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Lexique :

aPECs : Cellules pariétales épithéliales activées

APOL1 : apolipoprotein Al

BFG : Barriere de filtration glomérulaire

CASK : calcium calmoduline serine threonine kinase
CD2AP : CD2 associated protein

Cmip : Cmaf inducing protein

CMV : Cytomégalovirus

DFG : débit de filtration glomérulaire

EBV : Epstein-Barr virus

ENaC : epithelial sodium channel

ERK 1-2 : extracellular signal-regulated kinase 1-2

GEM : glomérulonéphrite extra-membraneuse

HSF : Hyalinose segmentaire et focale

IF : immunofluorescence

IL : Interleukine

INF2 : inverted formin 2

IR/IRT : insuffisance rénale/insuffisance rénale terminale
KDIGO: Kidney disease — Improving global outcomes

KO : Knock-out

LGM : Lésions glomérulaires minimes

MAT : microangiopathie thrombotique

MBG : membrane basale glomérulaire

N-WASP: Wiskott Aldrich syndrome protein

ND : néphropathie diabétique

NFkB : Nuclear factor kappa B

NOS: not otherwise specified

ORL : oto-rhino-laryngologique

PEC/PECs : Cellule/s pariétale/s épithéliale/s

Pi3k : Phosphoinositide 3-kinase

SMPDL-3b : sphingomyelin phosphodiesterase acid like-3b
SN : syndrome néphrotique

SNI : syndrome néphrotique idiopathique

SNLGM : Syndrome néphrotique a lésions glomérulaires minimes
SRAA : systeme rénine angiotensine aldostérone

SuUPAR : soluble urokinase-type plasminogen activator receptor
TNF : Tumor necrosis factor

TRPC6 : Transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 6
VEGF : vascular endothelial growth factor

VIH : virus de I'immunodéficience humaine

WT1 : Wilms tumor 1 protein



- Introduction

A- Le syndrome néphrotique

1) Définitions

Le diagnostic du syndrome néphrotique (SN) repose sur I'association de deux critéres
biologiques :

- I'albuminémie inférieure a 30g/L

- une protéinurie supérieure a 3g/24h

On en distingue deux formes, le SN pur caractérisé par I'absence des 3 critéres suivants :
hypertension artérielle, insuffisance rénale et hématurie. En revanche, on le qualifie d’impur
en présence d’un de ces 3 criteres.

Cette définition biologique témoigne d’une pathologie de la barriere de filtration glomérulaire
(BFG) sans permettre pour autant d’orienter vers une étiologie. En effet, de nombreuses
glomérulopathies peuvent se manifester par un syndrome néphrotique :

- le syndrome néphrotique idiopathique (SNI), qui comprend le syndrome néphrotique a
lésions glomérulaires minimes (SNLGM) ou ancienne néphrose lipoidique et la hyalinose
segmentaire et focale (HSF) primitive,

- les formes secondaires de hyalinose segmentaire et focale,

- la glomérulonéphrite extra-membraneuse (GEM),

- les amyloses,

- a un degré moindre, différentes autres néphropathies glomérulaires comme les
néphropathies associées au gammapathies monoclonales, la néphropathie diabétique (ND)
ou méme les atteintes rénales de certaines maladies auto-immunes comme la néphrite
lupique et les vascularites des petits vaisseaux.

La répartition des néphropathies causant un syndrome néphrotique est variable selon I’age.
Chez I'enfant en termes de fréquence, c’est le SNLGM qui est le plus représenté, alors que la
proportion de GEM augmente avec I'age chez I'adulte (Tableau 1).



Age-related Variations in Nephrotic Syndrome

Prevalence (%)

Child Young Adult Middle and Old
(<15 Age
years)  whites Blacks Whites Blacks
Minimal change disease (MCD) = 78 23 15 21 16
Focal segmental 8 19 55 13 35
glomerulosclerosis (FSGS)
Membranous nephropathy 2 24 26 37 24
(MN)
Membranoproliferative 6 13 0 4 2
glomerulonephritis (MPGN)
Other glomerulonephritides 6 14 2 12 12
Amyloid 0 5 2 13 11

Tableau 1 : Prévalence des différentes étiologies de SN, en fonction de I’age et de la couleur
de peau, issu de (1) a partir de (2,3).

2) Présentation clinique

Le syndrome néphrotique est caractérisé cliniquement par un syndrome cedémateux qui
traduit une surcharge hydrosodée. Les cedémes sont classiquement décrits comme blancs,
bilatéraux, déclives et prenant le godet.

IIs sont la conséquence de I’"hypoalbuminémie qui entraine une diminution de la pression
oncotique intravasculaire, a I'origine d’une fuite liquidienne dans le secteur interstitiel selon
la loi de Starling.

La diminution relative du volume intravasculaire entraine une aggravation du phénomeéne en
stimulant le systéme rénine-angiotensine-aldostérone (hyperaldostéronisme secondaire qui
va favoriser la rétention de sodium) et la sécrétion de vasopressine (qui va augmenter la
rétention d’eau). Le phénomene est donc auto-aggravatif. Dans les situations de forte
surcharge hydrosodée, on peut parfois observer une infiltration diffuse du secteur interstitiel,
pouvant a I'extréme aller jusqu’au tableau d’anasarque, avec une inflation des séreuses que
sont le péricarde, le péritoine, et la plevre.

Ces variations de volume hydrique font du poids un élément de surveillance indispensable
chez ces patients.

Le SNI se manifeste habituellement par des cedémes isolés sans autre manifestation
systémique associée.

Des manifestations de la sphéere ORL, articulaires, cutanées ou ophtalmologiques orienteront
plutdt vers une autre étiologie de syndrome néphrotique.

On peut cependant observer chez certains patients des symptomes en rapport avec des
complications de la fuite protéique urinaire en elle-méme, comme des thromboses, qui



surviennent chez environ 10% a 30% des patients, ou un Xanthelasma qui traduit une
dyslipidémie sévere (Figure 1). Enfin, il n’est pas rare que les syndromes néphrotiques soient
découverts au décours d’un épisode infectieux, le plus souvent en rapport avec un germe
encapsulé, en raison de I’"hypogammaglobulinémie causée par la fuite protéique urinaire.

Figure 1 : Xanthelasma, issue de (1)

3) Etiologies

Les syndromes néphrotiques peuvent schématiquement étre classés en deux catégories, les
SN idiopathiques et les SN secondaires.

a- Syndrome néphrotique idiopathique

Il comprend les deux entités que sont le SNLGM et la HSF primitive. Ce sont toutes deux des
« podocytopathies », se caractérisant histologiqguement par un effacement des pieds des
podocytes visible en microscopie électronique et cliniquement par une protéinurie de rang
néphrotique (4). Le mécanisme physiopathologique a I'origine de cette pathologie n’est pas,
a ce jour, entierement compris.

Concernant la HSF, elle était auparavant considérée comme une seule et méme maladie. On
sait aujourd’hui qu’il s’agit d’'une entité clinico-histologique pouvant étre le reflet de
pathologies bien différentes qui se manifestent par une atteinte histologique similaire, que
I'atteinte initiale soit dirigée ou non contre le podocyte. Ainsi, on distingue les formes
primitives de HSF dont I'étiologie reste trés débattue a ce jour, des formes secondaires.

La HSF est dans environ 80% des cas d’origine primitive (5).

b- Syndromes néphrotiques secondaires (6)

e Syndromes néphrotiques génétiques
Les SN de début précoce, des I'enfance ou in utero, évoquent un caractére familial et une
cause génétique. L’évolution de ces patients est tres différente de celle du SNI du fait d’'une
inefficacité quasi compléete des traitements immunosuppresseurs utilisés dans le SNI. C’est la



raison pour laquelle, il est recommandé de réaliser une recherche d’anomalie génétique
devant un syndrome néphrotique du nouveau-né, du jeune enfant, chez les patients ayant
une histoire familiale de SN ou lorsque lI'on retrouve des arguments pour une cause
syndromique. On connait a ce jour plus de 50 mutations responsables de syndrome
néphrotique génétique (7). Les SN génétiques ont permis au cours de ces derniéres années de
démembrer partiellement les mécanismes physiopathologiques a I'origine des SNI.

e Syndromes néphrotiques secondaires a des infections virales
Parmi les plus fréquentes, on trouve le VIH, le parvovirus B19, I'EBV ou le Simian Virus (SV40).

e Syndromes néphrotiques causés par des toxiques
Les causes toxiques peuvent étre médicamenteuses (interféron, biphosphonates, lithium,
inhibiteurs de mTOR) ou non-médicamenteuses, comme lors des toxicomanies a I’héroine.

e Syndromes néphrotiques adaptatifs

lIs sont consécutifs a la réduction du nombre de néphrons fonctionnels (agénésie rénale,
néphropathie de reflux, hypotrophie a la naissance) ou a des contraintes mécaniques au
niveau de néphrons initialement normaux (obésité morbide, drépanocytose notamment). Ces
situations sont a 'origine de modifications hémodynamiques intrarénales, responsables des
lésions observées (8,9). Ce phénomene est aussi observé au stade avancé de toutes les
maladies rénales (tubulaires ou glomérulaires).

Le pronostic dans les formes adaptatives est meilleur que dans les formes primitives en raison
de la réponse au moins partielle aux traitement bloquants le systeme rénine angiotensine-
aldostérone.

Les causes les plus fréquentes de syndrome néphrotique secondaire sont résumées dans le
Tableau 2.



Principales causes de syndrome néphrotique idiopathique, lésions glomérulaires
minimes ou hyalinose segmentaire ou focale, secondaire.

Lésions glomérulaires minimes secondaires

Meédicaments
Anti-inflammatoires non stéroidiens
Interféron
Rifampicine (exceptionnel)
Lithium (exceptionnel)
Interféron a

Hémopathies
Maladie de Hodgkin
Lymphomes non hodgkiniens (rare)

Hyalinoses segmentaires et focales secondaires

Néphropathies congénitales
Agénésie rénale
Hypoplasie rénale

Reflux vésico-urétéral

Réduction néphronique acquise

Infection VIH, parvovirus B19

Meédicaments : biphosphonates (pamidronate), lithium
Obésité

Diabéte

Consommation d'héroine

Drépanocytose et cardiopathies cyanogenes

VIH : virus de I'immunodéficience humaine.

Tableau 2 : Etiologies secondaires de syndrome néphrotique, issu de (10).

B- Le syndrome néphrotique idiopathique

1) Epidémiologie du syndrome néphrotique idiopathique

Le SNI est une entité particuliére de SN dont I’étiologie n’est pas complétement comprise a ce
jour. C’est une maladie a prédominance masculine, qui comprend deux formes, le SNLGM et
la HSF primitive. Son incidence est plus importante dans les populations afro-américaines, ou
sur le pourtour du bassin méditerranéen.

Les SNI représentent 15 a 20% des glomérulopathies de I'adulte contre 85 a 90% de celles de
I'enfant (11).

Chez I'enfant, I'incidence du SNI varie de 1 a 17 /100 000 personnes par an selon les
études (12), et les SNLGM en sont la cause la plus fréquente : jusqu’a plus de 90% chez les
moins de 10 ans, avec une incidence maximale entre 2 et 5 ans (13).

La réponse au traitement de premiére intention, la corticothérapie, est de I'ordre de 90% pour
le SNLGM, avec un pronostic relativement bon chez I'enfant malgré la probabilité élevée de
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rechutes, et un risque évalué a moins de 5% de progression vers la maladie rénale chronique
a 10 ans (14).

Chez I’adulte, le SNI a une incidence de 2 a 3 pour 100 000 personnes /an, avec une répartition
tres différente en comparaison aux populations pédiatriques puisque les SNLGM ne sont
responsables que de 10 a 15% des SNI de l'adulte. La HSF primitive est donc la forme
prédominante chez I'adulte et aurait une incidence d’environ 1/100 000 habitants par
an (15,16).

La prévalence de la HSF chez I'adulte serait toutefois en augmentation (17), en raison de la
part croissante des formes secondaires (18).

Le taux de réponse des HSF primitives a la corticothérapie est seulement de 30% (19).

2) Présentation histologique

Le rein humain est composé d’un peu moins d’'un million de néphrons a I'age adulte. Ils
constituent l'unité fonctionnelle du rein, et sont composés d’'une portion glomérulaire
assortie d’une portion tubulaire qui comprend 4 segments (tubule contourné proximal, anse
de Henlé, tubule contourné distal et tube collecteur). La réduction du nombre de ceux-ci dans
certaines situations pathologiques détermine la prédisposition d’un individu a des maladies
rénales tout au long de son existence (20).

Nous allons principalement ici nous intéresser aux glomérules puisque c’est cette structure
qui est au centre de la physiopathologie du SNI.

a- Le glomérule normal

Il est composé de quatre types cellulaires distincts (Figure 2) :
- les cellules endothéliales,
- les cellules mésangiales regroupées au sein du mésangium,
- les podocytes (aussi appelés « cellules épithéliales viscérales »),
- les cellules épithéliales pariétales, qui feront I'objet d’une partie spécifique de ce
manuscrit.

11
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Figure 2 : Composition cellulaire du glomérule normal, issue de (21).

La barriéere de filtration glomérulaire est constituée de trois couches, et I'atteinte de chacune
d’elle va individuellement pouvoir étre responsable d’'une perte des caractéristiques de
I’ensemble du systeme a I'origine d’une fuite protéique dans 'urine primitive :

- Les cellules endothéliales sont les maillons de I'endothélium du capillaire glomérulaire, qui
est un endothélium fenestré, dont le développement est sous la dépendance du Vascular
endothelial growth factor (VEGF).

- La membrane basale glomérulaire (MBG) est une structure synthétisée par les différentes
cellules du glomérule, composée principalement de collagéne de type IV, de laminines et de
protéoglycanes. Du fait de la charge négative conférée par sa composition en
glycosaminoglycanes, elle participe a la limitation de la fuite protéique et a la sélectivité de la
barriére glomérulaire (5,22).

- Les podocytes sont des cellules polarisées qui reposent sur la face externe de la MBG (23).

On en dénombre environ 500 par glomérule. lls sont caractérisés par leurs expansions
membrano-cytoplasmiques, appelées pédicelles.
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Les intégrines a3p1 et les dystroglycanes permettent I’ancrage du podocyte sur la membrane
basale glomérulaire au niveau d’une zone appelée le « domaine basal » (10).

Les pédicelles de podocytes adjacents forment un complexe protéique qui s’apparente a une
jonction intercellulaire, et qui a un réle primordial dans le contrdle de la filtration sélective
des molécules selon leur taille et leur charge. Il s’agit du diaphragme de fente (Figure 3),
structure moléculaire située entre 2 pédicelles, d’une largeur d’environ 40 nm, qui va
s’opposer au passage des protéines dans |'espace virtuel, la chambre urinaire (24). Il est
constitué d’une association d’homodimeres de néphrine (25) sur lesquels s’agencent d’autres
molécules comme FAT, Neph1, P-Cadherine et Densine (10).

Les podocytes sont aussi caractérisés par leur cytosquelette intracellulaire composé d’un
réseau de filaments d’actine et de protéines (comme I'alpha-actinine 4), qui interagit avec les
protéines du diaphragme de fente (néphrine, podocine, CD2AP, TRPC6) de facon dynamique.

Les podocytes sont des cellules hautement différenciées, incapables de proliférer par division
cellulaire. La perte podocytaire est un des principaux mécanismes de la glomérulosclérose au
cours des pathologies podocytaires (4).

a-Actinin 4

Podocin
[

/

CD2AP

Nephrin

ot /s

/
/
NEPH 1
P-Cadherin
FAT

Figure 3 : Structure du diaphragme de fente (1), simplification issue de (26)

b- Le glomérule au cours du SNI
° Le syndrome néphrotique a lésions glomérulaires minimes (SNLGM) :

I est caractérisé en microscopie optique par des glomérules normaux.
En immunofluorescence on n’observe aucun dép6t d’'immunoglobuline ou de complément.
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Quand elle est réalisée, I'analyse en microscopie électronique permet de constater une lésion
caractéristique, I'effacement diffus des pieds des podocytes (Figure 4), qui permet d’affirmer

le diagnostic.

Figure 4 : Effacement des pieds des podocytes (fleches), image de microscopie électronique
grossie (x6000), issue de (1).

