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HES Hématoxyline Eosine Safran
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Ig Immunoglobuline

IF Immunofluorescence

IFI Immunofluorescence indirecte

IHC Immunohistochimie

MAC Complexe d’attaque membranaire
MAT Microangiopathie thrombotique

ME Microscopie électronique

PBR Ponction biopsie rénale

SHU Syndrome hémolytique et urémique
SHUa Syndrome hémolytique et urémique atypique

vWif Facteur de von Willebrand
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1) INTRODUCTION

A- Les Microangiopathies Thrombotiques

1- Généralités, critéres diagnostiques

La microangiopathie thrombotique (MAT) est une lésion histologique peu
fréquente qui se définit par I'atteinte des petits vaisseaux. Elle traduit la souffrance et
la dysfonction des cellules endothéliales constituant le facteur clé de la survenue de
la MAT.

Cette MAT se caractérise par la présence d’agrégats plaquettaires multiples et
de thromboses fibrineuses dans les artérioles de petit calibre et les capillaires
glomérulaires (CG) [1]. Ces thromboses ne sont pas retrouvées de fagon constante.

La MAT est le plus souvent systémique ; les reins et le cerveau étant le plus
souvent affectés.

La présentation clinique se caractérise par une thrombocytopénie périphérique
par consommation des plaquettes, une anémie hémolytique, une altération
mécanique des érythrocytes (schizocytes) due a la présence d'un flux sanguin
turbulent au sein du thrombus et un effondrement de [I'’haptoglobine. Il existe
également une augmentation des mégacaryocytes médullaires ainsi qu'une élévation
importante du taux de lactate deshydrogénase (LDH) par hémolyse et nécrose

tissulaire [1].

La cellule endothéliale constitue une barriere a la migration des cellules
sanguines vers les tissus. De nombreux facteurs peuvent altérer ces cellules
endothéliales et déclencher des Iésions de MAT [2]. Les différentes étiologies sont

résumeées dans le tableau 1.



ETIOLOGIES DES MAT

Purpura thrombotique thrombopénique (PTT) acquis ou congénital
Syndrome hémolytique et urémique (SHU) typique ou atypique
MAT et grossesse

HELLP syndrome

Pré éclampsie

Grossesse associée a un PTT acquis ou congénital ou un SHU atypique
Toxicité médicamenteuse

Transplantation

Autres causes

Infections

Tumeurs malignes

Syndrome des Anticorps anti phospholipides (SAPL)

Lupus érythémateux disséminé (LED)

Coagulation intra vasculaire disséminée (CIVD)

Hypertension artérielle maligne

Hypertension artérielle pulmonaire sévere

Sclérodermie

Tableau 1 : Les différentes étiologies des MAT

Le syndrome hémolytique et urémique (SHU) typique, est lié dans plus de
90% des cas a une infection a Escherichia coli, le plus souvent de souche 0157 :H7.
Cette bactérie produit des shigatoxines (STEC ou Shiga toxin producing Escherichia
Coli). Plus rarement, le SHU est secondaire a des infections invasives a
Streptococcus pneumoniae. L’affection survient surtout chez les enfants, avec une
prévalence maximale chez les enfants de moins de trois ans. Elle survient en
moyenne six jours aprés le début de la diarrhée. Le SHU se caractérise par une
phase prodromique associant diarrhée, vomissements, douleurs abdominales et

parfois fievre. La thrombocytopénie et l'insuffisance rénale s’installent le plus souvent

5



alors que les signes digestifs se sont estompés [1, 3]. Le traitement est

symptomatique [2]. La dialyse est parfois nécessaire.

Le SHU atypique (SHUa), est une forme héréditaire de SHU, beaucoup plus
rare, touchant aussi bien les adultes que les enfants [4]. Il résulte le plus souvent
d’'une mutation sur des protéines intervenant dans la voie du complément.
L’expression clinique de découverte est celle de tout syndrome de MAT, avec plus
fréiguemment une insuffisance rénale aigué sévére ainsi qu'une hypertension
artérielle (HTA) [3]. Les échanges plasmatiques constituent le traitement de premiére

ligne.

Le purpura thrombotique thrombopénique (PTT)est une MAT de l'adulte,
dominée par la gravité de l'atteinte neurologique. L’atteinte rénale est rarement
sévere. |l s’agit d’'une maladie auto immune rare, consécutive a la fabrication d’auto-
anticorps (Ac) dirigés contre une métalloprotéase sérique (ADAMTS13) qui a pour
réle de cliver le facteur de von Willebrand (vWf). Le PTT survient en général apres
un évenement déclenchant comme une grossesse, une infection ou une tumeur. Le
PTT peut également venir compliquer d’autres pathologies comme le lupus ou
d’autres pathologies auto immunes [2]. Le diagnostic repose sur la recherche de
'activité d’ADAMTS13 dans le plasma qui est en général inférieure de 10% par
rapport a la normale [3].

Il existe une forme de PTT congénitale (5 a 10% des cas de PTT), encore appelé
syndrome d’Upshaw-Schulman, trés rare, de transmission autosomique récessive
(OMIM #274150). Il existe dans ce cas une mutation sur le géne codant pour
ADAMTS13, situé sur le chromosome 9q34.2. Le diagnostic repose sur la mise en
évidence de la mutation et 'absence d’Ac anti-ADAMTS13.

Enfin, il existe une forme de PTT acquis idiopathique, sans déficit en ADAMTS13.

Le traitement du PTT réside dans l'administration de plasma par échanges

plasmatiques.

Plus de cinquante molécules ont été décrites comme pouvant étre
responsables de MAT, en particulier les thiénopyridines (ticlopidine, clopidogrel)

entrainant le plus souvent une MAT aprés 2 a 12 semaines de traitement, mais aussi



les anti-calcineurines (cyclosporine et tacrolimus), les inhibiteurs de la voie mTOR

(sirolimus, everolimus), les anti-VEGF ainsi que la quinine [2].

La MAT est aussi une complication bien connue de la transplantation rénale,
méme si elle reste rare. Elle peut étre de novo ou bien récurrente apres la
transplantation. Elle est souvent concomitante d’'une toxicité médicamenteuse, d’une

infection, d’'une HTA maligne, d’'une récidive de sclérodermie ou de SHU [5].

Au cours de la grossesse, la MAT fait partie du tableau de 'HELLP syndrome
et peut étre associée a la pré-éclampsie. La grossesse peut également étre un
facteur déclenchant du PTT ou d’'un SHUa. Les thrombopénies gestationnelles,
causes les plus fréquentes de thrombopénie chez la femme enceinte, ne sont pas

associées a une anémie hémolytique et sont facilement distinguées des MAT [2].

Les autres étiologies de MAT regroupent diverses affections: I'HTA
pulmonaire ou systémique, des pathologies tumorales malignes a un stade avancé
(plutdt des adénocarcinomes), la sclérodermie, la coagulation intravasculaire
disséminée (CIVD), la sclérodermie et le syndrome des Ac anti-phospholipides
(SAPL) ainsi que le lupus érythémateux disséminé (LED) [2].

La figure 1 représente un algorithme pour I'évaluation des MAT, chez les

enfants et les adultes.



Microangiopathic hemolytic anemia with

thrombocytopenia
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in children) in children) in children) and in children) in children)
hereditary
complement

(probably equally
common
in children and
adults)

Figure 1 : Algorithme pour I’évaluation des patients présentant une anémie

hémolytique avec microangiopathie et thrombocytopénie [3].

2- Histologie rénale

Les lésions observées résultent de la présence de thromboses au sein de la
micro vascularisation rénale et de I'ischémie qui en résulte. On observe des lésions

glomérulaires et/ou artériolaires (figure 2) [6].

Les lésions glomérulaires résultent d’une « atteinte Iésionnelle » de la cellule
endothéliale. Les atteintes caractéristiques se caractérisent par la présence de
thrombi intracapillaires glomérulaires, d’'une ischémie glomérulaire (floculus rétracté
sur son pied d’'implantation), d’'une turgescence endothéliale avec une congestion
des boucles capillaires (boucles capillaires remplies d’hématies). On retrouve
également un aspect de double contour de la paroi capillaire souvent épaissie ou

« espace clair sous endothélial » correspondant a des amas de fibrine, de plaquettes



et d’hématies fragmentées. Parfois, on observe une mésangiolyse voire des micro-

anévrismes.

Les lésions vasculaires touchent par définition les artéres de petit calibre, d’'un
diameétre inférieur a 200pm. A un stade précoce, il existe un épaississement de la
paroi vasculaire avec une turgescence des cellules endothéliales, des thrombi
fibrineux, une endartérite mucoide (cedeme mucoide) ainsi qu’une nécrose fibrinoide
des cellules endothéliales et des myocytes avec disparition des noyaux. La nécrose
fibrinoide évolue vers la constitution de dépdts hyalins dans l'intima et la média. A un
stade plus tardif, se développe une prolifération myofibroblatique associée a une
production de collagéne s’organisant en couches concentriques réalisant un aspect
en « bulbe d’oignon » ou « formation gloméruloide ». Cette prolifération conduit a
une oblitération des vaisseaux. |l n'est pas observé d’infiltrat inflammatoire associé.
Les artéres de plus gros calibre comme les artéres inter-lobulaires (AIL) peuvent

présenter des modifications mais qui ne sont pas spécifiques des MAT.

L’atteinte tubulo-interstitielle est constante dans les MAT allant de la dilatation
tubulaire a des nécroses épithéliales tubulaires jusqu'a un aspect de nécrose
tubulaire aigué. L'interstitium rénal peut présenter un cedéme voire une fibrose, avec

un infiltrat inflammatoire modéré.



Figure 2 : Lésions histologiques dans les MAT sur la coloration au Trichrome
vert de Masson. A) Thromboses glomérulaires avec épaississement des parois
des CG et mésangiolyse, x 40; B) Glomérule ischémique avec rétraction du
floculus au poéle vasculaire du glomérule, x40; C) Micro-anévrysmes des CG
(fleche), x40; D) Endartérite fibreuse d’'une AIL, x20; E) Thrombose artériolaire
avec endartérite fibreuse débutante, x40 ; F) Aspect en double contour des CG

(fleche) sur I'argentation de Jones, x40.

10



B- Le systéme du complément

Depuis la découverte qu’'un déficit dans la régulation du complément était la
principale cause de SHUa, de nombreuses questions ont été soulevées quant a la

pathogénése du systeme du complément dans le développement des MAT.

Le systéeme du complément est un systéme de protéines découvert pour la
premiere fois en 1896 [7]. Il est composé de plus de trente protéines soit solubles,
soit membranaires [8, 9]. L’activation du complément conduit @ une cascade de
réactions enzymatiques jouant un role dans 'immunité innée, mais constitue aussi un
des principaux mécanismes effecteurs de la réponse spécifique impliquant les
lymphocytes B et T, et le maintien de la « mémoire immunologique ». Ce systéme
joue également un réle dans l'inflammation, la réponse immune a des organismes
infectieux (bactéries, virus, parasites), des dommages tissulaires de nature physique
biochimique ou néoplasique, ainsi que toute surface considérée comme du « non-

soi » [4].

Cette activation du complément peut se dérouler selon trois voies distinctes
[4]:
- la voie classique,
- la voie alterne,
- la voie des lectines.
Ces trois voies aboutissent a la voie commune pour former le complexe d’attaque

membranaire (MAC).

