). LARP1 is an RNA-binding protein that regulates 

translation (Burrows). LARP1 can be phosphorylated by PINK1 (Zhang 2019), the cyclin dependent 

kinase CDK9 (Beauchamp 2019, Haneke), and by mTORC1 and S6K (Hong 2017). The latter results in 

dissociation from the 5’ UTR of mRNA and association to the 3’ UTR resulting in activated translation. 

Therefore, LARP1 has been described as a molecular switch for mTORC1 activation of protein 

translation (Hong). Conversely, LARP1 phosphorylation by PINK1 has been associated with inhibition 
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of protein synthesis in mitochondria (Zhang 2019). In our study, only T376 phosphorylation is 

differentially present after rFSGS plasma incubation, and the kinase responsible for this 

phosphorylation has not been identified.  A specific study of protein translation in the conditions 

studied would be necessary to clarify the role of mTORC1 in the cellular response to rFSGS plasma. 

BRD4 and NUFIP1 phosphorylation, along with p62 decrease in rafts suggest an impact on 

autophagy, one of the cellular functions targeted by mTOR signaling. BRD4 phosphorylation is 

characteristic of mitosis (58), but has not been described in the context of autophagy. BRD4 inhibition 

is associated with autophagy activation (59) (60) (61). NUFIP1 is a receptor for the autophagic selective 

degradation of ribosomes in response to starvation (62) and to mechanical stress (63). In both cases, 

no link has been established between phosphorylation and autophagy. Likewise, our study represents 

the first report of Sequestosome-1/p62 with lipid rafts. p62 is a scaffold protein involved in selective 

autophagy through interaction with polyubiquitinated proteins. Inhibition of the autophagic flow with 

increased p62 expression has been described in podocytes subjected to high glucose conditions (64) 

(65). An increase in the autophagy flux has been reported in podocytes in response to high glucose, 

and protective from diabetes-induced glomerulosclerosis, which is characterized by mTOR activation 

(66). Diabetic mice present high LC3B levels in podocytes. This opposed to our observation in rFSGS-

PE-incubated podocytes. Indeed, our results show, at 30min and 1h of incubation, lower levels of LCRB, 

while p62 levels are maintained as compared to control-PE treated and non-treated cells. Altogether, 

we can speculate that rFSGS-PE induces a decrease in the autophagy flow, and hypothesize that the 

opposed presence of Ragulator and p62 in lipid rafts plays a role in this inhibition. These 

argumentations will need further investigation to be confirmed or rejected. 

Another striking, though not unexpected, observation arising from our results is the presence 

of changes in the phosphorylation status of a number of cytoskeletal proteins in cells incubated with 

rFSGS-PE. However, assessment of the cytoskeletal status up to 24h by phalloidin staining only showed 

modest differences between cells treated with the two kinds of plasma. In all cases, podocytes seemed 

to maintain a fairly normal distribution of actin stress fibers. Although changes in cell morphology with 

increased cytoplasmic retraction was observed in rFSGS-PE treated cells, these alterations are far from 

a complete disorganization. The observed differences at 30min may be, therefore, subtle early 

indicators of morphological changes that should be detected after longer exposure periods.  

Out of the 11 proteins linked with cytoskeletal function displaying significant differences in 

phosphopeptide abundance, 6 were upregulated in rFSGS-treated and 7 upregulated in control-

treated cells, suggesting a unique phosphorylation pattern for each condition. Among the increased 

phosphopeptides in rFSGS-treated cells, Hsp27 (HspB1) phosphorylation has been extensively studied 

with regards to the regulation of actin polymerization, cytoskeleton structure and cell morphology, 

and particularly in the podocyte (67). It is acknowledged that actin polymerization is a phenomenon 

associated with decreased cell motility and a less migratory phenotype. In podocytes, a migratory 

phenotype is a characteristic of a disorganized filtration barrier. Two phosphopeptides of Hsp27 were 

detected at 30min incubation, Ser82 and Ser65. Ser82, the most studied to date, was unchanged 

between the two studied conditions, while Ser65 was significantly increased in rFSGS-treated. 

Conversely, we found by Western blot that Ser82 was significantly increased in rFSGS-treated after 4h 

of incubation, which indicates a decreased actin polymerization and increased cell motility. This is in 

line with seminal studies on Hsp27 role in actin polymerization in the podocyte. Hsp27 phosphorylation 

at this residue was found increased in a in vivo puromycin model of glomerulopathy (68), and 

correlated with its ability to inhibit actin polymerization (69,70). However, while Ser15, 78 and 82 have 

been extensively studied, little is known about the phosphorylation of Ser65, which according to our 

observation is exclusive of rFSGS-treated cells at an early stage.  
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Plectin (PLEC) phosphopeptides were also found upregulated in rFSGS-treated cells. PLEC is a 

key actor in cytoskeletal organization, as a linker between microfilaments, intermediate filaments and 

microtubules. PLEC and HSP27 are suspected to interact with each other in human cells, as their 

homologous proteins in other species appear in datasets as interacting (71). PLEC has been scarcely 

studied in podocytes. PLEC expression is repressed in the adriamycin model of nephropathy, and siRNA 

silencing results in podocyte injury via increased phosphorylation of integrin a6b4, FAK and p38 MAPK 

(72). In our study, no changes were observed between the two experimental conditions in the total 

PLEC expression of podocytes. Conversely, we found a differential phosphorylation of S4396.  This 

phosphosite has only been reported in phagosomes of IFN-γ-activated macrophages (73), while the 

close C-terminus phospho-S4642 decreases the ability of PLEC to interact with intermediate filaments 

(74). 

Among the rest of phosphoproteins augmented by rFSGS plasma, MPRIP (p116RIP) is a myosin 

phosphatase and RhoA GTPase-interacting protein. While its silencing leads to loss of stress fiber-

associated RhoA, suggesting it acts as a scaffold linking RhoA to regulate myosin phosphatase at the 

stress fiber (75), its phosphorylation at S891 has been found in global phosphoproteomic studies in the 

context of mitosis (76,77) and cancer (78). ORP3 (OSBPL3) is also linked with GTPases, as it interacts 

with R-Ras, which regulates cell adhesion and migration (79). ORP3 is a protein kinase linking 

phosphoinositide metabolism with cytoskeleton dynamics and endocytosis and it is phosphorylated in 

response to the loss of cell-cell contacts.  Phosphorylation has been found to lead to interaction with 

VAPA, inducing R-RAS activation, Akt phosphorylation and b1-integrin activity (80). This involves, 

among others, the S304 site that we found in the current study. This seems to be contradictory, as 

integrin b1 activation is the result of nephrin signaling (81) and its expression in podocytes is essential 

for glomerular integrity (82). In the present case ORP3 phosphorylation could be understood as a 

response of the cell to a receptor-mediated sensing of cell adhesion loss. 

An unexpected finding was the higher level of phosphorylated AKAP12 in podocytes treated 

with rFSGS plasma. AKAP12, a PKA anchoring protein, has been described as a marker of early FSGS 

lesions in glomerular parietal epithelial cells (PEC), but its expression in podocytes was not detected in 

the same work (83). Therefore, we report for the first time the expression of AKAP12 by the podocyte 

and a potential link of its phosphorylated form to an early response to rFSGS plasma.  

On the other side, some phosphoproteins appeared as comparatively decreased in cells 

treated with rFSGS PE. Among them, the cytoplasmic adaptor NCK2 is of particular interest, as a known 

partner of nephrin and regulator of actin assembly. Invalidation of this gene in podocytes results in 

decreased podocyte migration, without affecting proliferation or expression of podocyte markers (84). 

Decreased interaction between NCK2 and nephrin is part of the effects observed in podocytes in 

response to Angiotensin II stimulation resulting in glomerular permeability and proteinuria (85). No 

implications of NCK2 phosphorylation in podocyte biology have been reported to date.  

In addition to these cytoskeleton-related phosphoproteins, our results show an increased 

presence in rafts from rFSGS plasma-treated cells of LRRC16A, appertaining to the CARMIL family, an 

inhibitor of the actin capping protein, which interferes with actin polymerization and results in 

cytoskeleton disruption (37) (84). No previous association of this protein with lipid rafts has been 

reported to date. Interestingly, only one protein, LARP1, is both associated with cytoskeleton 

regulation and with mTORC1 associated signaling, and make a link between the two main differential 

pathways identified.  

One of the limitations of our study is the different setup from the in vivo situation, in that our 

model of plasma incubation does not reproduce the glomerular filtration barrier, where the contact of 
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podocyte membranes with plasma proteins is limited by the presence of the glomerular basement 

membrane. Our setup could represent a second hit of circulating proteins, the first hit leading to a 

fragilization of the membrane. Globally, the observed specific changes in the raftome and the 

phosphoproteome in response to rFSGS PE, point to a dysregulation of mTORC1, autophagy and 

cytoskeletal organization. Subsequent targeted studies should clarify whether these events are 

associated and what is their temporal sequence. It also remains to be confirmed their in vivo relevance. 

Also, if any of these changes is confirmed as specific of rFSGS plasma, it could constitute a valuable in 

vitro marker. 

