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Résumé

Le syndrome hémolytique et urémique atypique (SHU) et les glomérulonéphrites a dépots
de C3 sont des pathologies rares. Le SHU atypique est une pathologie aigiie sévere,
responsable de microangiopathie thrombotique rénale glomérulaire et artériolaire. La
glomérulonéphrite a dépots de C3 (GNC3) est une pathologie chronique responsable d’une
protéinurie et d’une insuffisance rénale chronique qui évolue sur plusieurs années. Ces
pathologies sont secondaires soit a un défaut de régulation soit & une hyperactivation de la
voie alterne du complément. Dans ces deux pathologies, le risque de récidive apres
transplantation rénale est élevé et responsable d’une perte de greffon. L’objectif de ma thése
a ¢été de rechercher des marqueurs prédictifs de récidive et de sévérité conditionnant le
pronostic de la transplantation rénale pour ces deux pathologies complément—dépendantes.
Une approche a la fois clinique, biologique et génétique a permis de déterminer pour le SHU
atypique : les facteurs de risque génétique de récidive, de déterminer pour la premiére fois
que la présence de 1’haplotype homozygote du Facteur H (gtgt) est associée a risque de
récidive et de préciser les conséquences fonctionnelles des mutations. Ce travail a contribué
a établir les recommandations du traitement chez les patients transplantés pour un SHU
atypique.

Les facteurs de risque de récidives des glomérulonéphrites a C3 ont été recherchés a partir
d’une large cohorte de patients que j’ai créée. Ce travail a permis de mettre en évidence une
corrélation entre I’hyperactivation de la voie alterne du complément (élévation du C5b9
soluble, C3 plasmatique bas), la présence de dépdts (C3, C5b9) dans le rein en post
transplantation et la sévérité de la récidive. La consommation de C3 en phase fluide, la
présence d’un sC5b9 élevé et la présence de C5b9 in situ sont associées a une récidive

sévere.



Enfin, j’ai participé a la premicre description de mutations de DGKE dans le SHU atypique.
J’al mis au point la technique d’immunohistochimie permettant de détecter et localiser
DGKE dans les cellules endothéliales et podocytaires rénales. Ce travail a permis de montrer
que le DGKE est présent dans I’endothélium rénal, élément essentiel du mécanisme
physiopathologique du SHU atypique. Le DGKE est apporté par le rein transplanté et

permet de corriger le risque de récidive apres transplantation chez les patients déficitaires.



Abréviations
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CAM : Complexe d’Attaque Membranaire

C3aR : Récepteur au C3a

C5aR : Récepteur au CSa

C3bi (ou iC3b): fragment C3b inactivé

CSL2 : Complement 5a-Like Receptor ; Récepteur apparenté au C5a

CD19 : Cluster de Différenciation
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Introduction

Le systéme du complément a été découvert a la fin du XIX éme siécle. Son rdle, avant les 20
dernicres années était cantonné a ses propriétés bactéricides, il s’agit de la premicre barriere
de défense contre les microbes, via [’opsonisation, le recrutement des cellules
inflammatoires et la destruction directe de 1’agent infectieux par lyse osmotique. Ses
fonctions se sont largement étendues puisqu’il joue un réle dans la clearance des cellules
apoptotiques et complexes immuns, il module la réponse immunitaire spécifique et
inflammatoire. L ensemble des fonctions est essentiel mais nécessite d’étre trés finement
régulé ' 2. Toute dérégulation ou anomalie d’une protéine du complément associée le plus
souvent a un trigger déclenchant peut étre a 1’origine de pathologies variées de
I’inflammation, de la coagulation ou de I'immunité. J’ai focalis¢é mon travail sur deux
pathologies rénales, le syndrome hémolytique et urémique atypique et la glomérulonéphrite
a C3, deux pathologies associées a une dérégulation de la voie alterne du complément, dans
un contexte de transplantation rénale. Le but de cette introduction est de présenter le
systeme du complément, les pathologies rénales, le SHU atypique et la GNC3 associés a des
anomalies de la voie alterne du complément, et les particularités de ces pathologies dans le

contexte de transplantation rénale.
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Chapitre 1 : Le systéme du complément

Le systetme du complément se caractérise par un systeme de cascade et est soumis a un
systéme de régulation qui se fait a plusieurs niveaux. Les trois voies d’activation sont la voie
classique, la voie alterne et la voie des lectines ! 3. Ces voies d’activation entrainent des
cascades de protéolyses successives de protéines plasmatiques. Elles aboutissent a la
formation de complexes enzymatiques appelés C3 convertases qui vont cliver la protéine
centrale du systeme du Complément, le C3, en C3b. Le C3b peut alors initier les différentes
voies effectrices du complément qui vont permettre les trois principales fonctions du
systtme du Complément : la destruction directe de 1’agent infectieux par lyse osmotique ;
I’¢limination des complexes immuns circulants, des cellules apoptotiques et débris

cellulaires ; ainsi que la modulation de la réponse immunitaire spécifique.

1 Activation

1.1 Lavoie classique et la voie des lectines

La voie classique et la voie des lectines activent le complément et aboutissent a la méme
cascade protéolytique conduisant a la synthese de la « C3 convertase classique ». Cependant
les mécanismes d’initiation des deux voies sont différents.

L’activation de la voie classique, premiere voie décrite, est initiée par la fixation de la
protéine Clq a I’'un de ses ligands. Ceux-ci sont majoritairement les anticorps IgG1, IgG3 et
IgM fixés aux surfaces microbiennes ou a des complexes immuns. Cependant, le Clq peut
reconnaitre directement d’autres molécules comme « Pathogen-associated molecular

patterns » (les PAMs, motifs moléculaires associés aux pathogenes), de I’ADN, certains
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polysaccharides, certains virus, la thrombine, les fragments lipopolysaccharidiques des
bactéries ou certaines protéines inflammatoires telles que la protéine C-réactive sur les

cellules apoptotiques * 7

. Le Clq posseéde une structure complexe comprenant six tétes
globulaires connectées a une région centrale de structure proche de celle du collagene,
I’ensemble évoquant un bouquet de tulipe. Un site de fixation est présent sur chaque téte
globulaire et 1’engagement d’au moins deux tétes suffit pour induire un changement
conformationnel de Clq. Celui-ci circule dans le plasma associ¢ a deux hétérodimeres
composés des sérines estérases Clr et Cls, formant le complexe C1, Ca™ dépendant

(Clq(Clr—Cls)z). La fixation de Clq a I'un de ces ligands entraine 1’auto-activation de Clr,

qui clive et active ainsi Cls.

La voie des lectines présente des similitudes avec la voie classique. La protéine de
reconnaissance est une protéine MBL (Mannose Binding lectin) ou une ficoline qui initie
cette voie par leur liaison a des carbohydrates de micro-organismes et qui ont une structure
proche du Clq. Elles s’associent a des sérines estérases, dénommées MASP1, 2 et 3 qui

présentent de grandes homologies avec le Cls et Cl1r'.

Ces deux voies, lorsqu’elles sont activées, clivent le composant plasmatique C4 en
libérant I’anaphylatoxine C4a en phase fluide, et en générant un fragment majeur C4b qui se
fixe de facon covalente a la surface cible de 1’activation, par son domaine thioesther libéré
lors du clivage®. Le C4b fixé a la surface activatrice devient capabe de lier le fragment C2
formant un complexe C4bC2Mg++ dépendant. Le C2, une fois fixé, peut étre clivé a son
tour par Cls ou MASP2 en libérant un fragment C2b en phase fluide et dévoilant un site
enzymatique sérine estérase sur le fragment C2a qui reste associ¢ a C4b. Ces cascades de

protéolyse aboutissent a la formation du complexe C4b2a. Ainsi se trouve formé sur la
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surface activatrice, le complexe C4b2a, appelé C3 convertase classique dont le rdle est de
cliver le C3 en deux fragments distincts le C3a et le C3b.
Le complexe C1 est spécifiquement régulé par une protéine, le Cl-inhibiteur qui empéche

son auto-activation.

1.2 Lavoie alterne

A la différence de la voie classique et de la voie des lectines, la voie alterne du complément
n’est pas initiée par une liaison spécifique-protéine mais est activée en permanence par
I’hydrolyse spontanée du C3, formant du C3(H20), processus appelé le « tick-over » . Cette
voie d’activation est constamment active et permet a 1’organisme une réactivité immédiate
contre les agents pathogenes. Le clivage continuel, a bas bruit de C3 par une C3 convertase
constitutivement activée en phase fluide génere en permanence de petites quantités de C3b
10, Le premier dépdt covalent de C3b se fait de fagon aléatoire ''. Si le C3b ne rencontre pas
de pathogene constituant pour lui une surface activatrice (i.e. capable de fixer le C3b
permettant ainsi le recrutement du FB), il est rapidement inactivé par un systéme complexe
de régulation dans la circulation sanguine, ou a la surface des membranes cellulaires, en
produits de dégradations inactifs le iC3b, le C3c, ou C3d. En revanche, s’il rencontre une
surface activatrice, ou si le systeme de régulation est défaillant, le C3 se fixe a une surface
activatrice, ce qui lui permet de recruter le facteur B (FB). La fixation de B sur le C3b induit
un changement de conformation de B qui expose alors un site de clivage pour une sérine
protéase circulante, le facteur D, en présence de Mg'". Deux fragments sont alors générés :
Ba qui est libéré en phase fluide et Bb, qui, associé de mani¢re non covalente avec le
fragment C3b forme la C3 convertase alterne : C3bBb. Cette enzyme clive le C3 en deux
fragments : le C3a, une anaphylatoxine de petit poids moléculaire, libérée en phase soluble

et le C3b qui participe a une boucle amplificatrice. Il forme une nouvelle C3 convertase, le
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clivage de C3 en deux fragments: le C3a (9kD), une anaphylatoxine libérée en phase
soluble et le C3b (186kD) qui exprime transitoirement un site labile permettant sa fixation
covalente par une liaison thioester au pathogene et permettant la formation de nouvelle C3
convertase alterne C3bBb, et molécule de C3b 12, La demi-vie de la C3 convertase est courte
(d’environ 90 secondes), mais peut étre augmentée de 5 a 10 fois lorsqu’elle se lie a la
Properdine (Facteur P). Elle clive alors plus de molécules C3 en C3b et forme de nouvelles
convertases.

Cette capacité¢ d’auto-amplification de la voie alterne est trés importante pour la

reconnaissance et 1’élimination des pathogénes en 1’absence d’anticorps spécifique 13.

L’activation des voies classiques et des voies des lectines permet le recrutement de la voie
alterne. Les molécules de C3b générées par la voie classique et la voie des lectines peuvent
interagir avec le facteur B, et aboutir a la formation des C3 convertases alternes. Ce
mécanisme est important car il augmente considérablement le nombre de molécules de C3b
générées qui permettront dans un second temps la formation de C5a et C5b9. Seule la voie
alterne a la capacité de s’auto-amplifier et contribue pour 80% a la formation des molécules
de C5 et C5b9 apres une activation initiale par la voie classique 1. Cette voie joue donc un
role majeur en physiologie et physiopathologie. Les anaphylatoxines C3a et C5a, générées

aprés le clivage de C3 et C5 respectivement sont des molécules pro-inflammatoires '* 15.

1.3 La voie effectrice terminale commune

Le C3 est le point de convergence des trois voies d’activation du complément et le clivage

se fait de facon identique par les C3 convertases alternes (C3Bb) ou classiques (C4b2a). La
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fixation des molécules de C3b supplémentaires aux convertases classiques (C4b2a(C3b))n
ou alternes (C3bBb(C3b))n leur confére une activité C5 convertase 13.

En effet, la protéine C5 peut alors se lier aux complexes (C4b2a)C3b ou (C3bBb)C3b et étre
soumise a leur activité enzymatique. La protéolyse de CS5 (par les sous-unités C2a ou Bb des
complexes) coupe la chaine a du C5 dans sa partie N Terminale pour libérer en phase fluide
un petit peptide, le C5a, qui a une activité anaphylatoxique, et produire la molécule C5b.
C5b peut s’associer aux protéines de la voie finale commune présentes dans le plasma : les
composants C6, C7. Ce complexe fixera C8 qui commencera un ancrage dans la membrane
plasmique. Le complexe (dit « sublytique ») C5b8 s’associe alors a 6 a 12 molécules de C9
qui en se polymérisant vont créer un véritable pore transmembranaire. Ainsi le complexe
d’attaque membranaire (appelé mC5b9) permet une lyse osmotique de la

cible (microorganisme, cellule transformée) (figure 1).

1A



Figure 1 : Le systéme du complément
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2 Les fonctions principales

2.1  Lerole pro-inflammatoire

Les anaphylatoxines C3a et C5a, fragments actifs issus du clivage des chaines a de C3, et
CS sont des petits polypeptides. Ils interagissent via leurs récepteurs C3aR et les C5aR (au
nombre de 2 : CD88 et C5L2), qui appartiennent a la famille des récepteurs couplés a la
protéine G 16. Ces récepteurs sont présents a la surface des cellules myéloides
(polynucléaires neutrophiles 17, mono/macrophages, cellules dendritiques 18 ainsi que sur les
lymphocytes T et B 19). Leurs liaisons a leurs récepteurs entrainent 1’augmentation de la
perméabilité vasculaire, la chemoattraction des cellules inflammatoires (polynucléaires
neutrophiles, les monocytes et macrophages) 20 ainsi que ’activation des lymphocytes T et
B sur le lieu d’activation du complément. Le C3a et le C5a sont également responsables de
I’activation des cellules endothéliales. Les cellules endothéliales activées augmentent
I’expression des molécules d’adhésion d’ICAM-1, VCAM-1 et E-selectine, ainsi que de la
P-selectine et vVWF et plaquettaires 21 22 23, Elles induisent également la dégranulation des
neutrophiles, €osinophiles, basophiles et mastocytes et la sécrétion de cytokines comme le
TNFa, IL-1 et IL-6 24 21,

Le complexe d’attaque membranaire y compris le complexe sublytique C5b7 et C5b8 induit
la production d’une grande variété de cytokines et de médiateurs pro-inflammatoires. Il

permet une migration des polynucléaires neutrophiles2>.
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2.2 Lalyse cellulaire

Le complexe d’attaque membranaire forme des pores transmembranaires a la surface des
cellules cibles. Ces pores, en laissant passer des molécules d’eau et des petits ions a travers
la membrane plasmique, sont responsables de la lyse cellulaire. L’augmentation de Ca2+
intracellulaire induite par les CAM peut également a des concentrations lytiques induire une

dysfonction des mitochondries et est susceptible d’induire la mort cellulaire2®.

2.3 L’opsonisation

Certaines protéines du complément interviennent dans le processus de clearance des agents
pathogeénes, complexes immuns et antigénes, corps apoptotiques par 1’opsonisation. Les
fragments du complément qui ont des propriétés d’opsonisation sont le C3b et C4b et leurs
produits de dégradation, le 1C3b, C3dg et C3d. Les MBL, Ficolines et C1q sont capables de
jouer ce role. Ces opsonines liées a la substance a éliminer sont reconnues par des récepteurs
spécifiques portés par les cellules phagocytaires. Les différents récepteurs impliqués dans la
clearance des cellules opsonisées sont :

* Le CRI1 (CD35): protéine membranaire présente sur les érythrocytes, les cellules
phagocytaires, les lymphocytes B, les cellules dendritiques folliculaires et les
podocytes. Ce récepteur intervient également dans la régulation de C3b27-29,

* Le CR3 (CD11b/CD18) et le CR4 (CD11C/CD18): récepteurs appartenant a la
famille des intégrines leucocytaires dont I’expression membranaire est restreinte aux
polynucléaires neutrophiles, aux monocytes (surtout CR3) et macrophages (surtout

CR4), aux cellules NK et dendritiques (CR4). Ces deux récepteurs lient C3bi, mais
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aussi le fibrinogéne et le LPS. Ils participent a la phagocytose des micro-
organismes30,

* Le CRIg: récepteur de la super famille des Immunoglobulines. Il est capable de lier
C3b et C3bi et n’est exprimé qu’a la surface de certains macrophages dont les
cellules de Kupffer du foie. Il a donc un role important dans la phagocytose et

I’¢élimination des particules opsonisées de la circulation sanguine.

