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PARTIE | - INTRODUCTION

Le syndrome néphrotique idiopathique (INS) est la cause la plus fréquente de syndrome
néphrotique chez les enfants et les jeunes adultes. Le SN peut survenir selon deux
mécanismes principaux, aboutissant a un effacement des pieds des podocytes en microscopie
électronique (Figure 1). (1) Une expression défectueuse des protéines spécifiques des
podocytes résultant d'anomalies génétiques [presque toutes les SN dits cortico-résistants
(SNCR)][1]; ou plus fréquemment, une réponse anormale (et non déterminée a ce jour) du
systeme immunitaire, a des stimuli exogénes [principalement les SN cortico-sensibles
(SNCS)][2]. En effet, I'nypothese d'un facteur circulant pouvant dériver des cellules
immunitaires est maintenant largement acceptée, mais non prouvée [3]. Les arguments en
faveur de cette hypothése incluent: le déclenchement de rechutes aprés une allergie ou une
infection, I'observation unique d'une rémission de la protéinurie apres transplantation d'un rein
néphrotique chez un receveur non néphrotique, la transmission materno-feetale d'un SN
transitoire dans les heures qui suivent la naissance [4] et la récidive immédiate d'une
protéinurie néphrotique apres transplantation rénale chez 30 a 50% des patients présentant un
SNCR [5], qui répondent ensuite partiellement aux échanges plasmatiques ou aux
immunoadsorptions [6,7]. De plus, il a été montré que l'injection de surnageants de
lymphocytes en culture issus de patients néphrotiques a des rongeurs immunocompétents
induit une protéinurie néphrotique [8,9]. A ce jour, de nombreux candidats ont été évoqués,
mais aucun n'a été définitivement incriminé comme la cause du syndrome néphrotique a

médiation immunitaire [10].
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Figure 1 — Représentations schématique et en microscopie électronique d’un podocyte sain
(A), et d’un podocyte lors d’un syndrome néphrotique (B) présentant un effacement des
pédicelles responsable de la protéinurie.



Les patients atteints de SNCR ont fait I'objet d'études génétiques intenses au cours des
derniéres decennies. L'identification d'environ 40 génes mutés codant pour des protéines
exprimées dans le podocyte a permis de déchiffrer la physiopathologie de la barriére de
filtration glomérulaire (Figure 1) [11]. Ces mutations sont identifiées dans 30 a 40% des cas
de SNCR. Inversement, plusieurs études ont recherché des mutations dans les genes
podocytaires (principalement NPHS1, NPHS2 et WT1) dans des cohortes de SNCS, mais
aucune mutation causale n'a été identifiée [15,16,12,17,18]. De plus, les formes familiales de
SNCS sont rares [12-14]. En associant une stratégie d'analyse de liaison couplée au
séquencage d'exome, des mutations dans le géne EMP2 ont été identifiées chez quelques
patients présentant un SNCS autosomique récessif (AR) [19]. Ce géne code la protéine
Epithelial Membrane Protein 2, une tétraspane résidant dans des membranes lipidiques, et
connue pour réguler le trafic de protéines telles que les intégrines et les protéines d’ancrage au
GPI [20], Cette découverte est surprenante dans une pathologie probablement médiée par un
facteur circulant. Enfin, une étude récente a identifié par Exome-Wide-Association-Study
deux variations dans le géne HLA-DQAL associées a la survenue d'un SNCS dans une
population de patients originaires d'Asie du Sud-Est, puis confirmé cette association dans une

cohorte de SNCS sporadiques caucasiens [21].
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Figure 2 — Représentation schématique des génes responsables de SNCR dits génétiques ou podocytopathies.



Le but de cette étude était double. D'abord, nous avons voulu évaluer le phénotype des
SNCS familiaux grace a une grande cohorte mondiale développée dans le laboratoire des
maladies rénales héréditaires de I'institut Imagine depuis les années 1990. Nous avons ensuite
voulu évaluer la contribution génétique sous-jacente a cette maladie a travers différentes

analyses.

- (1) Nous avons déterminé la prévalence des mutations EMP2 dans notre cohorte de
familles SNCS compatibles avec un mode de transmission autosomique récessif (AR).

- (2) Par analyse de liaison combinée au séquencage de I'exome entier (WES), nous
avons recherché une ou plusieurs mutation(s) dans des nouveaux genes impliqués dans le
SNCR dans un sous-ensemble de familles avec une héritabilité AR.

- (3) Nous avons génotypé les deux variations du géne HLA-DQAL récemment

associees a la survenue de SNCS sporadique.



PARTIE Il - MATERIELS ET METHODES

1. Patients

Au cours des trois derniéres décennies, nous avons établi une cohorte mondiale de
patients atteints de SN héréditaires. Parmi eux, 59 familles avec > 2 individus atteints de SN,
et dont > 1 était cortico-sensible au diagnostic ont été inclues. Les informations cliniques ainsi
que des échantillons d'/ADN étaient disponibles pour 131 et 102 patients respectivement. Les
familles ayant au moins deux membres atteints dans la méme génération ont été considérées
comme compatibles avec un mode de transmission autosomique récessif (AR), bien qu'une
transmission liée a I'X soit également possible dans plusieurs familles. Inversement, lorsque la
pathologie impliquait deux sujets dans deux générations successives, le mode d'héritabilité
était considéré comme autosomique dominant (AD). La sensibilité aux corticoides a été
définie comme l'absence ou des traces de protéines sur la bandelette urinaire sur 3 jours
consécutifs [22,23] aprés mise en route de la corticothérapie (4 semaines de prednisone a une
dose de 60 mg / m?2 / j + 3 bolus de méthylprednisolone) selon le protocole de la Société
Francaise de Néphrologie Pédiatrique [24]. La cortico-résistance secondaire a été definie
comme I’absence de rémission compléte aprés 8 semaines de corticothérapie chez des patients
présentant une cortico-sensibilité initiale. Comme il n'a pas été possible de classer tous les
patients en tant que rechuteurs fréquents ou cortico-dépendants selon les définitions de
I'International Study of Kidney Disease in Children (ISKDC) [22] en raison du manque de
détails chronologiques dans cette étude rétrospective, nous avons utilisé la classification

suivante :



- (1) Les patients ayant présenté > 2 rechutes ou ayant eu besoin de traitements
immunosuppresseurs d’épargne cortisonique ont été classés comme rechuteurs fréquents
(RF).

- (2) Les patients ayant présenté < 2 rechutes et ayant regu uniquement une
corticothérapie ont eté classés comme non-rechuteurs fréquents (NRFs).