FIGURE LEGENDS 

Table 1 : Clinical characteristics of patients 

Four control patients (CTRL1, CTRL2, CTRL3 and CTRL4, three male and 1 female aged between 

45 and 74 years old) clinically diagnosed with nephropathies other than FSGS, such as IgA nephropathy 

or diabetic nephropathy. Among these patients, three were male and one were female. The age of the 

patients ranged from 45 and 74 years old. Control patients faced humoral rejection month or years 

after renal transplantation and consequently received several sessions of plasma exchange. Date of 

sampling corresponds to the first session plasma exchange. Four FSGS patients (rFSGS1, rFSGS2, 

rFSGS3, rFSGS4) developed recurrence of FSGS days or months after renal transplantation. Among 

these patients, two were male and two were female. The age of the patients ranged from 21 and 70 

years old. ProtU/CreatU levels (>100 mg/mmol for FSGS patients) and serum creatinine levels are 

reported in the table at the date of sampling, Number of transplantation per patient is indicated in the 

table. 

Figure 1 : Experimental workflow to investigate podocyte proximal signaling upon PE 

treatment.  

Immortalized human podocytes were cultured in T75 flasks. After podocyte starvation for 4h, 

PE fluid from individual patients was added to each flask at 10% final concentration and kept for 30min. 

For raft analysis, cells were lysed using a detergent-free method with probe sonication. A 

discontinuous Optiprep gradient (45%, 35% and 5%) was layered from bottom to top onto the cell 

lysate and ultracentrifuged at 268,000g for 2h at 4°C. Fraction 2, containing the lipid rafts, was 

collected and precipitated with 10% TCA O/N at 4°C. Precipitated proteins were washed and digested 

with trypsin using S-Trap and analysed by LC-MS/MS. For phosphoproteomic analysis, cells were lysed 

with RIPA buffer with 1% SDS final concentration to completely lyse cells. Proteins were digested using 

the FASP method. Peptides were either subjected to total proteome analysis or used for 

phosphopeptide enrichment by TiO2. Phosphopeptides were purified using GC Spin tips (Graphite 

Carbone) and analysed by LC-MS/MS. 

Figure 2 : Raft purity assessment. 

 (A) Detection of lipid raft marker, flotillin-1 and non-lipid raft marker, actin, in fractions 

obtained from immortalized human podocytes treated with control and rFSGS PE. Cells were lysed and 

subjected to Optiprep density gradient. Proteins were precipitated with 10% TCA final concentration 

and resuspended in Laemmli buffer 1X for WB. (B) Intensities calculated by Maxquant for flotillin-1 and 

flotillin-2. Proteins were digested by S-Trap and analysed by LC-MS/MS. Intensities were calculated as 

the sum of all the intensities of the two proteins across all samples. (C) Gene Ontology Analysis of the 

3163 proteins identified in raft analysis. Histograms indicate the number of proteins annotated with 

“membrane”, “plasma membrane”, “ER membrane” (for Endoplasmic Reticulum membrane), 

“Mitochondrion”, “EV exosome” (for Extracellular Vesicular Exosome) terms.  
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Figure 3 : Heatmap visualization of proteins differentially recruited to lipid rafts 

 (A) Heatmap of fifty-two proteins whose recruitment profiles were significantly different 

between control PE and rFSGS PE incubated podocytes. Each column represents a biological replicate 

(n=4 for CTRL and n=4 for rFSGS). Protein signals (rows) were ranked and grouped according to their 

distribution signals in the clustering heatmap. The color scale shown on the right side denotes the 

relative recruitment level to lipid rafts across all samples. Twenty-eight proteins with significantly 

decreased recruitment in lipid rafts (t-test, Permutation-based FDR<0,05) are shown in green, while 

twenty-four proteins with significantly increased recruitment in lipid rafts (t-test, Permutation-based 

FDR<0,05) are noted in red. (B) Validation of proteomic results using Western-Blot analysis of raft 

protein fraction with antibodies against p62 and LAMTOR-2. Protein extracts from podocytes treated 

with one control PE and 2 rFSGS PE were used for p62 detection. Protein extracts from podocytes 

treated with two controls PE and 1 rFSGS PE were used for LAMTOR-2 detection. 

Figure 4 : Characteristics of phosphoproteomic results. 

(A) Number of singly, doubly and triply phosphorylated peptides. (B) Specificity of 

phosphoenrichment.  Donut chart indicating the percentage of phosphorylated (91%) and unmodified 

peptides (9%). (C) Pie chart representing the distribution of phosphorylation sites on serine (92,6%), 

threonine (7,1%) and tyrosine sites (0,3%). (D) Venn diagram showing the number of peptides, 

phosphosites and peptides with confident phosphosite quantification (with localization 

probability>0.75, at least 4 values for each group). 

Figure 5 : Volcano plots of differentially expressed proteins involved in mTOR activation and 

cytoskeleton rearrangement. 

 (A) Volcano plots representing the log2 fold change (Difference, x-axis) against the –log10 p-

value (y-axis) for proteins differentially expressed or recruited between control-PE (left of plot) and 

rFSGS-PE (right of plot) incubated podocytes. Raft proteome (left plot), total proteome (center plot) 

and phosphoproteome (right plot) at 30min are represented. Proteins linked to mTOR activation are 

labeled in red. (B) Volcano plots representing the fold change (Difference, x-axis) against the –log10 p-

value (y-axis) for proteins differentially expressed or recruited between control-PE (left of plot) and 

rFSGS-PE (right of plot) incubated podocytes.  Raft proteome (left plot), total proteome (center plot) 

and phosphoproteome (right plot) at 30min are represented. Proteins linked to cytoskeleton 

regulation are labeled in blue. 

Figure 6 : Western-Blot analysis of mTOR activity and autophagy markers 

Human podocytes were subjected to 4h starvation, then incubated for 30min, 1h, 4h or 24h in 

the presence of 10% rFSGS or control PE fluid. Non treated cells (NT) were used as controls. Total 

protein extracts were subjected to SDS-page electrophoresis and western blot, using specific 

antibodies to phosphorylated and total S6 kinase, sequestosome 1/p62, LC3B and GAPDH as a loading 

marker.  

Figure 7: Western-Blot analysis of Hsp27 and cytoskeleton microscopic assessment 

(A) Human podocytes were subjected to 4h starvation, then incubated for 30min, 1h, 4h or 

24h in the presence of 10% rFSGS or control PE fluid. Non treated cells (NT) were used as controls. 

Total protein extracts were subjected to SDS-page electrophoresis and western blot, using specific 

antibodies to phosphorylated (Ser82) and total Hsp27. The bar diagram shows the phospho-

Hsp27/total Hsp27 ratio after quantification of bands from three independent experiments. (B) 
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Fluorescence microscope images of podocytes stained with FITC-tagged phalloidin, which labels actin 

fibers. 

Figure 8 : Proposed model of mTOR activation and cytoskeleton rearrangement upon PE 

treatment. Color squares indicate upregulation (light red) or downregulation (light green) in podocytes 

incubated with rFSGS PE. P-tagged proteins correspond to those identified in the phosphoproteomic 

experiment. Non-P-tagged proteins correspond to those identified in the raft proteomic study. General 

functions are indicated. 

Supplementary Table S1 : List of proteins from the raftome analysis with their Gene Ontology 

Cellular Component slim name for mapping of the different compartments. Significant proteins are 

labeled “+”. LFQ values for each sample were logarithmized. P-values, q-values, difference from the t-

test are reported in the table. 

Supplementary Table S2 : List of proteins from the phosphoproteome analysis. Significant 

proteins are labeled “+”. Intensity values for each sample were logarithmized. P-values, q-values, 

difference from the t-test are reported in the table. Positions of the phosphorylation sites are reported 

in the table. 
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Table 1 : Patients description 

Figure 1 : Experimental workflow to investigate the podocytes proximal signaling upon PE treatment 

Figure 2 : Rafts purity assessment 
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  Figure 3 : Heatmap rafts 



   
 

121 
 

  

Figure 4 : Characteristics of phosphoproteomics 
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Figure 5 : Volcano plots of rafts, total proteins and phosphoproteins 
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Figure 6 : Western blot of mTOR activity and autophagy markers 
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A  Phosphorylation of Hsp27 

B F-actin fiber distribution 

Figure 7 : 
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Figure 8 : Proposed model of mTOR activation and cytoskeleton rearrangement upon PE treatment 
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1.5 AXE CLINIQUE 

1.5.1 Etude protéomique des échanges plasmatiques de patients en récidives post-greffe de 

la HSF 

Introduction  

Le diagnostic du SNI repose exclusivement sur l’analyse histologique du rein et est basé sur la 

pratique d’une biopsie rénale qui est un geste médical invasif et qui peut mener à des complications. 

De nos jours, il n’est pas possible de prédire le risque de rechute ou de récidive du SNI avec des 

conséquences évidentes sur le plan scolaire mais également dans la vie socioprofessionnelle. 

Objectifs de l’étude 

Notre but est de comparer les échanges plasmatiques des patients HSF en récidive post-greffe 

afin de trouver des biomarqueurs diagnostics ou prédictifs de la récidive. 

Résultats obtenus 

Pour cette étude, nous avons comparé les PE de 4 patients rFSGS, les PE de 3 patients contrôles 

et le plasma de 4 individus sains. Nous avons réalisé l’analyse par spectrométrie de masse des vésicules 

extracellulaires et des protéines plasmatiques déplétées des 12 protéines les plus abondantes du 

plasma. Nous espérions réaliser une analyse exhaustive du plasma en ne se limitant pas aux protéines 

solubles. Pour commencer, nous avons essayé de dépléter le plasma de différentes façons, en 

commençant par la précipitation des protéines de haut poids moléculaire par sulfate d’ammonium, 

puis par déplétion de l’albumine par le cibacron. Cependant, ces techniques n’ont pas permis 

d’identifier en profondeur le protéome plasmatique. Nous avons choisi de réaliser une librairie à partir 

de protéines plasmatiques déplétées des 12 protéines les plus abondantes du plasma, en séparant les 

peptides plasmatiques en 13 fractions qui ont été analysées par spectrométrie de masse avec des 

gradients de 2h. Ce fractionnement demande de longs temps d’analyses : 26h pour un seul échantillon. 