La voie classique est la voie majoritaire d’activation du complément. Cette
voie est activée lors de la formation d’'un complexe immun aprés fixation d’'une
immunoglobuline (Ig) a une surface pathogéne ou une molécule du « non-soi ».
L’activation de la voie est initiée par la fixation du C1q, associé a deux sérines
estérases (C1r et C1s), a un de ses ligands, le plus souvent IgM, IgG1, mais aussi
IgG2 et 1gG3, présents dans les complexes immuns. Cette fixation entraine la
formation du complexe C1qrs qui acquiert la capacité de cliver le C4 présent dans le
plasma en un fragment de C4a libéré et un fragment majeur de C4b. Le composant
C2 circulant dans le plasma peut alors s’associer au C4b et étre a son tour clivé en

un fragment C2b libéré dans la circulation et un fragment C2a qui reste associé a

11



C4b. Ainsi se forme le complexe C4b2a, appelé C3 convertase classique, ayant la
capacité de cliver le C3 (protéine du complément la plus abondante dans le sang) en

C3a et en C3b. Le C3a est relargué dans la circulation.

La voie des lectines est activée par les structures carbohydrates des micro-
organismes. La protéine sérique de reconnaissance est la protéine MBL (Mannan
Binding Protéine). Elle posséde une grande analogie avec la C1q et est associée a
des sérines estérases appelées MASP 1, 2 et 3 (Mannan-Associated Serine
Protease). Une fois activées, les MASP acquiérent la capacité de cliver les protéines
C4 et C2 et participent a la formation de C3 convertase, identique a celle formée a

I'issue de I'activation par la voie classique.

La voie alterne est activée par des substances d'origine bactérienne telles
que le liposaccharide (LPS) des bactéries Gram positives, des virus ou des cellules
infectées ou transformées. Cette voie aboutit a la formation de la C3 convertase
alterne. La C3 convertase alterne consiste en I'association d’'une molécule de C3
avec le Facteur B, qui sera clivée par une sérine protéase, le Facteur D, produisant
des fragments Bb et Ba. Le fragment Bb reste associé au C3b, formant le complexe
C3bBb ou C3 convertase de la voie alterne, capable de catalyser le clivage C3 en
C3b.

Ces trois voies convergent vers la voie finale commune. L’association des C3
convertases avec des molécules supplémentaires de C3b aboutit a la formation des
complexes C4b2a3b et C3bBb3b. Ces complexes se lient a la protéine C5
permettant sa protéolyse et la formation d’'une molécule de C5a et de C5b. Le C5b
peut alors s’associer aux composants C6, C7, C8, C9, constituant le complexe
d’attaque membranaire (MAC ou C5b9) capable d’induire une lyse osmotique de la
cellule.

De plus, les puissantes anaphylatoxines C3a et C5a libérées durant le processus
sont capables de recruter des cellules inflammatoires sur le site de I'activation (figure
3) [10].
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C3b C3a Cba anaphylatoxin
opsonin anaphylatoxin anaphylatoxin
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Membrane attack J
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Figure 3 : les trois différentes voies d’activation du complément [4].

Comme pour toute cascade d’activation, il existe de nombreuses protéines
circulantes ou membranaires permettant de réguler les différentes voies d’activation
et de protéger ainsi les tissus contre la lyse médiée par le complément [4]. L'un des
moyens de régulation est de cliver les composants générés par I'activation du
systéme du complément, sous une forme inactive.

Le facteur | permet notamment, dans la voie classique, de cliver C3b et C4b
en leur forme inactive (iC3b et iC4b). Le nouveau clivage du iC4b par le facteur |

produit une molécule soluble de C4c ainsi qu’'un C4d [11, 12]. Comme la production
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de C4a et de C4b a partir du C4 résulte de l'activation de la voie classique, la
génération de C4d est donc le témoin de I'activation de la voie classique.

D’autres protéines de la régulation existent comme le facteur H qui contrdle
linitiation de la C3-convertase alterne, mais aussi la protéine DAF (Decay
Accelarating Factor) qui est régulateur négatif des C3 et C5 convertase classique ou
alterne, ou encore le CD59 et la protéine S qui contrélent la formation du MAC.

L’absence de contrdle de l'activation du complément peut conduire a une
perturbation de [I'endothélium, a [Iactivation plaquettaire, au recrutement de

leucocytes, autant de facteurs contribuant a la formation du thrombus.

Actuellement, le complément n’est plus considéré comme jouant seulement un
réle dans les mécanismes de défense.

En plus de permettre la phagocytose par opsomisation de micro-organismes
et de stimuler I'inflammation grace a des médiateurs de l'inflammation, le systéme du
complément est également composé de multiples protéines régulatrices et
d’'inhibiteurs qui permettent a I'organisme de réguler le lieu et I'activation du systéme,
afin de préserver ’homéostasie [13]. Il joue un role dans la maturation des synapses,
I'élimination des complexes immuns, lI'angiogénese, la mobilisation des cellules
hématopoiétiques et des progéniteurs, la régénération des tissus, lI'ischémie, ainsi
que le métabolisme lipidique [14].

Le systéme du complément est donc un groupe de protéines dont la
dérégulation de l'activation conduit a de nombreuses situations pathologiques,
comme les maladies auto-immunes (par exemple le LED), le syndrome d’ischémie-
reperfusion, les chocs septiques, I'allergie ou les contextes de rejet de greffe, mais

aussi les maladies liées a 'age comme les pathologies neurodégénératives [4, 14].
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C- Le C4d

1- Physiopathologie du C4d

Le C4d est un produit inactif de dégradation secondaire a I'activation du C4,
sans fonction biologique connue, ni récepteur [10]. Bien que le C4d soit considéré
comme une preuve de I'activation de la voie classique, il est important de noter que
le C4d peut étre également produit a partir de la voie des lectines [15-17]. Par

conséquent, le C4d peut étre produit sans fixation premiere d’'un Ac (figure 4).

Lectin Classical Alternative
pathway pathway pathway
1 ' |
MBL C1q C3b
\ v Factor B
C4 Properdin
Cdb

/

C4d

C3

Figure 4 : Place du C4d dans le systéme du complément [29].

Le C4b posséde un thioester interne a la molécule lui donnant la possibilité de
créer une liaison covalente avec un groupe hydrogeéne libre. Quand le C4d est libéré
du C4b, la liaison covalente entre le C4d et le tissu reste intacte. Cette liaison
covalente qui posséde une demi-vie longue, permet donc au C4d de rester « ancré »

au tissu, sur le lieu méme de l'activation du complément [10].
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L’introduction du C4d s’est avérée étre un atout majeur dans le diagnostic du
rejet Ac-médié. L’accumulation de C4d le long des capillaires péri-tubulaires (CPT) a
longtemps été considérée comme le marqueur du rejet a médiation humorale [10],
méme s’il s’avére qu’en pratique, ce marquage est moins sensible qu’envisagé
initialement [18].

La distribution exacte du C4d dans la pathologie du rejet a été montrée grace
a la microscopie électronique [19]. Les particules C4d sont localisées au contact de
la lumiere des CPT, entre les cellules endothéliales et la membrane basale (et
parfois sous la forme de vésicules intracytoplasmiques), réalisant un marquage

linéaire le long des CPT (figure 5).

Positivité du C4d
sur les CPT en IHC.

'.l*‘." 'r‘-:t_...u o ot u.‘ B R R
- % 1}.».\.‘,4 4,--.\,;&“&;:?‘; 4DA

ainsi qu’entre les cellules endothéliales
et la membrane basale.

Figure 5: Aspect du marquage du C4d sur les CPT en IHC et en

microscopie électronique [19].

16



Le C4d est introduit dans la classification de Banff en 2003 comme marqueur
de rejet humoral en association avec la présence d’Ac anti-donneur et de criteres
morphologiques [20]. Dans la derniére classification de Banff de 2013, la détection
du C4d au niveau des CPT n’est plus exigée pour le diagnostic de rejet humoral en

raison de sa faible sensibilité malgré sa grande spécificité [21].

2- Méthode de détection du C4d

Le C4d peut étre facilement détecté en immunofluorescence indirecte (IFI),
sur coupe congelée, ou bien sur tissu fixé en paraffine par étude
immunohistochimique (IHC) [17].

- L’IFI sur matériel congelé, utilise un Ac monoclonal anti-C4d et une détection

a l'aide de la fluorescéine isothiocyanate.

- L’IHC sur tissu formolé et inclus en paraffine, utilise un Ac primaire polyclonal

anti-C4d et une détection par immunoperoxydase.

Il a été démontré que la technique par IFl est une technique plus sensible que
'IHC pour la détection du C4d [22-25]. L’interprétation du C4d en IHC est plus
difficile et il existe des difficultés d’interprétation avec une plus grande variabilité
inter-observateur. L'inclusion en paraffine réduirait en effet la sensibilité et l'intensité
du marquage, nécessitant une grande prudence dans l'interprétation de I'HC [22].

Le score d’évaluation du C4d proposé lors de la conférence de Banff en 2007,
dans la cadre du rejet Ac-médié comporte quatre degrés d’évaluation du C4d (C4dO,
C4d1+, C4d2+ et C4d3+) [26]. Cette classification a d’ailleurs été révisée en 2013
[21]. La positivité du C4d est définie par un score C4d2+ ou C4d3+ en IFI, ainsi qu'un
score C4d1+, C4d2+ ou C4d3+ en IHC, en raison de la plus faible sensibilité du C4d

sur coupe en paraffine [22].

Dans les reins normaux, il n’a jamais été retrouvé de dépét sur les CPT [19,
27]. En revanche, en technique d’IFl, on retrouve de maniére physiologique une
fixation glomérulaire, de type mésangial (figure 6). Cette fixation n’est pas retrouvée
en IHC. La fixation mésangiale est d’intensité faible et plutdt segmentaire [28] dans

les reins normaux.
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Ce marquage témoigne donc d’'une activation physiologique du complément
au niveau glomérulaire. Il existe également un marquage sur certaines parois
artériolaires [23, 28].

Figure 6 : fixation glomérulaire segmentaire et focale et artériolaire de I’Ac anti-

C4d en IFI, dans le rein normal.

En dehors de la pathologie de rejet humoral, le marquage du C4d a été étudié
dans d’autres glomérulopathies natives. La présence de dépbts de C4d a notamment
été rapportée au cours de glomérulopathies a dépots d’lgA. Certaines études ont
montré que la présence de dépdts glomérulaires de C4d au cours de
glomérulopathies a dépbts mésangiaux d’IgA serait associée a une forme plus

sévere de la maladie et a un pronostic défavorable [29].

18



En revanche, toutes les études ont montré qu'il n’existait pas de marquage
des CPT quelle que soit la pathologie rénale, ce marquage restant associé a la
présence d’un rejet humoral chez le greffé rénal.

La seule exception est la glomérulopathie lupique ou un marquage granulaire

des CPT a été décrit, de méme que des dépdbts glomérulaires de C4d [10, 30].

D- Le Complément et les Microangiopathies thrombotiques : Mécanismes
physiopathologiques

Les mécanismes exacts rattachant les voies du complément et certaines MAT

sont encore inconnus.

En ce qui concerne le SHU, il existe de nhombreuses données et hypothéses
dans la littérature. Les shigatoxines produites par Escherichia coli induisent une
altération des cellules endothéliales mais aussi une activation de l'inflammation de
méme qu’une activation plaquettaire conduisant a des micro thromboses. Plusieurs
études ont montré qu’il existait probablement une activation de la voie alterne du
complément entrainant une formation de C5b9. Ces patients auraient de faibles taux
sériques de C4 indiquant une consommation du C4 avec une augmentation du taux
de C5b9 [31]. Il semble que les shigatoxines contribuent a I'activation du complément
comme en témoigne la présence de dépdts de C3 au niveau des cellules
endothéliales [32].