2.4 L’immunité spécifique

Depuis maintenant trois décennies, il a ét¢ montré qu’une réduction du C3 circulant était
responsable d’une défaillance de la réponse anticorps, ce qui suggérait le lien entre le
complément et I'immunité adaptative3l. Le récepteur CD21 (CR1) présent sur les
lymphocytes B se lie au C3b, C4b et produits de dégradations de C3 (iC3b, C3dg et C3d) 32.
Ce récepteur forme une molécule complexe engageant les protéines CD19, CD81 présentes
a la surface du lymphocyte B.

La liaison du C3d-antigéne par les lymphocytes B

participe a la sélection positive du soi et non soi a des stades précoces de la vie

- participe a I’¢limination des lymphocytes B autoréactifs

- permet une activation des follicules B matures naives par I’engagement antigene couplé
a son récepteur en présence de lymphocytes T helper 33.

- permet ’activation et la différenciation des lymphocytes B dans les follicules

spléniques organisés par les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques folliculaires

expriment également les récepteurs des produits dégradés du complément qui

rétentionnent les antigénes, favorisant ainsi la formation d’un centre germinatif de B
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ayant une haute affinité pour cette sélection d’antigenes et la formation de lymphocytes

B de longue durée de vie.

Le complément participe également a la régulation des lymphocytes T par de multiples
mécanismes : 1’opsonisation des antigénes étrangers couplés au C3bi via les cellules
dendritiques, la modulation des cytokines, la génése des lymphocytes T qui stimulera la

production des lymphocytes T activés.

Le MCP est une molécule de costimulation du lymphocyte T 3%4. Le crosslinking de MCP
(par le C3b notamment) en présence du récepteur T a la surface de cellules CD4+ naives
induit la genése de cellules régulatrices sécrétant de I’IL10 et exprimant le granzyme B35, A
I’inverse des autres types de cellules T régulatrices, la fonction de celles induites par MCP
est indépendante de 1’expression de FoxP3, molécule hautement spécifique de la fonction
des cellules T régulatrices « classiques ».

CDS55 est également un régulateur négatif de la réponse T CD4+ comme [I’illustrent les
souris invalidées pour DAF qui présentent une hyperactivation cellulaire T. Ce role semble
étre dépendant des récepteurs cellulaires de surface présents sur la plupart des cellules de
I’immunité et permet une modulation de la réponse immunitaire spécifique.

Plusieurs études ont montré que les produits de clivage C5a et C3a ont la capacité d’activer
un réseau complexe de voies de signalisation des différents récepteurs permettant
d’augmenter ou de diminuer I’immunité cellulaire CD4+ et/ou CD8+.

Le C5a et le C3a ont également des effets sur la réponse B notamment dans la circulation et

la distribution des lymphocytes B naifs et mémoires.
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3 Régulation

Le complément est un systéme peu spécifique qui requiert donc une régulation pour éviter
I’agression des cellules hotes. S’il y a un excés d’activation et de production des différents
composants du complément, un réseau de protéines régulatrices solubles et membranaires
intervient pour inhiber 1’activation (les activités enzymatiques ne sont dévoilées qu’apres
I’activation d’un précurseur ou Il’action d’un cofacteur) et réduire la demi-vie des
composants actifs (C4b, C3b, C5b, C3 et C5 convertases). Plusieurs régulateurs ont la
capacité d’interagir avec la protéine centrale C3b. Ils présentent une structure protéique
similaire organisée en modules de séquences répétitives d’environ 60 acides aminés en
tandem : les SCR (Short Concensus Repeat). Ces SCR ont la particularit¢ de présenter 4
résidus cystéines conservés qui forment des ponts disulfure entre les cystéines I et III et les

cystéines Il et IV et sont indispensables pour la structure secondaire de la protéine.

3.1 Régulation de la voie classique

La voie classique est régulée par 2 protéines circulantes spécifiques, le Cl-Inhibiteur et la

C4 Binding protein (C4BP).

- Le Cl-inhibiteur
Le C1 inhibiteur est une protéine présente dans le plasma sous forme active appartenant a la

famille des serpines. Cette famille de protéines inactive son substrat en formant un complexe

stable avec lui. Ainsi, le C1 INH empéche 1'auto-activation du complexe C1 et le dissocie de
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l'activateur en se combinant a Clr et a Cls pour former un complexe Clr-Cls-(C1 INH)2

laissant le Clq fixé seul sur I’activateur. C1q ainsi dévoilé peut interagir avec un récepteur
spécifique présent sur les cellules phagocytaires comme la calréticuline ou le gClgR,

favorisant la phagocytose de 1’activateur.

- La C4 binding protein (C4bp)

La C4 binding protein (C4bp) en se liant au C4b permet la fixation d’une sérine estérase

plasmatique, Facteur I qui dégrade C4b en C4d.

3.2 Régulation de la voie alterne

3.2.1 Le Facteur H

La régulation de la voie alterne est principalement assurée par une protéine soluble de 150
kDa, le Facteur H. Cette protéine est codée a partir du gene CFH, composé de 23 exons, se
trouvant sur le chromosome 1, au sein du locus RCA (Regulator of complement activation)

I*"% 11 est synthétisé majoritairement

36 La concentration plasmatique du FH est de 500mg/
par le foie mais peut également étre synthétisé et sécrété par d’autres types de cellules,
plaquettes, cellules épithéliales rétiniennes ou cellules mésangiales glomérulaires, la
synthése étant induite par 1’interferon y. Il forme une chaine de 150 kDa, composée de 20
modules similaires appelés SCR (short consensus repeat) *°. Les SCR s’organisent en une
boucle hypervariable. Les variabilités des propriétés structurelles de la boucle conférent a

chaque SCR des spécificités qui permettent la fixation & ses différents ligands*™*'. Ses deux

principaux ligands sont le C3b et les GAG**™*.
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Figure 2 : Interaction du FH avec le C3b.

Cellule endothéliale

Le FH est capable de se lier simultanément au C3b en phase fluide par sa région N-terminale
et au C3d fixé aux surfaces par sa région C-terminale (SCR 19-20).

GAG : Glycosaminoglycanes (donnée par Lubka Rouménina)

Une des particularités du FH est de permettre une régulation en phase fluide et a la surface
des cellules hotes. La régulation en phase fluide est réalisée par la partie N terminale (SCR1-
4). Le facteur H contréle I’initiation de la C3 convertase alterne en se mettant en
compétition avec le facteur B pour la fixation de C3b afin de prévenir la formation de la C3
convertase en phase fluide mais aussi a la surface des cellules hotes. Le facteur H accélere
¢également la dissociation de la C3 convertase alterne en déplagant le fragment Bb de la C3
convertase active. C’est aussi un cofacteur du FI, puisque le complexe C3b—FH est reconnu
par le facteur I, inactivant le C3b par clivage protéolytique en un fragment inactif ne

45.47

pouvant plus initier une nouvelle C3 convertase™ . La partie C terminale, c’est a dire les

SCR19-20 du FH a une affinité différente selon la cellule sur laquelle le C3b est déposé **
#3011 joue un réle central pour discriminer les surfaces du soi sur lesquelles une C3
convertase peut étre formée. Il reconnait les surfaces non-activatrices c’est a dire riche en

polyanions comme I’acide sialique, I’héparan sulfate ou d’autres glycosaminoglycans. C3b

fixé sur de telles surfaces présente une affinité 100 fois supérieure pour le facteur H que
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pour le facteur B **°'. Le SCR 19-20 est le principal site de liaison aux GAG.

membranaires, il partage cette fonction avec les SCR6-8 (Figure 3).

I1 existe des protéines apparentées au FH, le CFHL-1 (complement facteur H like protein)
issue d’un épissage alternatif de ’ARNm du FH et les CFHR (Complement Factor H
Related)>2. Le CFHL-1 se compose des SCR1-7, dont seuls les 4 acides aminés C terminaux
sont spécifiques. Il s’agit d’une protéine circulante, qui partage avec le FH ses fonctions de
régulation du complément en phase fluide via ses SCR1-4 (cofacteur du FI et dissociation
des C3 convertases) °3. Il posséde également un site de liaison a I’héparine localisé sur son
SCR7. Les CFHR sont situés a proximité du gene du CFH et sont des protéines ayant une
grande homologie avec le FH dont les fonctions de régulation propres sont en cours de
détermination et celles connues ont ét¢ décrites récemment 4. Etant donné la grande
homologie de séquences des CFHR avec le CFH et entre eux, il existe des recombinaisons
non homologues qui aboutissent a des réarrangements, des délétions, des duplications, ou
encore des mutations. Le CFHR1 est une petite protéine de 37 a 43 kDa, composée de 5
domaines SCR. Sa concentration plasmatique est estimée autour de 70 a 100 pg/ml.

Le CFHRI, posséde un site d’oligomérisation permettant la formation de dimeéres
CFHR1/CFHR1, CFHR1/CFHR2, et CFHR1/CFHR5%5 56, Les SCR 3-5 ou domaines C-
terminal du CFHR1 ont une forte homologie avec les SCR 18-20 du FH >4 ils interagissent
avec les mémes ligands que celui-ci a savoir, le C3b, le C3d et les GAGs. Ces domaines
permettent ainsi au CFHRI1, d’entrer en compétition avec le FH en diminuant la fixation de
FH a la surface des cellules empéchant ainsi au FH de jouer son rdle de cofacteur. Il ne
posséde pas d’activité cofacteur du facteur I permettant la dégradation du C3b en iC3b 5557,
Le CFHRI se lie au C3b de la C5 convertase et inhibe 1’action de la C5 convertase qui clive

le C5 en C5a et C5b. Il inhibe donc la formation du CAM 58. 11 existe deux isoformes chez
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les personnes présentant le CFHR1 : le CFHR1* A et le CFHR1* B 52. Ces différences se
portent uniquement sur trois acides aminés au niveau du troisieme domaine SCR du CFHRI1.
La forme homozygote du CFHRI1 *B, relativement rare dans une population générale, se
retrouve augmentée significativement dans le SHU atypique. L association entre CFHR1*B
et la survenue d’un SHU atypique a été démontrée dans la cohorte espagnole >2 mais aussi

dans la cohorte francaise?!.

La délétion du CFHRI est retrouvée chez 2 a 20 % dans une population générale 0. Cette
variabilité repose sur I’ethnie des populations. En effet, en Afrique, le taux de délétion du
CFHR1 est plus ¢élevé qu’en Europe ou en Asie. Cette délétion peut étre associée a la
formation d’Ac anti-FH, dans le cas du SHUa 1. Mais elle peut jouer un rdle protecteur

dans la Dégénérescence Maculaire Liée a I’Age (DMLA) 62,

La protéine plasmatique CFHR2 inhibe I’activité de la C3 convertase et I’amplification de la
voie alterne du complément®.

Le CFHRS est une protéine glycosylée de 62 kDa. Il a la capacité de se lier a I’héparine par
ses SCR5-7 (forte homologie avec le les SCR12-14 du facteur H), a la CRP ainsi qu’au C3b
permettant une activité de cofacteur du FI. Il clive le C3b en iC3b. Il entre en compétition
avec le FH pour sa liaison a la C3 convertase et permet la dissociation de la C3 convertase™.
Le role du CFHR3 et du CFHR4 n’est pas bien connu. Ils ont la capacité de se lier au C3b et

C3d .
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3.2.2 Le Facteurl

Le facteur I appartient a la famille des sérines protéases et participe a la régulation des voies
alternes et des voies classiques du complément en clivant respectivement C3b et C4b. Le
gene du Facteur I est situé sur le chromosome 4 et se compose de 13 exons dont I’expression
aboutit a une glycoprotéine de 88 kDa, hétérodimere constitué d’une chaine lourde (58kDa)
et d’une chaine légére (30kDa) unies par un pont disulfure®. La fonction du FI est portée
par la chaine légere (domaine sérine kinase protéine kinase). La chaine lourde est composée
de plusieurs domaines : un domaine récepteur de SCR (ou domaine CDS5) qui permet la
liaison du FI a ses cofacteurs, un domaine FIMAC (Facteur I et complexe d’attaque
membranaire) et deux autres domaines dont les fonctions restent inconnues. Le facteur I,
comme le facteur D, circule sous forme de pro-enzymes. Ces deux enzymes ne s’activent
qu’en présence de leur substrat, lorsque celui-ci est complexé. Le facteur I n’exerce son
activité protéolytique qu’en présence d’un cofacteur pour permettre I’inactivation du C3b en
C3bi **“7_ 11 a comme cofacteur le MCP (CD46) et CR1 (CD35) qui sont des protéines
membranaires®. Ceux-ci sont des régulateurs pour la voie classique et alterne. Le facteur H
est un cofacteur du facteur I et est spécifique de la voie alterne et le C4BP est spécifique de
la voie classique. Néanmoins le C4Bp peut également servir de cofacteur du FI pour la

dégradation du C3b mais de fagon beaucoup moins efficace®

3.3 Régulateurs membranaires communs de la voie alterne et classique : MCP, DAF et

CR1

La protéine MCP (CD46) est présente sur la plupart des membranes cellulaires, excepté sur
les membranes érythrocytaires. Ce sont des glycoprotéines transmembranaires de 51 a 68

kDa composées de quatre SCRs et d’une région O-glycosylée. Le géne de MCP comporte
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14 exons. Le MCP est exprimé sous forme de 4 isoformes qui résultent de 1’épissage
alternatif du transcrit du géne MCP. Tous les isoformes partagent 4 domaines communs
CCP. Les sites de liaison du MCP au C3b et de ses fragments et son activité cofacteur du FI
sont localisés principalement dans le SCR 4 appartenant aux quatres SCR du domaine
extracellulaire ¢°. La protéine MCP sert de cofacteur au Facteur I pour le clivage du C4b en
fragment C4d qui reste attaché aux membranes?® et, dans le clivage du C3b’' en C3bi. La
protéine MCP possede une affinité pour le C4b supérieure a celle pour le C3b, faisant d’elle
un régulateur particuliérement efficace de la voie classique’'. La protéine MCP ne posséde
pas d’activité de dissociation des C3 convertases. En plus de son rdle dans la régulation du
complément, le MCP est aussi une molécule de costimulation du lymphocyte T 3% Le
crosslinking de MCP (par le C3b notamment) en présence du récepteur T a la surface de
cellules CD4+ naives induit la genese de cellules régulatrices sécrétant de 1'IL10 et

exprimant le granzyme B 35.

La protéine membranaire DAF (Decay Accelarating Factor ou CDS55) est une glycoprotéine
de membrane liée par un ancrage glycosylphosphatidyl inositol (GPI) régulant négativement

les C3 et C5 convertases, classique ou alterne, en accélérant leur dissociation.

Le CRI est une glycoprotéine transmembranaire (CD35 ou C3/C4b récepteur) composé
d’une chaine unique de 30 SCR. Il est exprimé sur la majorité des cellules circulantes et plus
particulierement les érythrocytes. 90% du pool total de CR1 est sur les GR. Le CR1 est
¢galement présent sur les podocytes glomérulaires et les cellules folliculaires dendritiques. 1l
n’est pas exprimé par les cellules endothéliales. C’est un cofacteur du FI pour le clivage du
C3b et C4b. Il accélere la dissociation des convertases C3 et C5 classique et alterne. C’est le

seul cofacteur pour le FI pour le clivage iC3b, générant du C3dg. C’est un ligand du
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récepteur CR2 présent a la surface des lymphocytes B. Le CR1 sert également de récepteur
pour les opsonines C3b et C4d qui peuvent donc complexer les C3b associés aux

Immunoglobulines et avoir un rdle dans la clearance des complexes immuns.

Figure 3 : Les régulateurs de la voie alterne du complément.

Dissociation de la .
Activité

C3 convertase
Cofacteur

@f‘%

FH ;
(Phase fluide) ;‘
3 M Fl

cap

Opsonisation et destruction du pathogéne

Le FH et DAF possédent tous deux une activité de dissociation des C3 convertases. Le FH
agit comme compétiteur du FB pour la liaison au C3b et agit comme co-facteur du FI,
comme le CR1 et la MCP (deux récepteurs membranaires) pour la dégradation du C3b en
C3bi.”2

3.4 Régulation de la voie effectrice finale

Le complexe d’attaque membranaire est sous le contrdle d’une part de deux protéines

plasmatiques, la protéine S et la Clusterine ”>*

, qui inhibent la formation du CAM et d’autre
part,d’une protéine membranaire a ancre GPI, CD59, qui empéche la formation

respectivement de C5b-7 et C5b-8 aux membranes et la polymérisation de C9.
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La rupture entre I’activation et la régulation est a 1’origine de nombreuses pathologies
responsables d’une activation continue du complément, de [I’inflammation, d’une
accumulation de débris qui perpétuent des lésions tissulaires.