Ensuite, nous avons voulu nous assurer que nous pouvions comparer du plasma avec des 

échanges plasmatiques. Pour comparer les deux, nous avons prélevé le sang d’un patient avant sa 

séance de plasmaphérèse puis 1h plus tard, nous avons récupéré la poche d’échanges plasmatiques 

du même patient. Sur ces échantillons, nous avons réalisé une déplétion (TOP12) et un isolement des 

microvésicules. Les intensités label-free déterminées par le logiciel Maxquant montrent que les 

plasmas déplétés sont très similaires, voire identiques aux échanges plasmatiques du même patient 

(r>0,99). Les microvésicules sont moins similaires (r=0,9). Ceci est peut-être dû au fait que la 

préparation des microvésicules est moins reproductible que celle visant à dépléter le plasma. Ainsi, 

nous avons conclu que nous pouvions comparer des plasmas aux échanges plasmatiques. 
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Pour revenir à l’étude initiale, afin d’identifier des biomarqueurs pertinents et témoignant de 

la récidive des patients HSF, nous avons démontré que, parmi les protéines statistiquement différentes 

entre les patients HSF et les CTRL et les sains, la dégranulation du neutrophile semble plus prononcée 

chez ces patients HSF comparé aux deux contrôles, plus particulièrement des protéines solubles 

contenues dans les granules de neutrophiles mais également une libération accrue de microvésicules 

provenant de la dégranulation du neutrophile. Cette dégranulation du neutrophile est accompagnée 

d’une diminution de la dégranulation des plaquettes et une diminution des protéines impliquées dans 

les liaisons aux lipides. De façon très intéressante, 3 protéines pouvant être impliquées dans la 

réorganisation du cytosquelette podocytaire (PODXL, EZR et IQGAP1) sont retrouvées augmentées 

dans les microvésicules des patients HSF comparé aux 2 contrôles. De plus, les microvésicules 

transportant des protéines impliquées dans le transport des acides aminés et dans la voie mTOR sont 

augmentés chez les patients HSF. 

Conclusions 

Les protéines identifiées dans cette étude pourraient être impliquées dans les mécanismes de récidive 

et être considérées comme de potentiels candidats marqueurs de l’HSF.  
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ABSTRACT 

Focal and segmental glomerulosclerosis (FSGS) is a severe form of idiopathic nephrotic 

syndrome, of presumable immune origin and attributed to extrarenal pathogenic circulating factors. 

Diagnosis is based on kidney biopsy and to date there are no available biomarkers to predict FSGS 

recurrence (rFSGS) after transplant, which occurs in 30 to 50% of cases. Direct analysis of patient 

plasma proteome has not been addressed to date, mainly due to methodological difficulties associated 

with plasma complexity and dynamic range. In the present study we compared different methods of 

plasma preparation by depletion of the most abundant proteins. By a combination of 

immunodepletion and high pH fractionation, we performed in parallel a differential proteomic analysis 

of soluble plasma proteins and of extracellular vesicles (EV) obtained from healthy controls, non-INS 

patient controls, and rFSGS patients (n=4). In both soluble and EV protein sets from rFSGS patients we 

found a statistically significant increase in a cluster of proteins involved in neutrophil degranulation. A 

group of lipid binding proteins, generally associated with lipoproteins, was found decreased in the 

soluble set from rFSGS patients. In addition, three aminoacid transporters involved in mTORC1 

activation were found significantly increased in EV from rFSGS individuals. Further research will be 

necessary to investigate the implication of neutrophil activation, lipoprotein dynamics and mTOR 

signalling in the pathogenesis of FSGS, as well as the potential of some of the identified differential 

proteins as FSGS biomarkers. 
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INTRODUCTION 

Focal and Segmental Glomerulosclerosis (FSGS) is the most frequent form of idiopathic nephrotic 
syndrome among adults. The disease is progressive, can be unresponsive to corticosteroids and 
immunosuppressive treatment and eventually leads to end stage renal insufficiency requiring lifetime 
dialysis or kidney transplantation. For most of the patients, kidney transplantation is considered as the 
only therapeutic alternative. However, 30% of the individuals develop recurrence of the disease 

(rFSGS)tin the hours or days following renal graft (1). Compelling evidence point to the existence of a 

causative permeability factor responsible for rFSGS (2). The latter is commonly managed by plasma 
exchange (PE) or plasmapheresis, a therapy where plasma is removed and replaced by an albumin 
solution. PE is used for the removal of deleterious proteins or antibodies and widely employed in auto-

immune diseases, neurologic pathologies, hepatic insufficiency, and familial hypercholesterolemia (3). 
This intervention has proven to be an effective treatment for rFSGS by removing the potential 
permeability factor, but the benefits from this method is usually limited to several months.  
 
In the context of FSGS disease, several groups have tried to identify the permeability factor or factors 
responsible for disease recurrence by various methods and several potential candidates have been 
suggested (for review see(4-6)) . Some studies focused their efforts on molecules known to modify the 
kidney barrier function (7). Only a limited number of studies have used mass spectrometry to identify 
novel candidates in plasma, following affinity chromatography (8) or two-dimensional electrophoresis 
(9). 

 
FSGS diagnosis relies exclusively on kidney biopsy, a highly invasive procedure, due to the lack of 
diagnostic and prognostic biomarkers. In order to identify biomarkers in plasma, in-depth 
characterization of low and medium abundance proteins is mandatory. Depletion of high abundance 

proteins has been used to dig deeper into the plasma proteome (10). However, a growing number of 
studies have focused on extracellular vesicles (EVs). The latter have been found involved in the 

pathogenesis of kidney diseases (11) (12) and play important roles in immune regulation, including 

activation and inhibition of immune cell responses (13). EVs are especially important because they 
provide a snapshot of the cell from which they originate at one particular moment. Therefore, EVs are 
an invaluable tool for diagnosis, prognosis and progression assessment of diseases. To date, a few 

studies have analyzed EVs in PE samples, in the search for miRNA signatures (14) and proteomic 

signatures (15) of patients.   
 
In the present work, we compared the protein composition (encompassing both EVs and soluble 
proteins) of peripheral blood plasma and PE fluid from a single individual. We also compared the 
proteomic profiles of EVs and depleted PE proteins between rFSGS patients and control patients in 
order to identify novel noninvasive biomarkers of the disease.  
 

MATERIALS AND METHODS 

Plasma exchange and plasma collection 
Healthy volunteers as well as nephropathic patients from Henri Mondor CHU Hospital (Créteil, France) 
provided informed consent. The study enrolled five healthy individuals (two women and three men 
between 32 and 50 years old) with no clinical history of kidney disease, four patients with post-
transplant recurrent FSGS (rFSGS) and four patients with other nephropathies, used as patient controls 
(table1). Plasma (2mL) was obtained from peripheral blood by centrifugation twice at 1,500g for 
10min. First post-transplant PE fluid was collected immediately after plasmapheresis session and 
frozen at -80°C. 
 
Extracellular vesicles preparation 
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Extracellular vesicles were obtained by a centrifugation method based on the protocol published by 
Geiger’s laboratory (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4390257/). 
All the steps were carried out at 4°C. Briefly, plasma was centrifuged at 3,300g for 20min to remove 
platelets. Supernatants were collected in clean tubes and diluted 2-fold with ice-cold PBS and 
centrifuged at 20,000g for 1h. Pelleted extracellular vesicles were then washed two times with the 
same volume of ice-cold PBS and suspended in 5% SDS, 50mM triethylammonium bicarbonate (TEAB). 
 
Plasma immunodepletion using Proteome PurifyTM kit 
Proteome PurifyTM 12 Human Serum Protein Immunodepletion Resin kit (R&D Systems, Minneapolis, 
MN, USA) was used to deplete the TOP12 most abundant proteins according to the manufacturer’s 
protocol with some modifications. Resin (1mL) was centrifuged for 30s at 1000g. PE and plasma were 
thawed on ice, 10µL of each sample were mixed with 500µL of PBS and incubated with the resin under 
rotary agitation for 1h at room temperature. After incubation, samples were centrifuged on Spin-X 
0.22µm cellulose acetate membrane filters (Corning Costar®, NY, USA) to remove the resin and further 
centrifuged on 3kDa Microcon (Millipore, Bedford, MA, USA) to concentrate the depleted samples. 
 
Plasma depletion using Cibacron Blue 
Cibacron blue (Pierce Albumin Removal Kit, Thermo Scientific, IL, USA) was used to deplete albumin 
from samples according to the manufacturer’s protocol. Slurry (200µL) was centrifuged at 12,000g for 
1min and washed once with 100µl of 25mM Tris-HCl pH 7.5. Plasma or PE (10µL) were incubated with 
slurries and 40µL of 25mM Tris-HCl pH 7.5 for 2min at room temperature. Samples were centrifuged 
at 12,000g for 1min. Depleted samples were then eluted five times with 50µL of 25mM Tris-HCl pH 7.5. 
 