Le role des LPS semble également décisif dans I'activation de la voie alterne
du complément. Différentes études ont montré que I'interaction LPS/shigatoxines est

nécessaire pour I'activation du complément.

Dans le SHUa, les mutations sont le plus souvent hétérozygotes et intéressent
les génes codant pour les protéines régulatrices de la voie alterne du complément
(facteur H, facteur |, CD46). Ces protéines bloquent normalement I'activation de la
voie alterne du complément a la surface des cellules endothéliales. En cas de déficit
d’'une de ces protéines regulatrices, I'activation de la voie alterne du complément est
déficitaire conduisant a la lyse des cellules endothéliales par la formation du

complexe d’attaque membranaire [4]. Les taux sériques de C3 sont diminués chez
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certains patients, associés a des dépots de C3 et de C5b9 sur les CG ainsi que sur

les plaquettes [31].

L’enzyme ADAMTS13 impliquée dans le PTT et synthétisée par les cellules

endothéliales, permet le clivage du vWf directement sur la cellule endothéliale.

L’inhibition dADAMTS13 par les Ac provoque une accumulation de vWf non clivé, et

donc une adhésion des plaquettes et la formation d’'un thrombus (figure 7). Chez 48

a 90% des patients présentant des signes cliniques, on retrouve une diminution

sévere de l'activité ADAMTS13. Les données de la littérature tendent a montrer qu’il

existe une activation de la voie du complément [31]. || a été montré des taux sériques

bas de C3 chez les patients atteints, au cours de la phase aigué. Une étude récente

a montré des dépdts de C3d, C4d et C5b9 sur les capillaires de biopsies cutanées

[33]. Cependant, le mécanisme exact d’activation de la voie du complément reste

encore peu clair.
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Figure 7 : Mécanismes physiopathologiques conduisant au PTT [1].
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La relation entre le complément et la MAT a été également établie dans
d’autres étiologies de MAT, comme le lupus notamment. L’atteinte rénale du lupus
est présente chez 60% des lupiques [34]. La MAT est une complication rare du LED
(environ 3%) mais son mécanisme précis reste inconnu. Chez les patients lupiques,
la MAT est trés souvent associée a la présence d’Ac anti-phospholipides.

Cohen et al. [34] ont montré que les microthrombi glomérulaires étaient plus
souvent retrouvés lorsque I'expression glomérulaire du C4d était diffuse et intense,
plutdét que dans les cas au cours desquels le C4d était faible ou focal. Par contre, ces
mémes auteurs n’avaient pas retrouvé de relation entre les dépbts de C4d et la
présence d'un syndrome des Ac anti-phospholipides (SAPL). Cependant, ils
suggeérent que la positivité du C4d sur les biopsies rénales de patients avec atteinte
rénale du LED doit faire suspecter une MAT, méme en I'absence de SAPL.

Le C4d reste un marqueur de l'activation de la voie classique du complément
mais n’est pas considéré comme un marqueur d’activité de la glomérulopathie
lupique ; l'intensité du marquage du C4d ne serait pas corrélée a l'activité de la

glomérulopathie lupique [35].

L’'expression du C4d a par ailleurs été étudiée dans les MAT post
transplantation [36]. Une étude récente sur biopsies de greffons rénaux avec rejet, a
montré tout d’abord que la MAT post transplantation est une pathologie rare (3,4%
des biopsies de rejet dans la série) mais aussi que sa combinaison avec un C4d
positif sur les CPT était un facteur de risque de perte du greffon, par comparaison

avec les patients C4d positifs sans MAT [37].

Une inactivation inappropriée ou le non contrble de la régulation du
complément peut donc causer un dommage au niveau de I'endothélium conduisant a
une MAT [10].

Il semble donc que les MAT et en particulier le PTT, le SHU typique et
atypique représentent trois pathologies différentes avec pour toutes trois un
mécanisme commun d’activation anormale du complément.

D’autres études seront nécessaires afin de mieux comprendre les
mécanismes physiopathologiques sous-jacents des multiples autres causes de MAT.

Ce groupe hétérogene de MAT secondaires inclut de nombreuses situations pouvant
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s’associer au SHU ou au PTT, comme la greffe de moelle, une infection, une tumeur

maligne, une HTA maligne, une pré-éclampsie, ou une toxicité médicamenteuse.

E- Perspectives

Le réle de l'ensemble du systeme du complément démontré dans de
nombreuses situations pathologiques a fait, depuis quelques années, du systéme du

complément la cible de plusieurs molécules a visée thérapeutique.

L’identification des anomalies de la voie du complément notamment de la voie
alterne dans le SHUa, a permis l'utilisation de molécules bloquant la cascade du
complément. Les Ac dirigés contre la fraction C5 du complément se sont révélés
efficaces chez les patients porteurs de SHUa.

L’efficacité de ce traitement a permis de confirmer le réle primordial du complément
dans les MAT.

Parmi ces nouveaux traitements, seul [I'Eculizumab cible une protéine
spécifique du complément (figure 8).
L’eculizumab est un Ac monoclonal spécifique du C5, inhibant la formation de C5a et
de C5b et par conséquent la formation du MAC [38]. Il est couramment utilisé dans
I’'hémoglobinurie nocturne paroxystique, réduisant de facon efficace I'hémolyse

intravasculaire et les besoins en transfusion [39].
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Figure 8 : Place de ’TECULIZUMAB dans la cascade du complément [40].

Il a été également démontré un bénéfice du traitement par cette molécule
chez certains patients atteints de SHUa [40, 41]. L’Eculizumab améliorerait la
fonction rénale, ferait remonter le taux de plaquettes et empécherait la formation de
microthromboses.

L’émergence de ces nouvelles thérapeutiques qui inhibent l'activation du
complément font du C4d un marqueur potentiel afin d’identifier les patients pouvant
bénéficier de ces médicaments, le C4d étant un marqueur de I'activation de la voie
du complément.

Mieux connaitre la localisation et la prévalence de la fixation du C4d pourrait

permettre de mieux cibler les patients pouvant bénéficier de cette thérapeutique.
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) BUT DE L’ETUDE

Le but de I'étude est d’étudier la prévalence et la localisation de la fixation du
C4d sur le rein natif porteur de MAT et également de rechercher d’éventuelles

corrélations anatomo-cliniques avec les différentes étiologies de MAT.

11)] MATERIEL ET METHODE

A- Population étudiée

Une étude rétrospective, observationnelle des patients pour lesquels le
diagnostic histologique de MAT rénale a été posé au CHU de Rouen, entre 1995 et
2015, a été réalisée.

Les patients ont été inclus selon les critéres suivants :

- biopsie réalisée sur un rein natif, entre 1995 et 2015

- patients pour lesquels une MAT histologique a été diagnostiquée.

Les criteres d’exclusion étaient I'absence de renseignement clinique ou de

mateériel pour réaliser I'étude.

B- Evaluation histologique

Les biopsies rénales ont fait 'objet d’'une double relecture, par un pathologiste
confirmé et un interne. Ces biopsies rénales ont été étudiées aprés fixation par le
Dubosqg Brazil puis inclusion en paraffine. Les sections de 3u ont été colorées a
'HES (Hématoxyline Eosine Safran), au Trichrome vert et a [limprégnation
argentique de Jones.

L’interprétation a été réalisée sans connaissance des paramétres cliniques.

Les structures rénales étudiées ont été les glomérules (mésangium et parois
capillaires), les parois des CPT, les arteres juxta glomérulaires (AJG) et les artéres

inter-lobulaires (AlIL).

Les critéres histologiques recherchés de MAT ont été les suivants :
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- Les glomérules :
o Micro thromboses
o Epaississement des parois capillaires
o Deédoublements membranaires sur I'imprégnation argentique de Jones
o Ischémie glomérulaire
o Meésangiolyse
- Les AJG
o Thromboses
o Endartérite fibreuse bulbiforme
- LesAlIL
o Thromboses
o Endartérite fibreuse simple

o Endartérite fibreuse bulbiforme.

C- Etude en immunofluorescence et en immunohistochimie

La détection du C4d a été étudiée d’'une part sur tissu congelé par IFI et
d’autre part sur tissu fixé par technique d’'IHC.

La détection du C5b9 a été évaluée en IFI tandis que la détection des C3, C4
et C1q était évaluée en IF directe.

1- Etude en immunofluorescence du C4d, C5b9, C3, C4, C1q

Concernant 'immunomarquage anti-C4d, les sections de 5y d’épaisseur de
tissu congelé ont été analysées par IFl en utilisant en premier lieu un Ac primaire
monoclonal murin anti-C4d humain (Ingen Sogaris Quidel, San Diego, USA, dilution
1:40, incubation dans une chambre humide) puis un Ac secondaire IgG anti-souris
marqué a la fluorescéine (Clinisciences, dilution au 1 :30, incubation a température
ambiante).

Les structures rénales étudiées ont été les glomérules (mésangium et parois
des capillaires), les CPT, AJG et AlL.

Les résultats d’IFI ont été interprétés comme suit pour ’Ac anti-C4d :

* Les glomérules:
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o L'intensité du marquage glomérulaire a été gradée de 0 a 3, de la
maniére suivante : 0 (absence de marquage), 1 (marquage de faible
intensité), 2 (marquage d’intensité modérée) et 3 (marquage de forte
intensité) (tableau 2).

o Le marquage était considéré comme positif si plus de 50% des
glomérules présentait un marquage d’intensité cotée 2 ou 3 de
distribution pariétale ou pariéto-mésangiale.

o Le marquage était considéré comme segmentaire s'’il intéressait moins

de 50% du floculus et global s'il intéressait plus de 50% du floculus.

Score d’évaluation du marquage glomérulaire du CAden IHC et en IF

c4do Négatif C4d -
C4d1 Positivité minime Cad -
C4d2 Positivité modérée Cad +
C4d3 Positivité sévere cad +

Tableau 2 : Score d’évaluation du marquage de I’Ac anti-C4d en IHC et en IF

* Au niveau des CPT, linterprétation du C4d a été réalisée d’apres la
classification de Banff 2007, actualisée en 2013, utilisée dans le cadre du
diagnostic de rejet humoral, avec une intensité du marquage allant de 0 a 3
[21]. L’IFI était considérée comme positive au niveau des CPT si l'intensité du
marquage était supérieure ou égale a 2.

* Pour les AJG ainsi que les AlL, une positivité était admise quand il existait un
marquage de la paroi de I'artériole, dont I'intensité était cotée de 0 a 3, de la
méme fagon que pour les glomérules. Une positivité était retenue lorsqu’il

existait un marquage de la paroi de I'artériole coté 2 ou 3.

Concernant I'immunomarquage anti-C5b9, les sections de 5y d’épaisseur de
tissu congelé ont été analysées par IFI en utilisant en premier lieu un Ac primaire

monoclonal murin anti-C5b9 humain (Clone aE11, DakoCytomation, Denmark,
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dilution 1:25 - 1:50, incubation a température ambiante pendant 30 min) puis un Ac
secondaire IgG anti-souris marqué a la fluorescéine (Clinisciences, dilution au 1:30,
incubation a température ambiante).

Concernant les immunomarquages anti-C3, -C4 et -C1q,
immunofluorescence n’a pas été renouvelée au moment de la relecture, le compte

rendu étant disponible, de méme que des documents photographiques.

L’interprétation des immunomarquages anti-C5b9, -C3, -C4 et -C1q a été
réalisée de la méme maniére que pour 'immunomarquage anti-C4d. En revanche les
CPT n’ont pas été étudiés. L'intensité du marquage glomérulaire ainsi que celle des
AJG ont été cotées de 0 a 3.