Le consentement éclairé écrit a été obtenu aupres des participants ou de leurs parents, et

I'étude a été approuvée par le Comité de Protection des Personnes "lle-De-France 11".

2. Séquencage Sanger des génes EMP2 and HLA-DQA1

Les quatre exons codants et les séquences flanquantes introniques du gene EMP2 ont
été séquencés par la méthode Sanger chez les cas index des 33 familles avec un mode
d'héritabilité compatible avec une transmission autosomique dominante. De plus, le second
exon du géne HLA-DQAL1 a été sequencé pour analyser les fréquences alléliques des variants
rs1129740 et rs1071630 chez tous les patients, et chez 33 témoins européens souffrant de
SNCS sporadique. Les chromatogrammes de séquence ont été analysés en utilisant le logiciel

Sequencher (Gene Codes, Ann Arbor, Ml).

3. Analyses de liaison
Les analyses de liaison pan-génomique ont été réalisées en utilisant la puce Human
Mapping 250k Nspl array (Affymetrix). Les LOD-scores multipoints ont été calculés sur
I'ensemble du génome a l'aide du logiciel MERLIN, dans un modele d'hérédité AR avec

pénétrance compléte.

4. Séquencage d’exome et “Mutation Calling”
Le séquencage d’exome a été realiseé en utilisant le kit de capture Agilent SureSelect All
Exon 51Mb V5 sur un séquenceur HiSeg2500 (Illumina). Les séquences obtenues ont été
alignees sur le génome humain (National Center for Biotechnology build 37 / hgl9) en

utilisant le logiciel Lifescope de Life Technologies. Les appels de substitution et de variants
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ont été effectués a 1’aide du Genome Analysis Toolkit GATK, developpé par le Broad
Institute. Les variants ont ensuite été annotés a l'aide du logiciel de la plateforme de
Bioinformatique de I'Université Paris Descartes. Pour la recherche de gene candidats, nous

avons supposé que la mutation causale devait respecter les conditions suivantes:

-1/ segréger avec la maladie dans les familles
-2/ ne pas étre reférencee par les bases de données disponibles, ou a une fréquence
allélique mineure (MAF) <1/1000 dans dbSNP [25], 1000 Genome Project [26] et
EXAC [27];
-3/ ne pas étre retrouve dans > 10/1226 projets de notre base de données interne.
La pathogénicité des variants faux-sens a été évaluée avec PolyPhen2, SIFT et Mutation
Taster. Lorsque I'ADN était disponible, I'analyse de la ségrégation des variations d’intérét

dans les familles a été effectuée par séquencage de Sanger.

5. Analyse mutationnelle dans les génes de SNCR
Le dépistage des genes impliqués dans certaines formes de SNCR a été réalisé en
utilisant un panel de génes ciblé concu pour un séquencage spécifique des exons codants et
des séquences introniques flanquantes de plus de 10 bp de 34 génes de SNCR connus
(Multiplicom Kit-FSGS MASTR, Supp. Table 1) [28]. Les alignements de seéquences et

I'analyse des données ont été effectués comme décrit ci-dessus.

6. Analyses statistiques
Le logiciel Graphpad Prism a été utilisé pour les analyses statistiques. Les différences
entre les proportions ont été évaluées en utilisant le test exact de Fisher, et les moyennes ont
été comparées avec le test t de Student. Le coefficient de corrélation a été calculé par la
méthode de Pearson. Les facteurs de risque ont eté exprimés en odds ratio. Les données ont

été examinées en utilisant un intervalle de confiance a une seuil de 95% et la signification

11



statistique a eté fixée a p <0,05. Lorsque des comparaisons multiples étaient effectuées, une

correction de Bonferroni a été appliquée pour contrdler les résultats dits faux-positifs.

12



PARTIE Il - RESULTATS

1. Caractéristiques cliniques des familles de SNCS

a. Transmission

Cinquante-neuf familles avec > 2 individus présentant un SN, et dont > 1 était cortico-
sensible au diagnostic ont été identifiees. Les informations cliniques étaient disponibles pour
131 patients, 77 étant des hommes (58.8%). Tous les patients ont présenté un syndrome
néphrotique avec des cedémes cliniques découvert a un &ge médian de 7,85 ans [1-58] (Table

1).

La cohorte a été divisée en deux groupes en fonction du mode de transmission potentiel
le plus probable: AR (71 patients de 33 familles non apparentées) ou AD (60 patients de 26
familles non apparentées). Cependant, dans certains cas de transmission AR, une transmission
autosomique dominante avec pénétrance incompléte, ou une transmission liée a 1’X ne
pouvait pas étre exclue. Les données cliniques sont présentées dans le tableau 1 et Supp.

Figure 1A-B.

Les familles avec une transmission AR probable étaient principalement composees de
2-3 fréres et sceurs (Supp Figure 1A). Notons que la cohorte comprenait une unique grande
famille de 2 fréres et sceurs et 3 cousins impliquant trois générations et plusieurs boucles de
consanguinité. Tous les sujets atteints ont présenté une évolution similaire avec une cortico-
sensibilité sans cortico-résistance secondaire (SS20, Supp. Figure 1A). Deux fratries étaient
composeées de triplés, dont une a I'état monozygote et dans laquelle seulement 2 fréres étaient

atteints avec un age d'apparition des premiers symptomes identique (respectivement 7,1 et 7,3

13



ans). lls ont cependant présente une évolution tres différente (SS6, Supp. Figure 1A). Quatre
autres paires de jumeaux se composaient de deux fréres et sceurs monozygotes dont tous

étaient affectés et de deux dizygotes également malades.
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Tableau 1: Caractéristiques des patients