° La Hyalinose segmentaire et focale primitive (HSF primitive) :

Elle est caractérisée en microscopie optique par une sclérose mésangiale entourée d’une
couronne podocytaire, associée a des Iésions hyalines au sein de cette sclérose (Figure 5). Il
est parfois possible d’observer des synéchies floculo-capsulaires ou un détachement des
podocytes de la membrane basale glomérulaire dans les zones hyalines et scléreuses, ainsi
gu’une accumulation de matrice extracellulaire synthétisée par les cellules épithéliales
pariétales qui migrent dans le floculus comme on le verra plus loin (Partie I1).

Figure 5 : lésion d’HSF « tip lésion » (Trichrome de Masson, grossissement x400)

14



En immunofluorescence, il est possible d’observer un léger marquage positif en IgM et en
complément (C3) dans les zones de hyalinose.

La distribution focale (tous les glomérules ne sont pas atteints) et segmentaire (atteinte
inégale des différentes portions du floculus au sein d’'un méme glomérule) de la sclérose
participe a la différenciation des formes primitives de HSF des causes secondaires de
glomérulosclérose.

La diversité des lésions glomérulaires observées dans la HSF a amené a établir une
classification spécifique, la classification de Columbia (5,27) , résumée en Figure 5 :

- la forme NOS est la plus fréquente et constitue un diagnostic d’élimination,

- la forme tip lésion ou les zones hyalines prédominent au niveau du pdle urinaire,

- la forme périhilaire ou les Iésions prédominent au niveau du pdle vasculaire,

- la forme cellulaire, caractérisée par une hypercellularité endocapillaire,

- et enfin la forme collapsante, qui a le pronostic rénal le plus sombre.
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Figure 5 : Variants histologiques de HSF, issue de (5)

Defining Features Associations Clinical Features

The usual generic form of FSGS. Primary or secondary (including | May present with the

#| FSGS(NOS) does not meet defining | genetic forms and other nephrotic syndrome
criteria for any other variant, diverse secondary causes). or subnephrotic

Foot-process effacement is variable. | Cross-sectional studies suggest proteinuria.

this is the most common
subtype.

Other variants can evolve into
FSGS (NOS) over time.

Perihilar hyalinosis and sderosis Common in adaptive FSGS In adaptive FSGS, patients
involving the majority of glomeruli |  associated with obesity, ele- are more likely to pre-
with segmental lesions. vated lean body mass, reflux sent with subnephrotic

Perihilar lesions are located at the nephropathy, hypertensive proteinuria and normal
glomerular vascular pole. nephrosclerosis, sickle cell serum albumin levels.

In adaptive FSGS, there is usually anemia, and renal agenesis.
glomerular hypertrophy (glomer- | Predisposition for vascular pole
ulomegaly). is probably due to normally

Foot-process effacement is relatively | increased filtration pressures
mild and focal, which probably at the proximal afferent end
reflects the adap- of glomerular capillary bed,
tive responses of glomeruli. which are heightened under

conditions of compensatory
demand and vasodilatation
of the afferent arteriole.

Expansile sogmuhlksmwith Usually primary, but also seen Usually presents with the
endocapillary in a variety of secondary forms. | nephrotic syndrome.
oﬁonndudn‘fumd!md This is the least common variant.
infiltrating leukocytes, with It is thought to represent an early
variable glomerular epithelial- stage in the evolution of
cell asia. sclerotic lesions.

There is usually severe foot-process

effacement.

Segmental lesion involving the Usually primary. Usually presents with
tubular pole, with either adhesion | Probably mediated by physical abrupt onset of the
to tubular outlet or confluence stresses on the paratubular nephrotic syndrome.
of podocytes and tubular epithelial | segment owing to the conver- | More common in white
cells. gence of protein-rich filtrate race.

Compared with other variants, it on the tubular pole, causing | Best prognosis, with high-
has the least tubular atrophy shear stress and possible est rate of responsivity
and interstitial fibrosis. prolapse. to glucocorticoids and

8 There is usually severe foot-process lowest risk of progres-

| Implosive glomerular-tuft collapse | Primary or secondary to Most aggressive variant
with hypertrophy and hyperplasia Viruses: HIV-1, parvovirus of primary FSGS with
of the overlying visceral epithelial B19, SV40, EBV, CMV, black racial predomi-
cells. hemophagocytic syndrome nance and severe

Hyperplastic glomerular epithelial Drugs: pamidronate and nephrotic syndrome.
cells may fill the urinary space, interferon WOrstFognoss.wnh
resembling crescents. Vaso-occlusive disease: athero- responsivity to

% Severe tubular injury and tubular emboli, calcineurin inhibitor junooonmds and
microcysts are common. nephrotaxicity, and chronic rapid course to renal

There is usually severe foot-process allograft nephropathy failure.
effacement.
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Chacune de ces différentes formes d’HSF a une évolution rénale tres différente, aujourd’hui
bien documentée (28,29). Celle-ci est conditionnée principalement par le taux de réponse au
traitement médicamenteux, et notamment a la corticothérapie (Tableau 3)

Classification morphologique des hyalinoses segmentaires et focales et corrélation pronostique

Classification des hyalinoses segmentaires et focales (Columbia) Rémission (¥) Evolution vers l'insuffisance
rénale chronique (%)

Hyalinose segmentaire et focale avec collapsus glomeérulaire 13 66

Hyalinose segmentaire et focale du pole tubulaire 76 6

Hyalinose segmentaire et focale avec prolifération cellulaire 4 28

Hyalinose segmentaire et focale périhilaire Non déterminé Non déterminé
Hyalinose segmentaire et focale non spécifique 39 35

Tableau 3 : Evolution des HSF en fonction du sous-type histologique, (10) issu de (27).

3) Physiopathologie du syndrome néphrotique idiopathique

a- Podocytopathie et altération du diaphragme de fente

Le SNI est une maladie qui peut étre secondaire a deux types d’anomalies : des modifications
structurales du podocyte ou des altérations dans sa signalisation intracellulaire. La dysfonction
podocytaire peut étre réversible et répondre au traitement immunosuppresseur, ou étre
irréversible et résistante.

La protéinurie est la conséquence d’une hyperperméabilité de la barriere de filtration
glomérulaire.
L'intégrité de la barriere glomérulaire peut étre mise en défaut a trois niveaux (10) :
- le diaphragme de fente,
- le domaine « basal » du podocyte qui permet son ancrage sur la membrane basale
glomérulaire,
- le cytosquelette d’actine du podocyte.

Différents travaux ont souligné I'importance de I'interaction du cytosquelette a la fois avec le
diaphragme de fente et avec le domaine basal du podocyte. Ces structures sont dynamiques
et toute anomalie d’'un élément individuellement ou des connexions avec ses différents
partenaires peut altérer le fonctionnement de la barriere glomérulaire et générer une
protéinurie.

La désorganisation du cytosquelette d’actine, consécutive a une anomalie acquise ou
congénitale d’'une des protéines qui constituent le diaphragme de fente, aboutit
invariablement a un effacement des pédicelles des podocytes, qui est la seule anomalie
morphologique observée dans le SNLGM.
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C’est I'étude des formes génétiques de syndrome néphrotique, caractérisées par I'absence
spécifique d’une protéine du diaphragme de fente ou par une anomalie dans les voies de
signalisation intrapodocytaires, qui a permis de mettre en évidence que la rétraction des pieds
des podocytes est consécutive a la réorganisation du cytosquelette d’actine et entraine une
anomalie de perméabilité de la barriere de filtration glomérulaire.

Le diaphragme de fente et le cytosquelette d’actine communiquent en permanence, dans le
but de prévenir I'apoptose et la perte de fonction des podocytes (30).

Cette déplétion podocytaire est la principale cause de I'apparition des lésions histologiques,
comme cela a été mis en évidence dans différents modéles animaux, résumés dans une revue
de D’Agati et al. (31). Les Iésions visibles de HSF apparaissent au-dela d’une perte podocytaire
supérieure a 20% (32).

Néphrine
Podocytes
» e (PI3K @»
JRPCEN, .,  Actine ‘ P85 "~ p110
L
Podocalyxine Podocine £
NHERF2 @24P) @ D2A
: Ezrine )
p———————————— mm C
Taline Taline \ l e
A\ .Paxuhne s D, . Paxiline Diaphragme de fente : Arp2/3 RhoA
I\L§ e Utrophine @ Viculirie g:::i::e,Pcadhérine, '1
3
Collagéne IV v L Dystroglycans MBG = = A 4 Activation de facteurs
S Y Agrine —__ 7 i T ; eorganisation antiapoptotiques
/\j i e el e du cytosquelette
¢ weenay \/Lan{ininé11 R
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Figure 6 : Podocyte, diaphragme de fente et signalisation intrapodocytaire issue de la
néphrine, adaptée de (10).

De nombreux travaux fondateurs dans les années 90 ont permis de mieux comprendre le
fonctionnement du diaphragme de fente en situation physiologique (Figure 6) :

- la néphrine, en se liant a son ligand, dont la nature est a ce jour encore inconnue, entraine
I'activation de Fyn, une tyrosine-kinase, qui va phosphoryler la néphrine en position N-
terminale et entrainer la liaison d’autres protéines au niveau de son domaine SH2 (33,34),
dont la podocine. Cette phosphorylation permet également de stabiliser le complexe
néphrine-podocine (35). Un défaut de phosphorylation entraine son détachement (36).
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- Fyn joue également un réle dans la phosphorylation de N-WASP (Wiskott Aldrich Syndrome
Protein), permettant le recrutement de NCK, membre d’une famille de protéines régulatrices
a I'origine du lien entre le diaphragme de fente et le cytosquelette d’actine (37) ;

- le complexe Fyn-néphrine va ensuite activer la phospoinositide 3-kinase (Pi3k), qui permet
de recruter Akt, une serine thréonine kinase qui a un réle indispensable dans la survie du
podocyte en activant le facteur de transcription Nuclear Factor Kappa B (NFkB), a I'origine de
signaux anti-apoptotiques

- la podocine, protéine membranaire exprimée au niveau du diaphragme de fente, constitue
avec CD2AP (protéine associée au CD2) un complexe qui interagit avec I'alpha-actinine 4, qui
est impliquée dans I’ancrage des filaments d’actine, participe a la formation du cytosquelette
d’actine et est nécessaire a son intégrité ;

- la néphrine et la podocine ne sont pas les seules molécules indispensables a I'intégrité du
diaphragme de fente, comme I'ont montré des expériences d’inactivation protéique
spécifiques chez les rongeurs. La protéine CD2AP est impliquée dans la modulation de
I'apoptose en interagissant avec Akt (38). Par ailleurs, CD2AP interagit avec une sous-unité
régulatrice de la PI3k (p85) pour renforcer les signaux anti-apoptotiques (voie Akt-NFkB).

L’étude des syndrome néphrotiques familiaux a permis I'identification des genes a l'origine
des SN cortico-résistants, la plupart d’entre eux codant pour des protéines essentielles a la
structure ou au fonctionnement du diaphragme de fente :

- la découverte en 1998 du gene NPHS1, qui code pour la néphrine, responsable de SN
congénitaux chez 'homme en cas de mutation (39), a permis de mettre en avant le réle
du podocyte dans la physiopathologie du SNI (40), ceux-ci formant « I'ultime » barriére
a la perte protéique par leur role dans la constitution du diaphragme de fente (10,41). La
mutation du géne NPHS1 est responsable chez ’homme du syndrome finlandais (39), et
les souris déficientes en néphrine (génétiquement ou lorsque la protéine était la cible
d’'un anticorps spécifique), développent également une protéinurie précoce et
massive (42),

- lamutation du géne NPHS2, qui code pour la podocine (43), est elle-aussi a I'origine d’une
importante protéinurie.

Ces deux mutations sont a elles seules responsables de plus de la moitié des SN cortico-
résistants chez les jeunes enfants (44).

Si elles ont été les premiéres décrites, on en connait aujourd’hui beaucoup d’autres, avec
notamment les mutations du gene codant pour la protéine WT1 (facteur de transcription
impliqué dans le développement rénal et gonadique), responsable des syndromes de Frasier
et de Denys-Drash, ou des genes codant pour les protéines CD2AP, TRPC6 (canal calcique
podocytaire impliqué dans la dégradation de la synaptopodine) ou I'alpha-actinine 4. Toutes
ces mutations sont responsables d’'un syndrome néphrotique dont l'intensité et le début des
manifestations cliniques varie selon la mutation.

Les différentes mutations connues a ce jour ont été résumées par Ha (45).
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L'ensemble de ces mutations est responsable d’un défaut structural ou d’'une anomalie dans
les voies de signalisations du podocyte, aboutissant a un réarrangement du cytosquelette
d’actine avec pour conséquence, une disparition des pieds des podocytes a I'origine d’une
protéinurie.

b- Role du systéme immunitaire

Si les phénomenes a I'origine du SNI restent imparfaitement compris (5), dés les années 1970,
Shalhoub a évoqué I'hypothese que le SNI pouvait étre consécutif a un désordre
lymphocytaire T, a [lorigine de la sécrétion d'un facteur de perméabilité
« lymphocytaire » (46). La découverte de syndromes néphrotiques associés a des pathologies
hématologiques lymphoides, comme le lymphome de Hodgkin et les leucémies (47,48), ont
laissé penser que la pathologie glomérulaire pouvait dériver d’anomalies du systeme
immunitaire.

Par ailleurs, il a été montré que dans les suites de la transplantation d’un rein de sujet
souffrant de SNI a un sujet sain, la protéinurie disparaissait chez le receveur, et qu’a l'inverse,
la pathologie pouvait récidiver sur le greffon rénal, mettant directement en cause des facteurs
liés a I’'hbte, et donc potentiellement a son systéme immunitaire (49). Dans les formes
récidivant sur le greffon, le sous-type de HSF était le méme que le sous type initial dans plus
de 80% des cas, soulignant la persistance d’une physiopathologie identique (50).

L'idée de I'implication des lymphocytes a été entretenue par |'observation de protéinuries
séveres chez les rongeurs exposés a des surnageant de cellules mononuclées du sang
périphérique de patients ayant un SNI (51). Ajouté a cela, la sensibilité de cette maladie a des
thérapies immunosuppressives ciblant le versant cellulaire de I'immunité était aussi en faveur
de son role dans sa physiopathologie (52).

Ainsi, de nombreuses cytokines ont été étudiées comme étant potentiellement le lien entre
systéme immunitaire et perméabilité glomérulaire : comme I'lL2 et IL13 (53-55) .

La surexpression d’IL13 chez le rat et ’'homme provoque un effacement des pédicelles (56).
Cette cytokine de la voie de différenciation Th2 était également augmentée dans le sang des
patients rechuteurs fréquents de SNI (55). Ainsi, il a donc été évoqué que la maladie pouvait
étre associée a un déséquilibre de la balance lymphocytaire en faveur de la voie Th2 (57,58).
Enfin des découvertes plus récentes ont montré que le lymphocyte B pouvait également étre
impliqué dans la physiopathologie du SNI puisque les anticorps monoclonaux anti-CD20
permettaient de mettre certains patients en rémission (59).

c- Role de c-maf et de CMIP

C-maf est un facteur de transcription qui oriente les lymphocytes T (LT) dans la voie Th2,
caractérisée par une augmentation des taux d’IL4 (60), et atténuant la différenciation Th1.
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Dans une analyse transcriptomique chez des patient ayant un SNI, CMIP (c-maf inducing
protéin) a été décrit comme potentiel transcrit de c-maf (61), notamment sous sa forme
tronquée Tc-mip (62).

CMIP a initialement été observé comme marqueur de certaines hémopathies lymphoides
malignes, comme le lymphome de Hodgkin, et il a été découvert qu’il était particulierement
exprimé dans les cellules de Reed Sternberg et les podocytes des patients qui souffraient de
syndromes néphrotiques secondaire a cette hémopathie (63).

En 2010, Sahali et al. ont identifié une anomalie d’expression de CMIP chez des patients
souffrant de SNI (64).
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Organization NF-kB WT1 Cytoskeleton

disorganization

Figure 7 : R6le de CMIP dans le syndrome néphrotique, issue de (65).

CMIP semble étre un protagoniste important de la dysfonction a la fois lymphocytaire et
podocytaire dans le syndrome néphrotique :
- L'expression de c-maf augmente dans le SNI, et sa localisation cytoplasmique chez les
patients en rémission contraste avec une localisation nucléaire, ou il va pouvoir exercer
son réle de facteur de transcription, chez les patients rechuteurs (66).
- CMIP est lui aussi fortement exprimé dans les LT CD4 des patients SNI en rechute (62).

Au niveau moléculaire (Figure 7), CMIP inhibe NFkB et favorise ainsi I'apoptose podocytaire
(67,68), en plus d’intervenir dans le remodelage du cytosquelette d’actine en altérant les voies
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de signalisation podocytaires, puisqu’il empéche les interactions Fyn/néphrine et Fyn/NWASP
et donc leur phosphorylation (64).