Le marquage par le C5b9 était considéré comme positif si plus de 50 % des
glomérules présentait un marquage d’intensité 2 a 3 de distribution pariétale ou
parieéto-mésangiale. Une positivité des AJG était retenue lorsqu’il existait un
marquage de la paroi de l'artériole coté de 2 ou 3.

Le marquage du C3, du C4 et du C1q était considéré comme positif si plus de
50 % des glomérules présentait un marquage d’intensité cotée de 1 a 3. Une
positiviteé des AJG était retenue lorsqu’il existait un marquage de la paroi de l'artériole
d’intensité cotée de 1 a 3.

2- Etude immunohistochimique du C4d

Les sections de 4y d’épaisseur de tissu fixé puis inclus en paraffine ont été
analysées par IHC pour détection du C4d, en utilisant un Ac polyclonal de lapin
(Clone A24-T, DB Biotech, Kosice), pré dilué et prét a 'emploi, selon le protocole
Ventana®.

Les structures rénales étudiées ont été les glomérules (mésangium et parois
des capillaires), les CPT, AJG et AlL.

Les résultats d’'IHC ont été interprétés de la méme fagon qu’en IFI, sans
connaissance des lésions histologiques ni des parameétres cliniques. :
* Les glomérules :
o L’interprétation du marquage en IHC a été menée de la méme maniére

gu’en IFI (tableau 2). Le marquage était considéré comme positif si plus
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de 50 % des glomérules présentait un marquage d’intensité cotée 2 ou
3, de distribution pariétale ou pariéto-mésangiale. La distribution
meésangiale isolée du marquage était considérée comme non
significative.

o Le marquage était considéré comme segmentaire s'’il intéressait moins

de 50% du floculus et global s'il intéressait plus de 50% du floculus.

* Au niveau des CPT, linterprétation du C4d a été réalisée d’apres la
classification de Banff 2007, actualisée en 2013, utilisée dans le cadre du
diagnostic de rejet humoral, avec une intensité du marquage cotée de 0 a 3
[21]. L'IHC était considérée comme positive au niveau des CPT si lintensité

du marquage était supérieure ou égale a 1.

* Pour les AJG et les AlL, l'interprétation a été effectuée de la méme maniére
que pour celle de I'lF.
Il faut cependant noter qu'il existe un marquage non spécifique sur la limitante
élastique des AlL, confirmé par la corrélation avec une coloration par Orcéine
(figure 9). Ce marquage était donc considéré comme un bruit de fond et donc

tenu pour négatif (C4d0).

Figure 9 : marquage non significatif par le C4d de la limitante élastique en IHC
corrélé a la coloration par Orcéine. A) marquage non spécifique du C4d sur la
limitante élastique des parois artérielles en IHC ; B) coloration par orcéine

montrant la limitante élastique de la paroi artériolaire.
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D- Données cliniques et biologiques

Les données cliniques et les paramétres biologiques ont été extraits a partir
des bases de données informatiques et du dossier médical des patients. Les patients
ont été suivis jusqu’a la date de la derniére consultation ou celle du déces.

Les parametres clinico-biologiques retenus au moment de la biopsie ont été le
sexe, I'age, I'étiologie présumée de la MAT, la présence ou non d’une HTA. Le débit
de filtration glomérulaire (DFG) était tenu comme marqueur de la fonction rénale,
tandis que les valeurs des taux d’haptoglobine, de LDH, d’hémoglobinémie et de
plaquettes étaient tenues comme marqueurs de 'hémolyse.

La fonction rénale a été mesurée par le taux de créatininémie ; le DFG a été

évalué selon la méthode du MDRD.

E- Analyses statistiques

Les logiciels R et Excel ont été utilisés pour I'analyse statistique. Les variables

quantitatives sont exprimées en médiane et espace interquartile.

Pour la comparaison des variables non continues (catégorielles), les groupes
ont été comparés en utilisant le test exact de Fischer.
Pour la comparaison des variables continues, le test non paramétrique de Mann-

Whitney a été utilisé.

Une valeur de p inférieure a 0,05 a été considérée comme statistiquement

significative.
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IV) RESULTATS

A- Données démographiques et parametres cliniques des MAT

Au total, cinquante-sept patients ont été colligés, dont trente-quatre femmes et
vingt-trois hommes. L’étiologie suspectée de leur MAT est indiquée dans le tableau
3.

ETIOLOGIES Total (n=57)
SHU n=1(1.8%)
SHUa n=4(7%)
HTA maligne n=7 (12.9%)
SAPL h=4 (7%)
Sclérodermie n=5 (8.8%)
Cancer avec ou sans chimiothérapie associée n=11 (19.3%)
VIH n=2 (3.5%)
Cause indéterminée n=18 (31.6%)
Autre étiologie n=5 (8.8%)

Tableau 3 : Etiologie des MAT. Résultats exprimés en n= (pourcentage).

Dans le groupe « cancer avec ou sans chimiothérapie », on retrouve :

- Une gammapathie monoclonale acutisée en myélome,

- Un carcinome mammaire associé de fagon concomitante a un dermato-fibro-
sarcome de Darier- Ferrand,

- Deux carcinomes mammaires métastatiques traités par Gemcitabine,

- Deux lymphomes hodgkiniens,

- Un adénocarcinome de prostate traité par Gemcitabine,

- Une aplasie médullaire allogreffée,

- Un myélome multiple,

- Un adénocarcinome pulmonaire traité par Carboplatine et Gemcitabine,

- Un adénocarcinome rectal traité par radiothérapie et chimiothérapie.
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Dans le groupe « autre étiologie », on retrouve :
- Une drépanocytose sous hydroxycarbamide,
- Une infection ORL associée a un syndrome grippal,
- Une hémorragie de la délivrance,
- Un déficit en cobalamine C,

- Une hépatite C associée a une héroinomanie.

Dans le groupe « SHUa », les différentes mutations suivantes ont été mises
en évidence :
- Deux mutations hétérozygotes du facteur H,
- Une mutation du géne CFHR1,
- Une mutation du géne MCP (CD46).

Les principales caractéristiques cliniques et biologiques sont résumées dans
le tableau 4.

L’age médian a la date de la PBR est de 48 ans. Quatorze patients ont un
antécédent d’'HTA. Douze patients présentent des signes extra rénaux a type de
diarrhées, douleurs abdominales, troubles neurologiques, altération de I'état général,
céphalées, polyarthralgies, purpura et syndrome grippal. La pression artérielle
médiane au moment de la biopsie est de 175/100.

Sur le plan biologique, dix-neuf patients (52,8%) présentent des schizocytes
sur les frottis sanguin. L’haptoglobine médiane est de 0,17 (0,10-1,1) et les LDH
médians & 783 (339-1310). Le taux de plaquettes médian est de 159 x10°/L (106,8-
255,5).

La créatininémie initiale médiane est de 316,5 umol/l avec un DFG médian
calculé selon le MDRD a 16,5 ml/min/1,73m?2.

Le taux médian de C3 sérique est de 1,5 g/L (1,24-1,5) et le C4 sérique médian a 0,4
g/L (0,28-0,40).
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TOTAL (N=57) MEDIANE ou % ESPACE INTERQUARTILE

Age (ans) 57 48 37-47
Sexe féminin 34

Antécédent d'HTA 14/38 36.8%

Signes extra rénaux 12/26 46.2%

BILAN BIOLOGIQUE INITIAL

Pression arterielle a I'entrée 39 175/100 145-207.7/81-120
Présence de schizocytes sur le frottis sanguin 19/36 52.8%

Hémoglobinémie (g/L) 41 9.3 7.6-11.5
Plaguettes (x10°/L) 40 159 106.8-255.5
Haptoglobine (g/L) 36 0.17 0.10-1.14
LDH (UI/L) 32 783 339-1310
Protéinurie initiale (g/24h) 34 1.4 0.62-2.3
Hématurie macroscopigue 20/36 55.6%

Créatininémie initiale (umol/L) 40 316.5 174.5-515.8
DFG (ml/min/1.73m?) 40 16.5 9.5-29.5
C3 sérique (g/L) 38 1.5 1.24-1.5
C4 sérigue (g/L) 37 0.4 0.28-0.40
BILAN BIOLOGIQUE A 6 MOIS

Hémoglobinémie (g/L) 31 12.1 11.22-13.18
Plaquettes (x10°/L) 31 230.5 192-285.2
Haptoglobine (g/L) 44 1.32 0.4-1.6
LDH (UI/L) 44 364 174-449
Créatininémie (umol/L) 23 134 90-221.5
DFG (ml/min/1.73m?) 23 41 20-71

Tableau 4 : Données démographiques et parameétres clinico-biologiques des
patients au moment de la biopsie. Résultats exprimés en médiane (espace
interquartile) pour les variables continues, ou en n= pour les variables non

continues.

B- Analyse histopathologique des MAT

En terme d’histologie rénale, le nombre médian de glomérules observés sur
les biopsies est de 7,5 (4-14). Le nombre médian de glomérules pathologiques est
de 5,5 (2-10,3), soit une médiane de 95,5% (63-100) de glomérules pathologiques.
Les caractéristiques histologiques sont résumées dans le tableau 5.

Une grande majorité des patients atteints de MAT présente un épaississement
pariétal des CG (92,2%), une ischémie glomérulaire (96,5%) et une mésangiolyse
(67,9%). L’'endartérite bulbiforme des AJG est présente dans 56,1% des cas.
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Lésions histologiques MAT
(n=57)

LESIONS GLOMERULAIRES
Microthromboses glomérulaires 21 (47.4%)
Epaississement pariétal 52 (91.2%)
Dédoublements membranaires 23 (40.4%)
Ischémie glomérulaire 55 (96.5%)
Mésangiolyse 37 (64.9%)
ARTERIOLES JUXTA GLOMERULAIRES
Thromboses 28 (49.1%)
Endartérite fibreuse bulbiforme 32 (56.1%)
ARTERES INTERLOBULAIRES
Thromboses 7(12.3%)
Endartérite fibreuse simple 47 (82.5%)
Endartérite fibreuse bulbiforme 13 (22.8%)

Tableau 5 : Données histologiques des patients au moment de la biopsie.

Résultats exprimés en n= (pourcentage).

C- Analyse des MAT en immunofluorescence

1- Prévalence et localisation du C4d

L’étude en IFI du C4d a pu étre réalisée et interprétée pour 36 des 57 patients.
Il existe des dépbts de C4d sur les CG chez 17/36 patients (47,2%), d’intensité
supérieure ou égale a 2, de distribution pariétale pour 8/17 patients (47,1%) ou
pariéto-mésangiale pour 9/17 patients (52,9%). Au niveau des AJG, 15/35 patients
(42,9%) présentent un marquage d’intensité supérieure ou égale a 2 et 1/33 patients

(3%) ont un marquage sur les AlL d’intensité supérieure ou égale a 2 (figure 10).
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Figure 10 : Fixation glomérulaire et artériolaire du C4d en IFI.

A) marquage de faible intensité sur les CG (C4d1), x25 ; B) marquage
d’intensité modérée sur plus de 50% des CG (C4d2), x40 ; C) marquage
d’intensité forte sur plus de 50% des CG (C4d3), x40 ; D) marquage d’intensité
modérée sur les AJG (C4d2), (fleche), x25 et E) marquage de forte intensité sur
les AJG (C4d3) (fleches), x40.
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2- Prévalence et localisation du C5b9

L’étude en IFI du C5b9 a pu étre réalisée et interprétée pour 36 des 57
patients.

L’immunofluorescence du C5b9 a montré que 8/36 patients (22,2%)
présentent un marquage d’intensité supérieure ou égale a 2 sur les CG. Ce
marquage est granuleux et de distribution pariéto-mésangiale dans la totalité des

cas. 25/36 patients (69,4%) présentent un marquage des AJG et des AlL (figure 11).