groupe AR Total AR(1) Total AD (2) o]
Exome Pas d’exome (1) vs. (2)
Familles (patients) 13 (30) 20 (41) 33 (71) 26 (60)
Familles consanguines
Connue/suspectée 4/3 4/1 8/4 2
Age moyen a“E‘::"Ag““t'c (@ns) e i065 8.08+1.81 | 652£1.06 | 1021£1.94  0.08
Ratio (H/F) 4 1.2 1.85 1.04
Traitements (patients)
Corticoides 30 41 71 60
Bolus de corticoides 3 (10%) 3 (7.3%) 6 (8.5%) 3 (5.0%) 0.51
Agents alkylants 9 (30%) 10 (24.4%) 19 (26.8%) 9 (15.0%) 0.13
Inhibiteur de calcineurine 6 (20%) 21 (50.2%) 27 (38%) 23 (40.0%) 0.86
Mycophenolate Mofetil 5(16.7%) 4 (9.8%) 9(12.7%) 7 (11.7%) 1.00
Echanges plasmatiques 0 2 (4.9%) 2 (2.8%) 0 -
Ergamisole / Lévamisole 4 (13.3%) 0 4 (5.6%) 2 (3.3%) 0.45
Rituximab 2(6.7%) 1(2.4%) 3 (4.2%) 4 (6.7%) 0.70
Rechuteurs fréquents 18 (60%) 22 (53.7%) 40 (56.3%) 34 (56.7%) 0.90
Rechuteurs Non-Fréquents 12 (40%) 19 (46.3%) 31 (43.7%) 26 (43.3%) ’
Cortico-résistance Primaire 0 4 (9.8%) 4 (5.6%) 3 (5.0%) 0.90
Secondaire 2 (6.7%) 7 (14.6%) 8 (11.3%) 5 (8.3%) 0.77
Histologie 9 21 30 25
LGM 8 (88.9%) 16 (76.2%) 24 (80%) 21 (84%) 0.74
HSF 1(11.1%) 5 (23.8%) 6 (20%) 4 (16.0%) '
Cortlc'o-.s'en5|b|I|te 0 4 4 ) 0.69
initiale
IRT Cortico-résistance
initiale 0 0 0 0 )
Transplantation rénale 0 4 4 2
Récidive apres transplantation 0 1 1 1
Maladie auto-immune associées 1 0 1 2 0.90
Origine géographique (familles)
Europe 14 19
Maghreb 13 5
Iran/Oman/Inde/Turkie 5 0
USA 1 0
Asie du SE 0 2

Notes: AR: autosomique récessif; AD: autosomique dominant; ETM: Ecart type a la moyenne; H: homme; F:
Femme; IRT: Insuffisance Rénale Terminale; LGM: Lésion Glomérulaire Minime; HSF: Hyalinose Segmentaire et

Focale

Aucune différence n’a été mise en évidence entre les groups AR et AD concernant I'évolution de la maladie, les

traitements utilisés, ou les lésions histologiques.
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La plupart des familles présentant une transmission AD apparente de la maladie étaient
composées d'un parent et d'un enfant, quel que soit le sexe (15 sur 26 familles). Aucune

grande famille n'a été rapportée dans ce groupe (Supp Figure 1B).

La plupart des patients dela cohorte ont développé un SN dans I'enfance (89,7%). L'age
moyen au debut était de 6,52 + 1,06 ans et de 10,21 + 1,94 ans dans chacun des groupes AR et
AD respectivement (p = 0,08). La variabilité inter- et intra-familiale concernant I'dge au
diagnostic était faible dans chaque groupe (Figure 3A-B). La différence moyenne dans I'age a
I'apparition entre les apparentés était de 5,4 ans. Cependant, dans une famille issue du groupe
AR et six issues du groupe AD, les apparentés affectés présentaient une différence d'age aux

premiers symptomes de plus d'une décennie (figure 3A-B).
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Figure 3 - Variabilité Inter- et intra-familiale concernant I’Age au diagnostic de SNCS.

L'age au début de la maladie est corrélé entre les différents sujets affectés dans les familles
AR (A) et AD (B). L'age moyen au début est de 6,52 + 1,06 ans et de 10,21 + 1,94 ans dans
les groupes AR et AD respectivement. Le coefficient de corrélation de Pearson a été calculé
dans toutes les familles dont I'age était disponible au départ dans au moins deux cas.

Chaque ligne horizontale représente une famille. Les numéros de famille sont donnés le long
de l'axe vertical. Les garcons sont représentés par des carrés, les filles par des cercles. Le
nombre "2" est note quand deux carrés / cercle (s) sont indiscernables.
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b. Evolution et réponse aux traitements

Les données histologiques étaient similaires entre les patients des deux groupes
(Tableau 1). Les lésions glomérulaires minimes (LGM) etaient les plus fréquemment

observées dans la cohorte (81,8%).

Tous les patients ont recu une corticothérapie initiale, et les traitements d'épargne
cortisonique les plus utilisés étaient les anti-calcineurines, quel que soit le groupe (Tableau 1).
Le nombre de patients RF et NRF ne différait pas de maniere significative entre les groupes,
mais un total de 25 familles (42,4%) partageait des patients RF et NRF (tableau 1, figure 4A-

B).

Par définition, au moins un sujet affecté présentait un SNCS typique au diagnostic.
Cependant, dans 19 familles, au moins un patient présentait une cortico-résistance, qu’elle
soit primaire (n = 7 - 7 familles) ou secondaire (n = 13 - 12 familles) avec une proportion
similaire dans les deux groupes (primaire 5,6% vs 5,0% et secondaire 11,3 % et 8,3%, p = 1 et
0,77 respectivement). Chez les patients présentant une cortico-résistance primaire (4 dans le
groupe AR et 3 dans le groupe AD - Tableau 2A), la rémission a été obtenue par la suite sous
traitement immunosuppresseur plus intensif. Treize (10%) patients issus de 12 familles ont
développé une cortico-résistance secondaire. La rémission a été obtenue chez six d'entre eux
en utilisant un autre traitement immunosuppresseur, et six autres ont progresse vers
I'insuffisance rénale terminale (IRT) (Tableau 2B). Parmi eux, quatre n'ont pas récidive apres
transplantation. Les deux autres ont récidivé mais la rémission a pu étre obtenue apres
immunosuppression intensive (échanges plasmatiques +/- cyclosporine 1V +/- rituximab). Le

dernier patient a été perdu de vue.

18



>
w

100+ 100+
B FR FR/NFR
801 B NFR 804 o n=10 = FR
s 9
%; il 9[_’; 60 I NFR
2 =
'.g 40+ E 401
o &
204 204
p=0.98 n=6 p=0.47
0
AR (n=71) AD (n=60) AR (n=33) AD (n=26)
Group Group

Figure 4- Evolution en fonction du nombre de rechutes.

A) Proportion de patients rechuteurs fréquents (RF) ou non (NRFs), et classés selon le mode
de transmission. Les deux groupes étaient similaires en ce qui concerne I'évolution de la
maladie. (B) Proportion de familles ayant présenté un RF, un NRF ou RF-NRF. La plupart
des familles partageaient des patients RF et NRF.
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Tableau 2: Devenir des patients SNCR primaires (A, n=7) ou secondaires (B, n=13).