Je focaliserai I’analyse sur deux pathologies associées a une dérégulation de la voie alterne
du complément : le Syndrome hémolytique et urémique atypique et les Glomérulopathies a

C3.
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Chapitre 2 : Pathologies associées a une
dérégulation de la voie alterne du complémentLe
systéme du complément

1 Lesyndrome hémolytique et urémique atypique

1.1 De la Iésion histologique au SHU atypique

La microangiopathie thrombotique (MAT) est une définition histologique qui correspond a
une occlusion des petits vaisseaux, artérioles et glomérules. Les lésions aigués sont de
sévérité variable, de modérées (¢élargisssement de I’espace sous endothelial associé a une
congestion et une turgescence des cellules endothéliales) a séveres, définie par la nécrose
fibrinoide de la média, les thromboses des lumicres des vaisseaux. Les 1ésions glomérulaires
peuvent s’associer des thrombus intra glomérulaires, un aspect en double contours contenant
de la fibrine, des plaquettes et hématies fragmentées, de la mésangiolyse allant jusqu’a la

nécrose corticale. L’ immnunofluorescence est négative.
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Figure 4: Lésions de microangiopathie thrombotique aigue

A : Mésangiolyse et thrombose du glomérule

B : Présence de thrombii dans les artériolaires

Les Iésions de MAT, a la phase aigué, sont la plupart du temps associées a une
thrombopénie (plaquettes < 150 x 10°/1), une anémie hémolytique mécanique (hémoglobine
< 10g/dl), des LDH supérieurs a la normale, une haptoglobine indetectable et la présence de
schizocytes. Il s’y associe une défaillance d’organe secondaire a I’ischémie induite par
I’occlusion des vaisseaux. Ces anomalies ne sont pas spécifiques d’une pathologie, le

contexte clinique et la physiopathologie aide au diagnostic.

1.2 Différentes entités associées a la MAT

1.2.1 Le Purpura thrombotique thrombopénique (PTT)

I1 est responsable principalement de manifestations neurologiques allant de la stupeur, aux

crises convulsives et au coma. Il est secondaire a un déficit congénital ou acquis en
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ADAMTS 13, protéase qui coupe le facteur von Willebrand (vWF). En cas de déficit ou
d’inactivit¢ de PADAMTS 13 par un anticorps anti-ADAMTS 13, des microagrégats

plaquettaires sont retrouvés dans les microvaisseaux sous forme de thrombii 7>.

1.2.2 Le SHU

Il est responsable d’insuffisance rénale, a des étiologies beaucoup plus hétérogenes que le

PTT. Deux grandes entités sont bien décrites, le SHU typique et atypique.

* Le SHU typique
Les infections a Escherichia coli producteurs de Shiga-like toxine (STEC) chez 1’enfant
entrainent une symptomatologie variable allant de la gastroentérite au syndrome
hémolytique et urémique (SHU) et constituent un probléme de santé publique. Ces SHU,
dits typiques ou post-diarrhée (D+) ou encore a STEC, représentent 95 % de I’ensemble des
SHU de I’enfant’6 77-80 81 Le SHU typique survient sous forme de petites épidémies
saisonniéres. Les principaux réservoirs sont les ruminants ; la transmission a ’homme est
généralement oro-fécale via I’ingestion de produits carnés, produits laitiers non pasteurisés
ou fruits et légumes contaminés. En France, 80 a 100 cas de SHU a STEC surviennent
chaque année chez des enfants. Le taux de déces a la phase aigué est de 2 %. Le pronostic
est rénal. Avec un recul moyen de 4 ans, le taux d’insuffisance rénale (IR) terminale est de
10 a 15 %, le taux de séquelles (IR chronique, hypertension artérielle ou protéinurie) de 30

%.

Les Iésions de MAT sont dues aux altérations des endothéliums vasculaires, principalement

rénaux, directement engendrées par les Shiga-toxines.
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La plus fréquente des infections est celle a Escherichia Coli producteur de Shiga-toxines
(Stx) de sérotype OH157:H7. Divers mécanismes induits par les Shiga-like toxines ont été
démontrés, ils sont a D'origine de Ilésions des endothéliums vasculaires (induction
d’apoptose, secrétion de cytokines ou sur-expression des récepteurs Gb3). La toxicité des
vérotoxines Stl et St2 sur les cellules endothéliales est directe. Le récepteur,
glycosphingolipide globotriaosylcéramide (Gb3), de ces vérotoxines est présent a la surface
cellulaire endothéliale. La fixation de la toxine au Gb3 permet son internalisation, elle
entraine des modifications de I’ARN, stoppe la synthése protéique induisant I’apoptose de la
cellule endothéliale qui acquiert ainsi des propriétés procoagulantes. La MAT est la
conséquence ultime de cette cascade d’activation de la cellule endothéliale et des plaquettes.
La prédominance de I’atteinte rénale au cours de I’infection par E Coli O157H7 serait due a
I’expression plus importante de Gb3 a la surface des cellules endothéliales rénales en

comparaison avec d’autres organes.

En 2011, il y a eu une épidémie de SHU en Allemagne dit « SHU typique », a Escherichia
coli de sérotype 0104 : H482. Le réservoir était trés probablement des germes de soja. Cette
épidémie a surpris par la nombre de patients atteints et la sévérité de la maladie. Plus de
20% des patients ayant eu une gastro entérite virale ont fait secondairement un SHU. Le
SHU a touché principalement des adultes et principalement les femmes. Plus de 50% d’entre
eux ont été dialysés. Les atteintes neurologiques étaient retrouvées chez environ 30% des

patients83.

* Le SHU atypique primitif
Il ne survient pas dans un contexte d’infection a germes sécréteurs de vérotoxines et touche

d’une fagon égale les enfants et les adultes. Son incidence est beaucoup plus rare. [lya2 a3
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cas pour 10 millions par an. Il survient de facon sporadique ou familial. Il est associé a des
anomalies de régulation du complément. Le SHU atypique sera détaillé dans le paragraphe

suivant 84,

* Le SHU atypique secondaire

Il est par définition atypique car non di a une shiga-toxine. Il peut étre secondaire a une
prise médicamenteuse (anti-VEGF, gemcitabine, anticalcineurines), une infection
(pneumocoque, VIH, CMV), une maladie de systeme (syndrome des antiphospholipides,

lupus, sclérodermie), ou encore a une transplantation d’organe ou de moelle osseuse 85 86 87

8889 90

Le SHU atypique primitif constitue le modele de dysfonction aigué de la cellule endothéliale
complément-dépendant et est associ¢ a des anomalies de régulation de la voie alterne du

complément.

1.3 Clinique

Le SHU atypique est une pathologie rare qui survient quelque soit I’age, de quelques mois
de vie a plus de 80 ans °1. Les deux pics de fréquence sont I’enfant avant deux ans et I’adulte
entre 20 et 40 ans 1. Chez I’enfant, le sexe ratio est de 1 contrairement aux adultes ou le
sexe ratio est de 3 femmes pour un homme °1. La maladie peut survenir de fagon sporadique
ou familiale. Les formes familiales, représentant moins de 20% des cas de SHU atypiques,

sont définies lorsqu’au moins deux membres d’une méme famille sont atteints de SHU
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atypique. Les modes de transmission sont principalement autosomiques récessifs, plus
rarement autosomiques dominants. La diarrhée peut précédér le SHU atypique dans 20% a
30% selon les séries et ne constitue pas un facteur discriminant entre le SHU atypique et
typique du a une shiga-toxine. L’atteinte rénale n’est pas toujours isolée. Les patients
peuvent avoir des manifestations extra-rénales, principalement neurologiques (convulsions,
coma) 92 et cardiaques allant de I’insuffisance cardiaque a I’infarctus myocardique 2394, Les
atteintes extra-rénales sont présentes dans 5 a 10% des patients atteints de SHU atypiques 2.
Contrairement au SHU typique, le SHU atypique a une évolution le plus souvent
défavorable, il peut évoluer par poussée, il est responsable dans plus de 50% des cas d’une

insuffisance rénale terminale.

1.4 Dérégulation de la voie alterne du complement

Le lien entre la dérégulation du complément et le SHU a été faite en 1973 95. Cameron et al
rapportaient pour la premicre fois une diminution du C3 plasmatique chez cinq patients,
trois enfants et deux adultes présentant un SHU sévére °°. L’existence de formes familiales
de SHU atypique associées a des stigmates persistants d’activation de la voie alterne fut
rapportée en 1981 2. Quelques mois plus tard, un déficit constitutionnel en FH fut pour la
premiére fois mis en évidence chez un patient atteint de SHU °7. De nombreux travaux, ont
permis, ces dix derniéres années, d’impliquer 3 protéines de régulation de la voie alterne du
complément, le FH, le MCP et le FI, ainsi que 2 protéines de la C3 convertase, le C3 et le
FB, dans la pathogénie du SHU atypique 84 98 99 100 59 101 102 103 [ es mutations connues des
CFH, CFI, et MCP sont répertori¢es dans une base de données interactive (www.FH-
HUS.org), librement accessible qui s’enrichit au fil du temps. Ces mutations sont des

facteurs de susceptibilité majeurs de SHU atypique 84 .
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Ces anomalies génétiques sont responsables d’une dysrégulation de la voie alterne du
complément et peuvent étre dues :

1) a une perte de la régulation de la voie alterne du complément suite a la
présence soit de mutations inactivatrices des genes codant pour ces trois facteurs (CFH, CFI
et MCP) soit d’anticorps inhibiteurs (anti-FH),

i1) a un gain de fonction des éléments constituants de la C3 convertase, le
Facteur B (CFB) et le C3 (secondaires a la présence de mutations activatrices).

Ces mutations ont en commun une rupture de I’équilibre entre la formation et la dissociation
de la C3 convertase alterne, une augmentation de la production de C3b, de C5b9 responsable
des lésions endothéliales, de D’activation plaquettaire et la formation des Iésions de
microangiopathie thrombotique 104,

Plus récemment d’autres mutations de protéines n’appartenant pas au systeme du
complément ont été décrites comme associées au SHU atypique : la thrombomoduline
(THBD) 195 | une protéine de coagulation et le diacylglycerol kinase ¢ (DGKE), une kinase
catalysant la phosphorylation de substrats diaglycerol en acide phosphatidique, pour laquelle

. . i h A A 1106
aucun lien avec le complément n’a été décrit .

1.5 Les différentes mutations impliquées

Plusieurs études rétrospectives permettent d’approcher la fréquence des mutations des geénes
régulant la voie alterne du complément chez les patients atteints de SHUa. Une mutation
dans les génes CFH, CFI, MCP, C3 et CFB est trouvée respectivement chez 20 a 30%, 4 a

20%, 6 a 15%, 5 a 10% et 2% des patients atteints de SHU atypique 92 91 107,
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Enfin, 5 a 10% des patients atteints de SHUa ont des auto-anticorps anti-FH 108 et 5% une
mutation de la thrombomoduline (THBD)05, Dans 1’état actuel des connaissances, une

anomalie de régulation de la voie alterne est identifiée chez 60 a 70 %.

1.5.1 Mutations de FH

Les mutations du CFH sont les plus fréquentes et représentent la moiti¢é des mutations
retrouvées, ce qui souligne le role essentiel de cette protéine dans la régulation du
complément. Plus de 70 mutations du CFH ont été identifiées et répertoriées dans la base de

données (http://www.fh-hus.org/). On peut les diviser en deux groupes : les mutations de

type I liées a un déficit quantitatif et les mutations de type II liées & une anomalie
fonctionnelle. Ces mutations peuvent étre homozygote de type I et responsables d’un déficit
complet en FH. Cette forme est trés rare et a été identifiée dans environ 15 cas 199, Le plus
souvent les mutations sont hétérozygotes, et peuvent étre associées a un déficit quantitatif (le
facteur H plasmatique est a 50% de la normale) rapporté chez 20% des patients 110 ou
responsables d’une anomalie de fonction, déficit qualitatif, sans diminution de leur
concentration plasmatique. Le hot spot de ces mutations, responsables d’une anomalie de
fonction, et représentant 60% des mutations du CFH est situé dans la partie C terminale, site
de liaison du facteur H au C3b et aux GAG. Certaines anomalies génétiques résultent d’un
réarrangement entre la partie terminale du géne du Facteur H et des génes du CFHR
aboutissant a la formation d’un gene hybride CFH/CFHR 1111, ou CFH/CFHR3112 ou encore
d’un hybride reverse CFHR1-CFH.

Le défaut de liaison du facteur H au C3b/C3d ainsi qu’a la cellule endothéliale a ét¢ montré

in vitro 113-116
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Un test basé sur la capacité du FH a se lier aux érythrocytes de moutons et a s’opposer a leur
hémolyse, décrit par Sanchez Corral 117 permet rapidement de dépister les conséquences
fonctionnelles des mutations situées dans la partie C terminale.

Les résultats des modeles animaux confirment les données retrouvées chez ’homme. Les
souris transgéniques ayant la perte du domaine C terminal (FHA16-20) d’un allele du CFH
développent un SHU identique a celui observé chez I’homme 118, Les souris ayant un all¢le
du CFH dépourvu de la partie C terminale (FHA16-20) et une délétion du gene de C5 ont
des dépots de C3 mais ne développent pas de SHU 119 . Ce mod¢le montre bien I’importance
de la partie C terminale de CFH et de la présence du C5 permettant la formation du CAM
dans la pathogénése du SHU atypique.

Les patients ayant une mutation du CFH ont un pronostic le plus souvent défavorable
puisque plus de 40% des patients aprés la premiére poussée de SHU évoluent vers
I’insuffisance rénale, et 60% dans I’année qui suit la premiére poussé °1.

La recherche des conséquences fonctionnelles des mutations n’est pas démontrée pour
I’ensemble des mutations rapportées chez les patients atteints de SHU atypique. A partir de
modé¢lisation structurale, les conséquences fonctionnelles de certaines mutations peuvent

étre suggérées120,

1.5.2 Mutations du FI

Les mutations de CFI sont identifiées chez 5-10% des patients. Les mutations du CFI sont
au nombre d’environ 30 et sont quasiment exclusivement hétérozygotes. Elles sont
responsables d’une diminution des taux circulants du FI ou d’un défaut enzymatique du
domaine de la sérine protéase entrainant une diminution de 1’inactivation du C3b en iC3b en
phase fluide ou a la surface des cellules?1122, Le C3 plasmatique est diminué chez

approximativement 40% des patients et 50% des patients ont un FI diminué. 30% des
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patients ayant une mutation de CFI ont une autre atteinte génétique combinée, mutation d’un
autre facteur, polymorphisme de CFH, délétion CFHR1123 122, Le pronostic est sévere, 50%

des patients évoluent vers I’insuffisance rénale terminale aprés la premiére année??