Une fois stimulé, CMIP induisait chez la souris une protéinurie massive, alors que son
inactivation par RNA interférence était a I'origine d’'une amélioration de la protéinurie dans
des modeles murins de syndrome néphrotique (64).

CMIP est donc une molécule essentielle au lien entre les voies de signalisation podocytaires
proximales et I’organisation du cytosquelette d’actine.

d- Facteur circulant de perméabilité

Il est aujourd’hui largement accepté que le SNI est causé au moins en partie par un potentiel
facteur circulant qui entraine des variations de perméabilité de la barriere glomérulaire et des
modifications du cytosquelette du podocyte.

L’hypothese de I'existence d’un facteur circulant a pour la premiere fois été évoquée devant
I’observation de |'apparition d’'une protéinurie lors de I"administration de sang de patients
souffrant de syndrome néphrotique a des sujets sains (69), confirmée par la suite par
différentes études. Hoyer le premier, puis d’autres auteurs apres lui, ont décrit, dans les
années 70, des cas de récidive de SNI en post-transplantation (70,71), de méme que la
disparition de SNI en post-transplantation de reins de sujets malades a des receveurs
sains (72), laissant penser qu’il existait une cause systémique a cette pathologie.

Cette hypothese était également soutenue par le fait que les échanges plasmatiques, capables
d’épurer le potentiel facteur circulant, étaient parfois efficaces dans cette pathologie (73,74).
Par ailleurs, I'injection de sérum de patients souffrant de HSF a des rats était capable d’induire
I'apparition d’une protéinurie (75).

Plusieurs molécules pourraient jouer ce role de facteur circulant, et les différentes
découvertes dans le domaine sont bien résumées par Ha et al. (76). Parmi les plus
importantes, on peut citer :
I’'hémopexine :
C’est une glycoprotéine synthétisée par le foie, qui induit chez le rat une protéinurie et un
effacement des pieds des podocytes (77). Cette molécule était caractérisée in vitro par sa
capacité a désorganiser le cytosquelette d’actine (78).
- SsuPAR:

Il s’agit de la forme soluble de uPAR (urokinase plasminogen activator receptor), molécule
impliquée dans les phénomenes de migration, prolifération et survie cellulaire (79). SUPAR se
lie a I'intégrine B3 dans les podocytes, diminuant leurs capacités d’adhésion, et entrainant un
effacement des pieds des podocytes (80). Chez les patients ayant une HSF primitive, les
concentrations de suPAR étaient anormalement élevées (80), et, a I'inverse, dans des modeéles
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murins de syndrome néphrotique, I'invalidation de uPAR a I'aide d’un anticorps neutralisant
avait un effet protecteur sur la protéinurie (80).
SUPAR a fait I'objet d’une littérature abondante avec des résultats parfois contradictoire,
résumés par Maas en 2013 (81). On lui a aussi prété le role de marqueur potentiel des
récurrences d’HSF sur le greffon (82), mais d’autres études sont venues réfuter ces résultats.
SUPAR manque en revanche de spécificité, puisque des taux élevés de suPAR étaient mis en
évidence dans différentes maladies inflammatoires et certains cancers (79).

- Anti-CD40:
En 2014, Delville et al. ont étudié un panel d’auto-anticorps, identifiés dans le sérum de
patients récidivant une HSF sur le greffon rénal (83). Parmi les dix anticorps mis en évidence,
I’anti-CD40, membre de la famille des TNF-récepteurs, était potentiellement responsable de
ces récurrences, en agissant en synergie avec suPAR (84).

- APOL1:
Comme nous I'avons vu plus haut, I'incidence des SNI est plus élevée chez les sujets de afro-
ameéricains. Ceci est au moins en partie di a I'expression différentielle dans ces populations
des variants G1 et G2 du gene codant pour I'apolipoprotéine A1 (APOL1)(85).
Cette protéine a été évoquée comme potentiel facteur de perméabilité devant la découverte
du lien que pouvait avoir I'expression de certains de ses variants avec les taux de suPAR dans
le SNI (86).

- CASK (calcium /calmoduline serine protein kinase)
CASK est une guanylate-kinase qui joue un réle dans les phénomenes d’adhésion cellulaire,
mais participe également au remodelage du cytosquelette d’actine en interagissant avec
différentes structures podocytaires. Elle a été mise en évidence dans le plasma des patients
ayant un SNI rechutant sur le greffon (87).

La recherche d’un seul et unique facteur circulant de perméabilité est au centre de la
recherche en néphrologie depuis de nombreuses années. Toutefois, les résultats des
différentes études montrent que ce facteur, s’il semble effectivement exister, n’est
certainement pas unique. Plusieurs candidats potentiels ont été mis en évidence dans la
littérature, mais ils ne sont pas responsables a eux seuls de la pathologie du SNI qui semble
étre la conséquence de 'interaction entre, une dysfonction immunitaire, une podocytopathie
et de potentiels facteurs circulants, I’ensemble pouvant étre potentialisé par des facteurs
environnementaux.

4) Traitements du syndrome néphrotique idiopathique

a- Objectifs de traitement

Les objectifs de la prise en charge thérapeutique fixés par les recommandations de la Haute
Autorité de Santé (HAS) d’Avril 2016 comprennent :
- I'obtention d’une rémission complete du SNI
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- la prévention des rechutes
- I'identification et le traitement les complications (aigiies et chroniques)
I’apprentissage de la surveillance de la maladie et du traitement au patient

D’apreés le protocole national de diagnostic et de soins (PNDS) de la HAS sur le syndrome
néphrotique idiopathique de I'adulte :

La rémission compléte est définie par une protéinurie inférieure a 0,3g/24h associée a une
albuminémie supérieure a 30g/I.

La rémission partielle est définie par une normalisation de I'albuminémie avec une protéinurie
persistante supérieure 0,3g/24h

La rechute est définie par la réapparition d’une protéinurie supérieure a 3g/24h chez un
patient en rémission.

La cortico-dépendance est définie par la survenue d’une rechute suite a une diminution de la
corticothérapie ou rapidement dans les 2 semaines apres son arrét.

La cortico-résistance est définie par I'absence de rémission partielle ou compléte apres 16
semaines de traitement par corticoides a forte dose. Elle devra faire rechercher une cause
secondaire de HSF ou une forme génétique.

La rémission partielle ou compléte est un objectif primordial, puisqu’elle est associée a un
bien meilleur pronostic (Figure 8).
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Figure 8 : Survie rénale dans la HSF, en fonction de la protéinurie et de la réponse a la
corticothérapie, issu de (1), adapté de (88).

Chez certains patients, la rémission compléte ne peut pas étre obtenue, malgré des
traitements successifs. Ces patients développent, aprés un délai variable, des lésions de
glomérulosclérose et évoluent vers I'insuffisance rénale chronique.
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b- Traitement des poussées et des rechutes

Le schéma thérapeutique tel qu’il est proposé dans les KDIGO 2012, sépare les 2 entités que
sont le SNLGM et la HSF primitive.

° Traitement du syndrome néphrotique a lésions glomérulaires minimes :
La corticothérapie orale (classiquement a 1mg/kg) est le traitement de premiére ligne. Si elle
permet le plus souvent d’obtenir une rémission, elle est plus lente a survenir que chez
I’enfant (89).
Une fois la rémission acquise, ce traitement sera progressivement diminué sur une période de
24 semaines sous peine d’augmenter le risque de rechute (90).
Ce traitement pourra étre poursuivi a pleine dose jusqu’a 16 semaines au maximum avant de
conclure a une cortico-résistance.

Le SNLGM est caractérisé par un taux de rechute variable selon les études, allant de 15% a
plus de 70% (91). Ces rechutes sont également traitées par corticothérapie.

En cas de cortico-dépendance ou cortico-résistance, un traitement par anticalcineurines
(ciclosporine) est indiqué en premiére intention avec la possibilité d’avoir recours a d’autres
lignes thérapeutiques si nécessaire (92).

° Traitement de la hyalinose segmentaire et focale primitive :
S’il est a noter que certains patients diagnostiqués SNLGM ont parfois une rémission
spontanée de leur SN, ce n’est que tres rarement le cas pour les HSF primitives.
La corticothérapie est le traitement de premiére intention (93,94), avec une réponse variable,
de 40% a 80% selon les études (95).
En cas de cortico-résistance dans la HSF, il est recommandé de réaliser une recherche de
mutation par analyse génétique.

Les rechutes sont aussi traitées par une corticothérapie, avec une bonne probabilité de
réponse si la premiére poussée était cortico-sensible.

Les anticalcineurines, comme la ciclosporine (92) ou le tacrolimus (96) seront utilisés en cas
de cortico-résistance ou cortico-dépendance.

L'association d’inhibiteurs de la calcineurine a une corticothérapie permet d’obtenir 70% de
rémission (97). Les formes cortico-résistantes de SNI (SNLGM ou HSF primitive), ont un
pronostic bien plus réservé. Cette cortico-résistance est le principal facteur de risque
d’évolution vers l'insuffisance rénale chronique (19), notamment pour prés de 50% des
enfants (98).

D’autres traitements immunosuppresseurs, comme le mycophénolate-mofétil ont été
essayés, avec une efficacité modérée (99).

Le Rituximab, un anticorps anti-CD20, peut aussi étre utilisé (100).
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°Mécanismes d’actions des thérapies utilisées

De nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes d’action de ces différents
immunosuppresseurs et nous ont appris qu’en plus de leur réle dépresseur du systeme
immunitaire, ces traitements avaient un effet propre sur le podocyte (101) :

Les corticoides et la ciclosporine favorisent la survie podocytaire et stabilisent le cytosquelette
d’actine (102,103). Le Rituximab aurait également un réle dans la stabilisation du
cytosquelette d’actine (104) en agissant sur l'activité de la Sphingomyelinase like
phosphodiesterase 3b (SMPDL3b), protéine impliguée dans le remodelage du
cytosquelette (105).

c- Cibler le facteur soluble de perméabilité

Des techniques d’aphérése (Echanges plasmatiques (74,106), Immunoadsorptions (107))
permettant d’épurer le plasma ont également été étudiées dans le syndrome néphrotique,
principalement chez le transplanté rénal mais aussi chez les patients ayant des SNI cortico-
résistants.

L'utilisation de ces traitements ayant pour rationnel d’épurer le facteur circulant, comme cela
a été mesuré pour suPAR (108). lls seront utilisés dans certains situations cliniques bien
particulieres, comme la récidive sur le greffon rénal.

d- Traitements symptomatiques
L'hypertension artérielle, la dyslipidémie, les troubles de Ia coagulation et

I’hypogammaglobulinémie sont des conséquences directes de la fuite protéique urinaire ou
de la détérioration de la fonction rénale. lls doivent également étre pris en charge.

Les troubles de la coagulation sont multifactoriels, consécutifs a la fois a une perte urinaire de

protéines de la coagulation et a la stimulation de la synthese hépatique de facteurs
prothrombotiques (109), qui entraine un état d’hypercoagulabilité (110).

Le risque thromboembolique est une complication fréquente. Son incidence chez I'adulte est
probablement sous-estimée en raison de la survenue d’évenements infra-cliniques.

Les thromboses compliquent 10% a 30% des SN selon les séries, avec notamment un risque
accru de thrombose de la veine rénale (111).

Un traitement anticoagulant a dose curative est prescrit lorsque I’'albuminémie est inférieure
a20g/L, avec une vigilance particuliére du fait de I’'hypoprotidémie a I'origine de modifications
importantes de la pharmacocinétique.

Le risque infectieux est également plus élevé en raison de la fuite d'immunoglobulines et de

certaines protéines de la voie alterne du complément dans les urines (112), qui expose ces
patients a des infections a germes encapsulés, comme le pneumocoque et I’Haemophilus.
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La vaccination contre la grippe saisonniere et le pneumocoque est recommandée.

La balance sodée doit étre négativée afin de limiter au mieux la prise de poids (apports en sel
entre 2 et 4g/24h), notamment lors de la corticothérapie initiale.

Des traitements diurétiques peuvent étre associés, le plus souvent des diurétiques de I'anse

auxquels on ajoutera éventuellement un diurétique thiazidique. Le mécanisme d’action des
diurétiques distaux inhibiteurs du canal sodium épithélial (ENaC), comme I’Amiloride, en font
également une alternative séduisante puisqu’ils permettent de casser la boucle auto-
aggravative du syndrome néphrotique due a I’hyper-aldostéronisme secondaire.

5) SNLGM et HSF primitive sont-elles vraiment deux entités différentes ?

Le SNLGM est le plus souvent cortico-sensible, laissant supposer que les lésions podocytaires
sont réversibles. En revanche, les cicatrices glomérulaires définitives dans la HSF sont
possiblement une des raisons pour laquelle cette maladie est le plus souvent cortico-
résistante, a I'origine d’un pronostic rénal plus défavorable.

Selon Maas, le SNI aurait une évolution graduelle dans le temps, avec une séquence histo-
pathologique comprenant d’abord un effacement des pédicelles a I'origine d’une protéinurie,
puis une podocytopénie qui entrainerait les adhérences floculo-capsulaires, avant une
autonomisation du processus de sclérose (113). Cette séquence pourrait signifier que LGM et
HSF sont en fait différents stades de progression d’une seule et méme maladie.

Différentes observations sont venues soutenir cette hypothese. Les biopsies itératives
réalisées dans certaines séries de patients (SNLGM a rechutes fréquentes) révélent une
progression possible de LGM a HSF (114,115). Par analogie, les cas de récidive d’une
protéinurie chez les patients transplantés dans les suites d’une HSF, ne s’accompagnent
parfois d’aucune lésion en microscopie optique (50), la mise en évidence d’un effacement
diffus des pieds des podocytes sur ces biopsies analysées en microscopie électronique
traduisant une histologie compatible avec la définition d’une LGM.

Aux stades les plus précoces de la maladie, la présentation serait-elle systématiquement celle
d’un SNLGM ?

De la méme maniere, dans des modeéles animaux de toxicité podocytaire, les stades les plus
précoces de la maladie se manifestaient par des glomérules normaux en microscopie optique
(compatibles avec le diagnostic de SNLGM), avec apparition secondaire de l|ésions de
glomérulosclérose focales évoquant une HSF (116).

Les travaux concernant la recherche du facteur de perméabilité capillaire orientent eux vers
des molécules différentes selon I’entité histologique concernée (LGM ou HSF) (117).
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Enfin, différents outils ont été proposés pour différencier ces deux variants histologiques de
SNI, comme le CD80 urinaire, qui est anormalement élevé dans les urines de patients ayant
un SNLGM mais pas dans les cas de HSF primitive (118). L’équipe de Smeets et al. a proposé
une méthode de classification intéressante basée sur la détection de marqueurs de cellules
pariétales épithéliales activées en immunohistochimie dans les glomérules de biopsies de HSF,
ces marqueurs étant absents sur les biopsies de LGM (119).

Il n’y a pas a ce jour de réponse univoque a cette question et les avis de la communauté
scientifique sont partagés.

lI-  ROle des cellules épithéliales pariétales dans les glomérules
A- Les cellules pariétales épithéliales (PECs) dans la composition des glomérules

Comme on I’a vu plus haut, les glomérules sont composés de 4 types cellulaires différents,
chacun ayant une localisation et un réle spécifiques. Les glomérulopathies étant la premiere
cause d’insuffisance rénale chronique et d’insuffisance rénale terminale, la recherche
fondamentale en néphrologie s’est intéressée successivement a chacun de ces différents
types cellulaires composant les glomérules. Dans les années 80 et 90 elle a plutét mis en avant
les cellules endothéliales et mésangiales, avant de se porter durant les 20 dernieres années
sur les cellules podocytaires, avec un nombre considérable de découvertes comme on a pu le
voir précédemment. Ainsi, chaque type cellulaire semble lié a une pathologie spécifique (23).

Alors qu’elles avaient été décrites en 1842 par William Bowman (120), le role des cellules
épithéliales pariétales (PECs) dans la physiopathologie des glomérulopathies n’est devenu un
sujet d’intérét qu’a partir des années 2000. Les PECs et les podocytes partagent une origine
embryologique commune, puisqu’elles sont issues de la méme cellule mésenchymateuse. Ces
cellules ont, dans les stades les plus précoces du développement embryonnaire, un phénotype
commun (121) et se différencient ensuite progressivement pour exprimer des protéines
spécifiques a chacun des deux types cellulaires.