A AR AD

Cortico-résistance primaire 4 3
Evolution vers I'IRT
Traitement utilisé pour induire la rémission

o

Inhibiteur de calcineurine
Rituximab

Décédé sous traitement

Perdu de vu

R =, ON
oo L, N

B AR AD

Cortico-résistance secondaire
Evolution vers I'IRT
Transplantation
Récidive apres transplantation
Traitement utilisé pour induire la rémission
a- Sans transplantation
Cyclophosphamide
Echanges plasmatiques
Rituximab
Inhibiteur de calcineurine
MMF
Perdu de vu
b- Récidive apres transplantation
EP + Inhibiteurs de calcineurine +
Rituximab
EP seuls 0 1

= 5~ |0
= N NN
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Notes: AR: Autosomique Récessif ; AD: Autosomique Dominant ; IRT: Insuffisance Rénale Terminale; EP: Echanges
plasmatiques ; MMF : Mycophénolate Mofetil ; IV : Intra-veineux

Parmi les patients ayant présenté une cortico-résistance primaire, aucun n'a évolué vers une
insuffisance rénale terminale (IRT). Inversement, parmi les 13 patients ayant développé une
cortico-résistance secondaire, 6 ont progressé vers I’IRT et ont finalement été transplantés; 2
ont récidivé apreés la transplantation.
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c. Maladies associées
Peu de maladies auto-immunes associées ont été identifiées: un diabete de type 1 avec
l'allele a risque HLA-DQB1, une gammapathie monoclonale et une vascularite
leucocytoclasique. Par ailleurs, dans une famille non consanguine, deux enfants et leur pére
présentaient une néphrolithiase hypophosphatémique / ostéoporose-1 (NPHLOP1 - # OMIM-
612286) sans mutation retrouvée dans les genes SLC34A1 et SLC9A3R1. Un patient avait une
surdité neurologique bilatérale progressive associée a une hypoplasie rénale droite sans

insuffisance rénale.

Globalement, les caracteéristiques cliniques étaient compatibles avec un SN a médiation
immunitaire dans tous les cas. Nous avons observé une grande variabilité intra- et inter-
familiale concernant I'évolution de la maladie, en dehors de I'age d'apparition entre les cas

apparentés.

2. Séquencage HLA-DQA1L dans les familles de SNCS

Deux variations fréquentes du géne HLA-DQA1 (rs1129740 et rs1071630) ont
récemment été rapportées comme facteurs de risque de développer un SNCS sporadique [21].
Tous les patients de notre cohorte ont été génotypés pour les variations HLA-DQAL, incluant
un total de 49 patients d'origine Européenne. Cette population a été comparée a 23 cas
contréle presentant un SNCS sporadiques et 503 témoins Européens en apparente bonne santé
a partir de la base de données 1000genomes. Les résultats sont résumeés dans le Tableau 3.
Ces deux variants étaient enrichis dans notre cohorte de SNCS familial. Un risque accru était
observé par rapport aux contréles sains: OR = 5,54 [3,27-9,38] et OR = 6,57 [3,88-11,12]
pour chacun des variants rs1129740 et rs1071630 respectivement avec une valeur de p <0,001
pour les deux apres la correction de Bonferroni. Les patients ayant une évolution atypique de
leur maladie (SNCR primaire ou secondaire) présentaient par ailleurs le méme risque que les

autres: OR =1 [0,36-2,81]. Aucune différence n'a été trouveée entre les cas de SNCS familiaux
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et sporadiques pour chacune des deux variations (OR = 0,56 [0,19-1,52]). Enfin, les patients
qui présentaient ces variations a I'état homozygote (n = 73) avaient un age inférieur au
diagnostic par rapport aux patients hétérozygotes (n = 24) (AgeHO = 6,13 + 0,93 et AgeHE =

11,54 £ 3,82, P = 0,04).
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Tableau 3: Génotypage

HLA-DQAL (rs1129740 and rs1071630) dans le SNCS familial comparé aux cas sporadiques et a la base de données

1000génomes.
Fréquence allélique minimale Fréquence allélique minimale
Variation ~
Origine HLA-DQA1 Allele SNCS Controles OR (Clgsy) Allele SNCS SNCS OR (Clgsy)
- sains
Famillial Famillial Sporadique
1KGenome
G 32(0.157) 2388 (0.477) OR=4,89 (3,35-7,18) G 32(0.157) 9(0.122) OR=0,74 (0,33-1,63)
rs1129740 _
A 172 (0.843) | 2620(0.523) p<0.001 A 172 (0.843) 65 (0.878) p=0.46
Monde
1071630 T 32(0.157) 2238 (0.447) OR=4,34 (2,96-6,36 T 32 (0.157) 9(0.122) OR=0,74 (0,33-1,63)
rs
C 172 (0.843) | 2770(0.553) p<0.001 C 172 (0.843) 65 (0.878) p=0.46
G 18 (0.184) 448 (0.445) OR=5,54 (3,27-9,38) G 18 (0.184) 5(0.109) OR=0,56 (0,19-1,62)
rs1129740
A 80 (0.817) 558 (0.555) B A 80 (0.817) 41 (0.891) p=0.26
Europe
T 18 (0.184) 406 (0.404) OR=6,57 (3,88-1,12) T 18 (0.184) 5(0.109) OR=0,56 (0,19-1,62)
rs1071630
C 80 (0.817) 600 (0.596) p<0.001 C 80 (0.817) 41 (0.891) p=0.26

Note :; SNCS: Syndrome Néphrotique Cortico-Sensible (http://www.internationalgenome.org)
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3. Séquencage d’EMP2 dans les familles SNCS

Des mutations du gene EMP2 ont été rapportées dans trois familles présentant un SNCS
ou SNCR autosomique récessif [19]. Les quatre exons codants et leurs séquences introniques
flanquantes ont été séquencés en Sanger chez les 33 cas index de chaque famille AR. Aucune
mutation pathogéne n'a pu étre détectée. Ces résultats suggerent que les mutations EMP2 ne

sont pas freqguemment impliquées dans la survenue d'un SNCS familial de transmission AR.

4. Séquencage d’exome dans les familles SNCS

Nous avons cherché de nouveaux genes impliqués dans le SNCS héréditaire en se
concentrant sur les formes AR. Dans quatre familles différentes, avec une consanguinité
connue (SS26 et SS20) ou suspectée (SS27 et SS23), lI'analyse de liaison n'a pas abouti a
I’identification d'une région commune d’homozygotie. De plus, dans la grande famille
multiplex (SS20), nous n'avons trouvé aucune région commune d’homozygotie. Dans ce
dernier cas, l'analyse de l'arbre généalogique suggere une hérédité AR, bien qu'une
transmission liée a I'X ne puisse étre exclue. Aucune région avec un score LOD significatif
n'a été identifiée.