1.5.3 Mutations de MCP

Les mutations de MCP, protéine transmembranaire sont selon les cohortes, retrouvées entre
5 et 10%. Elles ont été rapportées pour la premicre fois en 2003 124, La plupart des
mutations sont hétérozygotes. Elles sont, pour la plupart, associées a une diminution
d’expression de la protéine a la surface des granulocytes. Parfois I’expression de la protéine
est normale mais la protéine dysfonctionne. Les mutations de MCP sont responsables d’une
diminution de la liaison au C3b et d’une diminution de I’activité cofacteur 12> 126, Les cas de
SHU atypiques associés a des mutations de MCP sont en général le plus souvent a début
pédiatrique, et marqués par des rechutes fréquentes. Les enfants atteints d’'un SHU atypique
associ¢ a une mutation de MCP ont un meilleur pronostic comparés aux enfants ayant un
SHU atypique associé aux autres anomalies génétiques. En revanche, le pronostic n’est pas
différent chez I’adulte, quelque soit la mutation. Les mutations sont parfois combinées et le

pronostic est variable selon le nombres de mutations associées 123,

1.5.4 Mutations de C3 et du FB

Elles jouent un role central dans la formation de la C3 convertase. Les mutations du CFB
sont tres rares, représentent moins de 2% des mutations de la cohorte. Les mutations sont
dites « gain de fonction » et sont responsables d’une formation accrue de C3b et d’une
augmentation de la demi-vie de la C3 convertase, conduisant & une augmentation de la de
formation de C5b9 a la surface des cellules endothéliales'?”. Trés peu de cas ont été décrits

mais 1’évolution était défavorable pour tous les patients. Les mutations de C3 sont présentes
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entre 4 et 8% selon les cohortes?1.92. Plusieurs conséquences fonctionnelles ont été décrites
selon les mutations. Certaines mutations sont associées a une diminution de liaison avec le
MCP et le FH. On peut parler de mutations gain de fonction puisque la régulation inefficace
permet a 1’opposé la formation d’une C3 convertase plus active®®. Deux mutations de C3, le
R161W et V1636A, récemment décrites, sont responsables de la formation d’une « super C3
convertase » avec un allongement de la demi-vie de la C3 convertase!?8129, ]| s’agit donc
d’un second mécanisme entrainant un gain de fonction. Le pronostic des patients ayant une
mutation de C3 est variable. Dans la cohorte frangaise, 60% des patients évoluent vers

I’IRCT apres un an.

1.5.5 Thrombomoduline et DGKE

Deux autres mutations ont été décrites plus récemment : la mutation de la thrombomoduline
et les mutations de DGKE. La Thrombomoduline est une protéine membranaire des cellules
endothéliales, elle joue le role de régulateur négatif du complément. Elle accélere la
dégradation de C3b par le Facteur I, en présence du facteur H et de C4 binding protein
(C4BP). Les mutations associées au SHU atypique sont responsables de la diminution de
I’activité cofacteur du FH, d’une diminution de la dégradation de C3b en C3bi. Cinq
pourcent des patients atteints de SHU atypique dans la cohorte Italienne ont une mutation de
la Thrombomoduline. Le DGKE (diacylglycerol kinase €) est une kinase catalysant la
phosphorylation de substrats diaglycerol en acide phosphatidiquel®®, pour laquelle aucun
lien avec le complément n’a été établi ; il est toutefois responsable d’un phénotype de SHU
atypiquel®. La mutation de DGKE a été retrouvée chez 13 patients ayant un SHU atypique
(deux membres dans deux familles distinctes et 9 cas sporadiques). Tous les patients avaient
un C3 plasmatique normal. Les mutations de DGKE ont également été décrites chez des

patients ayant une GNMP130,
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1.5.6 Anticorps anti-FH

Les anticorps anti-FH ont été décrits comme étant associés au SHU atypique en 2005 198, La
fréquence est évaluée a 10% des SHU atypiques dans les cohortes caucasiennes 131 132 52,
Cette forme de SHU affecte principalement les enfants agés en moyenne de 7 ans. Dans ce
SHU auto-immun, la maladie est définie par la présence de IgG (principalement des IgG1 et
IgG3) dirigés contre le Facteur FH. Ils peuvent étre dirigés contre le domaine C terminal du
FH 131 134 majs sont aussi capables de lier de multiples épitopes localisés dans la partie N
terminale et le domaine central. Les anticorps peuvent également former des complexes avec
le facteur H qui neutralisent I’action du FH. Ils induisent un défaut de protection de la
cellule endothéliale en réduisant la liaison du facteur H a I’un de ses ligands!31.134, Dans ce
SHU atypique auto-immun, une délétion homozygote du CFHRI1 est retrouvée dans 90%
des cas32135. Le mécanisme par lequel la présence de la délétion CFHR1 favoriserait le

développement d’auto-immunisation n’est pas démontré.

1.6 Le SHU atypique : une maladie polygénique complexe

La pénétrance de la maladie est incomplete. Les formes familiales représentent moins de
10% des cas de SHU. L’existence de porteurs sains issus des mémes familles amene a
considérer d’autres facteurs de prédisposition de la maladie. Ceci conduit a s'interroger dans
un premier temps sur la responsabilité de variants génétiques. La plupart des nucléotides du
génome humain sont invariables mais environ 1 sur 300 présente un polymorphisme ayant 2
variants habituels. Ces deux variants ou single nucleotide polymorphism (SNP) se
retrouvent dans la population humaine avec une fréquence qui par définition est supérieur a
1%. Ces variations sont secondaires a des mutations ancestrales du génome humain qui se

sont répandues dans la population humaine. L’étude des SNP a permis de démontrer que la
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transmission de I’information génétique se fait fréquemment par la transmission de blocs de
séquences ne subissant aucun événement de recombinaison génétique. Ces bocs de
séquences définissent des haplotypes. Pour le scientifique, une mutation est un changement
par rapport a la séquence de référence qui n’est pas connue dans les banques de données et
un polymorphisme (ou un variant) est une variation de la séquence d’un geéne dans la
population. Pour le médecin, une mutation est une variation rare impliquée dans la maladie
et un polymorphisme une variation fréquente qui n'est pas impliquée dans la maladie. En
pratique clinique il est important de relier un géne a une maladie. Ce qui est simple dans le
cas des maladies récessives mais plus complexes dans les maladies polygéniques. Les
polymorphismes fréquents ne sont pas toujours sans conséquences biologiques (variants de
susceptibilité) et certains variants rares ne sont pas toujours déléteres.

Les études génétiques a partir des cohortes de patients et de témoins ont permis de
déterminer la présence de variants de prédisposition dans le SHU atypique.

La fréquence de certains SNP localisés au niveau du Facteur H, de MCP et de CFHR1 est
différente chez les patients par rapport a la population contrdle. Le variant CFHRI1*B est
augmenté dans la cohorte des patients présentant un SHU atypique par rapport a une
population contrdle de référence a la fois dans la cohorte frangaise et espagnole®2°1. Deux
haplotypes sont décrits comme facteurs de susceptibilité génétique : ’haplotype CFH gtgt
défini par quatre SNP 1, 7, 11 et 16 et ’haplotype MCP ggaac défini par 5 SNP localisés
dans I’intron et le promoteur du géne. Ces deux haplotypes sont décrits comme facteurs de
risque de SHU atypique 136 118,

Les variants rares sont présents chez moins de 1% de la population et sont répertoriés dans
les banques de données « 1000 génomes ». A ce jour dans le SHU, deux variants rares
localisés sur le géne du Facteur H pour I'un (R1210C) 137 et sur le géne de C4BP138 pour le

second, ont ét¢ impliqués dans la maladie. Mais 1’identification de variants rares causales
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requiert des cohortes de patients de grande taille afin de disposer d’une puissance statistique
suffisante!37.138, Une publication récente a identifié quatre variants rares localisés sur les
geénes de CFH, C3, CFI et C9, associés a la dégénerescence maculaire liée a 1’age139-141,

La présence de deux mutations chez un méme patient est aussi un facteur qui permet
d’expliquer la différence de pénétrance de la maladie dans une famille. Récemment, I’étude
européenne reprenant I’ensemble des patients ayant une mutation combinée, soit 3,4% de la
population atteinte de SHU atypique (27/795) a confirmé et affiné ces données. Les patients
ayant une mutation de MCP ou de CFI ont le plus souvent une autre anomalie génétique
associée contrairement aux patients ayant une mutation de CFH, C3, CFB (25% versus
8%)123,

La présence d’une mutation ou d’un polymorphisme additionnel entraine une augmentation

de la pénétrance de la maladie chez un individu.

Par ailleurs, il est constaté que le début de la maladie peut survenir a des ages tres variables
et ceci quelle que soit la mutation. Les facteurs génétiques sont considérés comme des
facteurs majeurs de prédisposition de la maladie mais ils n’expliquent pas que certains

apparentés resteront toujours asymptomatiques.

L’environnement crée donc les conditions souvent nécessaires au développement de la
pathologie. Un facteur prédisposant est retrouvé dans plus de 30% des cas®2. Les triggers
potentiels sont les infections, la grossesse, la transplantation rénale, le greffe de moelle
osseuse, les médicaments. L’ensemble de ces triggers peut potentiellement activer les

cellules endothéliales.
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Le SHU atypique est le plus souvent secondaire a une mutation d’un gene de la voie alterne
du complément, une autre anomalie génétique et un trigger entrainant un défaut de
protection et une activation des cellules endothéliales. Le mécanisme par lequel une lyse de
la cellule endothéliale est responsable de la formation de thrombii, le lien entre le
complément, 1’activation des cellules endothéliales et la coagulation commence a étre mieux
établi. Récemment, il a ét¢ montré dans une cohorte de SHU atypique que 80% des patients
ayant un SHU atypique associé a une mutation d’un géne du complément avait au moins un
SNP dans ’ADAMTS 13 et 38% avaient de multiples variants dans le géne de ADAMTS
13. Plus de 50% des patients ayant un SHU atypique ont une diminution de 1’activité

ADAMTS 13 142,

D’autre part, I’héme, issu de I’hémolyse des GR forme une boucle d’amplification de
I’hémolyse et accroit la consommation du complément %4 «In vitro», les cellules
endothéliales exposées a I’héme activent la voie alterne du complément entrainant
I’augmentation de C3b, de C5b9 a la surface des cellules et la libération des
anaphylatoxines (C3a, C5a). Ces acteurs sont impliqués dans la formation de microthrombii
et participent au phénotype de la maladie®*. Le vWF est également sécrété en plus grande
quantité lors de 1’activation des cellules endothéliales, il augmente I’activation cofacteur du

facteur FH et diminue ’inflammation locale43.

1.7 Pronostic

Le SHU atypique est une pathologie séveére. Le pronostic vital peut-étre engagé,
principalement chez les nourrissons'#* ou lorsqu’il y a des atteintes extra-rénales,

neurologiques ou encore cardiaques. Chez I’enfant, 40% des patients évoluent vers
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I’insuffisance rénale terminale, 5 ans aprés la premicére poussée de SHU atypique. Chez
I’adulte, le pronostic est encore plus séveére puisque la moitié des patients seront en
insuffisance rénale terminale apres le premier épisode de SHU et deux tiers seront en
insuffisance rénale terminale a 5 ans de suivi®l. Les récidives en post-transplantation rénale

sont fréquentes et conditionnent le pronostic de la greffel4>.

1.8 Traitement

Le traitement reposant sur les échanges plasmatiques intensifs (60ml/kg/j) était jusqu’a la
fin des années 2000 le traitement de référencel4. Ce traitement, méme s’il permet dans
certains cas d’obtenir la rémission de la pathologie apreés une premicre poussée de SHU
atypique ou une récidive en post-transplantation dans, reste d’une efficacité insuffisante!47.
Lorsque la plasmathérapie ne permet pas d’améliorer les paramétres hématologiques et la
fonction rénale, on parle de plasma-résistance et lorsque 1’arrét ou I’espacement du
traitement entraine une rechute, on parle de plasma-dépendance. Dans une étude récemment
publiée sur la cohorte frangaise, 20% des enfants et 50% des adultes sont en insuffisance
rénale terminale, un mois aprés le premier épisode®? et ceci, malgré la plasmathérapie. En
post-transplantation rénale, les risques d’échecs liés a la récidive sont trés importants et
encore tres récemment, les équipes de transplantation rénale étaient trés réticentes a greffer
ces patients®2.

Le traitement efficace mais non dénué de risque, du SHU atypique associé a une mutation
du CFH est la greffe combinée rein-foie. Apres trois échecs 148 149,150 responsables du déces
des patients par non fonction hépatique ou complications infectieuses, les succes ont été
obtenus lorsque la double transplantation rein-foie a ¢été encadrée d’échanges

plasmatiques151 146 152
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L’identification de la dérégulation du complément comme le facteur de risque principal de
SHU atypique et la disponibilité de I’Eculizumab, premier inhibiteur du complément ciblant
le C5, a changé 1’évolution de la maladie et les perspectives de la transplantation rénale.
L’Eculizumab est un anticorps hybride monoclonal, humanisé 1gG2/IgG4 dirigé contre le
composant C5 133, En se liant au C5, il bloque le clivage du C5 en C5a et C5b9 et par
conséquent, il inhibe la formation du complexe C5b9 et bloque les fonctions inflammatoires,
pro-thrombotiques ainsi que les fonctions lytiques du complément. Depuis 2009, le nombre
de patients traités pour un SHU atypique par Eculizumab et les données disponibles
croient!>*. Les résultats sont excellents puisque, ce traitement donné lors d’une plasma-
dépendance ou plasma-résistance a permis I’amélioration des signes d’hémolyse et de la
fonction rénale chez les patients ayant un SHU atypique sur le rein natif ou une récidive sur
le greffon 155 156 157 Récemment les données retrospectives!®> 156 ont été confirmées par
deux études prospectives ouvertes, réalisées par le laboratoire pharmaceutique Alexion, en
Europe et aux USA. Les patients inclus dans la premiere étude (n=17) ont une récidive de
SHU atypique et une plasmarésistance définie par une non réponse a au moins quatres
échanges plasmatiques et les patients inclus dans la deuxiéme étude (n=20) ont une plasma-
dépendancel>8. L’évaluation de I’efficacité du traitement a été mesurée par 1’amélioration
des parametres hématologiques et la correction de la thrombopénie pour la premiere étude et
I’absence de dialyse ou de plasmathérapie pour la deuxiéme étude. L’obtention de la
normalisation des parametres biologiques est obtenue dans 87% et 80% dans les études une
et deux respectivement. L’amélioration de la fonction rénale est obtenue dans les deux
études et est corrélée a la rapidité de mise en place du traitement 158, L’eculizumab est a
présent le traitement de référence du SHU atypique®#. L’administration est intraveineuse et

la demi-vie est de 11-12 jours. La tolérance est excellente 159 158, Cette drogue a été congue
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en minimisant immnogénécité (Ac humanisé) et les fonctions du fragment Fc (les 1gG4 ne
permettent pas I’activation du complément et interagissent faiblement avec les recepteurs Fc
). En revanche, un certain nombre de précautions sont a respecter lors de I’utilisation de
I’éculizumab. Le fait d’inhiber le C5 engendre un déficit fonctionnel en CS5 et les patients
ayant un déficit génétique en C5 ont une susceptibilité accrue aux infections a germes
encapsulés comme e Neisseria responsable de méningites. Les précautions a prendre sont
donc la vaccination et une antibioprophylaxie quotidienne par amoxicilline a prendre
pendant la durée du traitement. Le monitoring du traitement se fait actuellement par le
dosage du CHS50 (qui doit étre indosable) et dans un proche avenir par le dosage de

I’eculizumab libre résiduell54.

2 Glomérulonéphrites a dépots de C3

2.1 Evolution de la classification basée sur la physiopathologie

Les Glomérulonéphrites membrano-prolifératives représentent un groupe hétérogéne de
pathologies rénales touchant le glomérule. Elles sont définies sur des critéres histologiques
communs associant prolifération mésangiale, hyperthrophie mésangiale, épaississement de
la paroi capillaire avec des aspects en « double contour » liés a 1’interposition de la matrice
mésangiale entre les 2 feuillets de la membrane basale glomérulaire. Des dépdts d’ Ig et/ou
de C3 sont retrouvés. Il s’agit d’un aspect histologique peu spécifique puisqu’il peut étre
rencontré dans diverses situations allant du lupus erythémateux disséminé aux dépots
monoclonaux organisés, en passant par l’infection par le virus de I’hépatite C, la
cryoglobulinémie 169, Lorsqu’aucune étiologie secondaire n’est retrouvée, on parle de

GNMP idiopathique. Elles représentent entre 0,3% a 4% des patients en insuffisance rénale
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terminalel®l. La fréquence, les différentes présentations cliniques, et le pronostic étaient
jusqu’alors établis en fonction d’une classification histologique basée sur la localisation et la
nature des dépots. Les GNMP de type I et III ont des dépdts sous endothéliaux et/ou
épithéliaux associés a des dépdts d’Ig et/ou de C3. Les GNMP de type II (DDD ou Dense
deposit disease) sont caractérisées par la présence de dépdts denses dans la membrane
basale glomérulaire. Ces derniers peuvent ¢également étre retrouvés dans les membranes
tubulaires, associés a des dépots isolés de C3 162 163 164 (Certains patients ayant une GNMP

de type I et III présentent également des dépdts isolés de C3 sans Immunoglobuline 16°.