Plasma depletion using ammonium sulfate 
Fifty mL of PE were thawed, centrifuge at 1,600g for 30min at 4°C. The supernatant was recovered and 
supplemented with protease inhibitors (Roche Complete Mini), then 0.2 volumes of 50mM Tris-HCl pH 
8.6 were added. Next, 131.23 mL of saturated ammonium sulfate were added drop by drop under 
constant agitation at 4°C. The mixture was left agitating for additional 20min, then centrifuged at 
1,600g for 30min at 4°C. The supernatant was recovered and subjected to proteomic analysis. 
 
Suspension trapping (S-Trap) 
S-TrapTM micro spin column digestion was performed on OptiPrepTM raft fractions according to the 
manufacturer’s protocol. Briefly, proteins were precipitated overnight using 10% TCA final 
concentration and washed four times with cold ethanol. Proteins were resuspended and solubilized in 
5% SDS, 50mM TEAB (pH 7.55), reduced with 20mM tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) solution and 
alkylated by the addition of chloroacetamide to a final concentration of 50mM. Aqueous phosphoric 
acid was added to a final concentration of 1.2%. Colloidal protein particulate was formed with the 
addition of 231µL of S-Trap binding buffer (90% aqueous methanol, 100mM TEAB, pH7.1). The mixture 
was placed on S-Trap micro 1.7mL columns and centrifuged at 4,000g for 10 seconds. Columns were 
washed five times with 150µL S-Trap binding buffer and centrifuged at 4,000g for 10 seconds with 180-
degree rotation of the columns between washes. Samples were digested with 2µg of trypsin (Promega) 
at 47°C for 1h. Peptides were eluted with 40µL of 50mM TEAB followed by 40µL of 0.2% aqueous 
formic acid and by 35µL 50% acetonitrile containing 0.2% formic acid. Peptides were finally vacuum 
dried. Samples were resuspended in 20 µL of 1% ACN, 0.1% TFA in HPLC-grade water. 
 
High pH fractionation 
Samples were fractionated by in-tip high pH reverse phase chromatography, using 1 mg of C18-AQ 5 
µm beads (Dr. Maisch, GmbH, Ammerbuch, Germany) per sample. Beads were conditioned twice with 
50 µL of 50% ACN and twice with 50 µL of 0.1% TFA, centrifuged 2 min at 1500g. Peptides were 
resuspended in 50 µL of 0.1% TFA and added onto the stage tip centrifuged 2 min at 1500g. The stage 
tip was washed with 50 µL of HPLC-grade water and the peptides were sequentially eluted with 0.1% 
trimethylamine and an increasing percentage of ACN (5%, 7.5%, 10%, 12.5%, 15%, 17.5%, 20% and 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4390257/
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50%). The 26 fractions were concatenated in 13 fractions (F1-F14, F2-F15, F3-F16... F12-F25, F13-F26). 
These 13 fractions were dried and resuspended in 14 µL of 10% ACN, 0.1% TFA in HPLC-grade water. 
 
NanoLC-MS/MS protein identification and quantification 
For each run, 1 µL was injected in a nanoRSLC-Q Exactive PLUS (RSLC Ultimate 3000) (Thermo Scientific, 
Waltham MA, USA). Peptides were loaded onto a µ-precolumn (Acclaim PepMap 100 C18, cartridge, 
300 µm i.d.×5 mm, 5 µm) (Thermo Scientific), and separated on a 50 cm reversed-phase liquid 
chromatography column (0.075 mm ID, Acclaim PepMap 100, C18, 2 µm) (Thermo Scientific). 
Chromatography solvents were (A) 0.1% formic acid in water, and (B) 80% acetonitrile, 0.08% formic 
acid. Peptides were eluted from the column with the following gradient: 5% to 40% B (120 minutes), 
40% to 80% (5 minutes). At 125 minutes, the gradient returned to 5% to re-equilibrate the column for 
20 minutes before the next injection. Two blanks were run between samples to prevent sample 
carryover. Peptides eluting from the column were analyzed by data dependent MS/MS, using a top-10 
acquisition method. Peptides were fragmented using higher-energy collisional dissociation (HCD). 
Briefly, the instrument settings were as follows: resolution was set to 70,000 for MS scans and 17,500 
for the data dependent MS/MS scans in order to increase speed. The MS AGC target was set to 3.106 
counts with maximum injection time set to 200 ms, while MS/MS AGC target was set to 1.105 with 
maximum injection time set to 120 ms. The MS scan range was from 400 to 2000 m/z. Dynamic 
exclusion was set to 30 seconds duration. Three separate mass spectrometry runs (i.e. technical 
replicates) were acquired for each biological replicate under the identical mass spectrometric 
conditions to account for instrument-related variability and to improve accuracy of the label-free 
quantification. 
 
MS data processing and bioinformatic analysis 
MS data processing and bioinformatics were done as previously described with some modifications 
(63). Briefly, raw MS files were processed with the MaxQuant software version 1.6.14.0 and searched 
with the Andromeda search engine against the human UniProt database (release May 2019, 20,199 
entries). To search for parent mass and fragment ions, we set the mass deviation at 4.5 ppm and 20 
ppm, respectively. The minimum peptide length was set to seven amino acids and strict specificity for 
trypsin cleavage was required, allowing up to two missed cleavage sites. Match between runs was 
allowed. Carbamidomethylation (Cys) was set as fixed modification, whereas oxidation (Met) and 
protein N-terminal acetylation were set as variable modifications. The false discovery rates (FDRs) at 
the protein and peptide level were set to 1%. Scores were calculated in MaxQuant as described 
previously (63).  
Statistical and bioinformatic analysis, including heatmaps, volcano plots and multi-scatter plots were 
performed with Perseus software (version 1.6.12.0) freely available at www.perseus-framework.org. 
Functional enrichment analysis of significant proteins was performed using String-DB. 
 

  

http://www.perseus-framework.org/
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RESULTS 

Different depletion methods and library building 

To date, no global proteomic analysis of plasma in the context of FSGS disease has been 

conducted and (4) (5) (6) Some studies concentrated their efforts on molecules known to modify the 

kidney barrier function (7). Only a limited number of studies have used mass spectrometry to identify 

novel candidates in plasma, after affinity chromatography (PMID : 12631135) or two-dimensional 

electrophoresis(PMID : 23205849)previous proteomic studies conducted on other clinical samples 

from FSGS patients are relatively outdated. In this study, we aimed to explore the plasma proteome of 

rFSGS patients in order to identify low abundant and potentially clinically discriminating proteins. Early 

studies led by the group of Savin, suggested that 70% ammonium sulfate would precipitate most of 

the high molecular weight plasma proteins while leaving the permeability factor in the supernatant 

(16). As a starting point, we tested the ammonium sulfate precipitation protocol on a sample from a 

control and rFSGS patient and analyzed the proteins in the supernatant by mass spectrometry. We 

used plasma exchange samples, readily available in high quantity from these patients.  Before 

precipitation, we identified 262 and 260 proteins for control and rFSGS patients respectively. After 

precipitation, the number of identified proteins dropped to 123 and 143 proteins.  We estimated the 

abundance of proteins by the number of MS/MS spectra acquired for a selection of proteins in each 

sample. As expected, proteins with high molecular weight (>60kDa) precipitated while leaving proteins 

like albumin (ALB, 60kDa) or alpha-1-antitrypsin (SERPINA1, 45kDa) in the supernatant (Figure 1A). The 

relatively lower number of proteins identified after precipitation is probably due to the fact that 70% 

ammonium sulfate leads to the precipitation of most of the high MW plasmatic proteins and, as a 

consequence, to the concentration of albumin in the supernatant. Albumin is the most abundant 

protein in plasma and it is known to interfere with the identification of lower abundance proteins. In 

these analytical conditions the deeper plasma proteome remains hidden. 

We therefore performed albumin depletion of plasma with a dye-ligand method using 

Cibacron Blue, a dye showing a structural similarity with bilirubin that strongly binds albumin and other 

plasma molecules (17). As shown in Figure 1B, albumin depletion allowed the identification of a similar 

number of proteins to non-depleted. In fact, albumin depletion was confirmed (decrease of albumin 

intensity of 634%), but other high abundance plasma proteins (SERPINA1, alpha-2-macrobulin, 

serotransferrin and ceruloplasmin) were identified with a higher number of MS/MS (increase of 58% 

to 189%) as compared to non-depleted samples. In albumin depleted samples, the mass spectrometer 

spent a significantly higher amount of time collecting MS/MS for the top remaining high abundance 

proteins, leaving again the deeper plasma proteome hidden. 

As demonstrated before, ammonium sulfate precipitation could separate a putative 

permeability factor from high molecular weight proteins like immunoglobulins (Savin et al), yet this 

method is not suited for in-depth plasma identification. Likewise, simple depletion of albumin does 

not improve the MS depth of analysis.  

To obtain in-depth plasma identification, we chose to build a spectral library through a 

combination of immunodepletion -allowing to deplete the top 12 most abundant protein in the plasma 

(TOP12)- and extensive high-pH reverse phase peptide fractionation (13 fractions, up to 26h of 

machine time per sample). The library allowed us to transfer peptide identifications from one sample 

to another, without the need to fractionate every sample, which is time-consuming. The in-house 

plasma library contained 917 plasma proteins (Figure 1C). For comparison, immunodepletion alone 

allowed the identification of 358 proteins (2h of machine time), while extensive fractionation alone led 

to the identification of 406 proteins (26h of machine time). Using the library, we could identify a higher 
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number of proteins in these samples using a 2h LC MSMS analysis time (Figure 1C). A summary of the 

tests performed in plasma preparation and the results obtained is reported in Figure 1D. 