Le WES a été réalisé dans un sous-groupe de 13 familles AR dans lesquelles I'ADN
était disponible chez les fréres et sceurs atteints et leurs parents pour des études de ségrégation
(Supp Figure 1). Selon la stratégie de filtration des variants utilisée, et apres des études de
ségrégation, 8 variants (sur 7 genes) ont été identifiés dans 4 familles (1 homozygote, 5
hémizygotes, 2 hétérozygotes composites). Aucun gene muté n'était commun a deux familles
(Supp Table 2). Aucun des genes candidats identifiés n'est connu pour avoir une expression
protéique spécifique dans les lymphocytes ou les podocytes selon ProteinAtlas® (Supp.

Tableau 2). De plus, malgré I'hypothése d'un facteur circulant, aucune protéine associée a un
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de ces géne ne présentait de peptide signal de sécrétion [29]. Ces résultats ont été soumis a

GeneMatcher [30] mais aucune correspondance n'a été identifiée a ce jour.

5. Analyse mutationnelle des génes de SNCR dans les familles SNCS

Cinq des six patients ayant présentant une IRT ont été sélectionnés pour I'étude des 34
genes impliqués dans la survenue d'un SNCR (Tableau Supp. 1). Le dernier n'avait plus
d’ADN disponible, mais présentait une cortico-sensibilité initiale (SS12 - Supp Figure 1A).
Trois autres patients, perdus de vue (n = 1) ou avec une évolution de la maladie inhabituelle
(n = 2) ont également été testés. Parmi eux, un avait présenté une cortico-résistance primaire
avec notion de rémission complete puis évolution vers une IRT sans autre information.
L'autre a présenté un SN cortico-sensible associé a une surdité neurosensorielle. Aucune

mutation pathogéne n'a été retrouvée chez chacun des huit patients.
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PARTIE IV - DISCUSSION

Au cours des dernieres années, les études génétiques des formes familiales puis
sporadiques de SNCR ont conduit a la découverte de nombreux genes dont les mutations sont
impliquées dans la survenue de la maladie. Contrairement au SNCR héréditaire, le SNCS
familial est une pathologie trés rare, et les quelques études publiées n’ont pas permis
d’élucider la physiopathologie de cette maladie. Nous rapportons aujourd'hui 131 cas atteints
de SNCS familial, issus de 59 familles non apparentées qui représentent la plus grande
cohorte de SNCS familial publiée a ce jour. En effet, seuls 139 cas de SNCS familiaux (> 53

familles) ont été décrits dans un total de 16 cohortes publiées (tableau 4).

Tous les patients de notre cohorte étaient sensibles a un traitement immunosuppresseur,
ce qui soutient fortement le rble de mécanismes immunitaires sous-jacents a la
physiopathologie de cette maladie [2]. En effet, les rares cas de SNCR primaire que nous

rapportons ont finalement tous été sensibles a un autre immunosuppresseur au cours du suivi.

Les caractéristiques de notre cohorte sont similaires a la plupart des séries de SNCS
idiopathiques sporadiques de la littérature [24,44]. En effet, comme les autres études, nous
avons observé une prédominance masculine (59,5%), une médiane d'age au diagnostic de 7,85
ans [1-58], 35,6% de patients cortico-dépendants, 14,2% des patients cortico-résistants et
78,3% de LGM a la biopsie. Nous rapportons ici environ 56% de rechuteurs fréquents quel
que soit le groupe AR ou AD, tandis que Harambat et coll. ont rapporté 60% de FR et de
patients cortico-dépendants dans une cohorte francaise de SN sporadiques en 2013 [45]. En
1974, Bader et coll. rapportaient une évolution clinique similaire chez 16 patients atteints de

SNCS familial (9 familles) et 54 cas sporadiques [34].
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Des données contradictoires existent concernant la variabilité intra-familiale de
I’évolution de la maladie dans les SNCS familiaux. En 2001, Fuchshuber et coll. ont rapporté
32 cas (15 familles) présentant un SNCS familial survenu pendant I'enfance [12]. L’évolution
de la maladie était favorable chez tous les patients. A l'inverse, 1’évolution clinique pouvait
étre trés hétérogeéne entre les patients d’une méme famille, y compris chez les jumeaux
monozygotes dans la série publiée par Bader et coll. [34]. Notre série confirme cette
variabilité intra-familiale, puisque 42,4% des familles partagent a la fois des sujets RF et
NRF. Il est intéressant de noter que parmi les triplés monozygotes, I'un n'était pas affecte,
l'autre était cortico-sensible alors que le dernier a présenté une cortico-résistance secondaire.
Ces données plaident fortement contre une origine monogénique du SNCS familial, et

suggerent plutdt le réle prépondérant de facteurs environnementaux.

Cependant, nous avons évoqué précédemment la faible variabilité intra-familiale
concernant I'age aux premiers symptdmes, avec un coefficient de corrélation de Pearson de
0,77 et 0,56 dans les groupes AR et AD respectivement. De méme, dans la série de
Fuchshuber et coll., le coefficient de corrélation de Spearman était de 0,60 et la différence
d'age au début entre les fréres et sceurs n'excédait pas 4 ans, sauf dans 2 familles. Ces données
suggerent une influence génétique, a minima sur le développement des formes familiales de
SN. En effet, une cause environnementale commune entrainerait I'apparition synchrone de la
maladie chez les apparentés, mais pas au méme age. Globalement, si 1’environnement semble
jouer un réle majeur dans 1’évolution de la maladie, I'dge d'apparition pourrait €tre associé a

une prédisposition génetique.

Au niveau moléculaire, Gee et coll. ont identifié des mutations dans le gene EMP2 chez
3 patients issus de 2 familles présentant un SNCS, et chez un patient avec SNCR [19]. La
protéine EMP2 codée est exprimée dans les podocytes [19] mais aussi dans les autres cellules

glomérulaires [46]. Cependant, on pourrait s‘attendre a ce que le gene impliqué dans le SNCS
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héréditaire code une protéine exprimée dans le systeme immunitaire. De plus, l'identification
de mutations dans le gene EMP2 a la fois chez des patients cortico-sensible et cortico-
résistante est une découverte inattendue au regard de la physiopathologie différente de
chacune de ces maladies. Nous n‘avons trouve aucune mutation dans le géne EMP2 chez 33
individus atteints (provenant de 33 familles avec une transmission AR), suggérant que les
mutations du gene EMP2 ne sont pas une cause fréquente de SNCS familial. D'autres études
sont nécessaires pour rechercher le lien entre ces mutations et les perturbations immunitaires
observées dans les SNCS pendant les rechutes. De plus, certaines études rapportent que les
corticoides peuvent avoir un impact sur le cytosquelette, et donc un bénéfice potentiel sur les

formes de SN associées a des maladies du podocyte [47]