Au cours de leur différenciation, les PECs acquierent une forme allongée, avec un long
cytoplasme, d’une épaisseur de 0,1 a 0,3 um, et leur noyau s’élargit. Elles acquierent leurs cils
primaires, dont la fonction a ce jour n’est que partiellement connue. Elles sont dotées de
jonctions serrées et peuvent donc étre reconnues par des anticorps spécifiques de ce type de
jonctions (122,123). Elles sont caractérisées par I'expression de protéines dont certaines sont
tres spécifiques, comme PAX2, homéogene fortement exprimé durant le développement

28



rénal (124) et la Claudine 1 (125,126). Il existe plusieurs sous-types de PECs différents, comme
cela a été décrit par Kuppe et al. (127), avec chacun une structure, une localisation et une
fonction propre.

Enfin, contrairement aux podocytes qui sont des cellules hautement différenciées ne pouvant
pas proliférer, les PECs conservent cette capacité (128).

Du fait de leurs nombreuses similitudes avec les podocytes et eu égard a leur capacité
conservée de prolifération, les PECs pourraient constituer un réservoir de cellules
glomérulaires podocytaires (128-130).

B- Les PECs en situation physiologique

Ces cellules ont un role de mécanosenseurs via leur cil primaire et sont également
primordiales dans la prévention de la fuite de l'urine primitive grace a leurs jonctions
serrées (129). Elles sont en quelque sorte une « seconde barriere » pour 'urine primitive
(123). Par ailleurs, elles sont capables d’endocyter I'albumine (131). Une endocytose excessive
est caractérisée par la présence de vacuoles intra-cytoplasmiques parfois visibles a I'intérieur
des PECs en microscopie. Toutefois, lorsqu’elles sont exposées a de grandes quantités
d’albumine, comme c’est le cas dans diverses glomérulopathies, la concentration
intracellulaire d’albumine augmente et induit leur apoptose, médiée par la voie de
signalisation ERK1/2 (131).

Cette apoptose se répercute a différents niveaux sur le glomérule (132):

- La perte en PECs génére une prolifération des cellules pariétales adjacentes en exces,
celles-ci couvrant les fractions dénudées de la capsule de Bowman, et formant des
adhérence avec la MBG (133).

- Lalbumine entraine une séquestration de I'acide rétinoique dans ces cellules, qui
empéche la transcription de génes podocytaires dictée par les RARE (Retinoic Acid
Response Element), ce qui altére leur capacité de régénération glomérulaire (134).

- La protéinurie induit aussi une dysfonction de leurs jonctions serrées, a I'origine d’'une
disparition de la couche cellulaire de PECs protégeant la capsule de Bowman et donc
d’une fuite d’albumine hors de la chambre urinaire. Cette fuite d’albumine est
responsable d’une inflammation interstitielle (131).

Les mécanismes de régénération sont abolis en présence d’albumine avec cependant un effet
réversible lors de I'administration de rétinoide (134).
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C- Quels marqueurs de surface pour les cellules pariétales ?

Les PECs présentent différents marqueurs de surface, comme Neural Cell Adhesion Molecule
(NCAM) (135), glycoprotéine impliquée dans I'adhésion cellulaire, mais aussi le CD133
(protéine transmembranaire, marqueur de différentes cellules souches tissulaires), le CD24
(exprimée par les progéniteurs rénaux embryonnaires durant le développement), ainsi que le
CD54, qui sont des marqueurs de cellules souches (136,137).

Elles peuvent également exprimer le Ki67, qui est un marqueur de prolifération (119).

Le CD44 est une protéine de la famille des molécules d’adhésion, impliquée dans les relations
cellule-cellule et cellule-matrice, qui permet de maintenir la structure des tissus (138). Il en
existe de nombreuses isoformes qui sont codées par un seul géne qui subit ensuite un épissage
alternatif. Le principal ligand du CD44 est |'acide hyaluronique, composant de la matrice
extracellulaire, mais il peut aussi lier I'osteopontine, la fibronectine, la laminine. On va voir
plus loin que le CD44 est un marqueur d’activation des PECs avec une importance particuliere
dans les situations pathologiques (139).

Enfin, la Claudine 1 est une molécule des jonctions serrées qui n’est exprimée qu’au niveau
des PECs dans le glomérule (126).

D- Roles des PECs dans les pathologies glomérulaires

Les différentes pathologies glomérulaires semblent toutes étre la conséquence de I'atteinte
d’un composant des glomérules ou de la barriere de filtration glomérulaire : le compartiment
mésangial dans la maladie de Berger, les cellules endothéliales au cours des microangiopathies
thrombotiques, la membrane basale glomérulaire dans la maladie de Goodpasture et le
syndrome d’Alport et les podocytes dans le syndrome néphrotique idiopathique ou les
glomérulonéphrites extramembraneuses (GEM) (140).

Les cellules pariétales ne sont pas associées a un type de glomérulopathie en particulier.
Toutefois, leur role profibrosant a été mis en avant suite a la découverte de leur implication
dans différentes néphropathies prolifératives comme les néphropathies a croissants, la HSF
ou la glomérulopathie collapsante (CG), forme extréme de hyalinose segmentaire et focale.
Dans ces trois pathologies, il est observé une activation des PECs, responsable d’une
modification de leur phénotype, que ce soit en termes de structure ou de prolifération (129),
mais aussi de leur signature moléculaire, puisqu’elles expriment de novo le
CD44 (125,141,142).

Il a été mis en évidence que I'activation de ERK (protéine de la famille des MAP kinases,
habituellement impliquées dans la prolifération cellulaire) par phosphorylation était
responsable d’une augmentation de I'expression du CD44 dans les PECs, entrainant a son tour
une augmentation de production de matrice extracellulaire (143).
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Les PECs activées (aPECs) sont morphologiquement reconnaissables a leur apparence cubique
et a la taille de leur noyau, lorsqu’on les compare aux PECs « plates » ou quiescentes
(Figure 9) (139,141).

PEC quiescente

Podocyte

PEC activée

Figure 9 : Morphologie et phénotype des cellules épithéliales pariétales, modifiée a partir de (132).

A l'opposé de ce rOle pro-fibrosant, de récents travaux montrent que les PECs sont
probablement impliquées dans la physiopathologie de I'ensemble des glomérulopathies, a
travers leur réle dans la régénération cellulaire. En effet, il a été évoqué que ces cellules,
regroupées au sein de « niches glomérulaires » pourraient jouer le role de précurseurs
podocytaires dans les pathologies podocytopéniantes (144-146).

1) Implications dans les processus de régénération rénale

Les podocytes ne sont pas capables de se régénérer (147). Une perte podocytaire supérieure
a 20% induit chez le rongeur I'apparition d’'une glomérulosclérose (148). Les phénomenes de
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régénération sont primordiaux, puisqu’une fois le seuil de perte podocytaire dépassé, la
glomérulosclérose évolue de fagon indépendante, méme si I'agression initiale
disparait (32,149). La glomérulosclérose constitue une des étapes ultimes de toutes les
pathologies glomérulaires, qui conduit a I'insuffisance rénale terminale (150). Cependant, le
caractere réversible des lésions glomérulaires dans certains modeéles animaux était en faveur
de I'existence de mécanismes réparatifs. L’hypertrophie glomérulaire compensatoire dans les
modeles de podocytopénie secondaires a une néphrectomie partielle était au moins en partie
due au PECs (151,152).

L’hypothese qu’elles pourraient servir de réservoir glomérulaire de cellules souches ou
« progéniteurs podocytaires » a été proposée (130).

Ce terme progéniteurs fait allusion a des cellules multipotentes résidant a I'état quiescent
dans les tissus et pouvant, au cours du développement ou en réponse a une agression ou une
destruction cellulaire (153), s’engager dans une voie de différenciation spécifique pour
générer un type cellulaire donné (132).

Les PECs ont été évoquées pour tenir ce role de progéniteurs podocytaire et cette hypothese
est étayée par différentes constatations :

e PECs et podocytes partagent une origine embryologigue commune

Ces deux types cellulaires dérivent d’une cellule commune lors de la transition mesenchymo-
épithéliale (154). L'orientation de cette différenciation est sous la dépendance du de I'axe
WNT/beta-catenine (155). WNT, glycoprotéine clef de I’embryogenése, prévient la
dégradation du facteur de transcription B-caténine et augmente sa translocation dans le
noyau ou il module I'expression de différents génes, impliqués dans le développement rénal
(cycline D1 et Cmyc notamment) (156,157). Dans les glomérules, cet axe est indispensable a
la disposition des PECs le long de la capsule de Bowman au cours de la néphrogenese, comme
cela a été montré dans des modeles murins d’invalidation de la B-caténine (155). Il est
également responsable de la balance d’expression entre marqueurs podocytaires et
marqueurs de cellules pariétales (158): I'augmentation du signal entraine une diminution de
I’expression des marqueurs de différenciation podocytaires (WT1 et podocine notamment) et
une surexpression de divers marqueurs de PECs (159). L’hypothése que cet axe de
signalisation pourrait étre impliqué dans la transdifferenciation des PECs en podocytes au
cours du développement a donc été évoquée (155,160).

e les PECs sont capables d’exprimer des margueurs podocytaires

Dans I'étude de Ronconi, chez ’lhomme, trois différentes sous-populations de progéniteurs
rénaux ont été mises en évidence au niveau de la capsule de Bowman (146).

Le premier sous-type, situé au pole urinaire, exprime le CD133 et le CD24 (marqueurs de
cellules progénitrices) mais pas des protéines podocytaires, comme la nestine ou la
podocalyxine. Il est capable de générer a la fois des cellules tubulaires et des podocytes.
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Le 2°™Me sous-type, a la jonction entre le p6le urinaire et le pdle vasculaire, exprime a la fois ces
marqueurs épithéliaux et des protéines podocytaires. Il ne régéneéere que les podocytes.
Enfin, le 3°™¢ sous-type, plus avancé dans sa différenciation et situé au pdle vasculaire,
n‘exprime plus les marqueurs de cellules souches mais présente des caractéristiques
phénotypiques de podocytes différenciés, notamment en termes de marqueurs de surface.

Il semble donc exister une population variée de progéniteurs rénaux, pouvant étre classés en
fonction de leur degré de différenciation en podocytes, avec une maturation qui se fait en 3
étapes distinctes. Les populations CD133* CD24* sont capables de se différencier en cellules
exprimant des protéines podocytaires comme la synaptopodine, la néphrine ou WT1 (146).
Ces données ont été confirmées par Bariety et al. qui ont montré qu’une sous population
cellulaire qui longeait la capsule de Bowman exprimait conjointement des marqueurs
spécifiques des deux types cellulaires et pourraient servir de « niche » de progéniteurs pour
les podocytes (161).

Chez I'animal, ces populations hybrides étaient significativement plus représentées en
quantité dans les maladies glomérulaires caractérisées par une podocytopénie : comme la
senescence rénale (162) ou la HSF (163). Les traitements utilisés dans ces pathologies, comme
les corticoides pour la HSF, en plus de diminuer les processus d’apoptose podocytaire,
augmentaient significativement le nombre de cellules progénitrices (164).

Ronconi et al. ont par ailleurs montré que I'injection chez I'animal de PECs CD133*CD24" dans
un modele de podocytopathie induite par I'adriamycine entrainait une réduction de la
protéinurie (146). Elles semblent donc jouer le role de progéniteurs podocytaires et améliorer,
dans les modeles animaux, le pronostic de différentes pathologies glomérulaires.

Au niveau moléculaire, miR193-a, micro-ARN initialement découvert pour son implication
dans I'oncogenese, a été également associé aux processus de différenciation des cellules
glomérulaires : dans les podocytes, miR-193a inhibe I’'expression du facteur de transcription
WT1, a l'origine d’une altération des podocytes et du développement d’une HSF (165). Son
inactivation dans des cellules pariétales induisait a la fois leur transformation en cellules
morphologiquement apparentées a des podocytes, et une augmentation de I'expression de
protéines podocytaires comme WT1 ou la synaptopodine (166).

e FEtudes de « devenir cellulaire »

C’est I'outil qui a permis les plus grandes avancées dans la compréhension du rdle des cellules
pariétales, avec I'utilisation de modeles murins permettant de marquer les cellules issues des
PECs, quel que soit leur stade de différenciation cellulaire ou leur phénotype. Il constitue le
gold standard pour déterminer l'origine d’'une population de cellules en permettant le
marquage génétique d’un certain type cellulaire (167). Une revue de I'ensemble des études
utilisant ces techniques dans la recherche sur les PECs a été faite par Shankland (168).

Appel et al. ont été parmi les premiers a utiliser cette technique (avec un modeéle de reporter
Mice ROSA26LacZ doté un promoteur CRE inductible PEC spécifique : PEC-rtTA LC1-CRE mice)
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pour montrer que chez la jeune souris saine, les PECs étaient capable d’exprimer différents
marqueurs podocytaires et d’étre recrutées au sein du floculus (130).

Par ailleurs, Smeets et al. ont démontré que, chez la souris, les PECs qui étaient recrutées au
sein du floculus se différenciaient en podocytes, et qu’elles partageaient avec ces derniers des
caractéristiques morphologiques et immunohistochimiques communes (139).

De nombreuses études ont confirmé ces résultats :

- Berger et al. ont confirmé que les PECs sont recrutées dans le floculus pendant
I’enfance et I'adolescence chez la souris, mais seulement en conditions physiologiques,
puisque ces résultats n’ont pas été reproduits dans des modeles de podocytopénie
(sérum anti-podocytaire, néphrectomie des 5/6 ou modéle DOCA salt) (169).

- Eng et al. ont utilisé un modele de souris transgénique pour tracer les PECs dans une
situation de HSF induite par un anticorps anti-podocytaire. Les PECs étaient capables
de migrer depuis la capsule de Bowman dans le floculus, et une partie d’entre-elles
exprimait différents marqueurs de podocytes (170).

- Lasagni et al. ont montré qu’en situation pathologique (HSF expérimentale), les PECs se
transdifférenciaient en podocytes, et que la rémission de la maladie était déterminée
par cette différenciation (171).

- Enfin, Kaverina et al. ont récemment réalisé une expérience en faveur de cette
transdifférenciation : Dans un modele de souris transgénique ol les PECs étaient
marquées avec un fluorochrome de couleur rouge, et dans lesquelles I'expression du
geéne NPHS1 était a l'origine d’une fluorescence jaune, plus de 50% des cellules
glomérulaires exprimaient les 2 fluorochromes a 28 jours de I'induction d’une HSF grace
a un anticorps anti-podocytaire (172).

A l'inverse, d’autres études ont montré des résultats contradictoires. En étudiant des souris
depuis les stades les plus précoces du développement jusqu’a I’dge adulte en conditions
physiologiques et dans des modeles de HSF, il a notamment été montré que si les PECs
semblaient bien étre impliquées dans Ila formation des croissants, elles ne se
transdifférenciaient pas en podocytes au cours des maladies glomérulaires (125,173).

De méme, dans un modele de glomérulosclérose générée par une immuno-toxine anti
podocytaire (NEP25), ou les cellules en prolifération étaient marquées par du
bromodeoxyuridine, il n’était pas mis en évidence de régénération podocytaire a partir des
PECs (174).

Enfin, Smeets et al. ont montré I'absence de recrutement au niveau floculaire de PECs
marquées dans un modéle animal de glomérulosclérose sévére (néphrectomie des 5/6 + DOCA
salt). Celles-ci n’envahissaient que les Iésions scléreuses du glomérule, en faveur du réle pro-
fibrosant des PECs activées, mais ne soutenant pas I'’hypothése de leur potentiel réle
régénératif (141).

Le débat de savoir si les PECs sont potentiellement des progéniteurs de podocytes semble
toujours ouvert en raison d’une littérature discordante sur le sujet. Les résultats des études
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récentes sur le role de ces cellules dans des situations physiologiques nous laissent toutefois
a penser que c’est plutot la confirmation de leur réle dans des modeles de podocytopénie
(glomérulopathies a croissants ou HSF) qui manque.

Par ailleurs, en 2013, Pippin et al. ont mis en évidence, grace aux mémes techniques de

devenir cellulaire, un autre type de cellules susceptibles de jouer ce role de précurseurs
podocytaires, les cellules a rénine (175).