Figure 11 : Fixation glomérulaire et artériolaire du C5b9 en IFI.

A) marquage de faible intensité, pariéto-mésangiale, sur plus de 50% des CG,
x40 ; B) marquage d’intensité modérée, pariéto-mésangiale, sur plus de 50%
des CG, x40 ; C) marquage granuleux, d’intensité modérée sur les AJG, x40 et

D) marquage de forte intensité, granuleux, sur les AJG, x40.
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3- Prévalence et localisation du C3, C4 et C1q

L’étude du C3 en immunofluorescence a permis de retrouver 5/44 patients
(11,4%) positifs, de distribution pariétale ou pariéto mésangiale, d’intensité
supérieure ou égale a 1. 27/44 patients (61,4%) présentent un marquage des AJG.

Concernant le C4, 1/43 patients (2.3%) présente un marquage d’intensité
supérieure ou égale a 1 sur les glomérules, de distribution pariétale. Les AJG sont
positives chez 6/43 patients (14%).

Enfin, I'étude du C1q a permis de retrouver 1/43 patients (2,3%) dont le
marquage est positif sur les glomérules, de distribution pariétale, et 9/43 patients
(20,9%) sur les AJG.

D- Analyse des MAT en immunohistochimie paraffinée

L’étude en IHC de I'expression du C4d a pu étre réalisée et interprétée pour
52/57 patients.

Il est retrouvé 24/52 patients (46,2%) présentant un marquage glomérulaire
pour le C4d, d’intensité supérieure ou égale a 2, sur plus de 50% des glomérules
observés. Le marquage est pariétal pour 66,7% d’entre eux et pariéto-mésangial
pour 33,3%. Au niveau des AJG, 33/49 patients (67,3%) présentent un marquage
d’intensité supérieure ou égale a 2 (Figure 12).

Il N’a pas été retrouvé de marquage sur les CPT sur les 52 patients analysés
(0/52 patients).

Un marquage d’intensité supérieure ou égale a 2 sur les AIL a été retrouvé
pour 8/49 patients (16,3%).
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Figure 12 : Inmunohistochimie paraffinée glomérulaire vis a vis du C4d chez
les patients atteints de MAT.

A) marquage de faible intensité sur les CG (C4d1), x40; B) marquage
d’intensité modérée sur plus de 50% des CG (C4d2), x40 ; C) marquage de forte
intensité sur plus de 50% des CG (C4d3), x40 et D) marquage de forte intensité
sur les AJG (C4d3), x25.
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Le tableau 6 résume la fixation des différents marquages sur les CG et les AJG au
cours des MAT.

Positivité des glomérules Positivité des AlG
C4d + en IHC 24/52 (46.2%) 33/49 (67.3%)
Cad +enIF 17/36 (47.2%) 15/35 (42.9%)
C5b9 + en IF 8/36 (22.2%) 25/36 (69.4%)
C3+enlF 5/44 (11.4%) 27/44 (61.4%)
Cd+enlF 1/43 (2.3%) 6/43 (14%)
Clg+enlF 1/43 (2.3%) 9/43 (20.9%)

Tableau 6 : positivité des différents marquages sur les glomérules et les AJG.

Résultats exprimés en n= (pourcentage).

E- Comparaison des groupes en fonction de I'aspect de la fixation de
I'’Ac anti-C4d : C4d+ et C4d-

1- Criteres clinico-biologiques en fonction de I'aspect de fixation
de I'Ac anti-C4d

Le nombre de patients ayant une hématurie macroscopique est
significativement plus élevé dans le groupe C4d+ glomérulaire en IHC que dans le
groupe C4d- (70.6% versus 35,5%, p = 0,049). Le C4 sérique est également
significativement plus élevé dans ce groupe C4d+ glomérulaire en IHC (médiane 0,4
g/L versus 0,37g/L, p = 0,047).

Par ailleurs, le groupe C4d+ glomérulaire en IHC possede un C3 sérique plus

élevé que le groupe C4d-, mais non significatif (1,5 g/L versus 1,38 g/L, p = 0,28),
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une hémoglobinémie plus faible que le groupe C4d- (8,15 g/L versus 10,8 g/L, p =
0,052), une haptoglobine plus faible (0,10 versus 0,46, p = 0,098), plus de
schizocytes sur le frottis sanguin (66,6% versus 40%, p=0,16) et un DFG moins
important que le groupe C4d+ (20,5 ml/min/1,73m? versus 17 ml/min/1,73m?, p =
0,63). Dans le groupe des AJG C4d+, I'haptoglobine est significativement plus élevée
que dans le groupe des AJG C4d- (0,1 g/L versus 1,08 g/L, p=0,045) (tableau 7).

Il na pas été retrouvé de corrélation entre le marquage par le C4d et les

critéres biologiques a 6 mois apres la biopsie initiale, en particulier le DFG.

C4d+ C4d- Cad + C4d -
glomérulaire IHC glomérulaire IHC p-value AJGIHC AJGIHC p-value
(n=24) (n=28) (n=33) (n=16)

Age (ans) 48(37.75-59) 48(40.8-57) 0.85 48(37-53) 56 (45.5-67.5) 0.06
Sexe féminin 15 (62.5%) 14 (50%) 0.41 16 (48.5%) 11 (68.8%) 0.23
BILAN INITIAL
Pression artérielle a I'entrée 173(160-197.5)/ 180(142.5-216)/ 0.95 180(160-205) 160.5(138-233) 0.66
(systoligue/diastolique) 100(90-107) 105(80-138.8) 0.51 100(90-120) 85(68.8-142.5) 0.57
Présence de schizocytes 12 (66.6%) 6 (40%) 0.16 11(50%) 5(62.5%) 0.68
Hémoglobinémie (g/L) 8.15(6.6-10.17) 10.8(8.5-12.1) 0.052 9.6(7.6-11.5) 9.3(6.2-11.5) 0.88
Plaguettes (x10%/L) 154.5(113.5-229;2) 300(107-262) 0.59 159(109.8-215) 258.5(117-268) 0.43
Haptoglobine (g/L) 0.10(0.10-0.36) 0.46(0.10-1.67) 0.098 0.1(0.1-0.39) 1.08(0.37-1.58) 0.045
LDH (U1/L) 681.5(392-1913.8) 858(253-1317.5) 0.78 710(396-1741) 874(211-1020) 0.55
Protéinurie initiale (g/24h) 1.8(0.7-2.4) 1(0.45-1.76 0.326 1.45(0.83-2.38) 1.4(0.18-2.1) 0.44
Hématurie macroscopique 12 (70,6%) 6(35.5%) 0.049 14 (60.9%) 4(50%) 0.69
Créatininémie initiale (umol/L) 270(154-515.8) 335(207-416) 0.54 261(159-398) 399 (186-1028) 0.37
DFG (ml/min/1.73m?) 20.5(9.5-32.5) 17(11-22) 0.63 21(10.5-31.8) 13(4.7-27) 0.36
C3 sérique (g/L) 1.5(1.23-1.5) 1.38(1.15-1.5) 0.28 1.5(1.1-1.5) 1.4(1.37-1.5) 0.94
C4 sérique (g/L) 0.4(0.4-0.42) 0.37(0.20,0.4) 0.047 0.4(0.32-0.4) 0.38(0.26-0.4) 0.28
BILAN BIOLOGIQUE A 6 MOIS
Hémoglobinémie (g/L) 12.5(10.97-12.9) 12.8(11.8-13.) 0.35 12(10.9-13.4) 12.6(12.3-13.1) 0.42
Plaquettes (x10%/L) 245(198.8-292.3) 240(204.5-275.5) 0.902 238(189-288) 297(253-437.8) 0.2
Haptoglobine (g/L) 0.95(0.33-1.58) 1.53 (1.49-.156) 0.53 1.43(0.33-1.63) 1.45(1.45-1.45) 1
LDH (UI/L) 439.5(285.5-503.8) 155(145.5-164.5) 0.089 367.5(251-503) 174(174-174) 0.66
Créatininémie (pumol/L) 148 (106-267) 119(82.25-167.5) 0.25 157.5(133-259) 101 (77-106) 0.064
DFG (ml/min/1.73m?) 30(18.25-46.5) 50(41-71) 0.21 35(19-45.5) 53(43-5.67) 0.17

Tableau 7 : Caractéristiques clinico-biologiques des patients C4d+ et C4d-.
Résultats exprimés en médiane (espace interquartile) pour les variables
continues (comparaison avec le test de Mann-Whitney), ou en n= pour les

variables non continues (comparaison avec le test exact de Fisher).
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2- Critéres histologiques en fonction de I'aspect de fixation de

I’Ac anti-C4d

La fixation glomérulaire du C4d en IHC est significativement associée a la

présence de dédoublements membranaires en histologie, sur I'argentation de Jones

(p=0,00056). Les patients C4d+ glomérulaire présentent également plus de

microthromboses glomérulaires (45,8% versus 28,6%, p=0,25). lls ont aussi plus de

thromboses des AJG (58,3% versus 36%, p=0,16), de méme que d’endartérite
bulbiforme de ces artéres (62,5% versus 53,6%, p=0,58).

Il n’a pas été retrouvé de corrélation significative entre le marquage artériolaire

du C4d et I'histologie (p>0,05) (Tableau 8).

bulbiforme

IHC glon(l:;'l:";aire glonfgr‘:;laire p-value cad + cad - p-value
(N=24) (N=28) AJG (N=33) AJG (N=16)
LESIONS GLOMERULAIRES
Microthromb
crothromboses 11(45.8%) | 8(28.6%) 0.25 9 (27.3%) 8 (50%) 0.19

glomérulaires
Epaississement pariétal 21 (87.5%) 26 (92.8%) 0.65 31 (93.9%) 14 (87.5%) 0.59
Dédoublements membranaires | 16 (66.6%) 5(17.8%) 0.00056 14 (42.4%) 6 (37.5%) 1
Ischémie glomérulaire 24 (100%) 26 (92.8%) 0.49 32 (96.9%) 16 (100%) 1
Mésangiolyse 14 (58.3%) 21 (75%) 0.24 23(69.7%) | 9(56.25%) 0.52
ATERIOLES JUXTA GLOMERULAIRES
Thromboses 14 (58.3%) 10 (36%) 0.16 15 (45.5%) 8 (50%) 1
Endartérite fib

neartertte ibretse 15(62.5%) | 15 (53.6%) 0.58 20(60.6%) | 9(56.3%) 0.77
bulbiforme
ARTERES INTERLOBULAIRES
Thromboses 4(16.6) 3(10.7%) 0.69 4(12.1%) 3 (18.8%) 0.67
Endartérite fibreuse simple 21 (87.5%) 23 (82.1%) 0.71 30 (90.9%) 12 (75%) 0.19
Endartérite fibreuse 5 (20.8%) 7 (25%) 0.75 8(242%) | 3(18.8%) 0.73

Tableau 8 : Caractéristiques histologiques des patients C4d+ et C4d- en IHC.

Résultats exprimés en n= (pourcentage) et comparés avec le test exact de

Fisher.
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La méme comparaison avec les criteres histologiques a été réalisée en
fonction du marquage du C4d en IFl. Le méme résultat qu’en IHC est retrouvé en IF.
La fixation glomérulaire du C4d en IF est en effet significativement associée a la
présence de dédoublements membranaires en histologie, sur I'argentation de Jones
(p=0,039). Les patients C4d+ glomérulaire présentent également plus de thromboses
des AJG (58,8% versus 31,6%, p=0,18), de méme que d’endartérite bulbiforme des
AlL (11,8% versus 31,6%, p=0,24) (tableau 9).