Alors que la plupart des SNCR héréditaires a une héritabilité monogénique classique,
nos résultats suggerent un modele d'hérédité plus complexe dans le cas des SNCS familiaux.
En effet, si le SNCS représente plus de 90% des patients avec un SN [48], le SNCS familial
est tres rare et représente moins de 10% des 570 familles de SN inclues dans notre cohorte de
SN familiaux (SNCR + SNCS). De plus, nous rapportons dans la cohorte actuelle 1’histoire
originale d'une famille de triplets monozygotes, dont seuls deux fréres ont développé un
SNCS au méme age, le troisieme étant resté indemne (famille SS6). Enfin, nous n'avons
identifié aucune mutation dans le gene EMP2, ni dans les séquences codantes du génome. Au
total, ces données suggerent fortement une héritabilité complexe du SNCS familial, bien que
des mutations privées dans des sequences codantes ou des ARN non codants ne puissent pas

étre exclues.

Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté 1’implication du locus HLA comme facteurs
de risque de survenue de SNCS, supportant I'nypothese d'une héritabilité polygénique [49].

Nous décrivons dans ce travail une forte corrélation entre la survenue d’un SNCS et les deux

variations du gene HLA-DQAL (rs1129740 et rs1071630) précédemment citées, qui différent
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significativement des fréquences rapportées chez les témoins sains. Ces résultats corroborent
ceux rapportés par Gbagedesin et al. en 2015 [21]. En raison de la difficulté de trouver des
témoins d’origine géographique identique, et en raison de Il'absence de cas familiaux, les
variations dans HLA-DQAL1 ne pouvaient pas étre comparées dans des populations non
Européennes. Cependant, les comparaisons entre notre cohorte et les données de la base de

données 1000genome ont montré des résultats similaires (Tableau 3).
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Tableau 4: Cohorte de SNCS familial publiées depuis 1970.

Référence Année Pays d’origine Hommes/Femmes Cas de SNCS familiaux
Roy et al.(31) 1971 USA 0/2 Jumeaux
Moncrieff et al.(32) 1973 Deux hopitaux en Angleterre ND 14 cas dans 7 familles
White et al.(33) 1973  Vingt-quatre hopitaux en Europe ND 12 cas
Bader et al.(34) 1974  USA 12/4 16 cas dans 9 familles
McEnery et al.(35) 1989  USA ND 8 cas dans 4 familles
Awadalla et al.(36) 1989 Koweit 3/0 3 cas dans une famille
Mallman et al.(37) 1998 Pakistan 2/0 g;:lsedans une famille; hexadactilie post-
Fuchshuber et al.(12) 2001  Sept pays Caucasiens 25/7 32 cas dans 15 familles
Kari et al.(38) 2001 Inde 5/6 11 cas dans 3 familles
Ruf et al.(14) 2003  Allemagne 2/1 3 cas dans une famille
Landau et al.(13) 2007 Deux familles Bédouines 10/4 14 cas dans 2 familles
Roberts et al.(39) 2008  Australie 1/1 2 cas dans une famille
Motoyama et al.(40) 2009  Japon 1/3 4 cas dans 2 familles
Xia et al.(41) 2013 chine 7/2 9 cas dans 3 familles
Tusgaard Peterson et 2012  Danmark 2/0 2 cas dans une famille
al.(42)
Chehade et al.(43) 2013 Portugal et France 5/0 5 cas dans 2 familles
0,

Total R AR 139 cas familiaux

hommes)

Notes: Cent trente-neuf cas familiaux ont été rapportés dans la littérature. Le ratio H/F était de 2,5..ND: Non Disponible
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PARTIE V - CONCLUSION

Les progrés réalisés dans la compréhension de la physiopathologie du syndrome
néphrotique soulignent l'importance de distinguer les patients atteints d'une maladie a
médiation immunitaire de ceux associés a un défaut génétique intrinseque au podocyte.
Comme nous le rapportons ici, la cortico-sensibilité n'est pas un critere exclusif pour retenir la
médiation immunitaire de la maladie. En effet, nous rapportons ici que les patients cortico-
résistants (primaires et secondaires) étaient tous compatibles avec une médiation immunitaire
a travers leur sensibilité a au moins un immunosuppresseur. Le monogénisme semble étre une
cause trés rare de SN immunitaire, au moins dans les formes familiales. Ceci soutient
I'nypothese d'une influence génétique plus complexe dans ces familles. En ce sens, la
combinaison de variants, dans le systeme HLA ou non, pourrait s'associer a un risque accru de
développer un SN immunitaire. La mise en évidence de ces variants, a l'origine de
I'nétérogénéité de la maladie, aiderait les cliniciens a classer les patients. Cependant, seule
I'analyse genétique a grande échelle, telle que le génome-WAS pourra aider a déchiffrer la
physiopathologie de la maladie en découvrant d'autres susceptibilités génétiques a développer

un SN a médiation immunitaire.
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PARTIE VII - ANNEXES

Web Resources :
The URLSs for data presented herein are as follows:

dBSNP : https://www.nchi.nlm.nih.qov/SNP/

1000genomes project : http://www.internationalgenome.org

PolyPhen : http://genetics.bwh.harvard.edu

SIFT http://sift.jcvi.org

Mutation Taster http://www.mutationtaster.org

ExaC: http://exac.broadinstitute.org

ProteinAtlas: http://www.proteinatlas.org

GeneMatcher: https://genematcher.org
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Tableau S1 : Liste des 34 genes testes par la puce Multiplicom.