Au regard d’une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques, une
nouvelle classification a été proposée scindant les GNMP en deux groupes: les GNMP
associées a des dépdts d’immunoglobulines et de C3, et les GNC3 associées a des dépots de
C3 sans immunoglobuline. Les GNC3 regoupent la Maladie des dépots denses (DDD :
Dense deposit disease) et la glomérolonéphrite a dépots de C3 isolés. Ce groupe appelé

GNC3 est associé a un défaut de régulation de la voie alterne du complément.

2.2 Les glomérulonéphrites associées aux anomalies de la voie alterne du complement

Les GN a dépdts de C3 sont dues a une hyperactivation non contrélée de la C3 convertase
alterne, en phase fluide et sont responsables d’une production importante de C3b qui
s’accumule sous forme de produits de dégradations du C3 (iC3b, C3dg, C3d). Ceux-ci se
déposent dans le mésangium et dans la paroi des capillaires glomérulaires. Le C3b peut
également participer a la formation de la C5 convertase (C3bBb) C3b qui clive le C5 en C5a
et C5b. Le C5a participe a I’inflammation et probablement a la prolifération mésangiale. Le

C5b forme avec le C6, C7, C8 et C9, le complexe d’attaque membranaire qui se dépose dans
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les glomérules mais participe aussi a la formation de sC5b9 166 .

Figure 5 : Hyperactivation de la voie alterne du complément
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L’hyperactivation de la voie alterne du complément est responsable d’un exces de

production des produits de dégradation de C3 qui se déposent dans le rein.

2.3 Des modéles animaux a ’homme

Cette meilleure compréhension de la physiopathologie de la maladie a été possible grace aux
modeles animaux. Les porcs porteurs d’un déficit complet en FH développent dans 100%
des cas, une GNMP précoce proche de la DDD chez ’homme. Ils ont un faible taux sérique
de la protéine C3 et des dépots de C3 dans la membrane basale glomérulaire ainsi que des
dépdts sous endothéliaux 167, Ils développent une insuffisance rénale terminale 168. Les

souris déficientes en FH, invalidées de I’exon 3 du geéne codant pour le FH, développent
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elles aussi une GNMP spontanée, caractérisée par un dosage plasmatique en C3 effondré 16°.
Le développement de la maladie chez ces souris nécessite la formation d’une C3 convertase
et sa dégradation en produits inactifs. En effet, les souris doublement invalidées pour le CFH
et le CFB ne développent pas la maladie soulignant le role primordial de la formation d’une
C3 convertase dans la pathogénése de la GNMP. Des souris déficientes a la fois en FI et FH
ne développent pas de GNMP mais I'injection de Facteur I chez ces souris provoque
I’apparition de dépots de C3 et des produits de dégradation de C3b'70. De plus, 1’injection
de FH humain purifié a ces souris déficientes pour CFH normalise le taux plasmatique de
C3 et diminue clairement les dépots glomérulaires de C3171. Les souris invalidées pour le
CFH et C5 ont un phénotype moins sévére, une baisse de I’inflammation glomérulaire, ce
qui n’est pas le cas pour les souris invalidées pour le FH et C6. Cela démontre le role majeur
du C5a puissante anaphylatoxine dans la pathogénése de GNMP médiée par les anomalies

de la voie alterne du complément.
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Table 1: Les modéles animaux permettant la compréhension de la physiopathologie de

la maladie.

MBG= membrane basale glomérulaire

CFH-/- pr?f‘g‘li“gga ou Dépots de C3 et C9 dans
9 ino169
(Pickering!%°) FH absent MBG
CF(II-I);Z{:’I;i;gf-/- C3 normal Non Pas de dépdts intra-rénal
CFH-/- and C5-/- Diminution . Depots e €3 dans la MBG
(Pickering?) profonde du C3 Oui Réduction de 1 1gﬂammat10n
par rapport au rein CFH-/-
Diminution Augmentation de la matrice
CFI-/- rofonde du C3 Non mésangiale et des dépdts de
(Rose'70) N FB C3
’ Pas de dépdts dans la MBG
CFH-/- and CFI-/- Diminution du C3 Non Pas de dépots dans la MBG

(Rosel’0) FB

2.4 Anomalies acquises et genetiques chez ’homme

2.4.1 Clinique

Chez I’homme, la présentation clinique, I’évolution et le pronostic est variable et tres

hétérogene. Lors du diagnostic, les patients peuvent présenter une hématurie macroscopique,

une protéinurie isolée découverte lors d’un examen systématique. Un syndrome néphrotique
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correspond a une hypoalbuminémie inférieure a 29 g/l et une protéinurie supérieure a 3 g/l.
Les signes cliniques sont des oedemes des membres inférieurs ainsi qu’une hypertension
artérielle. Ces signes cliniques initiaux peuvent étre bruyants, le patient peut en effet
présenter un syndrome néphritique responsable de 1’apparition de fagcon brutale d’oedemes,
d’une hypertension artérielle et d’un syndrome glomérulaire rapidement progressif a
I’origine d’une insuffisance rénale aigue. Selon la sévérité et les Iésions aigues et
cicatricielles, chroniques dans le rein, I’évolution est variable. Toutes présentations
confondues, 50% des patients aprés le diagnostic évoluent vers une insuffisance rénale
terminale aprés 10 ans173.174,

La maladie des dépots denses, représente moins de 20% des GNMP et présente des
singularités. Elle touche principalement 1’enfant jeune entre 7 et 15 ans. La présentation
clinique est variable. Dans une cohorte de 25 enfants ayant une DDD, 40% présentaient une
glomérulonéphrite rapidement progressive, 24% présentaient un syndrome néphrotique,
12% une insuffisance rénale aigue, 20% une hématurie ou protéinurie isolée, et 4% une
hypertension artérielle 175. Cette pathologie peut étre associée a une lipodystrophie partielle
acquise responsable des joues creuses et d’un amaigrissement de la racines des membres
supérieurs et du buste dans 10% des cas (Syndrome de Barraquer Simon). Il a aussi été
rapporté en association une forme précoce de dégénerescence maculaire liée a 1’age
(DMLA) impliquant la formation de drusens. Ces drusens sont secondaires a la présence de
dépots de complément localisés entre I’épithélium pigmentaire de la rétine et la membrane
de bruch. Ils peuvent étre a I’origine d’une rétinopathie et de troubles de vision. Il n’y a pas
de corrélation entre la gravit¢ de Dl’atteinte occulaire et celle de I’atteinte rénale 176. Les

Iésions histologiques peuvent étre variables!’?.
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Le diagnostic différentiel est la glomérulonephrite post-infectieuse. Elle a un début le plus
souvent bruyant, survient souvent quand I’infection est résolue et est responsable d’oedémes
explosifs, d’un syndrome néphritique, et d’une insuffisance rénale. A la biopsie rénale, les
dépdts sont des dépots isolés de C3 sans Immunoglobuline. Il existe des humps qui sont des
volumineux dépots épithéliaux. Elle peut étre associée a un C3 bas et a la présence d’un C3
Nef178, La persistance des anomalies du complément a distance de 1’épisode peut révéler

une GNC3179,

2.4.2 Histologie

Les lésions histologiques des GNC3 sont trés hétérogenes. En microscopie optique, il peut y
avoir des lésions mésangiales prolifératives, endocapillaires prolifératives, membrano-
prolifératives et dans certains cas, des croissants. L’ensemble de ces anomalies
morphologiques complexifie la maladie et le diagnostic. Dans deux séries de patients ayant
une DDD, les Iésions associées aux dépdts denses sont trés variables, 30% des patients
avaient une prolifération mésangiale, parfois avec des exudats, 40% ont une prolifération
membrano-proliférative, et 10% ont des croissants 177 175 Dans les glomérulonéphrites a
dépdts de C3, il n’y a pas de dépots denses intramembraneux, les 1ésions sont également tres
variables allant de dépots isolés de C3 avec en microscopie optique des glomérules quasi

normaux, a une prolifération mésangiale, et présence de dépots sous endothéliaux 165 180,

Ces pathologies ont en commun des dépots des protéines du complément de C3, C5, C9, mis

en évidence par spectroscopie de masse apres dissection 166 180, Plus récemment, la présence

de dépots de C5b9 a été mise en évidence par immunofluorescence dans ces pathologies!81.
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2.4.3 Les anomalies du complément

Une consommation du complément se traduisant par un C3 plasmatique bas est présente
dans plus de 50% des GNC3. Un C3 plasmatique bas est retrouvé dans environ 40% des
GNC3 a 80% des DDD 173 180, es principales anomalies retrouvées associées aux GNC3 et
responsables d’une hyperactivation de la C3 convertase sont des anticorps. Les anomalies
acquises prédominent dans les GNC3 et représentent 80% des anomalies retrouvées, les

anomalies génétiques en représentent moins de 20%.

2.4.3.1 Anomalies acquises

o Le C3 nephritic factor (C3 Nef)
Le C3 Nef décrit pour la premicre fois en 1969 182 est un autoanticorps associ¢ aux GNMP
qui se lie a un néoépitope de la C3 convertase et qui entraine un allongement de la durée de
vie de la C3 convertase. Il s’agit donc d’un Ac qui stabilise la C3 convertase en phase fluide
et a la surface des cellules 183. 1 a ét¢ suggéré que cet Ac pourrait bloquer 1’action du FH 46,
CR1 18% et DAF 185, des régulateurs qui normalement dissocient la C3 convertase. Le C3
NeF entraine donc un exces de clivage de C3b qui se dépose dans le rein. Les conséquences
des C3 NeF sont hétérogenes, certains sont associés a une consommation de C3 en phase
fluide et donc une hypocomplétémie (C3 bas), d’autres sont associés a une
normocomplémentémie (C3 normal) 173186 ]I a aussi été suggéré que le C3 Nef se lie a la
C3 convertase stabilisée par la Properdine. Deux types de C3 NeF pourraient co-exister,
ceux dit properdine-indépendant qui n’ont pas d’effet sur le clivage de C5 et ceux

properdine-dépendant qui activent le clivage de C5186 187 [ a détection du C3 NeF peut se
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faire par des tests Elisa, avec ou sans properdinel’8.186 | L e test le plus sensible pour étudier
la capacité des Ig du patient a stabiliser la C3 convertase a la surface des globules rouges est
le test d’hémolyse des GR178.

Le C3 NeF est présent dans 80% des DDD 173188, 50% des GNC3 173,180,189 et est également
présent dans les GNMP de type 1'73. Dans la lipodystrophie partielle acquise, 83% des
patients ont un C3 Nef 190,

Il a également été retrouvé chez des patients ayant un lupus erythémateux disséminé 191,
chez des enfants ayant une glomérulonéphrite post-streptococcique 178, ainsi que chez des
sujets sains 192,

La contribution du C3 Nef dans la physiopathologie de la maladie et sa responsabilité dans

la maladie et la sévérité ne sont pas établies 173.

o Les anticorps anti Facteur H :
Les anticorps anti-FH connus pour étre associés au SHU atypique dans 10% des cas, sont
également retrouvés dans les GNMP. Le premier cas décrit qui s’apparentait a un Ac anti-
FH, était une chaine légére Lamba d’Ig monoclonale qui liait le SCR3 du FH et empéchait le
FH de se lier a I'un de ses ligands, le C3b193194 Depuis cette observation, sept patients
ayant des anticorps anti-FH associés a une GNMP ont été décrits1®>-197. Pour trois d’entre
eux, 1’épitope mapping a été identifié¢ dans le domaine N terminale du facteur H, empéchant
la liaison du facteur H de jouer le rdle du cofacteur du FI. Ils ne sont pas associés a une

délétion de CFHR1.
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o Les Anticorps anti-B et anti-C3 :
Récemment, un anticorps anti-B, se liant a la fraction Bb, et a été décrit chez un patient
ayant une maladie des dépdts denses!33 . Cet anticorps stabilise la C3 convertase, empéche
’action du FH, augmente le turn over de formation et de dégradation de la C3 convertase. In
vitro, il diminue la formation de la C5 convertase. Zang et al'88 ont montré que 10% de la
cohorte de 32 patients ayant une DDD ont des anticorps anti-B. La plupart des patients
avaient également un C3 Nef positif. La présence combinée d’un anti-C3 et anti-B sans
C3Nef a été décrit chez deux patients atteints de DDD198. Ces anticorps augmentent

I’activité de la C3 convertase.

2.4.3.2 Anomalies génétiques

o Les mutations de CFH et CFHR :
Les anomalies homozygotes ou hétérozygotes du FH ont été rapportées chez 12 patients
ayant une DDD, mais aussi chez des patients ayant une GNC3 ou GNMP de type [180.199-
201 | La majeure partie des mutations du FH aboutissent a des protéines tronquées ou a des
changements d’acides aminés entrainant une non excrétion ou syntheése de la protéine et
d’un déficit en facteur H290, La mutation du FH (delta K224) située dans le SCR 4 est
responsable d’un déficit fonctionnel, d’une diminution de la liaison au C3b et d’une
diminution de I’activité co-facteur du FI202. A ce jour, une seule mutation associée a une
DDD est localisée dans le SCR 20173 (R1210C). Elle a été rapportée dans le SHU atypique
et dans la DMLA et est responsable d’une diminution de la liaison du C3b au FH a la
surface des cellules?03.204, La fonction de la partie C terminale est d’assurer la régulation du
C3b a la surface des cellules endothéliales. Des mutations de cette région sont plus associées

au Syndrome Hémolytique et Urémique Atypique.
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o Les anomalies associées aux CFHR :
Les différentes anomalies génétiques dans le cluster du CFHR associées aux GNC3 sont

résumeées dans la table 1.
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Table II : Anomalies génétiques dans le cluster du CFHR associées aux GNC3

Maladie A’n o’n}ahes Type d € Cons?quences Prévalence Références
génétiques mutation fonctionnelles
Mutant FHR] ~ Competition .
GNC3 Dup CFHR1 avec ave(? FH pour Rare Abarr.ategul
SCR123412345 la liaison au -garido >2
C3b
Protéine Compétition
CFHR3 hybride avec FH pour
GNC3 CFHRI1 contenant la liaison 4 la Rare Malik 205
Gene Hybride SCR1-2 de C3 convertase
CFHR3 suivi
de CFHR1
CFLRS Compétition ‘
Néphropathie Dup CFHRS Mutant FHRS ave(f FH pour Plusieurs Gale 206
avec SCR la liaison au cas
12123456789 C3b

La « CFHR 5 nephropathie » :
La CFHRS nephropathie est une forme de GNC3 a transmission autosomique dominante qui
touche des patients d’origine chypriotes. Les patients se présentent avec des hématuries
macroscopiques survenant au cours d’infections rhinopharyngées, ce qui s’apparente a une
présentation de néphropathie a IgA. Les Iésions histologiques associent des dépdts sous
endothéliaux et mésangiaux, associés a des dépots de C3. La moitié des patients progressent
vers D’insuffisance rénale chronique au dela de 50 ans 207. Les patients ont un C3
plasmatique normal. L’anomalie est une duplication des SCRs 1 et 2. La protéine CFHRS

mutée lie moins le C3b membranaire que le CFHRS non muté 206,

Une autre anomalie de CFHRS5 a récemment été rapportée, associée a une
glomérulonéphrite post-streptococcique infectieuse. L’anomalie génétique est une insertion

d’un nucléotide dans I’exon 4 du CFHRS a I’origine d’un codon stop prématuré208.
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L’hybride CFHR3-CFHR1 a été identifi¢é dans une famille ou 8 individus étaient
atteints d’une glomérulonéphrite membrano-proliférative. La protéine hybride comprend les
deux premiers SCR de CFHR3 et les 5 SCR du CFHRI1 et est responsable d’une

dérégulation de la voie alterne complément>>.