IF glonfzf:laire glorr::::;laire p-value cad + cad - p-value
(No17) (N219) AIG (N=15) AJG (N=20)

LESIONS GLOMERULAIRES
Microthromboses 6 (35.3%) 6 (31.6%) 1 5 (33.3%) 7 (3.5%) 1
glomérulaires
Epaississement pariétal 16 (94.1%) | 17(89.5%) 1 15 (100%) 17 (85%) 0.24
Dédoublements membranaires | 10 (5g8%) | 4 (21.1%) 0.039 7(46.7%) 7 (35%) 0.51
Ischémie glomérulaire 16 (94.1%) | 18(94.7%) 1 14(93.3%) | 19(95%) 1
Mésangiolyse 10 (58.8%) | 14 (73.7%) 0.48 10 (66.7%) 13 (65%) 1
ATERIOLES JUXTA GLOMERULAIRES
Thromboses 10 (58.8%) | 6(31.6%) 0.18 6 (40%) 9 (45%) 1
Endartérite fibreuse 10 (5.9%) | 11(57.9%) 1 11 (73.3%) 9 (45%) 0.17
bulbiforme
ARTERES INTERLOBULAIRES
Thromboses 2 (11.8%) 1(5.3%) 0.59 - 3 (15%) -
Endartérite fibreuse simple 15(88.2%) | 17 (89.5%) 1 13(86.7%) | 18(90%) 1
Endartérite fibreuse 2 (11.8%) 6 (31.6%) 0.24 4(26.7%) 4 (20%) 0.70
bulbiforme

Tableau 9 : Caractéristiques histologiques des patients C4d+ et C4d- en IF.
Résultats exprimés en n= (pourcentage) et comparés avec le test exact de

Fisher.
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3- Aspect de fixation de I'Ac anti-C4d et de I'Ac anti-C5b9 en
fonction de I'étiologie de la MAT

La fixation glomérulaire du C4d en IHC, est significativement corrélée au
SHUa (p=0,04) ainsi qu’'a la présence d’un cancer traité ou non par chimiothérapie
(p=0,01).

En revanche, 'HTA maligne n’est significativement pas corrélée a la présence
de C4d glomérulaire (p=0,01).

Aucune corrélation significative n’a été retrouvée entre le marquage du C4d
sur les AJG et I'étiologie de la MAT (tableau 10).

ETIOLOGIE Cad+ cad- p- cad + cad -
glomérulaire glomérulaire value AlG AlG p-value
(n=24) (n=28) (n=33) (n=16)

SHUa (n=4) 4 0 0.04 3 0 0.54
SHU (n=1) 0 1 1 - - -
HTA maligne (n=7) 0 7 0.01 4 3 0.67
SAPL (n=4) 1 2 1 2 1 1
Sclérodermie (n=5) 2 3 1 3 2 1
Cancer avec ou sans
chimiothérapie associée (n=11) 9 2 0.01 8 3 0.73
VIH (n=2) 1 1 1 1 1 1
Cause indéterminée (n=18) 5 10 0.36 8 6 0.5
Autre étiologie (n=5) 2 2 1 4 0 0.29

Tableau 10 : Comparaison de la fixation glomérulaire et artériolaire du C4d en
IHC, en fonction de I'étiologie de la MAT. Résultats exprimés en n= et

comparés avec le test exact de Fisher.

En IF, il existe également une corrélation significative entre le marquage
glomérulaire du C4d et les SHUa (p=0,04) ainsi qu’avec l'association a un cancer
traité ou non par chimiothérapie (p=0,016). Il existe en outre une corrélation avec le

groupe des « causes indéterminées » (p=0,016).
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En revanche, la corrélation entre 'HTA maligne et I'absence de marquage
pour le C4d n’est retrouvée que sur les AJG (p=0,027) et non sur les glomérules
(p=0,18) (tableau 11).

Cad+ Cad- Cad + Cad -
ETIOLOGIE glomT;ulalre glomt:;ulalre p-value (riJlGS) (::;50) p-value
(n=17) (N=19)
SHUa (n=4) 4 0 0.04 3 1 0.29
SHU (n=1) 0 1 1 0 1 1
HTA maligne (n=7) 1 5 0.18 6 1 0.027
SAPL (n=4) 0 1 1 0 1 1
Sclérodermie (n=5) 1 2 1 1 2 1
Cancer avec ou sans
chimiothérapie associée (n=11) 7 1 0.016 3 5 1
VIH (n=2) - - - - : .
Cause indéterminée (n=18) 7 1 0.016 1 6 0.19
Autre étiologie (n=5) 3 2 0.65 1 4 0.36

Tableau 11 : Comparaison de la fixation du C4d glomérulaire et artériolaire
en IF, en fonction de I'étiologie de la MAT. Résultats exprimés en n= et

comparés avec le test exact de Fisher.

En ce qui concerne la fixation du C5b9, il existe une corrélation significative
entre le marquage glomérulaire et 'lHTA maligne (p=0,00819). Il n’a pas été observé

d’autre corrélation avec les différentes étiologies de MAT (tableau 12).
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ETIOLOGIE Io(rilsét:'i;ire Ior(r:15él:3l-aire value C5b9+  C5b9 — value
& g & g P AGIF  AIGIF P
(n=8) (n=28) (n=25) (n=11)

SHUa (n=4) 0 3 1 2 1 1
SHU (n=1) 0 1 1 0 1 0.31
HTA maligne (n=7) 5 1 0.00819 6 0 0.15
SAPL (n=4) 0 1 1 1 0 1
Sclérodermie (n=5) 0 3 1 1 2 0.26
Cancer avec ou sans

chimiothérapie associée (n=11) 0 8 0.16 7 1 0.39
VIH (n=2) - - - - - -
Cause indéterminée (n=18) 2 7 1 5 4 0.41
Autre étiologie (n=5) 1 4 1 3 2 0.63

Tableau 12 : Comparaison de la fixation du C5b9 glomérulaire et artériolaire
en IF, en fonction de I'étiologie de la MAT. Résultats exprimés en n= et

comparés avec le test exact de Fisher.

4- Comparaison du marquage glomérulaire par I'’Ac anti-C4d en
IHC versus IF

La fixation glomérulaire du C4d en IHC est significativement corrélée a la
fixation glomérulaire en IF (p=0,0019). Les deux techniques de détection du C4d sont

donc concordantes (tableau 13).
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Ccad + Cad -
Glomérulaire Glomeérulaire TOTAL
IHC IHC
C4d + Glomérulaire IF 16 0 16
C4d - Glomérulaire IF 8 11 19
TOTAL 24 11 35

Tableau 13 : Comparaison du marquage glomérulaire de I’Ac anti-C4d entre

I'IHC et I'lF. Résultats exprimés n= et comparés avec le test exact de Fisher.

En revanche, il n'a pas été retrouvé de -corrélation entre la fixation
glomérulaire du C4d en IF et la fixation glomérulaire du C5b9 en IF (p = 0.70)
(tableau 14).

C4d + Glomérulaire C4d - Glomeérulaire TOTAL
IF IF
C5b9 + glomérulaire 3 5 3
IF
C5b9 - glomérulaire IF 13 14 28
TOTAL 17 19

Tableau 14 : Comparaison du marquage glomérulaire de I’Ac anti-C4d en IHC et
de I’Ac anti-C5b9 en IF. Résultats exprimés n= et comparés avec le test exact
de Fisher.
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I n'a également pas été retrouvé de corrélation entre le marquage
glomérulaire du C4d en IHC et le marquage glomérulaire du C5b9 en IF (p = 0.10)
(tableau 15).

Cad + Gllcl)-lr::\érulaire C4d - GIIoHrr(I:éruIaire TOTAL
C5b9 + glomérulaire 1 7 3
IF
C5b9 - glomérulaire IF 14 13 28
TOTAL 24 28

Tableau 15 : Comparaison du marquage glomérulaire de I’Ac anti-C4d en IHC et
de I’Ac anti-C5b9 en IF. Résultats exprimés n= et comparés avec le test exact
de Fisher.
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V) DISCUSSION

Notre étude anatomo-clinique décrit I'activation de la cascade du complément
dans les MAT, essentiellement a travers I'expression du C4d, produit inactif de
dégradation du C4, témoignant de I'activation du complément. A notre connaissance,
'analyse de la fixation du C4d dans les MAT n’a été rapportée que dans une seule
étude trés récente de la littérature [42].

Ces données pourraient avoir un impact thérapeutique avec I'apparition de

thérapies ciblant la voie terminale du complément.

A- Limites de notre étude et difficultés rencontrées

1- Limites méthodologiques

L’étude que nous avons réalisée est une étude rétrospective, sur une
pathologie peu fréquente. Afin de recueillir un nombre suffisant de cas, nous avons
dd élargir notre recherche jusqu’en 1995. Pour les dossiers anciens, il a été difficile
de recueillir les informations clinico-biologiques, les dossiers étant parfois
introuvables, souvent incomplets.

Au niveau anatomo-pathologique, nous nous sommes souvent heurtés au
manque de matériel, notamment congelé en IFIl. Pour les cas les plus anciens, nous
ne disposions plus de matériel (pas de matériel congelé a I'époque), ou bien le
mateériel était épuisé ou encore le matériel était inexistant en raison de problémes de
stockage liés a la congélation. En IHC, il s’agissait d’'un épuisement du bloc (quatre
patients). Ceci souligne l'intérét de la réalisation du C4d sur bloc paraffiné, qui
permet notamment une conservation plus longue et plus sire du matériel.

Néanmoins, la fiabilité d’'un immunomarquage sur des blocs paraffinés stockés
de longue date est discutée. Il a été décrit dans la littérature que I'expression du C4d
est préservée sur les blocs paraffinés pendant au moins 2 ans [23]. Ces auteurs ont
comparé I'expression du C4d sur les CPT de greffon rénal en IHC paraffinée et en IF
congelée. La comparaison avec des blocs plus anciens n’a pu étre réalisée en raison

le plus souvent de I'absence de matériel congelé disponible sur ces cas anciens.
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Dans notre étude, nous avons réalisé I'étude IHC sur des blocs paraffinés
anciens sans difficulté, avec des résultats souvent positifs, intégrant les témoins

internes tissulaires positifs.

2- Limites liées aux effectifs

Une autre difficulté rencontrée a été I'étroitesse des effectifs. Compte tenu de
la faible prévalence des MAT, nous n’avons disposé que d’effectifs de petite taille,

limitant ainsi la puissance de nos analyses statistiques.

3- Difficultés d’interprétation du C4d

L’interprétation du C4d reste un probléeme notamment en IHC. La récente
évolution en 2013 de la classification de Banff [21] souligne cette difficulté ; en effet
le seuil de positivité en IHC pour I'évaluation du marquage des CPT a été abaissé a
une intensité supérieure ou égale a 1, en raison d’'un marquage moins sensible qu’en
IF. En dehors de la pathologie de transplantation, aucune régle n’a formellement été
établie, d’autant plus pour les MAT, pour lesquelles I'étude du marquage du C4d n’a
été décrite que dans une étude trés récente [42].

B- Analyse de la fixation de I'Ac anti-C4d et données de I'histologie

Dans notre étude, nous avons mis en évidence une corrélation significative
entre la fixation glomérulaire du C4d aussi bien en IFI qu’en IHC et la présence de
dédoublements membranaires en histologie sur les CG. Cet aspect de
dédoublements membranaires a été également constaté par Regele et al dans leur
étude, non pas sur les glomérules, mais sur les CPT, dans le cadre de biopsies de
greffon rénal, rentrant dans le cadre des Iésions d’allogreffe [19].