Nom du Position Position Transcript Nombre N::::Ire Séquences
\ Chr | génomique | génomiqu NCBI Refseq CCDS total , codantes | Protéine
geéne . . Ensembl d’exons
Début e Fin d’exons (bp)
codants
CCDS1251 | ENST0000025269
ACTN4 19 39138310 39222223 | XM_005259283 8 9 21 21 2736 actinin, alpha 4
CCDS1256 | ENST0000032446
ADCK4 19 41197434 41222790 | XM_005259275 2 4 15 14 1635 aarF domain containing kinase 4
ENST0000026574
ANLN 7 36429415 36493400 NM_018685 CCDS5447 8 24 24 3375 anillin, actin binding protein
CCDS3402 | ENST0000039518
ARHGAP24 | 4 86396267 86923823 | NM_001025616 5 4 10 9 2247 Rho GTPase activating protein 24
CCDS1178 | ENST0000026932 Rho GDP dissociation inhibitor (GDI)
ARHGDIA 17 79825597 79829282 | NM_001185078 8 1 6 5 615 alpha
ENST0000032200
CD151 11 832952 838834 XM_005253261 | CCDS7719 8 9 7 762 CD151 molecule (Raph blood group)
CCDS3447 | ENST0000035931
CD2AP 6 47445525 47594999 | XM_005248977 2 4 18 18 1920 CD2-associated protein
CCDS4282 | ENST0000039657 collagen, type IV, alpha 3 (Goodpasture
COL4A3 2 228029281 | 228179508 | XM_005246280 9 8 52 52 5013 antigen)
XM_005246281; | CCDS4282 | ENST0000039662
COL4A4 2 227867427 | 228028829 NM_000092 8 5 48 47 5073 collagen, type IV, alpha 4
CCDS1454 | ENST0000036160
COL4A5 X 107683112 | 107940775 NM_000495 3 3 51 51 5058 collagen, type IV, alpha 5
CCDS3536 | ENST0000032830
COL4AS5 X 107683112 | 107940771 | XM_005262070 6 0 53 51 collagen, type IV, alpha 5
CCDS4709 | ENST0000031146 coenzyme Q2 4-hydroxybenzoate
coQ2 4 84184977 84206067 | XM_005262927 0 9 7 7 1266 polyprenyltransferase
ENST0000033457
CoQ6 14 74416996 74430373 NM_182476 CCDS9823 1 12 12 1407 coenzyme Q6 monooxygenase
ENST0000037363
CRB2 9 126118539 | 126141032 NM_173689 CCDS6852 1 13 13 3858 crumbs homolog 2 (Drosophila)
CCDS1159 | ENST0000028406
DGKE 17 54911460 54946036 | XM_005257749 0 1 12 12 1704 diacylglycerol kinase, epsilon 64kDa
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CCDS1054 | ENST0000035954
EMP2 16 10622279 10674555 NM_001424 1 3 5 4 504 epithelial membrane protein 2
CCDS4517 | ENSTO000033063 inverted formin, FH2 and WH2 domain
INF2 14 105155943 | 105185942 | XM_005268005 3 4 22 20 3723 containing
ENST0000039263 inverted formin, FH2 and WH2 domain
INF2 14 105155974 | 105185940 | XM_005268007 | CCDS9989 4 23 21 containing
ENST0000041810
LAMB2 3 49158547 49170551 | XM_005265127 | CCDS2789 9 33 32 5397 laminin, beta 2 (laminin S)
ENST0000052611 LIM homeobox transcription factor 1,
LMX1B 9 129376722 | 129458730 NM_002316.3 CCDS6866 7 8 8 1188 beta
ENST0000035421 membrane associated guanylate kinase,
MAGI2 7 77646393 79082890 NM_012301 CCDS5594 2 22 22 4365 WW and PDZ domain containing 2
ENST0000038634 mitochondrially encoded tRNA leucine
MT-TL1 MT 3230 3304 7 1 1 75 1 (UUA/G)
CCDS1392 | ENST0000021618
MYH9 22 36677327 36784063 NM_002473 7 1 41 40 5883 myosin, heavy chain 9, non-muscle
CCDS3225 | ENST0000028823
MYO1E 15 59427113 59665099 NM_004998 4 5 28 28 3327 myosin IE
CCDS3299 | ENST0000037891 nephrosis 1, congenital, Finnish type
NPHS1 19 36316866 36342739 | XM_005258961 6 0 29 29 3726 (nephrin)
ENST0000036761 nephrosis 2, idiopathic, steroid-
NPHS2 1 179519674 | 179545068 NM_014625 CCDS1331 5 8 8 1152 resistant (podocin)
CCDS5356 | ENST0000042843
PAX2 10 102505468 | 102589698 | XM_005269873 9 3 11 11 1254 paired box 2
ENST0000036903 prenyl (decaprenyl) diphosphate
PDSS2 6 107473761 | 107780767 | XM_005267059 | CCDS5059 7 8 8 1200 synthase, subunit 2
CCDS4155 | ENST0000037138
PLCE1 10 95790569 96092580 | XM_005269882 2 0 32 31 6909 phospholipase C, epsilon 1
CCDS5355 | ENST0000037138
PLCE1 10 95848830 96088149 | XM_005269882 5 5 32 31 phospholipase C, epsilon 1
ENST0000028117 protein tyrosine phosphatase, receptor
PTPRO 12 15475331 15750327 NM_030667 CCDS8675 1 27 26 3651 type, O
ENST0000026489
SCARB2 4 77079890 77135046 NM_005506 CCDS3577 6 12 12 1437 scavenger receptor class B, member 2
ENST0000035727 SWI/SNF related, matrix associated,
SMARCAL1 | 2 217277137 | 217347776 | XM_005246632 | CCDS2403 6 18 16 2865 actin dependent regulator of
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chromatin, subfamily a-like 1

ENST0000034432 transient receptor potential cation
TRPC6 11 101322295 | 101454659 | XM_005271656 | CCDS8311 7 13 13 2796 channel, subfamily C, member 6
CCDS3331 | ENST0000024334
TTC21B 2 166729872 | 166810353 NM_024753 5 4 29 29 3951 tetratricopeptide repeat domain 21B
CCDS4533 | ENST0000043463
WDR73 15 85185999 85197566 NM_032856 9 4 8 8 1137 WD repeat domain 73
ENST0000033235
WT1 11 32409321 32457176 NM_024426 CCDS7878 1 10 10 1554 Wilms tumor 1
CCDS4456 | ENST0000044807
WT1 11 32410225 32457081 NM_024424.3 2 6 10 10 1554 Wilms tumor 1

Le tableau expose les différents transcrits utilisés pour analyser les variants identifiés. Les 34 genes contiennent 648 exons codants et couvrent 92663
pb de séquence codante
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Tableau S2 Liste des genes retrouvés en séquengage d’exome apres application de différents filtres dans un sous-groupe de patients (13 familles)
présentant une transmission AR.