La duplication du SCR1-4 du CFHR1 a également été identifiée dans une forme

familiale de GNC356.

o Mutation des composants de la C3 convertase du C3:
Une mutation du C320° (923 del DG) a été identifiée dans une famille espagnole, les
patients avaient une DDD, un C3 plasmatique était normal dans toute la famille. Il a été
démontré que la protéine C3 mutée peut former une C3 convertase, et n’est pas régulée en
phase fluide par le Facteur H. Cette protéine mutée ne peut pas €étre un substrat des C3
convertases. Seul le C3 non muté est clivé. Cette observation illustre que la DDD est
secondaire a une activation excessive de I’activation en phase fluide du complément. Ces
données illustrent la nécessité de rechercher les conséquences fonctionnelles des mutations,

car dans ce cas, I’administration de FH ne serait pas utile.

o Mutations des régulateurs de la voie alterne du complément FI, MCP :
Plus rarement, des mutations de CFI et MCP sont décrites. Dans une large cohorte francaise
de patients (n=134) atteints de GNC3, DDD et GNMP de type I, les anomalies génétiques
affectant des protéines de régulations du complément le FH, le facteur I et le MCP ont été
recherchées et retrouvées dans 18% des cas. Les mutations du CFH , CFI et MCP ont été

retrouvées dans 17 (12.7%), 6 (4.5%), et 1(0.7%) cas.
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o Variants de CFH et C3 :

Récemment I’équipe de R. Smith a étudié¢ I'influence de variants génétiques dans la
prédisposition a la DDD. Quatre variants du CFH et de C3 semblent augmenter le risque de
développer la maladie : les variants 402 H et V62 de CFH et R102 et L 314 de C3. La
combinaison des variants CFH 402H x CFH V62 x C3 314L (H x V x L) est associée a un
risque 4 fois supérieur de présenter une DDD. La fréquence dans les populations étudiées

passant de 7% chez les controles a 18% dans la population de patients 210,

Figure 6 : Anomalies génétiques et acquises associées aux GNMP médiées par le
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2.5 Corrélation entre le phénotype et le génotype

Tres peu d’études récentes sont disponibles sur le pronostic rénal en fonction des anomalies
génétiques et la consommation de C3, les résultats sont contradictoires. En 1977, une large
étude (n=112 cas) de patients atteints de MPGN, montrait que plus de 50% d’entre eux
avaient un C3 bas. Ni le type histologique, ni le C3 bas influencaient le pronostic rénal, mais
celui-ci était corrélé a I’insuffisance rénale et au syndrome néphrotique. Servais et al en
2012 sur une large série de patients (n=134) n’ont également pas trouvé de corrélation entre
la sévérité de D’atteinte rénale et le C3 bas. La présence d’un C3 Nef ou d’anomalies
génétiques ne modifiaient pas le pronosticl’3. En revanche plusieurs autres études montrent
que le C3 bas est associé a une moins bonne survie rénale?11-213, Ces études sont
rétrospectives, le C3 peut-étre fluctuant, le C3 Nef n’est pas toujours associé a une baisse du
C3. Quelle que que soit I’étiologie de la GNMP, le pronostic est sombre puisque 10 ans

apres le diagnostic, 50% des patients développent une insuffisance rénale terminale.

2.6 Les traitements

Les publications sur les traitements sont limitées et il est difficile de conclure sur les
résultats de ces derniers, car les patients traités ont trés souvent des pathologies tres
hétérogenes (GNMP avec dépdts de complexe immun, GNMP dues a d’autres pathologies).
Le blocage du systeme rénine-angiotensine peut améliorer la survie rénale comme dans
d’autres néphropathies glomérulaires214.

Les traitements immunosuppresseurs pourraient étre utiles pour préserver la fonction rénale,
en particulier chez les patients qui ont un C3 Nef 175 mais ils ne sont pas toujours
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Les corticoides semblent plus efficaces chez I’enfant que chez I’adulte?17-219,

Les expériences d’utilisation de la plasmathérapie sont limitées et les résultats mitigés. Deux
jumelles ayant une DDD et un déficit en FH ont été traités avec succeés?02220  ce qui n’est
pas toujours le cas.

L’expérience d’utilisation de I’Eculizumab est limitée pour le moment et les résultats sont
plus aléatoires que dans le SHU atypique. La présence d’une prolifération endo et extra
capillaire ainsi que le sC5b9 élevé sembleraient associés a une bonne réponse a I’anti-
(C5216218,221,222 223 (QQuelques patients biopsiés a distance de I’utilisation de I’Eculizumab ont
une majoration de la fibrose et la présence d’ IgG kappa qui colocalise avec le C3 et CS,
suggerant I’accumulation de I’Eculizumab dans le rein.

Compte-tenu des étiologies treés variées et des présentations cliniques et histologiques
hétérogenes, les indications de traitement restent a mieux définir et a adapter

individuellement.
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Chapitre 3 : Récidives en post-transplantation

Durant ces 20 derniéres années, la survie des greffons en post transplantation rénale a court
et long terme s’est nettement améliorée avec une baisse nette des rejets aigus, une meilleure
prévention des infections virales?24. L’enjeu de la transplantation est 1’amélioration de la
survie des greffons. Les causes de pertes de greffons aprés 10 ans sont respectivement, par
ordre de fréquence, le rejet chronique, le déces avec un greffon fonctionnel a 10 ans, et la
récidive de la néphropathiel61.225226 [ ’incidence et la gravit¢ des récidives des
néphropathies en post transplantation rénale sont trés variables selon le type.

Le Syndrome hémolytique et urémique atypique et les GNMP sont deux pathologies
associées a une dérégulation du compément qui récidivent apres la transplantation rénale.
Seront traitées dans ce chapitre, les récidives du SHU atypique et de la GNMP ainsi que les

anomalies du complément en transplantation

1 Récidive de SHU atypique

Le diagnostic de SHU atypique :

En post transplantation rénale, la survenue d’une microangiopathie thrombotique associant
une anémie hémolytique mécanique, une thrombopénie, une insuffisance rénale avec des
signes histologiques de MAT peut étre due a une récidive de SHU atypique ou a un SHU ou

encore une MAT de novo, survenant lorsque la maladie initiale n’est pas un SHU.
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En effet, le SHU typique secondaire a une infection a un Escherichia coli ne récidive jamais
apres transplantation (<1%)227. Si c’est le cas, une étiologie et notamment une anomalie du
complément est a rechercher?28,

Dans 60 a 70% des cas de SHU atypiques, les patients ont une anomalie génétique de la voie
alterne du complément. Les récidives en cas de SHU atypique sont fréquentes, elles sont
estimées entre 40 et 60% des cas?2229 230 et sont responsables d’une perte importante de
greffon. Soixante pourcent des patients ayant une récidive de SHU post-transplantation

perdent leur greffon®2.229 230,231,

L’enjeu majeur est de définir le risque de récidive en pré-transplantation. Les patients ayant
une anomalie génétique dans un gene codant pour une protéine plasmatique (FH, FI, C3,
FB) serait plus a risque de récidive. En effet, les cases report et séries 92231 rapportent un
taux de récidive chez les porteurs de mutation du CFH de 70%, allant de 40% lorsque les
mutations sont situées dans la partie N terminale a 80% lorsque celles-ci sont dans la partie
C terminale!#®. Les patients porteurs d’une mutation de CFI ont également un risque trés
important de perte de greffon102121. En revanche les patients ayant une mutation de MCP,
protéine membanaire apportée par le greffon ont un risque évalué a moins de 20%°2231 .
Seules deux récidives ont été rapportées?32233. Un seul patient ayant une mutation de la
thrombomoduline a récidivé 195 en sachant que le nombre de patients ayant une mutation est
limité. Les patients porteurs de mutations de C3 et de B, ont, apres transplantation rénale un

taux trés important de récidive 127 100 99 94,
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Diagnostic différentiel : SHU de novo

Le SHU de novo est retrouvé dans 1 a 10% des cas et survient le plus souvent tres
rapidement apres la transplantation rénale. L’incidence est variable en fonction de la
maniere dont est pos¢ le diagnostic, celui-ci est établi soit par une biopsie protocole (biopsie
systématiquement faite apres la transplantation), soit sur des signes biologiques de MAT.
Cette incidence varie alors de 15% a 1% 234 235 236, [ es étiologies associées au SHU de novo
post-transplantation sont 1’ischemie-reperfusion, le traitement immunosuppresseur (les
inhibiteurs de m-Tor, les anticalcineurines), les infections virales (CMV, BK, parvovirus
B19), le rejet humoral médié par les anticorps anti HLA. La responsabilité de ces facteurs
dans le risque de récidive n’est pas évaluée en post-transplantation chez les patients ayant un
SHU atypique. Pour complexifier le probleme, dans une cohorte de patient ayant une MAT
de novo post-transplantation, nous avons montré que 7 des 24 patients (29%) avaient une
mutation dans le Facteur CFH ou CFI alors que plus de 60% des patients avaient un
diagnostic connu autre qu’un SHU atypique en pré-transplantation 237.

Le génome du donneur peut également jouer un role dans le risque de récidive. L ensemble
des protéines de régulation membranaire du complément (MCP, THBD) sont synthétisées
par les cellules endothéliales. Si le donneur est porteur d’un polymorphisme ou d’une
mutation d’un geéne codant pour une proteine membranaire, il peut étre responsable d’un

défaut de protection des cellules endothéliales et d’une récidive en post transplantation.

Les questions posées en post TR qui restent en suspens :
- L’influence du patrimoine génétique du donneur sur le risque de récidive.
- L’impact des différentes mutations et des polymorphismes principalement celui de FH

sur le risque de récidive.
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- Les triggers ont-ils la méme influence sur le risque de survenue de la MAT de novo que
sur celui d’une récidive de SHU
- La dérégulation de la voie alterne du complément influence-t-elle le risque de rejet

humoral ? Quelle immunosuppression doit-on donner aux patients ?

2 Les récidives de GNMP

La récidive des glomérulonéphrites est une cause de perte de greffon 225 161, Le nombre
d’études disponibles concernant les GNMP est limité et résumé dans la Table A 238, 239, 240,
241

En ce qui concerne les GNMP de type I/IlI, les récidives varient entre 10 et 49% . Elles
peuvent étre diagnostiquées de fagon systématique par des biopsies de protocoles 239 ou sur
un point d’appel, une protéinurie, hématurie, syndrome néphrotique ou insuffisance rénale
faisant réaliser une biopsie rénale. La sévérité du tableau clinique est corrélée a la sévérité
des 1ésions histologique?3?. La survenue des récidives est le plus souvent précoce puisque
qu’elles surviennent en moyenne dans les trois premiers mois de la transplantation rénale
240 Les facteurs de risque associés a la récidive sont 1’age précoce de survenue de la maladie
initiale, la présence d’une gammapathie monoclonale, la présence d’un C3/C4 bas et la
présence de croissants et de prolifération mésangiale a la biopsie rénale 239 240,

Le C3 bas reste un facteur de gravité trés controversé car il n’est pas toujours associé a un
risque de récidive ou a une diminution de la survie rénale chez les patients ayant une
GNMP173, Les facteurs de mauvais pronostic et de risque de perte de greffon, chez des

patients transplantés pour une GNMP sont 1’dge jeune au moment du diagnostic, le
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syndrome néphrotique, la présence de croissants sur la biopsie initiale, la prolifération

mésangiale et fibrose interstitielle sur le transplant239.

Concernant les DDD, la fréquence des récidives varient de 40 a 100% selon la réalisation ou
non de la ponction de biopsie rénale systématique apres la transplantation rénale. L’analyse
de 19 publications de 1979 a 1990 chez des patients transplantés rénaux pour une DDD
montre que sur 115 patients transplantés, 65 (55%) patients ont eu une récidive clinique, 113
(95%) ont une récidive histologique et 16 (26%) ont perdu leur greffon de récidive. Ces
données sont confirmées et identiques 30 ans plus tard (Table A) 238 241 [es récidives en
post-transplantation sont trés précoces et surviennent en moyenne dans les deux mois qui
suivent la transplantation. Dans ce registre pédiatrique Nord Américain, aucune corrélation
n’a été retrouvée entre les données cliniques pré-transplantation, le niveau de C3
plasmatique et la survenue d’une récidive post-transplantation 238, La survie des greffons
dans cette étude était de 50% a 5 ans, chez les patients ayant une DDD vs 75% pour
I’ensemble de la cohorte du registre pédiatrique américaine. Les facteurs associés a la perte
de greffon sont la protéinurie glomérulaire et la présence de croissants a la biopsie rénale, la
prolifération mésangiale. Dans cette étude, les patients greffés avec un donneur vivant
avaient une survie rénale nettement meilleure que les patients transplantés avec un rein de

cadavre.

Trés peu de données sont disponibles sur les glomérulonéphrites & dépots isolés de C3 entité
récemment décrite un travail publié par Aude Servais qui retrouvait 60% de récidives
(6/10)173.

Un cas de récidive sévere de CFHRS néphropathie a été rapporté chez un patient chypriote a

6 semaines de la transplantation 242,
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Concernant le risque de récidive sur le deuxieme greffon, lorsque les patients ont perdu le
premier de récidive, trés peu de données sont disponibles dans la littérature. Une étude
mentionne que 4 des 5 patients ayant recu un deuxiéme greffon apres avoir perdu le premier
de récidive ont récidivé sur le deuxieme greffon?4l. De méme, la greffe a partir d’un
donneur vivant reste controversé, en revanche il y a trés peu de données publiées pour étayer

cette contre-indication a la transplantation.

Traitement :

En post-transplantation, le traitement anti-protéinurique (IEC, ARAp) est également la
premicre ligne de traitement lorsque les patients n’ont pas d’insuffisance rénale et une
protéinurie minime. S’il existe un syndrome néphrotique, une insuffisance rénale, différents
traitements ont été essayés, la corticothérapie a fortes doses, la plasmathérapie, et plus
récemment Eculizumab. Une récidive grave d’une deuxieéme transplantation rénale,
récemment traitée pas anti-CD20 et plasmathérapie a permis une régression de la maladie.
Un autre patient a été traité pour une récidive sévere de DDD sur le transplant par
Eculizumab et le traitement aprés échec des corticoides a 1mg/kg/j, la plasmathérapie et le

rituximab ont permis une nette amélioration de la fonction rénale 221,

Les problémes posés en post transplantation :

Tres peu de données sont disponibles et les données trés souvent anciennes regroupent les
GNMP primitives et secondaires, les différents types de GNMP. La nouvelle classification
récemment publiée a I’avantage de séparer les GNC3 des GNMP a dépots de complexe

immuns.
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L’évolution en post-transplantation est trés variable, allant de I’absence de récidive, a la
récidive histologique isolée diagnostiquée a la ponction biopsie systématique, a la récidive
clinique peu sévere, ou sévere responsabe de la perte de greffon.

Actuellement aucun marqueur prédictif de sévérité de la récidive et de perte de greffon n’est
disponible. L’évolution de la consommation de la voie alterne du complément et du C3 Nef
en pré et post transplantation n’a pas non plus été évaluée.

I1 parait donc essentiel avant de définir des protocoles thérapeutiques et de mieux classer les

patients en fonction de leur risque de récidive, si possible.

Table A : GNMP en post-transplantation : récidives et perte de greffon

Récidives (%) Perte de greffon/récidive (%)

Références  Patients (n)

Type I/IIT

Type II Type I/IIT Type 11

Braun ** 29 - 50 - 30
Andresdottir **' 11 - 100 - 33
Lorenz”™ 29 42 - 17 -
Briganti’” 88 10 - 14 -
Littie®” 70 49 - 50 -
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Objectifs du travail

La survie des greffons en post-transplantation rénale a court terme s’est nettement améliorée

. . . . , . . . . 224
avec une baisse nette des rejets aigus et une meilleure prévention des infections virales™".
Les enjeux de la transplantation sont d’améliorer la survie au long cours des greffons. Les
causes de perte de greffons apres 10 ans sont respectivement dans 1’ordre, le rejet chronique,

le décés avec un greffon fonctionnel a 10 ans, et la récidive de la néphropathie initiale'®'***

26 Le SHU atypique et les glomérulonéphrites 4 C3 sont deux pathologies qui récidivent
fréquemment apres la transplantation rénale et sont responsables de la diminution de la

- S 225
survie de la transplantation rénale .