Au cours du rejet de greffe, la présence de dépdts de C4d a également été
mise en évidence en ME, d’abord au niveau du péle apical des cellules endothéliales
de CPT, puis entre les cellules endothéliales et la membrane basale, et parfois sous

la forme de vésicules au sein méme des cellules endothéliales. Les dépbts de C4d
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semblent donc étre de disposition intra-cytoplasmique et non interstitielle, comme
aurait pu le suggeérer la présence de dédoublements membranaires.
Par ailleurs, aucune étude de I'expression du C4d n’a été effectuée en ME afin

de déterminer la localisation exacte des dépdts au niveau des CG.

Ces données suggeérent une activation ciblée du complément au niveau des
cellules endothéliales, plutdt qu'une précipitation des composants plasmatiques. Les
dépbts endothéliaux semblent également étre répartis inégalement au sein de la
circulation rénale. En effet, les MAT, qui ne touchent que les vaisseaux de petit
calibre, présentent d’apres notre étude et celle de Chua, des dépbts sur les CG et les
AJG mais non sur les CPT qui sont pourtant de trés petite taille. De méme, les AIL
ne semblent pas présenter de dépbts de C4d, étant des artéres de plus gros calibre
et donc non touchées par des lésions de MAT. Au contraire, dans le rejet humoral,
les dépdts de C4d sont classiquement retrouvés sur les CPT, plus récemment
rapportés au niveau des CG des glomérulopathies d’allogreffe [19, 43]. L’hypothése
permettant d’expliquer cette expression variable, fonction de la structure histologique
touchée, pourrait étre expliquée par la présence de mécanismes variables suivant la
structure vasculaire, qui empécheraient la persistance des dépdts de complément au
niveau des cellules endothéliales par augmentation de la régénération cellulaire et
donc élimination rapide du C4d devenant indétectable en IHC ou IFI.

Ainsi, un récent travail de thése au CHU de Poitiers a montré que la présence
de dépdts glomérulaires pariétaux de C4d au cours des rejets Ac-médiés était
corrélée a la diminution de la survie du greffon a long terme. La prise en compte de
la distribution glomérulaire du C4d permettrait de mieux évaluer le pronostic des

glomérulopathies d’allogreffe en pathologie de rejet humoral [43].

C- Etude du marquage de I'’Ac anti-C4d dans les MAT et données de la
littérature

Les données de la littérature concernant I'étude de I'expression du C4d dans
les MAT étaient jusqu’a trés récemment inexistantes. Une étude récente datant de
début 2015 a analysé la fixation du C4d au cours des MAT [42]. Ces auteurs ont
retrouvé une prévalence de 76,7% de I'expression du C4d au niveau des glomérules,

dans leur cohorte de reins natifs, toutes étiologies de MAT confondues. Dans notre
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étude, la prévalence de I'expression glomérulaire du C4d est de 46,2% en IHC et de
47,2% en IF. Au niveau des AJG, Chua et al ont retrouvé une positivité de 50%,
versus 67,3% dans notre étude.

Concernant la fixation du C5b9, les résultats de I'étude de Chua et al sont
proches de nos résultats. lls retrouvent en effet une positivité du C5b9 dans 76,7%
des cas (marquage artériolaire prédominant), versus dans notre étude, 22,2% de
positivité glomérulaire et 69,4% de positivité sur les AJG.

Certains points méritent cependant d’étre relevés concernant les résultats de
Chua et al. Tout d’abord, il faut noter que leur cohorte de reins natifs est de petite
taille, avec un total de 30 biopsies analysables, alors que dans notre étude, 52
biopsies sont analysées en IHC et 36 en IF. D’autre part, leur technique
d’interprétation du marquage par le C4d et le C5b9 en IHC n’est pas clairement
définie. En effet, le marquage du C4d glomérulaire a été évalué dans cette étude
comme « absent, focal ou diffus », avec un marquage requis comme « positivité
globale le long des CG ». Aucun seuil de positivité en terme de nombre de
glomérules positifs pour le C4d n’a été a priori proposé. On ne sait pas en particulier
si un seul glomeérule, positif de fagon diffuse, permettait de considérer le cas comme
C4d positif. La positivité des AJG était, quant a elle, définit comme un marquage
circonférentiel le long de la paroi des vaisseaux.

Par ailleurs le marquage du C5b9 a été réalisé en IHC dans I'étude de Chua
et al. et en IF dans notre étude.

L’interprétation du marquage reste donc, d’une étude a l'autre, un probléme
majeur. Aucune donnée consensuelle n’existe sur ce sujet. La comparaison des

données entre études doit donc rester prudente.

Enfin, Chua et al n'ont réalisé d’étude statistique que par rapport a leur
population témoin normal. Les dépbts de C4d sont ainsi significativement plus
présents dans les MAT que sur les biopsies de reins natifs normaux (p<0,001). A la
différence de notre étude, aucune statistique de I'expression du C4d et du C5b9
glomérulaire n’a été réalisée entre les différentes étiologies de MAT, les auteurs
ayant probablement considéré que les effectifs étaient trop petits dans chacun des

sous-groupes de MAT, fonction de I'étiologie.
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Grace a nos effectifs plus conséquents dans chacun des sous-groupes
étiologiques, nous avons ainsi pu étudier plus en détail le marquage par I'Ac anti-
C4d.

1- Fixation de I’'Ac anti-C4d au cours du SHUa

Dans notre étude, nous mettons en évidence une fixation du C4d glomérulaire
en IHC et en IF significativement corrélée au SHUa (respectivement p=0,04 et
p=0,04). Nous avons déja rappelé que les SHUa sont secondaires a des anomalies
génétiques des protéines de la voie du complément. |l existe alors une perte de la
protection des endothéliums vasculaires contre [lactivation du complément,
secondaire a des mutations sur les génes de protéines régulatrices de la cascade du
complément. Le déficit de ces protéines régulatrices entraine une activation de la
voie du complément, bien mis en évidence par la présence de dépbts de C4d en IHC
et en IF sur les glomérules. Nos données sont donc concordantes avec les
connaissances actuelles sur la physiopathologie du SHUa et permettent de confirmer

I'activation de la voie du complément dans cette pathologie [31].

2- Fixation de I’'Ac anti-C4d au cours des cancers traités ou non

La MAT est une complication bien connue des cancers et de leurs traitements.
Il est parfois difficile d’établir un lien direct entre une chimiothérapie et la MAT, la
maladie cancéreuse elle-méme pouvant étre la cause de la MAT. De plus, les
patients bénéficient le plus souvent de plusieurs traitements concomitants rendant
difficile 'imputabilité précise d’'un médicament. Cependant, il semble que les cancers
induisant une MAT sont le plus souvent des cancers a un stade avancé, souvent au
stade métastatique, alors que les chimiothérapies induisant une MAT sont associées
a des tumeurs de petite taille, voire indétectables suite au traitement [44].

Dans notre série, nous avons retrouvé un marquage significatif du C4d
glomérulaire en IHC et en IF chez les patients atteints d’'un cancer, traités ou non par
chimiothérapie (p=0,01 en IHC et p=0,016 en IF). Il n’existe aucune donnée dans la
littérature sur I'étude de I'expression du C4d dans les MAT secondaires a un cancer

ou chimiothérapie. Dans la cohorte de Chua et al, on ne retrouvait que six
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observations de MAT secondaires a une greffe de moelle, sans précision quant a
l'indication de cette greffe [42].

La physiopathologie de la MAT induite par le cancer est encore inconnue a ce
jour. Certaines hypothéses ont été soulevées comme l'action délétere de la mucine
des adénocarcinomes sur les cellules endothéliales avec libération de facteur de
vWf, ou encore le contact direct des érythrocytes avec les cellules tumorales
circulantes ou enfin la diminution de 'ADAMTS-13 [45, 46]. D’autres auteurs
contredisent ces hypothéses et ont montré que I'activité¢ ’ADAMTS-13 est normale
au cours des MAT induites par le cancer [47].

Concernant la physiopathologie des MAT induites par des traitements,
plusieurs hypothéses ont également été formulées dans la littérature. L’atteinte de la
cellule endothéliale par l'agent thérapeutique est supposée étre I'événement
déclenchant [44]. Il a été aussi proposé que certaines thérapies puissent agir comme
événement déclenchant de la MAT chez des patients déja prédisposés a la maladie
thrombotique par une anomalie génétique dans la cascade du complément. La
diminution du VEGF dans le cadre de thérapie ciblée anti-VEGF, pourrait étre
également a l'origine d’'une agression des cellules endothéliales [44]. Comme pour
les MAT induites par les cancers, il a été rapporté chez des patients traités par
cyclosporine A, mitomycin-C ou polychimiothérapie, des anomalies du facteur de vWf
[48].

Les données de la littérature sont donc rares et souvent contradictoires.

Le taux d’activité de TADAMTS-13 n’était pas disponible pour nos patients. De
plus, les thérapies exactes utilisées n’étaient pas rapportées dans toutes les
observations de notre étude, rendant difficile 'imputabilité de la MAT au cancer ou a
son traitement.

En revanche il semble important de suggérer la trés probable activation de la
voie du complément au cours du traitement pour tumeurs malignes. Au vu de nos
résultats, la cascade du complément est clairement activée du fait de la présence de

dépbts de C4d, signant I'activation de la voie du complément.
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3- Fixation de I'Ac anti-C4d au cours de I'HTA maligne

D’aprés notre étude, les dépbts de C4d sont significativement moins
importants en IHC (p=0,01) dans le groupe « HTA maligne » comparativement a la
population totale de MAT. Il existe cependant des dépbdts de C4d significatifs
(p=0,027) en IF, sur les AJG.

En revanche, il existe un marquage en IF du C5b9, significatif (p=0,00819) sur
les glomérules, chez nos patients présentant une HTA maligne. En effet, sur les 8
biopsies positives pour le C5b9 (sur les 36 testés), 5 proviennent du groupe « HTA

maligne ».

Les seules données du marquage par le C4d glomérulaire en IHC pourraient
nous inciter a envisager qu’il n’existe pas d’activation de la voie du complément au
cours de I'HTA maligne. Cependant, I'association significative avec un marquage
glomérulaire du C5b9 de méme que la présence de dépbts de C4d sur les AJG

indiquent qu’il y a néanmoins une activation de la voie terminale du complément.

Les données de la littérature concernant un quelconque lien entre HTA et la
voie du complément sont rares. Une diminution de I'expression du CD59 a été mise
en évidence chez des patients hypertendus, avec in vivo, des dépbts de C5b9 sur les
cellules endothéliales [49]. Cette molécule permet de bloquer 'assemblage du MAC.
Dans notre étude, nous avons également mis en évidence un marquage significatif
du C5b9 glomérulaire, ce qui est en accord avec cette donnée de la littérature.

Il existerait donc, dans I'HTA, une diminution de la protection des cellules

endothéliales contre 'activation du complément.

Les hypothéses sont donc nombreuses: l'augmentation de la pression
artérielle cause-t-elle des dommages a la cellule endothéliale susceptible de moduler
'expression de certaines molécules de la voie du complément? Ou bien, trés
probablement, est-ce le défaut d’expression d’'un composant de la voie du
complément qui joue un réle de co-facteur dans le développement d’'une HTA ? Par
ailleurs, existe-il une activation de la voie terminale du complément par une autre
voie que celle générant le C4d, par exemple celle de la voie alterne, connue pour

étre activée par des substances d’origine bactérienne ?
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D- Les voies d’activation du complément au cours des MAT

Nous avons vu que les dépbts de C4d peuvent résulter de I'activation de la
voie classique ou de la voie des lectines.