Comparison of proteome from plasma and plasma exchange samples 

For this study, we only had access to PE samples from rFSGS patients.  As these patients are 

subjected to plasmapheresis for therapeutic reasons, PE samples are readily available and stored in 

large quantities. However, we wanted to compare the plasma proteome to healthy donors, for whom 

only peripheral blood plasma is available.   

According to how the plasmapheresis device operates, there is no clear evidence of any 

compositional difference between plasma and PE samples. In order to be able to compare peripheral 

blood plasma from healthy donors along with PE from nephropathic patients in this study, we 

compared first the plasma and the PE proteomes. 

To enlarge the spectrum of proteins analyzed within the plasma of patients, we decided to 

additionally analyze proteins contained in plasma extracellular vesicles (EVs).  By exploring the soluble 

plasma proteome and the EVs proteome we cover two major fractions of plasmatic proteins, the 

soluble and the intracellular-derived fraction. Plasma EVs are prepared by centrifugation and extensive 

washings in order to eliminate any contamination from high abundance soluble proteins.  

Given the interest of both soluble proteins and EVs protein profiles, we performed 

immunodepletion and EV isolation on plasma drawn from a patient who received PE therapy on the 

same day. PE was collected immediately after the plasmapheresis session (Figure 2). Each sample was 

divided into three parts and they were analyzed in parallel. The number of identified proteins was 

comparable between plasma and the PE samples for soluble proteins, although we identified slightly 

lower EVs proteins from PE (supplementary Figure 2). To evaluate the similarity of plasma and PE 

proteomes, we calculated Pearson correlation coefficient values of LFQ intensities for soluble and EV 

proteins. Comparison of soluble proteins showed high correlation (r=0.995-0.998)  (Figure 2, blue 

shades). EV plasma proteins showed a slightly lower correlation (0.77-0.942) between the plasma EV 

and the PE EVs (Figure 2, pink shades). Nonetheless, a certain variability was also observed between 

vesicles prepared independently from the same sample, suggesting that the EV preparation per se can 

be the reason for the observed variability. The average Pearson correlation coefficient values of LFQ 

intensities for each group was >0.8 for soluble proteins and EVs proteins. Furthermore, to confirm the 

similarity of proteomes, we plotted logarithmized LFQ intensities of alpha-2-macrobulin (A2M) and 

serotransferrin (TF) soluble plasma proteins, showing no significant difference (Supplementary Figure 

1). The same results were found for EV marker proteins, such as CD9 and integrins, which were also 

not significantly different.  

Analysis of soluble and EV plasma proteome from rFSGS patients 

For this study, we collected PE from rFSGS patients and compared them with two sets of 

controls (detailed in Experimental Section) to find specific disease-associated proteins. These two sets 

of controls include peripheral blood plasma (from healthy donors) and PE (from CTRL patients). 

As no significant differences between plasma and PE proteome profiles were found in the 

preceding study, we compared proteins from plasma of healthy donors and PE of rFSGS patients 

(Figure 3C). A total of 480 soluble plasma proteins and 1312 EVs proteins were identified across all 

samples with 269 proteins in common (Figure 3B). Interestingly, we found EVs markers of several 

immune cells in EV (CD45 for leucocytes, CD8/81/82 for T-cells and CD19/29/37 for B-cells) that we did 

not identify among soluble proteins (Supplementary figure 2). Changes in plasmatic protein 

abundance are depicted in the heatmaps in Figure 3C. An ANOVA test (permutation-based FDR<0,05) 



   
 

135 
 

led to the quantification of 88 significantly different proteins among the three groups for plasma 

soluble proteins and 478 significantly modulated proteins for EVs. In both cases, hierarchical clustering 

of the samples indicates that the significant proteins can clearly discriminate healthy donors, control 

patients and rFSGS patients. The two groups of patients show a more similar profile, compared to 

healthy controls. 

In order to select disease-related proteins, we chose those differentially abundant in rFSGS 

patients compared to healthy donors and to control patients. Among soluble proteins, 58 were 

modulated (47 upregulated and 11 downregulated) in rFSGS patients relative to the two sets of 

controls. These proteins were subjected to functional enrichment analysis using String-DB. Among the 

47 upregulated proteins, 13 (B4GALT1, QSOX1, ORM1, ORM2, LRG1, FTL, GM2A, GIG25, TXNDC5, 

S100A8, S100A9, CD93, SIGLEC14) are involved in neutrophil degranulation (FDR =1.17e-08) (Figure 4). 

Among the 11 downregulated proteins, 3 (TLN1, TF and APOA1) are implicated in platelet 

degranulation (FDR=0.0077) and 5 proteins (TLN1, APOA1, GC, APOF and PLA2G7) are lipid binding 

(FDR=0.0018) (Figure 4). All these proteins are highlighted in the volcano plots respecting the same 

color code. 

For EV proteins, 38 were modulated (30 upregulated and 8 downregulated) in rFSGS patients 

compared to the two groups of controls. Of these, 11 proteins (PRTN3, MPO, FTL, FPR1, CYBB, IQGAP1, 

CYSTM1, FCAR, ITGAL, DOCK2, LILRB3) are involved in neutrophil degranulation (FDR=8.36e-09). 

Therefore, this functional class was significatively enriched in rFSGS in both soluble and EV fraction, 

despite the fact that none of the proteins, except FTL, appear in both sets. Another class enriched and 

increased specifically was that of amino acid transporters, composed of the SLC7A5/SLC3A2 

heterodimer along with SLC1A5, which have been previously described to be involved in activation of 

mTORC1 through nutrient sensing (18). Of note, among the EV identified proteins in this study and 

overrepresented in rFSGS patients, we observed one interaction between IQGAP1 and podocalyxin, 

which interacts with ezrin through NHERF1, all involved in podocyte cytoskeleton organization.  

For both soluble and EV proteomes, the groups of significant proteins were also represented 

in volcano plots (FDR<0.05, s0=0.1, 250 randomizations) respecting the same color code as the 

functional annotations (Figure 4). 

 

DISCUSSION 

 

Compelling evidence suggests that one or several permeability factors are responsible for the 

pathological process leading to FSGS recurrence in some transplanted patients. To date, no global 

proteomic analysis of plasma in the context of FSGS disease has been conducted and previous 

proteomic studies conducted on other clinical samples from FSGS patients are relatively outdated. In 

the context of post-transplant FSGS recurrence (for review see (4) (5) (6) elegant and hypothesis-driven 

strategies have circumvented the technical limitations in the search for potential circulating factors. 

Some studies concentrated their efforts on molecules known to modify the kidney barrier function (7). 

Only a limited number of studies have used mass spectrometry to identify novel candidates in plasma, 

after affinity chromatography (8) or two-dimensional electrophoresis (9). In the present work we 

address the subject of circulating factor research using state of the art strategies in proteomics leading 

to an in-depth screening of the plasma proteome. 

Plasma is a biologic fluid commonly used in basic research. Large amounts of plasma are often 

required for research aiming at the purification of low abundant molecules, for diagnosis, prediction, 
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and tracking progression of a disease, such as circulating DNA (19), mRNA (20), miRNA (21), and 

proteins (22). Plasma availability and the yield of bioactive molecules represent serious limitations in 

quantity and quality in regard to clinical applications. Plasma proteome has a large dynamic range 

(23), the concentration of high and low abundance proteins spanning 12 orders of magnitude with the 

top 10 most abundant proteins representing 90% of the total protein mass. High-abundant proteins 

are well characterized and understood while low-abundant proteins are thought to be of great interest 

for their biological relevance and functions (24). Immunodepletion using antibodies raised against the 

most abundant proteins is the most common method to access to the identification of the low 

abundant proteins. Other methods for plasma depletion include dye-ligand, protein-

ligand, precipitation, use of combinatorial peptide ligand library and enrichment of a protein 

population of interest like extracellular vesicles (25).  

Extracellular vesicles (EV), comprising microvesicles and exosomes, are released by most cells in 
human body fluids. They act as cellular messengers for cell to cell communication. Their 
composition has been found to differ in various pathologies and to be modulated by different stress 

condition (chronic inflammation, infection, hypoxia, oxidative and mechanical stress etc.)  (26). EVs 
from blood mostly originate from platelets, endothelial cells, erythrocytes, leukocytes but also from 
other cells in the body, releasing EVs in the circulating fluids. Technical challenges have been 

encountered in the isolation of EVs from urine (27), sweat (28), cerebrospinal fluid (29), and 

bronchoalveolar lavage (30). Arguably, isolation and purity of EVs are even more difficult to achieve in 
blood because of the physicochemical properties of this fluid (ie. viscosity and the high abundance of 
some plasma proteins). Yet, although plasma EV isolation is challenging, their analysis represents an 
alternative in the search for protein plasma markers. Nevertheless, soluble and EV proteins may 
represent different cellular origins and pathways, and consequently their analysis is complementary.   
 

In the current work we have followed a step-to-step procedure to develop an optimized 

strategy to dig into the plasma proteome in the search for proteins potentially relevant to the post-

transplant recurrence of FSGS. First, we have compared the efficiency of different methods for highly 

abundant protein depletion and chosen the one providing a higher rate of low abundant proteins 

identified. Second, we evaluated the differences in protein content between peripheral blood plasma 

and PE fluid from the same individual. This part of the study was particularly important in that our 

results justify the comparison of both types of sample, arguably corresponding to the same biological 

material. Third, we implemented a method for EV proteomics and performed in parallel, in the best 

possible conditions, the differential analysis of rFSGS material with that from two types of controls, 

namely healthy individuals and control patients. The latter corresponds to non FSGS patients having 

been subjected to kidney transplant and, consequently, having received the same immunosuppressant 

therapy.   