A partir de deux larges cohortes de patients que j’ai constituées issues des centres Francais
de transplantation rénale, j’ai déterminé les facteurs du complément prédisposant a la
récidive et a la sévérit¢ de la maladie. Les évolutions de ces pathologies en post-
transplantation sont trés différentes. Ce travail a pour objectif de mettre en place des

traitements adaptés prophylactiques afin d’éviter la récidive et la perte de greffon.
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Résultats

1 SHU atypique - Complément dépendant: Etude en post-

transplantation rénale

1.1 Contexte-objectif de I’étude

Plus de 60% des patients atteints de SHU atypique (SHUa) développent une insuffisance
rénale terminale et un certain nombre d’entre eux ont bénéfici¢ d’une transplantation rénale.
La récidive du SHU atypique en post-transplantation est la premicre cause de perte du
greffon. Il est donc essentiel de définir les facteurs de risque de récidive afin de mettre en
place une thérapeutique adaptée. Le dépistage des anomalies de la voie alterne du
complément et surtout la caractérisation de leurs conséquences fonctionnelles sont un des

enjeux pour définir ce risque.

Les deux objectifs de ce travail sont, a partir d’'une large cohorte de patients transplantés
pour un SHU atypique :
* |’¢tude des facteurs de risque de récidive et plus particulierement ceux liés a des
anomalies du complément,

* la caractérisation des anomalies génétiques de la voie alterne du complément.
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1.2 Cohorte

Il s’agit d’une étude rétrospective multicentrique frangaise qui regroupe une large cohorte de
patients transplantés rénaux pour un syndrome hémolytique et urémique atypique. Les sujets
inclus dans cette étude étaient des patients de plus de 18 ans, ayant eu un SHU atypique et
ayant bénéfici¢ d’une transplantation rénale entre janvier 1995 et décembre 2009. Tous les
patients ont bénéficié d’une étude génétique complete des anomalies du complément. Les
criteres d’exclusion concernaient les patients perdus de vue, ceux ayant eu un SHU typique,
un déficit en ADAMTS 13, un SHU secondaire a un cancer ou une maladie auto-immune.
Le dernier suivi a été effectué en juin 2010. Soixante six patients ont été sélectionnés dans
I’étude, 9 ont été exclus car ils ont été perdus de vue. Cinquante sept patients ayant recus 72
transplantations ont finalement été inclus. Quarante trois patients ont été transplantés une
seule fois, 14 ont été transplantés deux fois. Quarante huit des 57 patients (87%) étaient des
femmes. Deux membres d’une méme famille ont été¢ inclus. La moyenne d’age au moment
de la premiere poussée de SHU, de I’insuffisance rénale terminale et de la transplantation
rénale était respectivement de 32, 34 et 38 ans. Les caractéristiques de la transplantation et
du traitement immunosuppresseur donné sont résumées dans le tableau ci-dessous (7Table
1Il). La survie du greffon est l’intervalle de temps (en mois) entre la date de la
transplantation rénale et la date du retour en hémodialyse. Le diagnostic de récidive
correspond a la présence de microangiopathie thrombotique dans les artérioles et glomérules
dans le greffon survenant aprés la transplantation rénale. Le délai de récidive correspond a
I’intervalle de temps qui sépare la transplantation rénale du diagnostic de récidive (en mois).
Le rejet est diagnostiqué par la biopsie rénale selon les critéres définis par la classification

de Banft.
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Table III : Caractéristiques de la greffe et des traitements immunosuppresseurs

Greffons N=T1
% de donneurs décédés (n/total) 95 (68/71)
Rang de transplantation rénale >1 (%), (n/total) 25 (18/71)
Age donneur (médiane) [années] 44 (15-73)
Nombre d‘incompatibilités HLA (moyenne + DS) 32+1.2
Nombre d‘ incompatibilités DR (moyenne DR + DS) 1.2+0.8
Durée ischémie froide (médiane, IC) [heures] 20 (4-39)
% de traitement d’induction (n/total) 98 (66/67)
% Thymoglobuline (n/total) 75 (50/66)
% Antagoniste du R-IL2 (n/total) 25 (16/66)
Traitement immunosuppresseurs
% Anti-calcineurines (n/total) 84 (57/68)
% Tacrolimus (n/total) 77 (44/57)
% Cyclosporine (n/total) 23 (13/57)
% Inhibiteur de m-TOR (n/total) 16 (11/68)
% Retard de reprise de fonction (n/total) 14 (9/66)
% Plasmathérapie prophylactique (n/total) 13 (9/70)
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1.3 Survie des greffons et recidives

La survie des greffons a un et cinq ans est de 76% et 51% respectivement (Fig 7). La survie
du greffon est significativement moins bonne chez les patients ayant une récidive comparée
aux patients n’ayant pas de récidive ; elle est respectivement de 44+7% et 74+5% a un an et
de 29+7% et 70+8% a 5 ans selon que les patients aient ou non une récidive. La récidive est
le facteur de risque majeur de perte de greffon dans cette population (p=0.002) (HR:
3,7 (1,99-6,89) (Fig 8). Quarante trois pourcent (19/44) des récidives surviennent a un mois,
60% (26/44) a 3 mois et 70% (31/44) a un an (Fig 9). Huit des quatorze patients transplantés
pour la deuxiéme fois ont perdu leur greffon, six d’une récidive de SHU atypique, un d’une
thrombose de la veine rénale et un est décédé d’un infarctus du myocarde avec un greffon
fonctionnel. En analyse multivariée, le retard de reprise de fonction (RR=2,6(1,05-6,45);
p=0.04) et la récidive (RR=9,07(2,08-39,2); p=0,001) sont les facteurs de risque de perte de

greffon.
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Figure 7 : Survie des greffons chez des patients ayant un SHU atypique (méthode de

Kaplan Meier).

La moyenne de survie des greffons est de 61 mois.
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Figure 8 : Survie des greffons apreés transplantation rénale en fonction de la survenue

d’une récidive (Kaplan-Meier) (p =0.0001, log rank)
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1.4 Anomalies de la voie alterne du complement

Tous les patients ont bénéficié d’un dosage des protéines du complément et d’une recherche
d’anomalies génétiques sur les génes codant pour les six facteurs de susceptibilité identifiés

dans le SHU atypique (Facteur H, Facteur I, MCP, C3, CFB et Thrombomoduline).

1.4.1 Les dosages des protéines plasmatiques du complément

Les prélévements pour le dosage des protéines plasmatiques du complément sont effectués
sur du plasma EDTA. L’EDTA permet de chélater le calcium et le magnésium des ions
nécessaires a [’activation de la voie classique et alterne du complément empéchant
’activation des protéines du complément « in vitro ». Les dosages du C3, C4 et facteur B
sont effectués par néphélométrie. Le dosage plasmatique de CFH et CFI se fait par une
technique ELISA. La quantification de I’expression membranaire de la MCP est effectuée
sur les granulocytes du sang périphérique, par cytométrie en flux a 1’aide d’anticorps anti-
CDA46 couplés a la phycoerythrine (PE).

Ces dosages permettent un dépistage rapide d’une consommation des protéines plasmatiques
par la voie alterne du complément (C3 bas avec un C4 normal, parfois associé a une baisse
du FB) et la mise en évidence d’un déficit quantitatif des protéines de régulation (FH, FI,

MCP).

Dix huit patients (33%) ont un dosage plasmatique de C3 inférieur a la normale (<660mg/1).
Le dosage de C4 plasmatique est normal chez tous les patients. Le facteur H plasmatique est
diminué chez 7 patients. Le facteur I est bas chez 2 patients et ’expression du MCP a la

membrane est abaissée chez un patient.
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La diminution des protéines de régulation (FH, FI) inférieure a 60% de la normale permet de

suspecter une mutation de type I entrainant un déficit de synthése.

Un dosage normal des protéines plasmatiques du complément n’élimine pas un déficit
fonctionnel. Il est nécessaire de faire une étude génétique quelque soit le résultat des
dosages plasmatiques. Tous les genes d’intérét CFH, CFI, MCP, C3, FB, THBD doivent étre

analysés afin de rechercher la présence de mutations combinées.

1.4.2 Anomalies génétiques : mutations des protéines de régulations, des composants de la

C3 convertase et polymorphisme du CFH

Une mutation des protéines du complément est retrouvée chez 39 des 57 patients (68%)
(Table IV). Vingt patients ont une mutation de CFH identifiée, soit 35% (20/57) des patients
de la cohorte. Soixante dix pourcent (14/20) des mutations de CFH sont diagnostiquées par
séquence direct du gene (23 exons) et 30% (6/20) par une technique MLPA (multiplex
ligation-dependent probe amplification). Sept des 20 patients (35%) ayant une mutation de
CFH ont un facteur H plasmatique diminué. Treize (65%) patients ont un facteur H
plasmatique normal. Toutes les mutations du facteur H identifié¢es sont hétérozygotes.

La fréquence des mutations de CFI, MCP, C3 et FB sont respectivement de 21%(n=12),
8%(n=5), 7% (n=4) et 3% (n=2). Quatre patients (7%) ont des mutations combinées. Dans
cette étude, deux membres d’une méme famille ont été inclus, I'un d’entre eux a une
mutation du CFH et MCP et I’autre porte en plus une troisiéme mutation sur le gene de CFI.
Deux autres patients ont respectivement une mutation de CFI et CFB et 1’autre du MCP et

CFI. Aucune mutation de la Thrombomoduline (THBD) n’a été retrouvée. Deux patients
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sont porteurs d’un variant rare A43T de la Thrombomoduline, associé pour un patient a une
mutation du géne du C3 (R570Q) et pour un autre a une mutation du géne du CFH (C864S).
Trente deux pourcent (18/57) des patients n’ont pas de mutation identifiée dans 1’ensemble
des génes analysés CFH, CFI, MCP, C3, FB. L’haplotype de CFH a risque pour le SHU
atypique (gtgt) a été recherché chez tous les patients et est présent sous la forme
homozygote dans 23% (13/57). Parmi les 18 patients transplantés pour un SHU atypique et
n’ayant pas de mutation identifiée, un tiers (6/18) est porteur de I’haplotype homozygote du

CFH a risque.
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Table IV : Mutations et haplotype gtgt de CFH dans la cohorte de patients.

Anomalies génétiques ou acquises

Patients (n=57)

n %
Mutations 39 68
CFH 18 31.6
CFI 9 16.0
MCP 3 5.5
C3 4 7.0
CFB 1 1.8
THBD 0 0
Mutations combinées 4 7.0
Aucune mutation 18 32
Haplotype a risque “gtgt” homozygote CFH - 12 66.5
Haplotype a risque “gtgt” homozygote CFH+ 6 33.5
Ac anti-CFH 0 0

Mutations combinées : Présence de plus d’une mutation chez le méme patient.
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1.4.2.1 Facteur H : Mutations et recombinaison homologues non alléliques

- diagnostic par séquencage direct

Soixante dix pourcent (14/20) des mutations du facteur H sont diagnostiquées par un
séquencage direct (figure 10).Trente cinq pourcent (7/18) sont des mutations responsables
d’un déficit quantitatif en FH (le dosage plasmatique du FH est inférieur a 60%). Elles sont
localisées sur tous les exons du gene. Les mutations 040X, L578X, Lys1065Stop, dues a des
substitutions de bases d’ADN a I’origine d’un codon stop entrainent 1’arrét prématuré de la
synthése de la protéine. Les mutations C564P ou C864S entrainent un changement d’une
cystéine par une proline ou une sérine. Les cystéines sont impliquées dans le maintien des
ponts disulfure entre les SCR et permettent a la protéine d’avoir une bonne conformation.
Ces mutations sont responsables de ’absence de synthése de la protéine, de sa dégradation
rapide en intracellulaire ou de de la non excrétion de la protéine a I’extérieur de la cellule.
Le changement IVS21 +1 est localisé en intronique et entraine vraisemblablement un défaut
de I’épissage entre les exons 21 et 22 du geéne de CFH.

Trente cinq pourcent (7/18) sont des mutations de type II, responsables d’un déficit
fonctionnel en facteur H. La protéine circule mais elle n’est pas fonctionnelle. La
localisation des mutations se situe soit dans sa partie N terminale du Facteur H (SCR 1-4)
(dans un domaine de liaison au C3b) soit dans la partie C terminale (dans les domaines de
liaison SCR19-20) permettant la liaison du facteur H au C3b et aux surfaces (Figure 11 et

12).
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Figure 11: Représentation schématique des différentes mutations du FH.

IVS 21+1
i - -
Q40X G218E C564P

C3b/C3b|/C3d/GAG

- DO000HEPIRHERARR D =

M162V L578X €864S Lys1066Stop
A161S

V1197A
R1210C
Y1177C
S1191L

En rouge, sont représentées les mutations du CFH responsables d’un déficit quantitatif et en
noir sont représentées les mutations responsables d’un déficit fonctionnel.
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Figure 12 : Localisation des mutations du CFH de type II sur le Complexe C3b/C3d-

FH.

Mutations FH 1-4

Mutations FH 19-20

Y1177C

S$1191L

Les mutations sont représentées en rouge, le C3b et la partie C3d du C3b en gris et le facteur
H en bleu.
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-Recombinaison homologue non alléligue

Le géne FH est situé¢ dans le locus RCA (Regulator of Complement activation) sur le
chromosome 1, a proximité des génes codant pour des protéines appelées les CFHR, des
protéines ayant une grande homologie avec le FH (Fig 13). Des études comparatives ont
permis de mettre en évidence des homologies de 100% entre le SCR 18 et 19 du FH et le
SCR 3 et 4 du CFHRI, I’homologie est de 98% entre le SCR 20 du FH et le SCR 5 du
CFHR1 puisqu’ils ne différent que de deux acides aminés (Fig /4). Cette grande similitude
entre ces deux génes (CFH et CFHR1) peut aboutir a des recombinaisons homologues non

alléliques (Figure 14).

Six des patients de la cohorte ont des réarrangements affectant la partie C terminale du FH.

Deux patients ont une recombinaison aboutissant a la perte du SCR20 remplacé par le SCRS

du CFHRI1 (Figure 7) et mise en évidence par la MLPA (Figure 15).

Figure 13 : Représentation schématique des exons du Facteur H et des CFHR dans le

locus RCA. Les séquences présentant de grandes homologies sont representées avec des

couleurs identiques 111

CFHR3 CFHR1 CFHR4 CFHR2 CFHRS

[l |E1 I lIIIWI lu_l NI TTHTN
A c’ D" B* D”

B A’ Cc D B’ A"

—_—

50 kb
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Figure 14 : Recombinaison homologue non allélique entre le CFH et CFHRI1

aboutissant a la formation d’un géne hybride CFH/CFHRI1.

Représentation schématique du mécanisme de recombinaison.

CFH CFHR3 CFHR1 CFHR4

* CFH CFHR4
—)
L

CFH CFHR3 CFHR1 CFHR4

— Ser1191
— Val 1197

il 00000 0000000800000

36% 45%

100% 100% 98%
- 00 T — @

06¢ N1 —
96T eIV T

weride @ADL (el X@E

Au cours de la méiose, il existe un appariement entre deux séquences homologues de tailles

variables entre I’exon 23 du Facteur H (codant pour le SCR20 du Facteur H) et I’exon 6 de

CFHR1 (codant pour le SCRS) entrainant la perte d’informations genétiques ou des

recombinaisons entre deux séquences homologues.

Ces mécanismes entrainent la production d’une protéine CFH circulante contenant deux

substitutions au niveau du SCR20 en positon 1191 et 1197
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Figure 15: Diagnostic de recombinaison aboutissant a un « gene Hybride

CFH/CFHR1» par Multiplex ligand probe protein (MLPA)

Réarrangement responsable de la perte du SCR20 du facteur H, de CFHR3 et des cinq
premiers exons de CFHR1. Le CFH a 23 exons et le CFHR1 a 6 exons.

Les sondes se fixent sur deux copies de I’exon 18 de CFH et de I’exon 6 de CFHRI1. A
I’inverse une copie d’ADN est détectée par les sondes localiséees entre I’exon 23 codant
pour le SCR20 du Facteur H et I’exon 5 de CFHRI.