stat ch | Variation Score ExAC Expression in
Gene Ensembl® Transcript Protein atus . rom.oso.ma X . Mutation X Protein function (NeXtProt®) immune system /
Ho/He/Hemi localization Exon  Nucleotid Protein PolyPhen2  SIFT frequency n
Tester glomeruli
S21
Substrate-specific adapter of a BCR (BTB-CUL3-
. . . RBX1) E3 ubiquitin-protein li | | :
KLHLI3 ~ ENST00000262820.7 Kelch-like protein 13 Hemi Xq24 7 c1948T>A  p.Ser650Thr 0.885 0 pC:1 0 ) E3 ubiquitin-protein ligase complex mmune: no
required for mitotic progression and Glomeruli: no
cytokinesis.
. . . 5 c.680G>A p.Arg227GIn 0.973 0 DC:1 1/120000
Microtubule associated protein . o LN: low
MAP7D1 ENST00000373151.6 R L Comp he 1p34.3 Microtubule cytoskeleton organization .
7 domain containing 1 Glomeruli: no
15 €.2248G>A p.Glu750Lys 0.058 0.87 PM:1 0
ss1
Ankyrin repeat and SOCS box ) p.(Leu269Cysfs Intracellular signal transduction. Protein Immune: NA
ASB12 ENST00000362002.2 R Hemi Xq11.2 10 c.806delT N NA NA NA 14/75000 S L ; L
protein 12 18) ubiquitination. Cytokine signaling. Glomruli: no
5527 BM and spleen: low
FERM and PDZ domain- i Spleen: low
FRMPD3 ENST00000276185.8 Hemi Xq22.3 14 c.3736C>T  p.Prol246Ser 0.992 0 PM:0.792 5/82000 Unknown

containing protein 3 Glomeruli: no

Retrotransposon GAG domain- .
RGAG4 ENST00000609883.1 po: ) Hemi Xq13.1 1 €.526G>C  p.Aspl76His 0.052 0.01 4/82000 Unknown BM and LN: low
containing protein 4 Glomeruli: no

§522 ¢
HDAC6 ENST00000334136.9 Histone deacetylase 6 Hemi Xp11.23 9 c694G>A  p.Ala232Thr 0.986 0 DC:1 0 Protein deacetylase activity. Degradation of Ubiquitarious
misfolded proteins
Fibrinogen C domain-containng . Facilitate the endocytosis of acetylated L
FIBCD1 ENST00000372338.8 h Ho 9q34.12 2 c.542G>A p.Argl81His 0.008 0 DC:0.992 0 Ubiquitarious
protein 1 components

Note: La couverture moyenne allait de 88 & 123 avec 98% de bases couvertes a 15X et 99% a 5X avec le kit SureSelect

¢ Analyses de liaison; DC: Disease Causing score; PM : Polymorphisme; NA: Non available; He: Hétérozygote; Hemi: Hémizygote; Ho: Homozygote;
Comp He: Hétérozygote Composite; LN: Lymph Node; BM: Bone Marrow

NeXtProt (https://www.nextprot.org/)

ProteinAtlas (http://www.proteinatlas.org/)
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Figure S1A — Arbres généalogiques des 33 familles présentant une transmission autosomicque
récessive Les familles testées par analyse de liaison sont notées *, et les familles dans
lesquelles un séquengage d’exome a été réalisé apparaissent dans 1’encadré.
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dominante.
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Etude clinique et génétique des formes familiales de néphrose cortico-sensible a propos
de 59 familles

Le syndrome néphrotique cortico-sensible familial (SNCS) est une maladie rare. Des formes récessives liées a
des mutations dans le gene EMP2 ont été identifiées, et des variations spécifiques de HLA-DQAI1 ont été
associées a sa survenue.

Les données cliniques de 59 familles de SNCS ont été analysées. EMP2 a été séquencé dans des familles avec
une hérédité autosomique récessive (AR). Un séquencgage de I'exome a été effectué dans chez 13 patients
présentant une potentielle transmission AR. Deux variants HLA-DQA1 rapportés dans les formes sporadiques
de SNCS ont été génotypés dans I'ensemble de la cohorte.

Dans I'hypothése d'une hérédité Mendélienne, une transmission AR ou dominante (AD) était compatible chez
33 et 26 familles. Les caractéristiques cliniques entre les groupes AR et AD étaient similaires, et la variabilité
intra-familiale concernant I'age au diagnostic était faible dans chaque groupe. Tous les patients, y compris
ceux présentant un SNCR primaire (n = 7) ou secondaires (n = 13) étaient sensibles a un traitement
immunosuppresseur. Les variations HLA-DQA1 étaient fortement liées a la maladie (OR = 4.34 et OR = 4.89; p
<0.001). Le séquengage d'exome n'a pas révélé de mutation pathogéne dans le sous-groupe étudié. Le
séquencage ciblé de EMP2 n'a pas mis en évidence de mutation dans ce gene.

Ces résultats soulignent I'hétérogénéité clinique et génétique du SNCS familial. Les résultats cliniques
soutiennent une origine immunitaire, et ce quelle que soit la sensibilité initiale des patients aux corticoides.
L'absence de variant partagé par deux familles, ainsi que la présence des variants fréquents dans HLA-DQA1
suggerent une héritabilité complexe de la maladie.

Mots clés : Syndrome Néphrotique Familial - Génétique - EMP2 - Immunité - Cortico-sensibilité -Cortico-
résistance - Podocyte - HLA-DQA1

Clinical and genetic analyzes of a large cohort of familial steroid-sensitive nephrotic
syndrome

Familial steroid-sensitive nephrotic syndrome (SSNS) is a rare condition. The disease pathophysiology remains
elusive. However, bi-allelic mutations in the EMP2 gene were identified, and specific variations in HLA-DQA1
were linked to a high risk to develop the disease.

Clinical data were analyzed in 59 SSNS families. EMP2 gene was sequenced in families with a potential
autosomal recessive (AR) inheritance. Exome sequencing was performed in a subset of 13 families with
potential AR inheritance. Two variations in HLA-DQA1 were genotyped in the whole cohort.

Transmission was compatible with an AR (n=33) or dominant (AD-n=26) inheritance, assuming that familial
SSNS is a monogenic trait. Clinical features did not differ between AR and AD groups. Intra-familial variability
regarding the age at diagnosis was low in each group. All patients, including primary (n=7) and secondary-
SRNS (n=13) were sensitive to additional immunosuppressive therapy. Both HLA-DQA1 variations were found
to be highly linked to the disease (OR=4.34 and OR=4.89; p<0.001). Exome sequencing did not reveal any
pathogenic mutation, nor EMP2 sequencing.

Altogether, these results highlight the clinical and genetic heterogeneity in familial SSNS. Clinical findings
sustain an immune origin, whatever initial steroid-sensitivity in all patients. The absence of variant shared by
two families and the HLA-DQA1 variations enrichments suggest a complex mode of inheritance.

Keywords : Familial Nephrotic Syndrome - Genetics - EMP2 - Immunity - Steroid-Sensitivity - Steroid-
Resistance - Podocyte - HLA-DQA1
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