2) Roles des cellules pariétales dans la prolifération et la sclérose au cours des
glomérulopathies

a- Dans les glomérulopathies prolifératives a croissants (CGN)

La physiopathologie de cette entité repose sur I'obstruction du péle urinaire par une
accumulation de cellules regroupées en « croissants » cellulaires qui entraine un défaut
d’écoulement de I'urine primitive et la dysfonction du glomérule. Dans les années 70 et 80,
différents groupes ont montré que ces croissants étaient majoritairement constitués de
PECs (176—-179). Ces croissants étaient en effet reconnus en immunohistochimie par des
marqueurs de cellules épithéliales comme la cytokératine et la claudine-1 chez I'animal, mais
aussi chez I'homme (125,180). Des études de « devenir cellulaire » sur des souris
génétiqguement modifiées ont confirmé que les PECs activées (aPECs), caractérisées par
I’expression de novo du CD44 sont le principal composant de ces croissants chez la souris
(139). Les PECs de souris CD44-KO avaient une capacité proliférative réduite dans un modéle
de glomérulopathie a croissants (181).

Cependant, les PECs, isolément, bien qu’activées, ne sont pas suffisantes pour produire des
croissants comme |’'ont montré Sicking et Shankland (133,182). Elles semblent étre un acteur
important au cours du développement de ces maladies mais ne sont pas le seul pour autant.
La nécrose du floculus est secondaire aux Iésions de la microcirculation, et c’est cette nécrose
qui semble entrainer la prolifération des PECs, la formation de croissants et ses conséquences
sur le plan rénal, avec notamment une rupture de la barriere glomerulo-capillaire.

Il a d’ailleurs été montré que les composants du plasma stimulent I’hyperplasie des PECs en
culture (183). Plus spécifiquement, le fibrinogéne est un inducteur d’activation des PECs. Chez
les rongeurs, la formation de croissants était abolie en I'absence de fibrinogene (184).

L’angiotensine 2 serait également un puissant inducteur de I'activité mitotique des PECs (185).
Rizzo et al. ont d’ailleurs mis en évidence une nette augmentation de |'expression des
récepteurs AT1 a I'angiotensine 2 chez les patients ayant des néphropathies prolifératives
(185). Dans des modeles murins de néphropathie proliférative, les inhibiteurs des récepteurs
AT1 a I'angiotensine 2 permettaient d’atténuer la prolifération des cellules pariétales (186).
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Plus récemment, Lazareth et al. ont montré que le CD9 (glycoprotéine transmembrannaire de
la famille des tetraspanines) était un nouveau marqueur spécifique d’activation des PECs.
Linactivation génique du CD9 dans un modele de souris transgénique souffrant de
néphropathies prolifératives a montré que les souris déficientes en CD9 avaient une
protéinurie moins importante et moins de croissants (187).

b- Dans la glomérulopathie collapsante (CG)

Cette maladie est caractérisée par un effondrement des capillaires glomérulaires et d'une
hyperplasie cellulaire au sein de la chambre urinaire, formant des « pseudo-croissants » (188).
Comme dans les glomérulopathies prolifératives a croissants, ces cellules hyperplasiques
exprimaient des marqueurs épithéliaux comme la cytokératine et le CD133 (125,189), et
n’exprimaient plus certains marqueurs podocytaires.

Dans des études de « devenir cellulaire » réalisées chez I'animal, il était mis en évidence que
les PECs étaient le type cellulaire prédominant dans ces pseudo-croissants (190), résultats
confirmés par la suite par I'observation d’une co-localisation des PECs et des lésions
histologiques de CG (191,192).

La voie de I'Heparin-Binding Epidermal Growth Factor (HB-EGF), semblait étre impliquée dans
la formation de ces pseudo croissants. En effet, les PECs situées a proximité des lésions
expriment de novo I'HB-EGF (193,194) et I'invalidation génique de I’'HB-EGF entrainait une
diminution de la sévérité de ces pathologies (195).

c- Dans la hyalinose segmentaire et focale (HSF)

Lorsque Il'on évoque le syndrome néphrotique idiopathique, le podocyte est
systématiqguement au centre de I'attention et c’est sans doute dans la dysfonction podocytaire
que réside I'étiologie de cette pathologie, comme I'ont confirmé les modeles transgéniques
de déplétion podocytaire chez la souris (149), et la découverte de genes spécifiques des
protéines podocytaires associés aux syndromes néphrotiques génétiques comme NPHS1 et 2.

Dans les HSF, le role des PECs est primordial puisque la premiéere étape physiopathologique
consiste en la formation d’adhérences entre le floculus et la capsule de Bowman a travers des
synéchies entre la membrane basale glomérulaire et des PECs activées (192,196). L’adhésion
du floculus a la capsule de Bowman fait suite au détachement des podocytes, permettant
I’ancrage des aPECs aux portions « dénudées » de la MBG (197).

Ces ponts scléreux entre la capsule de Bowman et le floculus constituent la porte d’entrée
pour les aPECs qui envahissent ce dernier, comme cela a été démontré par Dijkman et
al. (192). Les PECs activées vont pouvoir, a travers ces adhésions ou synéchies, accéder au
floculus et participer a la progression de la fibrose glomérulaire (141), notamment par la
production de matrice extracellulaire (139,141), comme résumé en Figure 10.
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Figure 10 : Séquence de I'activation des cellules pariétales au cours de la glomérulosclérose,
modifiée depuis (141). (A) Glomérule normal : les podocytes et les PECs sont séparés par la
chambre urinaire. (B) Activation focale des PECs (rouge) qui forment une adhésion floculo-
capsulaire (pointes de fleches noires) (C) Remplacement des podocytes adjacents par des PECs
activées, sécrétant des quantités anormales de matrice extracellulaire, et développement de
zones sclérotiques focales (fleche blanche) au sein du glomérule. (D) Extension progressive de
la sclérose a I’ensemble du glomérule, la majorité des PECs sont activées (Fleches noires), mais
certaines n’expriment pas les marqueurs d’activation (fleches blanches).

Par ailleurs, I'exposition a I'albumine entraine une augmentation du CD44 et de la Claudine 1
dans les PECs (198), suggérant |'existence d’une boucle auto-aggravative au cours des
pathologies glomérulaires.

Au niveau moléculaire, différentes voies de signalisation ont été associées a la
physiopathologie de la HSF médiée par les PECs, notamment la voie Notch, qui est up-régulée
dans les PECs au cours de la HSF primitive (199). Son hyper activation dans des modeles
animaux de HSF est a I'origine d’une prolifération des PECs et d’une apoptose podocytaire
alors qu’a I'inverse son inhibition est capable d’atténuer cette prolifération (200).

Kuppe et al. ont montré que I'implication des PEC activées dans les processus de sclérose n’est
pas limitée aux formes primitives de HSF, puisqu’ils retrouvaient également ces marqueurs
d’activation dans des formes de HSF secondaire. Les PECs semblent donc étre impliquées dans
les différents formes de glomérulosclérose, aussi bien primitives lorsque qu’une
podocytopathie est a I'origine de la maladie, que secondaires, puisque I'apparition de Iésions
scléreuses constitue le point commun a toutes les pathologies caractérisées par une réduction
néphronique (201).

Les PECs ont un role critique dans la physiopathologie de différentes formes de néphropathies
prolifératives et participent activement au processus de glomérulosclérose.

Smeets et al. ont par ailleurs émis I’hypothése que la détection de PECs activées au sein du
floculus permettait de distinguer les formes précoces de HSF primitive, des SN a LGM (119),
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améliorant la sensibilité de ce diagnostic histologique. L’étude de Fatima et al. avait également
montré I'absence d’expression du CD44 sur les biopsies de SNLGM (142). Ceci pourrait avoir
un intérét en pratique clinique quand on connait I’évolution tres différente que peuvent avoir
ces deux variants de SNI (202). Les HSF primitives, du fait d’un risque nettement plus grand de
progression vers insuffisance rénale chronique, sont traitées plus agressivement (203).

De fait, la distinction entre ces deux variants est rendue difficile par le caractere focal de
I'atteinte dans la HSF primitive, avec, ajouté a cela, un effet d’échantillonnage impliqué par le
geste de biopsie en lui-méme ou les recoupes post-prélevement. Par ailleurs, I'aspect
histologique des formes précoces de HSF ne se manifeste parfois que par des modifications
minimes en microscopie optique (204), d’ou l'intérét de développer des moyens
diagnostiques originaux utilisant des marqueurs alternatifs.

L’hypothese initiale de Smeets était que, dans les glomérules normaux, les PECs seraient mises
en évidence le long de la capsule de Bowman, alors qu’un marquage floculaire pourrait étre
observé dans les phases précoces de la HSF primitive, précédent parfois I'apparition des
|ésions visibles en microscopie optique. Dans cette étude, le diagnostic histologique initial et
celui posé a I'aide de la localisation des PEC activées étaient identiques pour 87% des biopsies.
Dans les biopsies classées optiqguement SNLGM, 25% avaient des marqueurs d’activation des
PECs positifs, soulevant la question du classement de ces néphropathies : HSF précoces ou
LGM véritables ?

Ces marqueurs pourraient-ils, au méme titre que différentes caractéristiques histologiques,
aider a évaluer la sévérité potentielle d’un patient et anticiper I’évolution de sa
maladie (205,206) ?

Par ailleurs, la notion de temporalité dans I'expression des marqueurs d’activation des cellules
pariétales était bien mise en évidence par I'équipe de Fatima et al. (142), qui a démontré
I’activation précoce des cellules pariétales, dans les stages les plus débutants des récidives
d’HSF primitive sur le greffon rénal. Cette étude mettait aussi en évidence une corrélation
dans I'espace entre le marquage CD44 viscéral et les |ésions fibreuses observées microscopie
optique, soutenant I'hypothese que les aPECs ont un role important dans les processus de
sclérose.

Ce marquage de PECs activées pourrait étre utilisé, sous forme de faisceau d’arguments,
associé a des données cliniques, histologiques ou protéomiques (207), pour aider a distinguer
ces deux entités que sont la LGM et la HSF primitive.

d- Senescence rénale physiologique

L'augmentation du CD44 dans les PECs des reins de souris vieillissantes contribuait a
différentes modifications glomérulaires, impliquant les voies ERF et mTOR (208).

Dans un modele murin de HSF déclenché par un anticorps anti-podocytaire, Schneider et al.
ont montré que la densité podocytaire était plus faible chez les souris agées de 27 mois
(correspondant a 78 ans d’age humain) par rapport aux jeunes souris de 3 mois (20 ans
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humain), et que les souris les plus agées présentaient un nombre plus important de PECs
activées (209). Ces différences en termes de répartition des PECs pourraient expliquer les
différences d’évolution clinique et biologique des HSF selon les ages des patients (210,211).

e- Dans les autres types de glomérulopathies

L’expression du marqueur d’activation CD44 par les PEC a aussi été mise en évidence dans
d’autres pathologies glomérulaires comme la néphropathie a IgA, ou son intensité est corrélée
a la sévérité de I'atteinte glomérulaire, mais aussi a la protéinurie (212).

L'implication des PECs dans les glomérulopathies que sont la néphropathie a croissants et la
HSF est désormais bien admise. Il semble que dans ces pathologies, la régénération
podocytaire due aux PECs soit insuffisante pour prévenir I'effet négatif de I'activation de ces
dernieres, I'effet profibrosant prenant ainsi le dessus.
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lll-  Objectifs de I'étude

A) Rationnel et résultats préliminaires

Le SNI est une des glomérulopathies les plus fréquentes chez I'adulte. Son évolution rénale
est difficilement prévisible, parfois tres différente d’un patient a un autre.

L'implication de CMIP dans les modifications podocytaires et la participation des cellules
épithéliales pariétales activées aux processus de sclérose glomérulaire en font des candidats
intéressants pour jouer le réle de facteur pronostique au cours du SNI, en complément
d’autres facteurs, biologiques ou histologiques, déja identifiés.

Leur impact sur le devenir rénal a long terme des patients a rarement été étudié.

Dans une précédente étude réalisée sur la cohorte bordelaise de syndromes néphrotiques
idiopathiques, le Dr VERMOREL avait réalisé un marquage CMIP en immunohistochimie sur les
biopsies a JO de I'ensemble des patients de la cohorte. La positivité du marquage CMIP
glomérulaire était ensuite gradée et corrélée a I’évolution clinico-biologique des patients de
la cohorte.

Il a pu étre montré que :

- le marquage CMIP glomérulaire a JO n’était pas associé au degré de protéinurie au moment
de la biopsie rénale.

- le marquage CMIP glomérulaire n’était pas spécifique des glomérulopathies du SNI, puisqu’il
était également positif sur les biopsies de patients témoins (néphropathies a IgA,
néphropathies diabétiques et biopsies de greffon).

- le marquage CMIP glomérulaire était associé a des DFG plus faibles a JO mais a une meilleure
pente de débit de filtration glomérulaire (DFG) a 12 mois.

Malheureusement, le manque de données clinico-biologiques au-dela de 1 an de suivi ne
permettait pas de confirmer |’association observée entre CMIP a JO et pente de DFG a 1 an.

B) Objectifs de I'étude

Le premier objectif de notre étude était donc de compléter les données biologiques des
patients afin d’essayer de confirmer le caractére pronostique de la positivité du marquage
glomérulaire CMIP a JO dans notre cohorte. Nous avons fixé la durée de suivi a 5 ans, de
maniere a avoir un recul suffisant, le SNI étant souvent une pathologie lentement évolutive,
notamment dans sa forme SNLGM.

Le second objectif était d’analyser, sur ces mémes biopsies, I'’expression, en
immunohistochimie, de différents marqueurs d’activation des cellules épithéliales pariétales
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pour essayer d’établir une corrélation, a la fois avec le diagnostic histologique, mais aussi avec
la fonction rénale de ces patients, en imaginant qu’ils pourraient étre prédictifs de leur
évolution biologique.
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Abstract

Idiopathic nephrotic syndrome is the most frequent glomerular disease in young adults. It
regroups two different variants, minimal change disease (MCD) and focal segmental
glomerulosclerosis (FSGS). They are characterized by a podocyte dysfunction, consecutive to
cytoskeleton disorganization and leading to massive proteinuria. CMIP is a central factor
involved in podocyte dysfunction and apoptosis. Parietal epithelial cells (PECs) are the fourth
cellular component of the glomeruli. They are involved in sclerotic lesions during FSGS, when
they become activated (characterized by de novo expression of CD44, an adhesion protein).
We wanted to investigate whether CMIP and PEC activation marker expressions were
associated with poor renal outcome.

We included all the INS diagnosed in Bordeaux between January 2007 and December 2014.
Cmip immunohistochemistry was performed and compared to renal outcome, using a
composite primary endpoint with a superior to 30% glomerular filtration rate inflexion at 5
years or the occurrence of end stage renal disease (i.e. dialysis or kidney transplantation).
Expression patterns of activated PECs (aPECs) markers (claudin-1 and CD44) and podocyte
markers (synaptopodin) were also compared.

CMIP staining was performed on 106 biopsies, being positive in 56% of the cases. In our
univariate analysis CMIP staining was positive in 73.7% of the patient in the endpoint group
compared to 65.7% of the patient not reaching endpoint (p=0.76). In our multivariate analysis,
the only feature associated to our endpoint was the INS variant, MCD patients being less
susceptible to reach the endpoint at 5 years (OR 0.28, IC 95% 0.08-0.96). PEC markers were
performed on 6 MCD and 17 FSGS biopsies. Claudin-1 glomerular tuft staining was strictly
limited to FSGS patients. CD44 staining was not FSGS specific, being positive in 80% of the
MCD biopsies. In biopsies displaying optical FSGS lesions, CD44 staining was geographically
associated in 84% of the cases.

In this study, CMIP was not associated with our renal composite endpoint. PEC activation
markers could be another prognosis factor, given the crucial role of aPECs in the scarring
processes of FSGS.
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Introduction

Idiopathic nephrotic syndrome (INS) is a glomerulopathy (GP) characterized by a podocyte
dysfunction which includes two different histological variants: minimal change disease (MCD)
and focal segmental glomerulosclerosis (FSGS).

While MCD is the main cause of INS amongst children (1), with a good response to
corticosteroids and typically maintenance of kidney function, FSGS tends to be the most
frequent GP in adult patients, with a much higher incidence of steroid resistance and
progression to renal failure (2-5).

Epithelial cells are one of the main cellular components of the glomerulus. They include two
different types of cells. Podocytes, also called “visceral epithelial cells”, are one of the crucial
components of the glomerular filtration barrier (GFB), alongside the glomerular basement
membrane (GBM) and endothelial cells. Through their membrano-cytoplasmic extensions,
called foot processes (FPs), they also form a dynamic protein complex, the slit diaphragm (SD).
During INS, SD function is impaired, leading to massive proteinuria. Although the definitive
physiopathology of INS still remains unknown, unbalanced immune response, circulating
permeability factors and alteration in different podocytes signaling pathways have been
demonstrated to be driving factors of complex actin cytoskeleton rearrangements inside the
podocytes. These cytoskeleton morphological changes ultimately lead to foot process
effacement, the hallmark histological lesion in both INS entities, causing protein leakage in
urine.