In the best analytical setting that we could establish, we found consistently, both within soluble 

proteins and EV associated proteins, an enrichment of rFSGS upregulated proteins associated with 

neutrophil degranulation, where FTL (ferritin light chain) was the one appearing increased in both 

soluble and EV protein sets. A neutrophil protein and granule component (gelatinase-associated 

lipocalin, NGAL) has appeared in a urine proteomic study as a biomarker of FSGS as compared to MCNS, 

another form of INS, and its expression correlated with the degree of tubulointerstitial lesions (31), 

confirming previous reports (32) (33) (34) (35) in which NGAL is presented as a reliable biomarker to 

distinguish both forms of INS. In line with our findings, FSGS has been reported in patients of severe 

neutrophilic leukemia (36). Interestingly, we found NGAL in both soluble and EV sets. While in the 

soluble set NGAL was increased in both rFSGS and control patients as compared to healthy controls, in 

EV the increase was significant and specific of rFSGS samples. Our results comfort the previous reports 

of NGAL as an FSGS marker and the hypothesis and the observations of increased neutrophil activation 

in FSGS. 
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Conversely, a set of 3 proteins involved on platelet degranulation were downregulated in 

rFSGS in soluble plasma protein samples. Little is known about platelet activity in FSGS.  In a 

comparative study of different forms of idiopathic nephrotic syndrome, FSGS and MCNS patients 

showed a decreased platelet reactivity as compared to idiopathic membranous nephropathy (37). 

Higher platelet counts have been reported in children with FSGS than in children with steroid sensitive 

nephrotic syndrome (38). Thromboembolism has been reported in some patients with INS (39), as well 

as essential thrombocythemia (40).  

Even though it cannot be clearly inferred from our results an alteration of platelet activation 

in rFSGS, two of these 3 proteins (TLN1 and APOA1) are included in another cluster described as lipid 

binding, along with GC, APOF and PLA2G7. Of these, APOA1, APOF and PLA2G7 are components of 

lipoproteins. Indeed, dyslipidemia is one of the hallmarks of idiopathic nephrotic syndrome (41). 

Remarkably, LDL apheresis has been proposed and tested as an alternative therapeutic approach in 

FSGS (42) (43) (44), and several genetic variants in apolipoprotein genes, namely APOE5 (45) and 

APOL1 (46) have been found associated with FSGS susceptibility. Familial hypercholesterolemia has 

also been described (47). It would be, therefore, expected to find changes in lipoprotein-associated 

proteins in rFSGS soluble plasma samples. The specific role in FSGS of APOA1, APOF and PLA2G7, and 

the relevance of their decreased presence remain to be established. 

A final major observation of our study is the increased presence of aminoacid transporters in 

rFSGS EV. The presence of SLC7A5/SLC3A2 couple, known to heterodimerize, and of SLC1A5 can 

represent a link between FSGS and mTOR signaling. In fact, these transporters have been previously 

described to be involved in the activation of mTORC1 through nutrient sensing (18). Inhibition of mTOR 

signaling (48), and more precisely of mTORC1 (49) have been shown to decrease proteinuria and 

prevent the progression of FSGS. Our results contribute to the increasing evidence of a role for mTOR 

signaling in the pathogenic mechanisms of FSGS. In a recent study we have found that human 

podocytes incubated in the presence of rFSGS PE present a relocalization of the Ragulator complex, 

which is key in the regulation of mTORC1 activity, to lipid rafts (unpublished observations). Altogether, 

these results point to a pathogenic mechanism that deserves further investigation. 

To conclude, the differential proteins that we have identified in the present can be considered as 
candidate markers of FSGS. However, there are no arguments in our study to suggest they could be 
specific of FSGS recurrence. For this purpose, a study comparing recurrent vs. non-recurrent patients 
would be necessary, along with the choice of additional control groups and in vitro and in vivo tests to 
confirm any pathogenic effects on renal glomeruli. The analytical procedure that we describe in the 
current work represents a step forward in the direct analysis of the plasma proteome, with clinical 
evaluation applications in many other pathologies. 
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FIGURE LEGENDS 

FIGURE 1 : (A) Ammonium sulfate precipitation (AS) in plasma exchange. Number of proteins 

identified in plasma exchange before and after AS precipitation (pre-AS and post-AS). Number of 

MS/MS spectra were also reported in histograms for albumin (ALB), alpha-1-antitrypsin (SERPINA1), 

alpha-2-macroglobuline (A2M), serotransferrin (TF) and ceruloplasmin (CP). Molecular weight were 

indicated (>60kDa or <60kDa) for these proteins. (B) Albumin depletion of plasma exchange. Number 

of proteins identified in plasma exchange before and after albumin depletion. Number of MS/MS 

spectra were also reported in histograms for ALB, SERPINA1, A2M, TF and CP.  

(C) Building of a spectral library with TOP12 depletion and extensive fractionation. For 

comparison, samples were also depleted or non-depleted with or without fractionation. High-pH 

fractionation was performed on plasma exchange, 26 fractions were collected and pooled in 13 

fractions. Each fraction was run in a 2-h gradient. Number of proteins for each analysis was reported 

in histograms (in light blue). Additional proteins (in pink) identified with the library were also indicated. 

 (D) Summary of different depletion and fractionation performed in these tests. 

FIGURE 2 : Similarity between plasma and PE from same individual. Plasma and PE were 

collected on a the very same day from a patient treated with plasmapheresis (non-recurrent FSGS 

facing humoral rejection). After collection, 500µL (for EV preparation) and 10µL (for soluble proteins 

preparation) of each sample were placed in 3 different tubes to generate separate sample triplicates 

for the analysis. Triplicates of plasma (P1, P2 and P3) and plasma exchange (PE1, PE2 and PE3) were 

analyzed to assess reproducibility of the preparation. Soluble (in blue) and EV (in red) plasma proteins 

were performed on both type of sample. Pearson correlation coefficient were calculated for the LFQ 

intensities of the triplicates to assess the similarity between plasma and PE. 

FIGURE 3 : (A) Study workflow and design. For this study, plasma of four healthy donors (H1, 

H2, H3 and H4), and plasma exchange of 3 controls patients (C1, C2 and C3, facing humoral rejection 

post-transplantation) and 4 rFSGS patients (rF1, rF2, rF3 and rF4, facing recurrent FSGS post-

transplantation) were obtained to perform TOP12 depletion for the analysis of soluble plasma proteins 

(in blue) and EV isolation for the analysis of microvesicules plasma proteins (in pink). 

(B) Venn diagram represented the overlap between identified EV proteins and soluble plasma proteins. 

(C) Heatmap representation from Perseus software of significantly different proteins (ANOVA test, 

s0=0.1, Permutation-based FDR<0.05) between rFSGS patients, healthy donors and controls patients. 

LFQ intensities of each protein (rows) were ranked and grouped according to their distribution signals 

in the clustering heatmap. Each column represents samples from each group. The color scale denotes 

abundance variation (red for more abundant, green for less abundant). 

FIGURE 4 : Significant proteins in soluble and EV experiments. For soluble and EV plasma 

proteins, two volcano plots are depicted and represents the log2 fold change (Difference, x-axis) 

against the –log10 p-value (y-axis) for proteins differentially expressed between control-PE (right of 

plot) and healthy plasma (left of plot), and between rFSGS-PE (right of plot) vs healthy plasma (left of 

plot). STRING network representation (bottom) of significantly different proteins interactions. Proteins 

linked to neutrophil degranulation (in orange), platelet degranulation (in blue), lipid binding (in red), 

podocyte cytoskeleton (in purple), amino acids transporters (in green) were depicted in the STRING 

analysis. 

Supplementary figure 1 : Difference between TOP12 plasma and PE from same individual. For 

soluble and EV plasma proteins, number of identified proteins were reported. Comparison of log2 LFQ 
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intensities of plasma proteins (A2M and TF) and protein markers of EV (CD9 and integrins). Pearson 

correlation coefficient values between plasma and PE were shown on the bottom of this figure. 

Supplementary figure 2 : Proteins identified in plasma and PE proteome from patients. 

 (A) Number of proteins identified in soluble and EV plasma proteins experiments for each healthy 

donor, control patients and rFSGS patients. (B) Specific markers of leukocytes, t-cells and b-cells found 

in EV experiments but not found in soluble plasma experiments. 
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Figure 1 : Different depletion methods and fractionation 

Figure 2 : Similarity between plasma and plasma exchange from same individual 
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Figure 3 : Workflow and EV 
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Figure 4 : Significant proteins in soluble and EV experiments 
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

Le syndrome néphrotique idiopathique est une maladie rare dont la pathogénie reste encore 

partiellement élucidée mais de nombreuses avancées ont permis de mieux comprendre l’implication 

du système immunitaire et des podocytes, cellules cibles de la pathologie. La recherche de facteurs de 

perméabilité glomérulaire impliqués dans la pathogenèse du SNI a commencé il y a 70 ans, de 

nombreuses hypothèses ont été émises mais l’ensemble de ces travaux n’ont pu, à ce jour, clairement 

confirmer l’identité de ce ou ces facteurs pathogènes. L’essor des nouvelles technologies de pointe, 

telles que la spectrométrie de masse, ouvre la voie à de multiples découvertes et de nouveaux 

développements thérapeutiques. Dans le contexte de cette maladie rare, seulement peu d’études ont 

utilisé la spectrométrie de masse pour mieux appréhender ses mécanismes physiopathologiques. 