Chua et al ont étudié la voie classique par le marquage du C1q et la voie des
lectines par le MBL. Nous ne disposions pas au cours de notre travail de I'lHC anti-
MBL. En revanche nous avons pu réaliser le C1q. Nos résultats différent nettement
de ceux de Chua et al, avec une positivité de seulement 2,3% des glomérules et
20,9% des AJG versus 92,5% dans I'étude de Chua (marquage glomérulaire et
artériolaire confondus) [42].

Il faut noter que le marquage a été réalisé en IHC dans I'étude de Chua et en
IF dans notre étude.

Cette différence pourrait étre expliquée d’'une part par une surestimation du
marquage en IHC mais aussi par une variation dans l'interprétation du marquage par

le C1q entre les deux études.

E- Intérét du C4d : de la physiopathologie aux thérapeutiques ciblées

Comme dans I'étude de Chua et al, nous avons constaté la présence de
dépdbts glomérulaires et artériolaires de C4d au cours de la MAT, signant ainsi
I'activation de la cascade du complément dans cette pathologie [42].

L’intérét pronostique de l'étude du C4d a été rapporté dans plusieurs
pathologies, et pourrait bientdét étre considéré comme un biomarqueur en vue de

I'administration de thérapies ciblées sur la voie terminale du complément.

Des essais thérapeutiques ont été menés au cours des SHUa. L'utilisation de
'Eculizumab dans le SHUa permettrait une augmentation puis une normalisation du
taux de plaquettes, une amélioration de la fonction rénale, avec arrét de la dialyse
dans certains cas. Il est donc souhaitable de pouvoir cibler les patients susceptibles
de bénéficier de ce traitement. L’étude de la fixation du C4d pourrait alors s’avérer
étre un outil de choix afin de mettre en évidence I'activation du complément qui,
d’aprés les données de la littérature et nos propres résultats, est présente au cours
des SHUa.
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Inhiber les derniers éléments de la cascade du complément expose
cependant les patients a certaines complications, notamment le risque accru
d’infections [40]. Le risque d’infection par le méningocoque n’est pas négligeable lors
du traitement par Eculizumab et doit étre pris en compte [3].

Le colt actuellement élevé de cette thérapie reste également un probléme
difficile puisque le colt annuel était d’environ 600000 $, pour un adulte, a I'Université

d’Oklahoma, Medical Center Pharmacy, en mars 2014 [3].

Chua et al ont également retrouvé dans leur étude une forte positivité du C5b9
(76,7%), avec un marquage prédominant au niveau des artérioles dans la plupart
des étiologies de MAT [42]. Les auteurs ont donc identifié également le C5b9 comme
un autre marqueur fiable de I'activation de la voie du complément. La co-localisation
avec les dépbts de C4d est présente dans 59,5% des cas. Dans notre étude, nous
n’avons retrouvé que 8 cas positifs pour le C5b9 (22,2%) au niveau des glomérules,
parmi les 36 cas testés. En revanche, il existe une positivité de 25 des 36 cas
(69,4%) pour le C5b9 sur les AJG. Ces résultats sont donc concordants avec ceux
de Chua et al. Il semble que les dépbts de C5b9 soient plus importants au niveau
des AJG que des glomérules ; leur présence au niveau des AJG confirmant bien

I'existence d’'un mécanisme d’activation de la voie du complément.

F- C3 et C4 sériques versus IHC et IF

Dans notre série de MAT, nous avons retrouvé un taux médian de C4 sérique
dans les limites de la normale (médiane de 1,4). Le taux de C4 sérique est par
ailleurs significativement plus élevé dans le groupe C4d+ glomérulaire que dans le
groupe C4d- glomérulaire en IHC

Le taux médian de C3 sérique est également dans les limites de la normale

(médiane de 1,5).

Des études ont permis de montrer que certaines étiologies de MAT comme le
SHUa, s’accompagnaient de taux de C3 et C5b9 sériques proches de la normale
dans la majorité des cas a la phase aigué, associés a des dépbts tissulaires de C3 et

de C5b9 [50]. Les taux de C3 et de C5b9 sériques ne seraient donc pas des
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marqueurs fiables de [l'activation du complément dans les MAT alors qu'une
activation du complément devrait se traduire par une baisse du complément sérique.

De la méme maniére qu'il existe une hétérogénéité dans I'atteinte des lésions
au sein du réseau vasculaire rénal, il pourrait également exister une inégalité dans
I'activation du complément entre les tissus et la circulation. Le phénoméne chronique
et évolutif qu’est I'activation locale du complément au niveau rénal au cours des MAT
ne se traduit peut étre pas de facgon instantanée par une baisse du complément au
niveau sérique. L’activation du complément au cours des MAT semble étre un
phénomeéne sélectif, a la fois entre différents tissus mais aussi au sein d’'un méme

tissu.

G- Hypothéses physiopathologiques C4d, MAT et coagulation

Les MAT se caractérisent par la présence de thrombi plaquettaires et une
dysfonction des cellules endothéliales.

Un lien existe entre coagulation, plaquettes et complément [14, 51].

Le complément favoriserait la coagulation et inhiberait la fibrinolyse,
principalement par le biais du C5a [52]. La protéine MASP-2, intervenant dans la voie
des lectines, peut, quant a elle, activer simultanément la coagulation et le
complément, générant par la suite de la thrombine, produit final de la cascade de la

coagulation [53]. La thrombine peut, quant a elle, générer du C5a et du C5a.

L’activation des plaquettes par le complément se fait grace a des récepteurs
se situant a la surface plaquettaire. Il a été démontré la présence de récepteurs aux
anaphylatoxines C3a (C3aR) et C5a (C5bR), ainsi que des récepteurs au C1q
(C1gR), au C3b et a la P-selectin. Les plaquettes expriment et peuvent se lier a leur
surface a de nombreuses protéines de contréle du complément [54].

Il a par ailleurs été montré une expression du C4d sur les plaquettes de
patients porteurs de SAPL [55].

Inversement, l'agrégation plaquettaire joue un rbéle dans [I'activation du
complément [12]. Il existe un relargage de caséine-kinases qui phosphorylent le C3b,

retardant son clivage et conduisant a une prolongation de [Iactivation du
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complément. De plus, le C3b se lie a la P-selectin qui initie la voie alterne du
complément [56].
Les plaquettes contiennent également des protéines précurseurs de C3 et C4,

venant renforcer, lors de I'activation des plaquettes, une rétroaction positive [12].

Le complément peut donc activer les plaquettes qui, elles-mémes, lorsqu’elles

sont activées par la thrombine peuvent initier la voie du complément.

Au final, lorsque la voie du complément est activée par une dérégulation
quelconque, un cercle vicieux de perturbation endothéliale s’enclenche, induisant
une activation et un recrutement plaquettaire et lymphocytaire, des dépdts de
protéines du complément, le tout conduisant a la formation d’'une microthrombose.

Les lésions de la cellule endothéliale dans la MAT résultent probablement

d’une cascade d’évenements multifactoriels intriqués les uns avec les autres.
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VI) CONCLUSION

L’intérét de la recherche de la fixation de I’Ac anti-C4d est bien démontré au
niveau des CPT dans la pathologie de rejet de greffe rénale.

L’expression du C4d est de plus en plus étudiée hors de la pathologie de rejet,
comme facteur pronostique mais aussi en raison du développement de thérapies

ciblées sur la voie du complément.

Notre étude a permis de souligner I'intérét du marquage par I'Ac anti-C4d mais

aussi sa difficulté d’interprétation.

Nos résultats sont concordants avec les rares données de la littérature
disponibles sur ce sujet. Nous avons pu mettre en évidence une corrélation entre
I'existence de dédoublements membranaires en histologie et la présence de dépdbts
glomérulaires de C4d, ainsi qu’une corrélation entre les dépots glomérulaires de C4d
et certaines étiologies de MAT (SHUa, cancer avec ou sans traitement). Nous avons
également posé de nombreuses questions sur le lien éventuel entre HTA et
complément en constatant dans notre étude a la fois I'absence de dépbts de C4d et
la présence de dépbts de C5b9.

Les faibles effectifs de nos différents groupes et le manque d’homogénéité
entre études, dans linterprétation du marquage anti-C4d, doivent cependant nous

inciter a ne pas tirer de conclusions héatives.

En raison des enjeux thérapeutiques qu’implique une activation du
complément dans certaines étiologies de MAT, il serait intéressant de pouvoir
réaliser une étude sur une population plus importante, mais la rareté des MAT rend

celle-ci difficile.
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RESUME

INTRODUCTION : Le systéeme du complément est un acteur clé de I'immunité innée,
nécessaire a la défense de I'héte contre les agents pathogénes mais aussi impliqué
dans de diverses pathologies rénales, dont les microangiopathies thrombotiques
(MAT). La MAT est une affection rare, touchant fréquemment les reins et qui se
caractérise par la formation de thrombi vasculaires, d’'une hémolyse et d'une
thrombocytopénie. L’activation du complément a été démontrée comme jouant un
réle clé dans certaines étiologies de MAT. Le C4d est un produit inactif de
dégradation secondaire a l'activation du complément. L’émergence de thérapies
ciblant la voie terminale du complément incite a trouver des biomarqueurs de
I'activation du complément. Le but de cette étude est de déterminer la prévalence et
la localisation du C4d, dans les reins natifs atteints de MAT et également de
rechercher d’éventuelles corrélations anatomo-cliniques entre les différentes
étiologies de MAT.

MATERIEL ET METHODE : L'ensemble des cas histologiques de MAT, a I'exception
de ceux sur greffon rénal, répertoriés au CHU de Rouen, entre 1995 et 2015, ont été
relus par deux anatomopathologistes. L’ensemble des données cliniques ont été
recueillies sur dossier médical. Une étude du C4d et du C5b9 a été réalisée en
immunofluorescence (IF), et également en immunohistochimie (IHC) pour le C4d.
Les dépbts de C4d ont été étudiés au niveau des glomérules, artérioles juxta
glomérulaires (AJG), artéres inter-lobulaires et capillaires péri-tubulaires, cotés de 0
a 3 en fonction de l'intensité du marquage.

RESULTATS : Nous avons recueillis 57 biopsies rénales, d’étiologies trés diverses.
Des dépbts glomérulaires de C4d sont observés en IF dans 17/36 cas (47.2%). Des
dépdts sur les AJG sont observés dans 15/35 cas (42.9%). Des dépbts de C5b9 sont
observés dans 8/36 cas (22.2%) sur les glomérules et 25/36 cas (69.4%) sur les
AJG. En IHC, 24/52 (46.2%) présentent un marquage glomérulaire du C4d et 33/49
(67.3%) sur les artérioles. La fixation glomérulaire du C4d en IHC et en IF est
significativement associée a la présence de dédoublements membranaires en
histologie (respectivement p=0.00056 et p=0.039). Il existe une corrélation
significative entre le marquage glomérulaire du C4d en IHC et en IF (p=0.0019). La
fixation glomérulaire du C4d en IHC est significativement corrélée au SHUa et aux
MAT secondaires a un cancer avec chimiothérapie (respectivement p=0.04 et
p=0.01). Les MAT secondaires a une hypertension artérielle maligne ne sont
significativement pas liés a la fixation glomérulaire du C4d (p=0.01).

CONCLUSION : La MAT est une pathologie rare, d’étiologies trés variées. Les
dépbts glomérulaires et artériolaires de C4d sont présents dans la plupart des
étiologies de C4d, témoignant d’'une activation de la voie du complément. Le C4d et
le C5b9 pourraient ainsi devenir des biomarqueurs chez certains patients atteints de
MAT, en relation avec l'activation du complément et permettre a certains de ces
patients de bénéficier ainsi de thérapies ciblées.
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