CMIP (C-maf induction factor) is a transcription factor, initially discovered in TCD4
lymphocytes of INS patients (6) , which is involved in T lymphocyte activation and Th2
differentiation, but also in podocyte cytoskeleton organization (7,8). In fact, CMIP interferes
with nephrin phosphorylation, leading to a dysfunction of the SD. CMIP has been shown to
also induce a pro-apoptotic signal for the podocytes, mainly caused by nuclear factor kappa B
(NFkB) pathway inhibition. Several studies point to a close link between CMIP and podocyte
dysfunction in INS and raised the hypothesis: could CMIP be used as a prognostic marker
during this glomerulopathy?

The other type of epithelial cells, parietal epithelial cells (PECs), described in 1842 by William
Bowman as a monocellular layer lying on the Bowman capsule, has recently raised scientific
interest, leading to the exploration of its physiological and pathological effect in glomerular
diseases. PEC were depicted as the main components of crescents in crescentic
glomerulonephritis (CGN) (9), leading to a deeper analysis of their implication in other GP (10).
It has also been established that activated PECs (aPECs) are crucially involved in the
development of glomerulosclerosis (10,11). aPECS are characterized by de novo expression of
CD44, a protein regulating cell adhesion, migration, and interactions with extracellular matrix.
They were found to be present in sclerotic lesions of FSGS as well (12-14). aPECs were
assigned a different molecular phenotype compared to standard PECs, with increased capacity

44



of migration, proliferation or extracellular matrix production. Studies in experimental animal
models of FSGS confirmed that aPECs invade the glomerular tuft (GT) from an adhesion to the
Bowman capsule (BC), and participate to the development of the sclerotic lesions and scarring
process (13).

On the other hand, PECs have been studied as a potential podocyte progenitor and may
participate in glomeruli maintenance in diseases (15). Since podocytopenia is closely
correlated with the development of proteinuria and worsening of various glomerular diseases
(including FSGS), nephrologists have long been looking for renal progenitor candidates.
Indeed, podocytes are terminally differentiated cells with a limited capacity to regenerate,

In fact, different connections between PEC and podocytes support this hypothesis. They both
arise from a common epithelial progenitor derived from the metanephric mesenchyme.
Parietal epithelial cell subpopulations express progenitor markers like CD133 or CD24 (16),
and in some instances podocyte specific markers (15,17,18). In addition, emergence of cell
tracing reporter mice models allowed progression into the comprehension of the mechanisms
of podocytes regeneration from PECs (19).

With INS, and particularly FSGS being one of the most represented glomerulopathy in adult
patients, associated with a high risk of evolution to end stage renal disease (ESRD) as a result
of corticoresistance, prognostic markers are essential.

Our team conducted a retrospective study to analyze whether CMIP immunohistochemistry
(IHC) staining on the initial kidney biopsies (KB) of our multicentric INS cohort could be
associated with evolution of renal function. Initial glomerular CMIP staining was found to be
correlated with glomerular filtration rate (GFR) at JO and GFR slope at M12, with CMIP positive
patients having a worse renal function at the time of the biopsy but a better GFR slope.
Unfortunately, due to insufficient biological and clinical data, these results could not be
confirmed over a longer time span.

We hypothesized that IHC CD44 positive staining could be predictive of renal function
degradation (20). Could CMIP and PECs activation markers be used together as predictive
markers in the field of INS?

Our first aim, in this study, was to confirm the association between glomerular CMIP staining
at the time of kidney biopsy with renal outcome, 5 years after the initial KB. We also
investigated whether immunohistochemistry (IHC) detection of activated PEC markers was
associated with poor outcomes in term of renal function, in our cohort of INS patients.

Material and Methods
Study design and population

We conducted a multicenter retrospective study which included all biopsy proven SNI patients
between January 2007 and December 2014 in Nouvelle Aquitaine, France.
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Nephrotic syndrome consisted in a combination of proteinuria above 3g/24h and
albuminemia <30g/L.

Data were collected from 7 different centers, after information of the patients by a dedicated
letter. Patients with a follow-up of less than two months were excluded.

Clinical data
Clinical data were retrieved from paper or informatic files.
Different data were collected : clinical data, including : age at inclusion, height, weight, body
mass index (BMI), high blood pressure (HBP), length of follow-up, and INS relapse; biological
data: serum creatinine every month for 3 months, then every 6 months until year 5,
glomerular filtration rate (GFR) (estimated using the MDRD formula), proteinuria (g/Day) and
albuminemia (g/L) when available.
INS relapse was defined as an increase in proteinuria to more than 3g per day after a period
of remission.

Primary endpoint
We used a composite primary endpoint associating the occurrence of a superior to 30% GFR
slope inflexion at 5 years or initiation of renal replacement therapy (RRT, consisting in either
kidney transplantation or dialysis) before death. Patients who deceased or were lost to follow-
up before 5 years were initially not considered in the statistical analysis.
We then performed a sensitivity analysis, considering patients lost to follow-up did not reach
the primary endpoint, while deceased patients did.

Histological data
A second blind analysis of all the initial biopsies was performed (optic microscopy only). When
the second analysis was different from the original one, patients were either group swapped,
for biopsies showing INS syndromes, or ruled out of the study, for biopsies showing possible
differential diagnosis. We assumed differences in INS biopsies interpretation may have been
a consequence of the focal character of FSGS lesions, given the fact that slides analyzed were
different from the initial reading.
For PEC analysis, 4 new consecutive slides were performed for each patient, allowing the
realization of a Masson’s trichrome and synaptopodin, CD44 and Claudin-1 IHC staining.
Masson’s trichrome coloration was performed to assess the potential co-localization of optic
histological FSGS lesions and PEC activation markers in IHC.

Immunohistochemistry
PEC markers
Immunohistochemistry was performed on 4 um paraffin-embedded sections.
Sections were deparaffinized, hydrated and exposed to heat antigen retrieval in citrate-based
antigen unmasking solution (Dako). Sections were blocked first with Avidin/biotin Blocking kit
(Vector Laboratories) after endogenous peroxidase inhibition with 0,3% H,O .
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Then, we blocked the sections again with a blocking serum consisting in normal goat serum
blocking solution (Vector laboratories), 5% serum albumin, and foetal calf serum buffer (GE
healthcare) in TBS, followed by incubation with the primary (overnight) and secondary
antibodies.

The primary antibodies we used, and their respective dilutions are described in Table 1.

As for secondary antibodies, we used a biotinylated goat anti-mouse 1gG (Vector) for CD44
and synaptopodin antibodies and a biotinylated goat anti-rabbit I1gG (Vector) for Claudin-1
antibody. Detection was carried out with Vectastain ABC kit (Vector) using peroxidase as label
and 3,3-diaminobenzidine as substrate. Subsequent to the immunostaining, a nucleus
counterstaining with Mayer’s Hematoxylin solution (Merck) was performed. Sections were
mounted using aqueous montage kit (Vector laboratories). Images were analyzed using a
NIKON Eclipse 80i microscope.

CMIP

We used data kindly given by our colleague for the CMIP analysis. The primary antibody used
was an anti-CMIP antibody (rabbit I1gG, diluted 1/500). The secondary antibody was a goat
anti-rabbit IgG (Clinisciences) at a 1/50 dilution.

Staining interpretation
CMIP staining
CMIP glomerular staining was determined using the previous nomenclature (Vermorel et al.,
en préparation). Patients were split into two different groups: CMIP negative group including
biopsies with negative or very low CMIP staining (Grade 0 and Grade 1 pooled together for
statistical analysis), positive group including biopsies with moderate to high staining (Grade 2
and 3 pooled together for statistical analysis).
PEC/podocyte staining
Synaptopodin was our podocyte control marker. After performing IHC, patients were split into
two different categories. The first group had homogeneous staining of the whole glomerular
tuft, while the second one had synapdopodin staining defects, most of the time co-localizing
with a FSGS related-synechiae (Figure 1)
Claudin 1is a constitutive expressed marker in PEC (targeting PEC tight junctions). PEC are the
only cells expressing it in the glomerulus. We separated patients into 2 different groups after
performing the staining. Group 1 stained only the Bowman capsule, normal localization of
parietal epithelial cells, while group 2 was characterized by glomerular tuft claudin-1 staining,
localization of potential aPECs (Figure 2)
CD44 is our main aPEC marker. The results of the staining allowed us to separate patients in 2
different entities: patients with CD44 staining in a pathological tuft or patients with CD44
staining in an optically normal tuft. FSGS patients could display both stainings on the same
biopsy (located in different glomeruli) (Figure 3).
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Statistical analysis

Patients characteristics are shown as medians and interquartile range (IQR) for quantitative
variables and as percentages for qualitative variables. We compared the characteristics at
baseline and biological data at 5 years according to the INS variant using appropriate tests
(Wilcoxon test for quantitative variables and chi-square test or Fisher tests for qualitative
variables). We also compared patient’s characteristics according to the occurrence of the
composite endpoint using appropriate tests (t-test for quantitative variables and chi-square
test or Fisher tests for qualitative variables) for patients with complete 5 years data. Then, we
performed a sensitivity analysis taking deceased and lost to follow-up patients into account.
To evaluate the association between CMIP and the composite endpoint in a multivariate
analysis, we used a logistic regression adjusted for the presence of interstitial-fibrosis-tubular
atrophy (IF-TA) superior to 25%, GFR at MO, proteinuria at MO and SNI variant.

Results

Characteristics of the patients
Our cohort consisted in 116 patients, as summarized in the flow chart (Figure 4), after a new
histological examination. We excluded 9 of the 125 initial patients. Patients characteristics at
kidney biopsy are summarized in Table 2.
Median age was 53 years (25-75% interquartile range (IQR): 34.7-64.0). Male patients were
predominant (60%) and half of the patients were suffering HBP (48%). Median serum
creatinine was 98.0 umol/L (25-75% IQR: 71.7-148.0) while median proteinuria was 7.1 g/24h
(25-75% IQR: 4.3-11.0). INS were divided into 52 FSGS and 64 MCD (45 and 55% respectively).
We were able to assess a CMIP glomerular staining for 106 patients, which was positive in 56%
of the cases.
Characteristics of the patients, according to the nephropathy and at the time of the biopsy are
summarized in Table 3. Patients with FSGS were older (56 years old, 25-75% IQR: 40.7-63.0)
than MCD ones (47.0 years old, 25-75% IQR: 31.0-64.2, p=0.09). There were more men in the
HSF group than in the MCD group (67.3% versus 54.7%, p=0.12). BMI was similar in the two
groups and patients were as hypertensive in both groups. The kidney function of FSGS patients
was significantly worse than that of MCD patients: 121.0 umol/L (25-75% IQR: 88.0-178.0,
p=0.002) and 86.0 (25-75% IQR: 64.0-113.5, p=0.003) respectively. They displayed the same
level of proteinuria (7.0 vs 7.6 g/24h, p=0.79). Albuminemia was lower in the MCD group with
20g/L (25-75% IQR: 16.0-23.0, p=0.002) compared to 24g/L (25-75% IQR: 20.0-33.0) in the HSF
group. HSF biopsies displayed more interstitial fibrotic lesions than MCD, with 33.0% of the
HSF patients having more than 25% interstitial fibrosis, compared to 7.0 % of the MCD patients
(p=0.005). CMIP staining was comparable between both groups (positive in 58.9% of the
biopsies in the MCD group and in 67.5% of them in the FSGS group, p=0.52).

Results concerning characteristics of the patients at year 5 are shown in Table 4.

48



Regarding biological data, 5 years data were available for 29 of the 52 patients in the FSGS
group, meaning we did not have any information for 10 patients (19.2%), when we took
deceased, transplanted or dialyzed patients into account. Similarly, 5 years biological data
were available for 28 of the 64 patients of the MCD group, meaning we did not have
information for 27 (42%) patients because of loss of follow up, when deceased, dialyzed or
transplanted patients were taken into account. Median serum creatinine, after exclusion of
dialyzed and transplanted patients, was higher in FSGS group : 123.0 umol/L (25-75% IQR:
84.0-220.0) compared to 77.0 umol/L (25-75% IQR: 66.7-98.2) in the MCD group (p=0.0004)
and the corresponding GFR was 45 ml/min/1.73m? (25-75% IQR: 27.1-70.5) for FSGS patients,
as opposed to 83 ml/min/1.73m? (25-75% IQR: 65.7-93.3) in the MCD group (p=0.0003).
Concerning patient evolution: MCD patients relapsed more frequently compared to FSGS
patients (53.4% vs 25%, p=0.007). Five patients of the MCD group (7.8%) and two in the FSGS
group (5.8%) died. Concerning ESRD criteria, 7 patients (13.5%) of the patients from the FSGS
group began dialysis before 5 years, compared to 3 patients (4.6%) in the MCD group,
(p=0.11). One FSGS patient (2.0%) underwent a kidney transplantation during the 5 years
follow-up (none in the MCD group).

Kidney evolution
Univariate analysis
Due to the high number of missing data, especially in the MCD group, we decided to perform
two different univariate analyses. The first one, presented in Table 5 did not include lost to
follow-up patients. Proportion of FSGS patient was significatively higher amongst patients
meeting our primary endpoint compared to the other group (79.2% and 42.5% respectively,
p=0.009). Age, sex, hypertensive status and BMI were not different between both groups.
As for biological data, none of the criteria did reach significant statistical difference between
the two groups, despite MO serum creatinine being higher and GFR lower in the endpoint
group (163.1 pmol/L vs 130.0 pmol/L, p=0.20 and 52.3 ml/min/1.73m? versus 70.4
ml/min/1.73m?, p=0.07). Patients in the endpoint group displayed 73.7% of glomerular CMIP
positive staining vs 65.7% for the other group (p=0.76).
We performed the same analysis including patients lost to follow-up and deceased patients.
We, first, compared characteristics of lost to follow-up patients to the characteristics of other
patients of our cohort. Results are presented in Table 6.
Lost to follow up patient were most of the time MCD (70.5% versus 45.8% in the follow-up
cohort, p=0.02). They had a significantly better MO serum creatinine (96.2 * 42.3 umol/L vs
140.1 + 99.8 umol/L, p=0.002) and GFR (81.4 * 353 ml/min/1.73m? versus
63.8 +38.8 ml/min/1.73m?, p=0.02). We decided to perform a sensitivity analysis, where
patient lost to follow-up were considered to not reach the endpoint, while deceased patients
were considered to do so. Results for the sensitivity analysis are presented in Table 7. In this
analysis, apart from SNI variant being significantly different between both groups (68.8% of
FSGS in the endpoint group versus 35.7% in the other, p=0.003), patients who met the
endpoint had a worse MO kidney function, with MO serum creatinine and MO MDRD being
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significantly different between both groups (153.5 umol/L versus 113.5 umol/L, p=0.03 and
54.7 ml/min/1.73m? versus 75.7 ml/min/1.73m?, p=0.009 respectively). Patient who met the
endpoint had a lower proteinuria (6.8 vs 9.3g/24h, p=0.04) and were older than the patients
who did not (55.4 vs 46.3 years old, p=0.008).

Multivariate analysis

Results of multivariate analysis are presented in Table 8.

After adjustment for MO proteinuria, interstitial fibrosis, MO GFR and INS variant, none of our
variables were associated with the occurrence of our primary outcome at 5 years, with CMIP
glomerular staining having an odd ratio of 2.66 (95% Cl: 0.57-15.52, p=0.23).

We performed a second multivariate analysis on the sensitivity analysis population to assess
the robustness of the results. Results are presented in Table 9.

CMIP was still not associated with our primary endpoint after the adjustment with an odd
ratio of 2.43 (95% IC: 0.69-10.3, p=0.19). The only variable associated with our outcome was
the type of nephropathy, with an odd ratio of 0.28 (95%IC: 0.08-0.96, p= 0.049) for MCD
patients.