Dans ce cadre, deux approches complémentaires ont été suivis dans cette thèse et montrent 

la contribution des approches protéomiques dans la compréhension des mécanismes cellulaires 

impliqués dans le SNI. Dans un premier temps, une approche fondamentale a été menée sur les LT et 

les podocytes, suivie dans un second temps par une approche clinique dont l’objectif était d’identifier 

de nouveaux biomarqueurs plasmatiques permettant le diagnostic ou la prédiction de la récidive post-

greffe de la maladie. 

Développement et mise en place de méthodes pour l’analyse protéomique totale et des rafts 

(raftomique) 

Le succès des analyses protéomiques réside autant dans la préparation biochimique des 

échantillons que dans les analyses MS et bio-informatique. 

Au cours de ma thèse, les méthodes protéomiques ont beaucoup évolué selon les besoins. 

Ainsi, après avoir développé une première fois une méthode de préparation, la méthode FASP, 

appliquée à l’analyse des LT, celle-ci s’est révélée insuffisamment adaptée aux études protéomiques 

des rafts qui ont suivi. Nous avons alors introduit un nouveau type de préparation des protéines 

compatible avec la séparation des rafts par ultracentrifugation en gradient d’iodixanol, la méthode S-

Trap. Nous avons démontré pour la première fois que cette méthode, initialement utilisée pour 

éliminer de fortes concentrations de détergents, s’avère également très efficace pour l’élimination de 

l’iodixanol.  

De plus, de nombreux progrès ont été réalisés au niveau de l’analyse MS, plus particulièrement 

sur le plan instrumental, rendant les spectromètres de masse plus sensibles, robustes et permettant 

de gagner en profondeur dans l’analyse protéomique. Ces nouveaux spectromètres de masse tirent 

avantage d’une première séparation par mobilité ionique suivi de l’éjection séquentielle des ions. 
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Ainsi, ces innovations permettent de minimiser les problèmes de sous-échantillonnage et donnent 

accès aux protéines les moins abondantes. Pendant ma thèse j’ai travaillé uniquement avec un Q-

Exactive plus MS, un instrument très robuste et à haute résolution mais pas aussi sensible que les tous 

derniers instruments. 

Au cours de mes travaux, l’analyse des données quantitatives a été très discutée au sein de 

notre laboratoire, notamment sur la validité des données quantitatives des protéines identifiées avec 

1 ou 2 peptides. Bien que Maxquant soit le logiciel de prédilection pour les analyses quantitatives label-

free grâce à sa qualité d’analyse et sa performance dans la quantification des protéines, il nécessite de 

connaître ses limitations. Si la quantification LFQ est réalisée sur 2 peptides, Maxquant ne renvoie 

aucune valeur de quantification même s’il a détecté 1 peptide pour la protéine, ce qui peut se révéler 

trompeur pour nos analyses. En effet, nos analyses de rafts nécessitaient d’extraire les données 

quantitatives de protéines totalement présentes ou totalement absentes dans les rafts. Par ailleurs, 

un deuxième problème s’est présenté à nous et concerne les peptides partagés par plusieurs protéines. 

Maxquant renvoie la mention « unique » sur certains peptides alors que, d’apres une inspection 

manuelle des données, ceux-ci ne sont pas réellement uniques. Pour conclure, j’ai choisi de réaliser les 

quantifications LFQ avec 1 peptide, pour réduire le nombre de données manquantes, mais en excluant 

ensuite manuellement les protéines qui n’étaient identifiées qu’avec seulement 1 peptide dans tous 

les échantillons. De plus, j’ai retenu pour validation seulement les protéines quantifiées par MS avec 

au moins 3 peptides, ayant eu de nombreuses déconvenues au cours de ma thèse sur les protéines 

quantifiées avec 1 ou 2 peptides. 

Rôle de CMIP dans les LT et dans le recrutement des rafts dans les LT 

Nos premiers résultats montrent que l’effet de CMIP est multiple et agit à plusieurs niveaux : 

lors de l’activation et la prolifération du LT, en passant par une dérégulation du métabolisme des 

sphingolipides et enfin, en désorganisant le cytosquelette du LT. Cependant, les variations observées 

en termes d’expression protéique étaient de très faible intensité. 

Une des limitations de l’analyse des rafts des LT dans le modèle murin du laboratoire est le 

temps d’activation lymphocytaire choisi initialement (15min). Notre but était de connaître l’impact de 

CMIP sur le protéome des rafts du LT. D’après nos données publiées récemment (Oniszczuk et al., 

2019), l’expression protéique du transgène CMIP humain devient significativement augmentée à 

15min avec un pic à 60min où son expression est la plus forte. En revanche, il est connu que le 

recrutement et agrégation des rafts au site de la synapse immunologique s’opère très rapidement dans 

les secondes ou minutes après stimulus externe, bien que des études montrent que les rafts subsistent 
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jusqu’à 20min après activation du LT (Viola et al., 1999). Probablement, à 15 minutes les évènements 

de signalisation liées à l’activation déjà partiellement achevés. 

Une deuxième limitation de cette partie du travail, est que, afin de réaliser une étude 

exhaustive de la signalisation cellulaire du LT en présence de CMIP qui soit lié étroitement au raftome, 

des analyses phosphoprotéomiques auraient dû être effectuées. Bien qu'envisagé, cela n’a pas été 

possible au cours de ma thèse à cause des faibles quantités de protéines récupérées après 

immunosélection des LT de souris. Ceci constitue une perspective pour la suite des travaux. 

Effet des échanges plasmatiques sur la signalisation proximale podocytaire 

Un autre volet de cette étude était de mieux comprendre les effets des échanges plasmatiques 

sur les podocytes en analysant les voies de signalisation médiées par le recrutement des protéines 

dans les rafts et par la phosphorylation des protéines podocytaires. Dans cette étude, les échanges 

plasmatiques (EP) de patients post-greffe rénale ont été directement mis en contact avec des 

podocytes humains en culture. Les résultats obtenus pointent vers une dérégulation de mTORC1, de 

l’autophagie et une désorganisation du cytosquelette. L’analyse raftomique a mis en évidence une 

augmentation du recrutement des protéines du complexe Ragulator (LAMTOR-2, LAMTOR-3, LAMTOR-

4 et LAMTOR-5) chez les podocytes mis en contact avec les EP de patients rFSGS après 30 minutes 

d’incubation. Le complexe Ragulator est essentiel pour l’activation de mTORC1 dans la voie mTOR. 

Cette activation entraine la phosphorylation de la S6K. Nous avons alors étudié cette 

phosphorylation par Western-Blot et avons observé une diminution de S6K phosphorylée dans les 

podocytes à 30min, 1h et 4h de contact avec les échanges plasmatiques. Une étude publiée 

(Zschiedrich et al., 2017) récemment démontre qu’une hyperactivation ou une inhibition complète de 

mTORC1 est associée à une progression de la glomérulosclérose dans des modèles animaux présentant 

des lésions HSF consécutifs à l’administration d’adriamycine. Ces résultats mettent en lumière 

l’importance d’une régulation fine de cette voie de signalisation. Les auteurs ont également mis en 

contact des EP de patients en récidive post-greffe sur une lignée podocytaire humaine. Leurs résultats 

montrent qu’ils n’ont pas d’effet sur la phosphorylation de S6K, ce qui n’est pas en accord avec nos 

données. Cette discordance de résultats peut s’expliquer par le fait que les auteurs n’ont pas utilisé les 

mêmes conditions cellulaires (seulement 5% en concentration finale des échanges plasmatiques vs 

10% pour notre étude), ont quantifié les changements de S6K phosphorylée après 24h de contact et 

surtout, ont utilisé des individus sains comme contrôles. Dans notre étude, les cellules, après 24h 

d’incubation avec les EP, semblent récupérer les niveaux basaux de S6K phosphorylée. Néanmoins, 

l’effet que nous avons observé ne semble pas spécifique des EP rFSGS, car il est comparable à l’effet 
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des EP des patients contrôles. Ainsi, le recrutement différentiel de Ragulator dans les rafts pourrait ne 

pas être associé à cet effet et avoir d’autres conséquences sur le podocyte. 

Les conditions utilisées dans l’étude ne reproduisent pas exactement ce qu’il se passe dans des 

conditions physiologiques où les podocytes ne sont pas en contact direct avec le plasma sanguin. Ainsi, 

les données présentées peuvent ne pas être représentatives du processus physiopathologique initial 

de la maladie mais peuvent reproduire une situation avancée, où la membrane basale déjà fragilisée, 

laisse passer les protéines plasmatiques. De façon générale, nous rencontrons la même limitation que 

pour toutes les études sur des lignées cellulaires : le manque de « crosstalk » entre les différents types 

cellulaires présents dans le glomérule in vivo. Une solution possible pour contourner cette difficulté 

serait d’utiliser les organoïdes. Ils représentent une avancée très prometteuse dans l’étude des 

processus pathologiques, supérieure aux lignées cellulaires, et permettent de reproduire une 

architecture cellulaire et une fonctionnalité proche du rein (Homan et al., 2019). 