PEC specific staining
We performed PEC staining on 23 patients: 9 MCD biopsies and 14 FSGS biopsies. For each
and every patient, we performed, as detailed earlier, a new optical analysis, and every
diagnosis was compared with the initial diagnosis. Three of the nine MCD biopsies displayed
FSGS characteristic lesions at optical miscroscopy examination. Given the focal character of
the FSGS, this may have been a consequence of the sampling procedure (plane sectioning),
and patients were switched to the HSF group. For the other patients, the second reading was
concordant.
We finally analyzed PEC markers on 6 MCD and 17 FSGS. Results of these stainings are
presented in Table 10. They are presented in percentage of biopsy positive stainings.
In the MCD biopsies, synaptopodin stained homogeneously in the whole glomeruli in 100% of
the MCD patients, but only in 40% of the FSGS patients.
Claudin-1 exhibited two different patterns of expression: along the Bowman capsule, for 100%
of the FSGS and MCD biopsies, and for some biopsies, glomerular tuft staining. Glomerular
tuft staining was strictly limited to FSGS patients. No MCD patient exhibited any Glomerular
tuft Claudin-1 staining (62% vs 0% respectively).
For FSGS patients, we compared CD44 staining with the consecutive Masson’s trichrome slides
to assess any co-localization: CD44 staining was positive in 84% of the biopsies displaying
typical FSGS lesions, with a strict association with these lesions.
Then, we investigated, amongst the whole biopsy population, the percentage of biopsies
displaying a positive CD44 staining in normal glomeruli. This occurred for 80% of the MCD
patients, and 76% of the FSGS patients.
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Discussion

We first described the evolution of our adult INS cohort at 5 years. This cohort was composed
of 55% MCD and 45% FSGS. Patients with FSGS had a worse kidney function at the time of the
biopsy but displayed the same level of proteinuria as MCD patients. Differences regarding
kidney function persisted over time and GFR remained worse for FSGS patients compared to
MCD patients at 5 years. Median serum creatinine did not increase between kidney biopsy
and the 5-year follow-up time. However, this tendency does not take into account patients
who underwent kidney transplantation or started dialysis, who were more frequent in the
FSGS group. Overall, ESRD occurred in approximatively 15.5% of the FSGS patients at 5 years,
compared to only 4.6% of the patients in the MCD group, which underlines the poor renal
outcome of FSGS. MCD in our cohort relapsed much more frequently than FSGS, as it has
already been demonstrated (21). Strikingly, MCD patients died more, but most of the time,
the cause of decease was not related to INS complication (thrombosis, treatment complication
or infection).

Regarding CMIP immunohistochemistry, we did not confirm the results of our previous study,
in which CMIP glomerular staining was associated with a better GFR slope at 1 year,
independently from INS type. At a later stage of INS evolution, CMIP glomerular staining was
not associated with the occurrence of our primary endpoint (30% worsening of renal function
and ESRD). Given the number of lost to follow-up patients, and the fact that the majority of
these were MCD with stable overtime renal function, we performed a sensitivity analysis,
considering MCD not matching our endpoint, while deceased patients were considered to
match the endpoint. Our univariate sensitivity analysis highlighted different features
associated with poor renal outcome, which are well known prognostic factors in
glomerulopathies and particularly INS evolution: older age, kidney function at the time of the
biopsy, SNI variant and MO proteinuria (22-25). However, after adjustment for other
confounding factors (MO serum creatinine, MO proteinuria, extent of interstitial fibrosis and
INS variant), the only parameter associated with our primary endpoint in our multivariate
analysis was the INS variant. Patients with MCD reached less frequently the primary composite
endpoint, data concordant with the literature (26).

In our previous study, we assumed that the lack of CMIP staining was potentially linked to the
glomerular sclerotic lesions. However, results did not change after adjustment for the level of
fibrotic lesions, in our multivariate model. In fact, in our study, CMIP staining, despite not
meeting statistical significance criteria, tended to be more frequent in our outcome group
(65% vs 61%). It might be linked to physiopathological role of CMIP in podocyte remodeling
and proteinuria (8,27).

We also investigated the impact of PEC markers, first on the INS variant diagnosis, and on the

evolution of the patients of our cohort. Previous studies showed that PEC have a key role in
glomerulosclerosis in various glomerular diseases, like FSGS or CGN, by invading the
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glomerular tuft and secreting abnormal quantities of extracellular matrix (13). Our results are
consistent with those of previous studies, which established that activated PECs
(characterized by CD44 de novo expression) can be found within FSGS lesions, close to an
adhesion to the Bowman capsule (14). In fact, in 84% of our biopsies showing typical FSGS
features, sclerotic lesions were co-localized with CD44 staining, suggesting a functional role of
aPECs in the pathogenesis of these lesions.

Moreover, CD44 and synaptopodin expressions were inversely correlated. Within glomeruli
with mild to moderate segmental sclerotic lesions, differentiated podocytes were absent
within the lesions (no synaptopodin expression), whereas CD44 staining indicated the
presence of activated PECs.

We did not witness CD44 staining at the Bowman capsule, suggesting that the large majority
of aPECs are located in the glomerular tuft, as demonstrated in previous studies (13).
However, we could not confirm the fact that CD44 positivity was a rare feature in MCD (28),
because 80% of our MCD biopsies were CD44 positive.

Smeets et al. also demonstrated another role for aPEC IHC staining, by positioning this
technique as a potential tool to distinguish the two different variants of INS. They showed that
LKIV69 (an extracellular matrix marker) and CD44 staining positivity on INS biopsies was
strongly correlated with FSGS diagnosis, which is concordant with the role of aPECs in the
physiopathology of FSGS (14). We did not confirm in this study the specificity of CD44 staining
for FSGS biopsies. This may be a consequence of sampling: FSGS lesions could still be present
in different glomeruli in various planes of sectioning for the MCD biopsies.

The systematic re-reading of our consecutive Masson’s trichrome slides helped us rectify 3
diagnoses of biopsies, originally classified as MCD, which displayed typical FSGS lesions. The
fact that primary diagnosis and PEC IHC analysis had been performed on different glomerular
sections may explain why some of the lesions were missed at the original reading.
Interestingly, these 3 biopsies were immunohistochemically different compared to the other
MCD in our cohort. These patients displayed claudin-1 expression in their glomerular tuft,
whereas glomerular tuft staining was always negative in the other MCD patients of our cohort.
This result is to be considered with caution, given the small number of patients.

Bowman capsule claudin-1 labeling is a marker of classic PEC whereas glomerular tuft claudin-
1 labeling is characteristic of activated PECs. This feature was observed in 62% of the FSGS
biopsies. In contrast to the other studies, we did not notice the same pattern of expression
between claudin-1 and CD44 staining.

Could claudin-1 be routinely used as a diagnostical marker helping to distinguish MCD and
FSGS? IHC staining may improve INS variants diagnosis sensibility, being at present only
assured by the observation of multiple normal slides, due to the focal character of FSGS.

The early detection of PEC markers in biopsies may be used to improve FSGS diagnosis
sensibility, even when optical lesions are absent, as it has been showed on transplant FSGS
relapses (28).

52



Taken together, these results prompt us to use these IHC markers together, as additional proof
to detect small or early FSGS lesions (with the co-localization of synaptopodin defects and PEC
activation markers) to complete optical microscopy analysis and improve the INS diagnosis
specificity. It may help in decision making and treatment choice.

Another important finding of this study is that activated PECs are rather associated with
profibrotic role than regenerative effects, given the frequency of positive PEC markers in FSGS
lesions. INS patients can have very different renal outcome, and analyzing the biological
evolution of the patients according to their PEC activation status might help assessment of
severity of INS.

Conclusion

In our large cohort of INS patients, we were not able to confirm the association between
glomerular CMIP IHC staining and renal outcome observed in a previous study.

However, using activated PECs markers to predict renal outcomes could be an attractive
alternative considering the crucial role of PECs in the physiopathology of FSGS and other
glomerulopathies.
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Figure legends

Figure 1: Synaptopodin Immunohistochemical staining

A- Synaptopodin staining (MCD)

B- Masson’s trichrome staining (MCD same biopsy)
C- Synaptopodin staining defect (FSGS)

D- Optical microscopy (FSGS same biopsy)

Figure 2: Claudin 1 staining
A- Bowman capsule Claudin-1 staining (MCD)
B- Tuft Claudin-1 staining addition (FSGS)

Figure 3: CD44 staining

A- Tuft Glomerular CD44 staining (FSGS)

B- Masson’s trichrome staining (FSGS same biopsy)
C- Tuft Glomerular CD44 staining (MCD)

D- Masson’s trichrome staining (MCD same biopsy)

Figure 4: Flow chart
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Figure 4

125 kidney biopsies*

39 FSGS

Y

*Biopsies with sufficient material for IHC
staining

86 MCD

New histological examination

52 FSGS

9 excluded Biopsies

64 MCD
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Table 1: List of primary antibodies used

Cbh44 Mouse 1:50 Abcam, Cambridge UK
Claudin 1 Rabbit 1:100 Abcam, Cambridge UK
Synaptopodin Mouse 1:100 Progen, Heidelberg Germany
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Table 2: Characteristics of the patients at kidney biopsy

Variables

Age (years), median (IQR)
Male sex, n (%)

HBP, n (%)

BMI (kg/m?2), median (IQR)

Serum creatinine (umol/L), median (IQR)
MDRD (mL/min/1.73m?), median (IQR)
Proteinuria (g/24h), median (IQR)
Albuminemia (g/L), median (IQR)

MCD, n (%)

FSGS, n (%)

>25% interstitial fibrosis, n (%)
CMIP glomerular staining, n (%)

Available Data

116
116
100
85

108
108
108
94

116
116
84

106

Total population

53.0 (34.7-64.0)
70 (60.0)
48 (48.0)
27.0 (22.6-29.7)

98.0 (71.7-148.0)
60.0 (40.2-91.8)
7.1 (4.3-11.0)
21.5(17.0-26.0)

64 (55.0)
52 (45.0)
18 (21.1)
60 (56.0)




Table 3: Characteristics of the patients at kidney biopsy according to the histological variant

Variables Available MCD FSGS p-value
Data

Age (years), median (IQR) 116 47.0 (31.0-64.2) 56.0 (40.7-63.0) 0.09
Male sex, n (%) 116 35 (54.7) 35(67.3) 0.12
HBP, n (%) 100 29 (50.8) 19 (44.0) 0.64
BMI (kg/m?), median (IQR) 85 25.8 (23.1-29.8) 28.9 (25.3-32.5) 0.09
Serum creatinine (umol/L), 108 86.0 (64.0-113.5) 121.0(88.0-178.0) 0.002
median (IQR)

MDRD (mL/min/1.73m?), median 108 79.0 (47.2-100.8) 53.0 (33.0-76.0) 0.003
(IQR)

Proteinuria (g/24h), median (IQR) 108 7.0 (4.3-10.9) 7.6 (4,2-11.5) 0.79
Albuminemia (g/L), median (IQR) 94 20.0 (16.0-23.0) 24.0 (20.0-33.0) 0.002
>25% interstitial fibrosis, n (%) 84 3(7.0) 13 (33.3) 0.005
CMIP glomerular staining, n (%) 96 33 (58.9) 27 (67.5) 0.52
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Table 4: Biological data and evolution after 5 years of follow-up, according to the histological

variant

Variable Available MCD FSGS p-value
Data

Serum creatinine at M60 57 77.0 (66.7-98.2) 123.0 (84.0-220.0) 0.0004
(umol/L), median (IQR)
MDRD at M60 57 83.0(65.7-93.3) 45.0 (27.1-70.5) 0.0003
(mL/min/1.73m?), median (IQR)
INS relapse (21), n (%) 102 31.0 (53.4) 11 (25.0) 0.007
Kidney transplantation, n (%) 116 0(0) 1(2.0) 0.44
Dialysis, n (%) 116 3 (4.6) 7 (13.5) 0.11
Death, n (%) 116 5(7.8) 3(5.8) 0.73
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Table 5: Primary composite endpoint (PCE) univariate analysis

Available Reaching PCE  Not reaching p-value

data (n=24) PCE (n=40)

‘Demographicaldata

Age, years, mean (+SD) 64 52.0 (£14.7) 47.8 (£16.8) 0.31

Male sex, n (%) 64 15 (62.5) 21 (52.5) 0.60

HBP, n (%) 56 7 (33.3) 20 (57.1) 0.15

BMI (kg/m2), mean (+SD) 51 29.7 (£5.0) 27.4 (+4.9) 0.12
‘Biologicaldata

MO serum creatinine, umol/L, mean (+SD) 64 163.1 (+91.5) 130.0 (¥110.0) 0.20

MO MDRD (ml/min/1 .73m?), mean (+SD) 64 52.3 (+35.3) 70.4 (£40.5) 0.07

Albuminemia (g/L), mean (+SD) 64 25.9 (+10.1) 24.2 (+9.7) 0.58

Proteinuria (g/24h), mean (+SD) 64 7.3 (£4.9) 9.2 (£9.8) 0.20
(Histologicaldata

SNI variant 0.009

MCD, n (%) 5(20.8) 23 (57.5)

FSGS, n (%) 19 (79.2) 17 (42.5)

CMIP glomerular staining, n (%) 54 14 (73.7) 23 (65.7) 0.76

Interstitial fibrosis >25%, n (%) 55 7 (36.8) 5(13.9) 0.08




Table 6: Comparison of patients with loss of follow-up with other patients of the cohort

Available Loss of follow- Patient with 5 p
data up (n=44) years data (n=72)
‘Demographicaldata
Age, years, mean (+SD) 116 45.0 (+20.1) 51.2 (+16.4) 0.09
Male sex, n (%) 116 28 (63.6) 42 (58.3) 0.71
HBP, n (%) 100 17 (47.2) 31 (48.4) 1
BMI (kg/m2), mean (+SD) 85 26.1 (+5.2) 28.4 (+4.9) 0.07
‘Biologicaldata
MO serum creatinine, umol/L, mean (#SD) 108 96.2 (+42.3) 140.1 (+99.8) 0.002
MO MDRD (ml/min/1.73m?), mean (+SD) 108 81.4 (£35.3) 63.8 (£38.8) 0.02
Albuminemia (g/L), mean (+SD) 94 20.1 (+7.4) 24.5 (+9.3) 0.047
Proteinuria (g/24h), mean (#SD) 108 8.8 (¥4.9) 8.5 (8) 0.19
Histological data
SNI variant 116 0.02
MCD, n (%) 31 (70.5) 33 (45.8)
FSGS, n (%) 13 (29.5) 39 (54.2)
CMIP glomerular staining, n (%) 96 20(57.1) 40 (65.5) 0.55
Interstitial fibrosis >25%, n (%) 84 12 (20.7) 4 (15.4) 0.79




Table 7: Primary composite endpoint, univariate analysis, sensitivity analysis

Available Reaching PCE Not reaching p-value

data (n=32) PCE (n=84)

‘Demographicaldata

Age, years, mean (+SD) 116 55.4(+15.0) 46.3 (£18.5)  0.008

Male sex, n (%) 116 21 (67.7) 49 (58.3) 0.61

HBP, n (%) 100 11 (37.9) 37 (52.1) 0.29

BMI (kg/m?), mean (SD) 85 29.5(+4.8)  26.8(¢5.1)  0.02
‘Biologicaldata

MO Serum creatinine, umol/L, mean (+SD) 108 153.5(+84.3) 113.5(+#85.3) 0.03

MO MDRD (ml/min/1 .73m?2), mean (£SD) 108 54.7 (£35.2)  75.7 (+38.2)  0.009

Albuminemia (g/L), mean (+SD) 94 25.0 (+8.7) 22.1(+8.8) 0.19

Proteinuria (g/24h), mean (+SD) 108 6.8 (£4.5) 9.3 (1£7.6) 0.04
(Histologicaldata

SNI variant 116 0.003

MCD, n (%) 10 (31.2) 54 (64.3)

FSGS, n (%) 22 (68.8) 30 (35.7)

CMIP glomerular staining, n (%) 96 17 (65.3) 43 (61.4) 0.91

Interstitial fibrosis >25%, n (%) 84 7 (31.8) 9 (14.5) 0.11




Table 8: Primary endpoint multivariate analysis

MDRD, per 1ml/min/1.73m? 45 1.004 0.98-1.03 0.68
Proteinuria, per 1g/24h 45 0.97 0.84-1.10 0.63
CMIP status 45 0.23
CMIP negative 1 (reference)
CMIP positive 2.66 0.57-15.52
Interstitial fibrosis 45 0.33
interstitial fibrosis <25% 1 (reference)
interstitial fibrosis >25% 2.38 0.42-14.74
INS variant 45 0.06
FSGS 1 (reference)
MCD 0.26 0.05-1.03
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Table 9: Primary endpoint multivariate analysis, sensitivity analysis

MO MDRD, per 66 0.995 0.98-1.01 0.62
1ml/min/1.73m?
MO proteinuria, per 1g/24h 66 0.93 0.81-1.05 0.29
CMIP IHC staining 66 0.19
CMIP negative 1 (reference)
CMIP positive 2.43 0.69-10.30
Interstitial fibrosis 66 0.94
Interstitial fibrosis <25% 1 (reference)
Interstitial fibrosis >25% 0.94 0.20-3.98
INS variant 66 0.049
FSGS 1 (reference)
MCD 0.28 0.08-0.96
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Table 10: Parietal epithelial cells IHC staining, according to the histological variant

Effectives

Effectives (before Masson’s trichrome analysis), n
Effectives for the analysis, n

IHC staining analysis

Synaptopodin (homogeneous Tuft staining), biopsy
percentage (bp)

Synaptopodin Tuft defect, bp

Claudin-1: Bowman capsule staining, bp
Claudin-1: Tuft staining detection, bp

CD44 lesion staining (pathological glomeruli), bp
CD44 tuft staining (normal glomeruli), bp

9
6

100%

0%
100%
0%
NC
80%

14
17

40%

60%
100%
62%
84%
76%
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V- Discussion

CMIP est un protagoniste important de la dysfonction lympho-podocytaire dans le SNI. Son
expression a initialement été décrite dans les cellules de Reed-Sternberg et les podocytes de
patients ayant un syndrome néphrotique en rapport avec un lymphome de Hodgkin (63). En
2010, Sahali et al. ont identifié une anomalie d’expression de CMIP chez les patients souffrant
de syndrome néphrotique idiopathique (64,213). CMIP agit en inhibant NFkB, favorisant
I'apoptose podocytaire (67), et intervient dans le remodelage du cytosquelette d’actine en
altérant les voies de signalisation podocytaires, puisqu’il empéche les interactions
Fyn/néphrine et Fyn/NWASP et donc leur phosphorylation (68).