Par ailleurs, les protéines des rafts podocytaires et les phosphoprotéines ont été analysées au 

bout de 30 min de contact avec les échanges plasmatiques de patients. Ainsi, les résultats obtenus ne 

montrent qu’une photographie du raftome et du phosphoprotéome à un moment donné et ne 

donnent pas d’informations sur les événements pendant les premières minutes de la récidive de la 

maladie, ni de la souffrance podocytaire observée dans les stades plus tardifs. En revanche, nos 

premières expériences de validation des résultats protéomiques, certaines faisant partie des 

manuscrits présentés dans ce mémoire, ont consisté à des incubations plus longues, jusqu’à 24h. Ceci 

a permis de suivre des effets différés sur certains marqueurs et effecteurs (24h) des modifications 

précoces du protéome (30min). 

Analyse protéomique des échanges plasmatiques et recherche de biomarqueurs 

Parallèlement à ce travail, nous nous sommes intéressés à la composition protéique des EP 

des patients rFSGS. La principale limitation de cette étude est le nombre limité de patients inclus dans 

l’analyse. Cette limitation peut s’expliquer simplement par le fait que nous travaillons sur une maladie 

rare et que le nombre de patients qui satisfont les critères d’inclusion est par conséquent limité. Le 

succès des analyses impliquant des cohortes de patients repose sur leur homogénéité en termes d’âge, 

de sexe, de comorbidités et de traitements. Dans notre étude, nous n’avions pas la possibilité d’inclure 

un groupe homogène de patients, nous nous sommes focalisés sur l’homogénéité des traitements, qui 

est plus facilement contrôlable, c’est pourquoi nous avons choisi d’inclure des patients en rejet de 

greffe comme contrôles. L’idéal aurait été d’inclure des EP de patients en post-greffe n’ayant pas 

récidivé comme contrôles, mais ces patients ne sont pas soumis à des cycles de plasmaphérèse. 
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Le biomarqueur idéal dans notre contexte serait une protéine ou un panel de protéines 

détectables facilement et qui pourrait prédire, avant de procéder à une transplantation rénale, les 

patients qui sont plus à risque de subir une récidive et ainsi éviter les effets physiques et 

psychologiques associés à une procédure délicate et inutile, ainsi que les couts de l’intervention. 

Parmi les potentiels facteurs de perméabilité impliqués dans le SNI et reportés dans la 

littérature, seule l’hémopéxine a été identifiée dans notre étude et son expression n’est pas 

significativement différente entre les HSF et les contrôles. Son expression différentielle a surtout été 

rapportée dans la littérature chez les patients LGM plutôt que les HSF (Bakker et al., 2005). Les 

protéines suPAR, CLCF-1 et CD40 n’ont pas été identifiées dans notre étude. Une explication possible 

pourrait être la sensibilité limitée du spectromètre de masse utilisé. En effet, nous avons quantifié 

seulement 480 protéines solubles. D’après les données de l’initiative Human Plasma Proteome Project, 

qui a permis de quantifier de manière absolue 3500 protéines plasmatiques par spectrométrie de 

masse (Nanjappa et al., 2014), suPAR est la 1736ème protéine la plus abondante dans le plasma et CD40 

est en 3010ème position. La protéine CLCF-1 n’est pas présente dans cette liste.  

Nos résultats suggèrent de manière relativement surprenante l’implication des neutrophiles 

dans la pathogenèse de la HSF. Néanmoins, ils confirment les observations précédentes qui signalent 

la lipocaline comme un marqueur spécifique de la HSF par rapport à d’autres formes de syndrome 

néphrotique. Nos observations incluent également la diminution significative des apolipoprotéines, et 

une PLA2 spécifique des lipoprotéines, et à nouveau l’implication possible de la voie mTOR, suite à 

l’identification de trois transporteurs d’acides aminés augmentés dans le protéome des vésicules 

extracellulaires des patients HSF récidivants. La suite de ce travail devrait correspondre à la validation 

et investigation de ces trois axes (activation des neutrophiles, lipoprotéines et voie mTOR) dans des 

modèles in vivo et la confirmation de leur relevance chez les patients. De plus, une sélection de 

certaines protéines augmentées dans le plasma des patients devrait mener à une analyse par ELISA à 

partir de prélèvements sanguins sur une cohorte de patients récidivants, avec une sélection de 

plusieurs groupes contrôles, afin de confirmer leur potentiel comme biomarqueurs prédictifs de la 

récidive. Ces analyses devraient inclure, au moins, des individus sains, des patients LGM, des patients 

de néphropathie extra-membraneuse, des patients HSF greffés avec un prélèvement pré-greffe (en 

dialyse) et un autre post-greffe, éventuellement divisés en deux groupes, récidivants et non-

récidivants. Idéalement un dernier groupe contrôle pourrait inclure des patients en dialyse avec 

d’autres pathologies. Pour confirmer la valeur du biomarqueur, l’étude devrait être multicentrique et 

internationale. 
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Conclusions 

En partant de trois analyses différentes, la première portant sur le système immunitaire sous 

l’effet de CMIP, la seconde sur les effets des échanges plasmatiques sur les podocytes et enfin la 

troisième sur les échanges plasmatiques directement, ces analyses se rejoignent toutes sur un thème 

récurrent : celui de l’altération du cytosquelette du podocyte. Deux de ces analyses pointent vers une 

dérégulation de mTORC1. Finalement, les études à partir des échanges plasmatiques de patients de 

récidive post greffe de la maladie suggèrent à nouveau l’implication de la voie mTOR, ainsi que 

l’activation des neutrophiles et la dérégulation du métabolisme lipidique. La suite des travaux devrait 

correspondre à la validation et investigation de ces voies, ainsi que l’évaluation de biomarqueurs 

prédictifs de la récidive parmi les protéines trouvées spécifiquement présentes dans le plasma des 

patients. 
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RÉSUMÉ 

Le syndrome néphrotique idiopathique (SNI) est une podocytopathie d’origine immunitaire dont la 

pathogenèse n’est pas bien connue. Notre équipe a identifié un gène (CMIP) dont l’expression est 

associée à certaines formes de SNI. Le principal objectif de cette étude est de mieux comprendre la 

physiopathologie du SNI par des approches protéomiques. Après avoir optimisé la méthode FASP pour 

l’analyse des lymphocytes T (LT) afin d’améliorer la sensibilité de l’analyse protéomique, nous avons 

étudié le protéome total du LT en fonction de la présence de CMIP. Nous avons ainsi montré 

l’implication de CMIP dans la désorganisation du cytosquelette du LT. CMIP pouvant être localisée dans 

les rafts, nous avons alors développé une méthode très sensible permettant l’analyse de ces 

microdomaines par spectrométrie de masse afin d’évaluer l’impact de CMIP sur le raftome de LT 

obtenus à partir d’une souris.  Nos résultats suggèrent un recrutement différent des protéines de 

signalisation des LT stimulés en fonction de la présence de CMIP. Nous avons également exploré la 

signalisation proximale podocytaire pour comprendre l’effet sur ces cellules du plasma des patients 

SNI. En étudiant le raftome et le phosphoprotéome des podocytes, nous avons observé une 

dérégulation de mTORC1, de l’autophagie et une désorganisation du cytosquelette podocytaire. Enfin, 

les échanges plasmatiques (la fraction soluble et les vésicules extracellulaires -EVs-) des patients SNI 

en récidive post-greffe ont été analysés, afin de mettre en évidence des biomarqueurs de la récidive. 

Nos expériences ont montré que les EVs des patients SNI présentent une augmentation des 

transporteurs d’acides aminés, impliqués dans la voie mTOR. De plus, nous observons une plus forte 

présence des protéines de la dégranulation du neutrophile chez ces patients. En conclusion, mes 

travaux de thèse ont permis de mettre en évidence la désorganisation du cytosquelette au niveau des 

LT exprimant CMIP et des podocytes incubés en présence de plasma SNI, ainsi que l’implication de la 

voie mTOR dans les podocytes dans ce contexte.  Les résultats issus de l'analyse du plasma des patients 

a permis d’ouvrir la voie à de nouvelles hypothèses sur l’implication des neutrophiles dans la récidive 

de la maladie. 

ABSTRACT 
Idiopathic nephrotic syndrome (INS) is a podocytopathy of presumable immune origin and poorly 

understood pathogenesis. Our team has identified a gene (CMIP) whose expression is associated with 

certain forms of INS. The main objective of my thesis is to better understand the pathophysiology of 

INS by using proteomic approaches. After optimizing the FASP method to improve sensitivity, we 

studied the proteome of T-cells overexpressing CMIP. The results show, among other effects, the link 

between CMIP expression and T-cell cytoskeleton disorganization. As CMIP can locate in membrane 

rafts, we developed a very sensitive method for raft protein analysis by mass spectrometry. We 

observed the impact of CMIP on raft-mediated signaling in T-cells via altered recruitment of proteins 

in these microdomains. We also explored the proximal signaling in podocytes exposed to plasma from 

SNI patients. By studying the raftome and phosphoproteome of plasma-stimulated podocytes, we 

highlighted a deregulation of mTORC1, of autophagy, and a disorganization of the podocyte 

cytoskeleton. Finally, we analyzed plasma exchanges (both the soluble fraction and extracellular 

vesicles -EVs-) from post-transplant INS patients to identify proteins potentially involved in INS 

recurrence. We found in the EV fraction from SNI patients the differential presence of amino acid 

transporters, known to be involved in the mTOR pathway. We also observed a high presence of 

neutrophil degranulation proteins in both the soluble fraction and EV from these patients. In 

conclusion, my PhD work has highlighted the dysregulation of cytoskeleton organization in both T-cells 

and podocytes, as well as the implication of the mTOR pathway in INS pathogenesis in podocytes.  The 

results of the study on post-transplant patient plasma open new perspectives on the potential 

involvement of neutrophils in the recurrence of the disease. 