Les résultats d’'une premiéere étude menée par notre équipe montraient que le marquage
glomérulaire CMIP en immunohistochimie sur des biopsies de syndrome néphrotique
idiopathique était corrélé a une meilleure pente de DFG a 1 an. L’hypothése que I'expression
de CMIP pouvait étre liée a la capacité de régénération podocytaire avait été évoquée. Les
patients qui n’exprimaient pas CMIP ayant potentiellement un renouvellement podocytaire
altéré, du fait de lésions histologiques fixées.

Compte tenu de I'évolution lente que peut avoir le syndrome néphrotique, particulierement
dans les formes SNLGM, nous avons voulu confirmer ces résultats en analysant I’évolution
biologique des patients a 5 ans du diagnostic initial. Au vu de la faible fréquence attendue des
évenements rénaux dans cette population, nous avons choisi d’utiliser un critere de jugement
principal composite associant une inflexion de la pente de DFG supérieure a 30% et la
survenue d’une insuffisance rénale terminale nécessitant la mise en dialyse ou la
transplantation. Malgré cela, le nombre d’évenements a 5 ans est resté relativement faible
(survenant chez 24 patients de notre cohorte de 116 patients) et les patients perdus de vue
étaient nombreux. Nous avons donc réalisé une analyse dite « de sensibilité » dans notre
analyse uni- et multivariée. Nous avons au préalable comparé les caractéristiques des patients
perdus de vue a celles des patients ayant des données biologiques disponibles a 5 ans. Ces
patients perdus de vue comptaient significativement plus de SNLGM, ayant une meilleure
fonction rénale et une albuminémie plus faible. Nous avons donc fait I’"hypothése que ces
patients étaient perdus de vue en raison de leur stabilité clinico-biologique dans le temps, et
avons considéré qu’ils n’atteignaient pas le critere de jugement principal dans notre analyse
de sensibilité. A l'inverse, les patients décédés étaient comptés comme ayant atteint notre
critere de jugement.

Notre analyse univariée de sensibilité nous a permis de mettre en évidence différents
parametres qui étaient associés a notre critere de jugement principal a 5 ans. Ces facteurs
prédictifs de mauvaise évolution rénale regroupaient : I'age, qui a déja, dans de précédentes
études, été associé a la podocytopénie au cours des glomérulopathies, ce qui a pu étre
confirmé dans des modeles murins (209) ; la créatinémie et le DFG a l'inclusion (également
identifiés dans la littérature comme étant des facteurs de mauvaise évolution (214)) ; ainsi
que le type de syndrome néphrotique (SNLGM ou HSF primitive).
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Dans notre modele multivarié dit de sensibilité, qui tenait compte des perdus de vue, nous
n‘avons pas retrouvé d’association statistique entre I'expression de CMIP glomérulaire et
notre critere de jugement composite apres ajustement sur les facteurs confondants suivants :
MDRD a JO, protéinurie a JO, degré de fibrose interstitielle et type de SNI. Toutefois, nous
avons pu observer que dans notre étude, I'expression positive de CMIP et notre critere de
jugement principal semblaient, contrairement a l'analyse réalisée a un an dans une
précédente étude, évoluer dans le méme sens (65% de marquage dans le groupe ayant atteint
le critére de jugement principal contre 61 % dans le groupe ne I'ayant pas atteint). Méme s'il
ne s’agit que d’une tendance, qui n’atteint pas la significativité statistique, ces résultats sont
en accord avec le role de CMIP au cours du syndrome néphrotique puisqu’il celui-ci est lié aux
processus d’apoptose podocytaire. Par ailleurs, en raison de la faible fréquence de survenue
de notre critere de jugement composite, notre étude manquait probablement de puissance
pour montrer une différence statistique.

Apres ajustement sur les facteurs confondants dans notre modele multivarié, seul le type de
syndrome néphrotique restait associé a notre critere de jugement principal : les patients ayant
un SNLGM ayant un risque plus faible de I'atteindre. Les autres facteurs identifiés lors de
I’analyse univariée disparaissaient apres I'ajustement.

Nous avons été surpris par I'absence de lien statistique entre l'intensité de la fibrose
interstitielle et notre critere de jugement principal, puisque celle-ci est habituellement
associée a une mauvaise évolution au cours des néphropathies protéinuriques (215,216). Il
est possible que les différences de fonction rénale des patients a JO aient été en partie dues a
des degrés différents de fibrose.

Nous avons également été interpellés par la mortalité des patients dans le groupe SNLGM,
plus importante que celle des patients ayant une HSF (7.8% vs 5.8% respectivement). Dans la
plupart des situations, la cause du déces chez les patients du groupe SNLGM ne semblait pas
étre due a une conséquence du SNI ou de son traitement, alors que c’était le cas pour les
patients HSF. Par ailleurs, il est probable que la proportion trés inégale de patients atteignant
I'insuffisance rénale terminale (dialyse et transplantation) dans les 2 groupes (15.5% dans le
groupe HSF versus 4,6% dans le groupe LGM) aura une incidence importante sur la survie au-
dela de 5 ans. Ce chiffre de 7.8% de mortalité dans le SNLGM semble étre concordant avec la
littérature, puisque, selon les études, le taux de survie a 15 ans varie de 83 a 98% (90,217).
70% des déces surviennent dans les 3 premiéres années du suivi, et seulement 33% semblent
étre liés directement aux complications du syndrome néphrotique (217).

Nous n’avons pas montré dans cette étude d’association entre I'expression de CMIP en
immunohistochimie et le devenir rénal des patients de notre cohorte de SNI.

La disparité en termes de sévérité des différentes formes de SNI, et le manque de facteurs
prédictifs fiables pour ces patients nous ont également incité a nous pencher sur d’autres
facteurs pronostiques potentiels. Si le role de CMIP dans la physiopathologie du syndrome
néphrotique est bien documenté, ce n’est pas le cas de celui des cellules épithéliales
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pariétales. On leur attribue 2 réles radicalement opposés dans les pathologies glomérulaires.
Elles sont considérées par certains comme une niche potentielle de progéniteurs podocytaires
(130,146,172) et sont également étroitement liées aux processus de sclérose glomérulaire
comme cela a été montré dans différentes pathologies, au premier rang desquelles la HSF,
mais également dans la glomérulopathie collapsante et les glomérulopathies a croissants
(125,141,192). Ces cellules sont, comme le dit Lasagni, capables du « meilleur » comme du
« pire » au cours des glomérulopathies (144). A ce jour, la littérature ayant trait au potentiel
pouvoir régénérant des PECS est tres discordante et ce point tres débattu par la communauté
scientifique. En revanche, le réle de ces cellules dans les processus de glomérulosclérose est
bien démontré (141). Les PECs activées (aPECs), caractérisées par I'expression du CD44, sont
géographiquement associées aux lésions histologiques de FSGS, et leur présence au sein du
floculus pourrait aider a différencier les deux différents variants de SNI (119,181).

Nous nous sommes donc intéressés au profil d’expression de ces marqueurs d’activation dans
notre large cohorte de SNI. Nous voulions dans un premier temps confirmer la colocalisation
des aPECs et des lésions de HSF (141), évaluer la concordance de I'expression de ces
marqueurs avec le diagnostic de HSF primitive, comme ont pu le faire Smeets et al. (119),
avant d’étudier, dans un 3™ temps, les différences de devenir rénal de ces patients en
fonction de leur expression de ces différents marqueurs d’activation en immunohistochimie.
Lors de la réalisation de ces immunohistochimies, nous avons systématiquement réalisé des
lames contréles afin de pouvoir effectuer des relectures pour confirmer le diagnostic
histologique initial. Nous avons également travaillé sur des lames consécutives dans le but
d’avoir des images les plus comparables possibles entre les différentes lames d’un méme
patient, pour permettre d’affirmer des correspondances géographiques.

Nous avons pu confirmer I'association géographique entre PEC activées et |ésions sclérotiques
pour les patients ayant une hyalinose segmentaire et focale primitive, puisque chez 84% des
patients les Iésions histologiques en microscopie optique et le marquage CD44 en IHC étaient
strictement superposables.

Cependant, contrairement aux résultats de Smeets, nous n’avons pas retrouvé que le
marquage CD44 en immunohistochimie était spécifique de la HSF, puisque la plupart des LGM
de notre cohorte étaient également marquées par le CD44. Ceci pourrait étre di a un effet
d’échantillonnage au vu du caractére focal de cette maladie, suggérant que les biopsies
marquées par le CD44 pourraient, dans d’autres plans de coupe, montrer des lésions typiques
de HSF. Cette hypothéese semble peu probable au vu du nombre de relectures et de coupes
effectuées. Ces LGM fixant le CD44 pourraient en réalité représenter des formes frontieres
avec la HSF, et I’étude de I’évolution biologique de ces patients pourra nous renseigner sur le
caractere pronostique de I'expression du CD44.

Nous avons également réalisé, en immunohistochimie, un marquage de la Claudine-1, qui
reconnait les jonctions serrées des cellules pariétales épithéliales. Dans sa localisation
habituelle, elle ne marque que la capsule de Bowman (126). En revanche lorsqu’elle prend
une localisation floculaire, elle est considérée comme un marqueur de PEC activées (119).
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La relecture de nos lames nous a permis de reclasser 3 biopsies qui présentaient des Iésions
typiques de HSF. Curieusement, ces 3 biopsies présentaient un marquage viscéral en Claudine-
1, alors qu’aucune autre biopsie de SNLGM de notre cohorte ne présentait cette
caractéristique. Ainsi, la Claudine-1 pourrait se positionner comme un marqueur
diagnostique de la HSF dans sa localisation viscérale, et aider a la distinction des deux variants
de SNI, en complément de I’'examen en microscopie optique.

Ces résultats sont a pondérer car nous n’avons pu analyser qu’un faible nombre de patients.
Nous devons les confirmer sur de plus larges effectifs.

Enfin, nous avons pour objectif d’analyser si I'expression de ces marqueurs d’activation est
associée a la dégradation de la fonction rénale dans le temps des patients de notre cohorte,
dans l'idée qu’ils puissent étre des marqueurs pronostiques au cours du syndrome
néphrotique idiopathique.

VI-  Conclusion

Au cours de cette étude, nous n’avons pas mis en évidence d’association entre I'expression
glomérulaire de CMIP en immunohistochimie et I’évolution rénale des patients.
Compte-tenu de leur réle dans la physiopathologie des glomérulopathies, nous nous sommes
penchés sur le profil d’expression de différents marqueurs de cellules pariétales, pour essayer
de déterminer si ces marqueurs d’activation ne pourraient pas étre utilisés a visée pronostique
au cours du SNI. Nous souhaitons réaliser ces marquages sur I’'ensemble de la cohorte afin de
pouvoir comparer ceux-ci a I’évolution biologiques de nos patients comme nous avons pu le
faire pour CMIP.
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VIII- Résumés

Role des cellules épithéliales pariétales dans I’évolution du syndrome
néphrotique idiopathique

Introduction : Le syndrome néphrotique idiopathique (SNI) est la glomérulopathie la plus
fréquente de I'adulte jeune. Il regroupe deux entités : les [ésions glomérulaires minimes (LGM)
et la hyalinose segmentaire et focale (HSF), caractérisées par une dysfonction podocytaire,
secondaire a des réarrangements du cytosquelette, conduisant a une protéinurie. CMIP est
impliqué dans la dysfonction podocytaire. Les cellules pariétales épithéliales (PECs), une fois
activées, sont le composant principal des lésions de HSF. Nous avons voulu déterminer si
I’expression de CMIP ou des marqueurs d’activation des PECs pouvait aider a prédire
I’évolution rénale.

Matériel et méthodes : 106 SNI ont été inclus entre 2007 et 2014. Une immunohistochimie
CMIP a été réalisée et comparée a un critere de jugement (CJ) associant une pente de débit
de filtration glomérulaire supérieure a 30% a 5 ans ou l'apparition d’une insuffisance rénale
terminale (dialyse/transplantation). L’expression des marqueurs d’activation de PECs
(claudine 1 et CD44) et des marqueurs podocytaires (synaptopodine) était également
comparée.

Résultats : Le marquage CMIP était positif sur 56% des biopsies. Lors de notre analyse
univariée, il était positif chez 73.7% des patients du groupe atteignant notre CJ principal,
comparé a 65.7% pour ceux qui ne I'atteignaient pas (p=0.76). En multivarié, le seul paramétre
associé a notre CJ était le variant de SNI, les LGM atteignant moins souvent celui-ci (OR 0.28,
IC 95% 0.08-0.96). Les marqueurs de PEC ont été réalisés sur 6 LGM et 17 HSF. Le marquage
Claudine 1 n’était positif que dans les HSF, alors que le CD44 marquait aussi 80% des LGM.
Dans les biopsies ou I'on retrouvait des lésions typiques de HSF en microscopie optique, le
CD44 était superposable dans 84% des cas.

Conclusion : Dans cette étude, CMIP n’était pas associé a notre CJ principal. Les marqueurs

d’activation des PECs pourraient constituer un autre facteur pronostique, compte tenu le role
crucial de ces cellules dans les processus de sclérose survenant au cours de la HSF.
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Abstract: Idiopathic nephrotic syndrome is the most frequent glomerular disease in young
adults. It regroups two variants, minimal change disease (MCD) and focal segmental
glomerulosclerosis (FSGS). They are characterized by a podocyte dysfunction, consecutive to
cytoskeleton disorganization, leading to massive proteinuria. CMIP is a central factor involved
in podocyte dysfunction and apoptosis. Activated parietal epithelial cells (PECs) are the main
component of sclerotic lesions during FSGS. We wanted to investigate whether CMIP and PEC
activation marker expressions were associated with poor renal outcome.

We included all the INS diagnosed in Bordeaux between January 2007 and December 2014.
CMIP immunohistochemistry was performed on 106 biopsies and compared to renal outcome,
using a composite primary endpoint with a superior to 30% glomerular filtration rate inflexion
at 5 years or the occurrence of end stage renal disease (dialysis or kidney transplantation).
Expression patterns of activated PECs markers (claudin-1 and CD44) and podocyte markers
(synaptopodin) were also compared.

CMIP staining was positive in 56% of the cases. In our univariate analysis CMIP staining was
positive in 73.7% of the patient in the endpoint group compared to 65.7% of the patient not
reaching endpoint (p=0.76). In our multivariate analysis, the only feature associated to our
endpoint was the INS variant, MCD patients being less susceptible to reach the endpoint (OR
0.28,1C95% 0.08-0.96). PEC markers were performed on 6 MCD and 17 FSGS biopsies. Claudin-
1 tuft staining was strictly limited to FSGS patients. CD44 staining was not FSGS specific, being
positive in 80% of the MCD biopsies. In biopsies displaying optical FSGS lesions, CD44 staining
was geographically associated in 84% of the cases.

In this study, CMIP was not associated with our renal composite endpoint. PEC activation

markers could be another prognosis factor, given the crucial role of aPECs in the scarring
processes of FSGS.
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