CFH CFHR3 CFHR1 CFHR2

= 20l 21 H H IEHZHE-E'-- 1 3 5 64110|2
1 I L Y L Y W TV O

Hybride

2 ] oo0oee0

1 eo0000000000000

Deux patients ont des réarrangements complexes responsables d’un remplacement de 1’exon
5 et 6 du CFHRI par ’exon 22 et 23 du CFH. Ceci est appelé I’ « Hybride reverse ». La
protéine CFHR1 mutée devient hyperactive, capable de se lier plus efficacement que le
Facteur H a ses ligands. Deux autres patients ont des réarrangements complexes non

identifiés (manuscrit en préparation, V Fremeaux-Bacchi et al).
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1.4.2.2 Mutations de CFI et MCP

-Mutation du FI

Douze patients (23%) sont porteurs d’une mutation dans le géne de CFI (figure 16). Trois
mutations sont retrouvées chez deux patients. Ces mutations sont toutes hétérozygotes
exceptée une, responsable d’un déficit complet en CFI (pl416L). Onze des douze mutations
sont des mutations « missenses » correspondant au changement d’un acide aminé. Un
patient a une délétion responsable d’un décalage du cadre de lecture entrainant 1’apparition
d’un codon stop (c.784delA). Quatre des 12 mutations sont responsables d’un déficit
quantitatif en FI.

Huit patients ont des dosages de FI normaux. Les conséquences fonctionnelles des
mutations de type II (H118R, G162A, 1306S, G261A) sont inconnues. Neufs patients ont
soit une mutation sur un autre gene (n=4), soit un haplotype du CFH a risque (n=3) ou une
délétion homozygote de CFHRI1/CFHR3 (n=3). Les anomalies retrouvées et leur

imputabilité dans le SHU sont répertoriées dans la Table V.
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Figure 16 : Mutations schématiques dans les différents domaines de CFI

Les mutations notées en rouge sont responsables d’un déficit plasmatique. > : deux
patients sont porteurs de la méme mutation. § patients porteurs de I'haplotype a
risque du CFH, < patients ayant autre mutation associée, ® patients porteurs d’une

délétion CFHR1 associée.

Serine Protéase

1306S° T459S‘E‘

c784delA¥  P553S7

G261A° A474X§
1416L%8°

Localisation des mutations du CFI de type I et Il sur le FI.

1 domaine
\ Sérine Protéase

G261D

en rouge : mutations de type II
en bleu : mutations de type |
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-Mutations du MCP :

Cinq patients ont des mutations dans le géne du MCP. Deux patients ont une méme mutation
R29X combinée pour ’'un a une mutation du CFI et pour I’autre, a une mutation CFH et
CFI. Cette mutation est responsable d’un déficit quantitatif en MCP se traduisant par une
diminution d’expression a la surface membranaire. Deux patients ont une mutation de 2
nucléotides apres la fin de la région codant pour I’exon 2 (IVS 2+2 T>QG). Cette mutation

induit un saut d’exon entrainant I’apparition d’un codon stop prématuré 243,

Fig 17 : Représentation schématique des mutations présentes sur le MCP

T29X

IVS2+2 I>G
IVS2-2A>G
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1.4.2.3 Mutations dans les composants de la C3 convertase : C3 et FB
-Mutations du C3 :

Trois mutations de C3 ont été identifiées chez quatre patients. Trois des quatres patients
ayant une mutation de C3 ont un C3 plasmatique diminué. Deux de ces mutations, la
R592Q, RI161W sont responsables d’une diminution de la liaison au MCP et d’une
diminution de son activité cofacteur du FI qui permet de dégrader le C3b en iC3b 128

(Figure 18)(Table VI). Les conséquences fonctionnelles du 11095S ne sont pas connues a ce

jour.

Figure 18 : Localisation des mutations du C3

110958
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-Mutations du FB :

Deux patients ont une mutation du facteur B. Les deux mutations se situent dans le domaine
vWF-A, qui est le site de liaison du Facteur B sur C3b. (Figure 19). Le patient ayant la
mutation D279G a un dosage plasmatique de C3 effondré. Cette mutation a comme
conséquence fonctionnelle une augmentation de la liaison de C3b au Facteur B(7able VI).

Aucune conséquence fonctionnelle n’a été identifiée pour la seconde mutation V4551.

Figure 19 : Représentation schématique du Facteur B et des deux mutations du géne

CFB
[ CCP1 I CCP2 I CCP3 ]—[ Von Willebrand — type A domain ]—[ Serine Protease domain ]
I
A279G
VA455]

Représentation des mutations de FB sur le C3b.

domaine S
Sérine Protéase _
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Table V: Conséquences fonctionnelles des mutations retrouvées du FI et MCP et

description dans la littérature.

Mutations Type | Localisation Cons?quences Références
fonctionnelles
FI
p.Cys43Phe I Déficit quantitatif Bienaime'*
p.H118R II Domaine CD5 Non connue Bienaime'*
p.G162Asp II Domaine CD5 Non connue Sullivan ***
c.784delA; s o .. 1!
p.G243£sX46 I Déficit quantitatif Bienaime
. . Nilsson**
p.Gly261Asp I Pas de défaut de, function Kavanaghloz
retrouve 122
Bienaime
p.Ile 306Ser II LDLr domain Non connue Bienaime '*
Sellier-
p.lle 416Leu I SP domain Deficit total en FI Leclerc'*
Bienaime'*
Fremeaux-
p-Argd74X I SP domain Déficit quantitatif Bacchi'?!
Bienaime'*
Tyr459Ser II SP domain Non connue Bienaime'?
p.Pro553Ser II SP domain Non connue Bienaime'*
MCP
o o Fremeaux-
p-Tyr29X | SCR1 Déficit quantitatif Bacchi®®!
o o Fremeaux-
1IVS2+2; T>G II Déficit quantitatif Bacchi?!
o o Fremeaux-
1VS2-2; A>G II Déficit quantitatif Bacchi?!
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Table VI: Conséquences fonctionnelles

des mutations retrouvées du FB et C3 et

description dans la littérature.

Mutations Type | Localisation Cons?quences Références
fonctionnelles
FB
Hyperactivation de la C3
p-Asp279Gly II vWF-A domain | convertase, Résistance ala | Roumenina '
dissociation par le FH
p.Val4551 I Aucune conséquence Marmf)z'm' etal
fonctionnelle en révision
C3
Hyperactivation de la C3 Roumenina'2*
p.-Argl61Trp II MG2 convertase, Résistance a la 203
. . Fakhouri
dissociation par le FH
Réduction de la liaison au Fremeatx-
p-Arg592Gln II MG6 MCP diminuant son activité .99
Bacchi
cofactor de FI
Fremeaux-
p.1le1095Ser II TED Non connue Bacchi®!

1.4.2.4 Haplotype a risque de CFH :

Quatre polymorphismes du FH, respectivement dans le SCR1, SCR7, SCR11, SCR16 sont

transmis en bloc et forment donc un haplotype. Six haplotypes différents sont retrouvés dans

plus de 95% de la population. Les patients ont un risque plus important de faire un SHU

atypique s’ils expriment les nucléotides gtgt sur deux alleles des variants, présents sur le

SCR1, 7, 11 et 16 du Facteur H . (figure 20). Dans notre cohorte de patients, 13 patients sont

porteurs de I’haplotype gtgt homozygote du CFH. Sept patients ont une mutation associée,

deux des trois patients sont porteurs d’une mutation de MCP, trois des patients ont une

mutation du CFI, un patient a un déficit quantitatif en H et un patient a une mutation de C3.
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Six des patients n’ont pas de mutation associée. Aucune conséquence fonctionnelle n’a été

décrite sur cet haplotype a risque.

Figure 20 : Représentation schématique de la localisation des variants de CFH qui sont

transmis en bloc formant un haplotype

Acides sialiques

HO000600800CCCCHTECLE

l L

Val62lle GIn672GIn Glu936Asp
(G257A) (A2089G) (G2881T)

His402Tyr
(T1277C)

1.5 Corrélation entre les anomalies génétiques et la survenue d’une récidive

La présence d’un C3 bas (p=0.035) et d’'une mutation (p=0.004) dans un géne codant pour
une protéine de la voie alterne du complément sont associées a une augmentation du risque
de récidive en analyse univariée. En analyse multivariée, seule la présence d’une mutation
est associée avec un risque de récidive multipliée par 4 (HR= 4.3 (1.80-10.42); p=0.001.
Afin de mieux évaluer le risque de récidive en fonction des anomalies génétiques identifiées
sur les différents genes, différents groupes ont été évalués : les patients porteurs de
mutations du CFH, des composants de la C3 convertase (C3/FB), du CFI, du
polymorphisme du CFH, des mutations combinées en prenant comme groupe contrdle les
patients n’ayant ni mutation, ni polymorphisme du CFH. Les patients ayant une mutation

gain de fonction de B ou de C3 ont été regroupés pour I’analyse (Figure 21).
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Les patients porteurs d’une mutation dans un géne codant pour FH et C3/B ont un risque de
récidive trés important multiplié par plus de 5 (HR=5,6 (2,42-13,01) ; p=0,0004) pour le
CFH et 4,9 pour le C3/B(HR=4,9(1,4-17,6) ; p=0,014) comparés aux patients n’ayant ni
mutation ni polymorphisme du CFH. Le risque de récidive des patients porteurs d’une
mutation de CFH est significativement plus élevé par rapport a celui des patients porteurs
d’une mutation du CFI (HR=3,3 (0,91-1,61); p=0,039) ou des patients porteurs de
I’haplotype du CFH sans mutation (HR=2,75 (0,57-13,21); p=0,135). Les patients ayant une
mutation du CFH avec un déficit plasmatique (n=7) n’ont pas un risque significativement
différent de récidive des patients ayant une mutation de CFH avec un déficit fonctionnel
(66% versus 88%). Tous les patients ayant une anomalie génétique dans le SCR 20 ou ayant
un géne hybride ont fait une récidive et ont perdu leur greffon. Un des trois patients ayant
une mutation du CFH de type II, dans le domaine de régulation, a fait une récidive. Deux
des trois patients porteurs d’une mutation de MCP ont eu une récidive responsable de la

perte du greffon. Ces deux patients étaient porteurs de I’haplotype homozygote de CFH.

Les patients porteurs de I’haplotype gtgt du CFH (méme si I’effectif est réduit) ont un risque
plus important de perte de greffon que les patients n’ayant ni mutation ni 1’haplotype a
risque. Le risque de récidive défini pour ce groupe de patient n’est pas statistiquement
différent ni de celui des patients ayant une mutation du Facteur I, ni de celui des patients

n’ayant pas de mutation.
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Figure 21 : Survie des greffons sans récidive en fonction des différentes mutations et

polymorphisme de CFH identifiés. Tous les groupes sont comparés a un groupe

controle (greffons issus de patients sans mutation, ou haplotype de CFH a risque)

100% 4

0%
Controle

e - ———————

60%
Mutations combinées

r Haplotype CFH

%4 i

Survie de greffon sans récidive

________ === CFI
8 CFH
-------------------------------------------- c3/B
0% ; ; T T T T T r
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Temps (mois)
Patient a risque
Controle 16 12 12 11 10 4 3 2 2
CFH 22 6 4 4 3 2 2 0 0
C3/B 7 3 1 1 1 1 0 0 0
Haplotype CFH 7 5 5 2 2 2 0 0 0
CFI 11 7 6 5 3 3 2 0 0
MCP 3 1 1 1 1 1 0 0 0
Mutations combinées 5 3 3 2 2 1 0 0 0

L’ensemble de ces résultats permet d’approcher au mieux le risque de récidive en fonction
des génes mutés et de leur localisation. Le risque de récidive est de 100% pour les patients
ayant une mutation dans la partie C terminale du FH. De plus, 80% des patients porteurs
d’une mutation du C3 ou du FB et 50% des patients ayant une mutation de CFI ou un

polymorphisme de CFH ont fait une récidive. Les patients, sans aucun facteur de

Q7



susceptibilité génétique diagnostiqué ont le risque le plus faible de récidive, évalué a 20%.

Les patients ayant une mutation de CFH ont une récidive plus précoce puisque quatre vingt
pourcent des récidives de CFH surviennent dans les trois premiers mois. Cinquante pourcent
des récidives chez les patients ayant une mutation de C3, FB, MCP, CFI ou un

polymorphisme de CFH surviennent dans les trois mois qui suivent la transplantation rénale.

1.6 Tests fonctionnels du facteur H

L’analyse des conséquences fonctionnelles des mutations est un enjeu majeur dans la
complexit¢ de la génétique. Plusieurs tests ont été développés afin de préciser quelles
fonctions de régulation de la voie alterne sont altérées. Dans la cohorte de patients, j’ai

étudié I’analyse des conséquences fonctionnelles des mutations de type II du CFH.

1.6.1 Protection des cellules : Test de lyse des globules rouges de moutons

Contrairement aux globules rouges de lapin qui activent spontanément le complément par la
voie alterne, les globules rouges de moutons sont riches en acide sialique a leur surface. Le
FH se lie par sa partie C terminale a ces polyanions présents a la surface. Le facteur H
empéche la formation de la C3 convertase, permet une protection du GR contre I’attaque du
complément et de la lyse (Figure 22). Si les globules rouges de moutons se trouvent en
présence d’un plasma avec FH muté dans la partie C terminale, celui-ci est incapable de se
lier aux polyanions. La surface des GR n’est pas protégée et I’activation du complément et

la lyse des globules rouges est possible246 .
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Figure 22 : Test de lyse des globules rouges de mouton

Plasma issus de donneurs sains Plasma issus de patients ayant un FH mutés
FH %
[ )
% ® %

A
\ N4
® X )
= . - = 'V‘
acide scialique

Absence de lyse de GR lyse de GR

Jai réalisé ce test fonctionnel chez dix patients de la cohorte ayant une mutation de CFH.
Les contrdles sont des plasmas issus de donneurs sains et du pool correspondant au mélange
de plasma issus de 99 donneurs sains.

Le plasma est dilué¢ dans un tampon VBS EGTA-Mg pH 7.2-7.4 & 50%, 40%, 30%, 20%,
10%. 100ul de globules rouges de moutons a 108 cellules/ml équilibrés dans le méme
tampon sont ajoutés dans les tubes. Les tubes sont ensuite incubés pendant 30 minutes, a
37°C au bain marie avec une légere agitation. Ensuite, le NaCl est ajouté pour stopper la
réaction. La lyse des cellules mesurée par la quantification de I’hémoglobine libérée est
déterminée par mesure de la densité optique a 415 nm. Pour chaque plasma de patient testé,
il y a un contrdle interne pour lequel I’ajout de GR est omis, le but étant de connaitre le bruit
de fond pour chaque échantillon qui doit étre soustrait du signal émis par le plasma en
présence des GR. Le tube TO correspondant a I’hémolyse spontanée contenant 100l de
globules rouges de moutons a 108 cellules/ml dans le tampon est arrété par du NaCl. Le
tube T100 (correspondant a la lyse maximale des GR) contenant 100ul de globules rouges

de moutons a 108 cellules/ml est stoppé par ajout de eau a la fin de 1’expérience. Pour
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chaque plasma testé et chaque plasma de donneurs sains les controles et dilutions de plasmas
sont identiques.

Figure 23 : Test de lyse des GR réalisé chez 10 patients
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Figure 24 : Analyse du pourcentage de lyse des GR de Moutons en fonction de la

localisation de la mutation de CFH.

Test de lyse des GR de moutons
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normal N-ter C-ter
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La lyse des globules rouges de moutons est minimale quelque soit la dilution avec des
plasmas issus de donneurs sains ou provenant du pool. La lyse des GR de moutons en
présence de plasma des patients ayant une mutation dans la partie C terminale est
significativement supérieure a la lyse des plasmas de donneurs sains (p=0.0016) et a celle
des patients ayant une mutation dans la partie N terminale (p=0.02). Les patients ayant une
mutation dans la partie N terminale du CFH ont une lyse des GR de moutons
significativement plus importante que celle des plasmas issus de donneurs sains (p=0.005)
mais inférieure a celle des plasmas de patients ayant une mutation de la partie C terminale

(Figure 24).
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1.6.2 Etude de la dissociation de la C3 convertase

Pour tester la capacité du facteur H a dissocier une C3 convertase a la surface des globules
rouges de mouton, des globules rouges de mouton préalablement recouverts de C3b sont
incubés avec du facteur B et D dans un tampon GVB Mg++/Ca++ permettant le clivage du
facteur B et la formation de la C3 Convertase alterne. Des dilutions de plasma issus de
patients ayant un mutation du facteur H et des plasmas issus de donneurs sains sont ensuite
ajoutés. Aprés 30 min au bain marie en agitation, le sérum de rat contenant le C5, C6, C7,
C8, C9 dans un tampon GVB-EDTA est ajouté. Aprés 45 min a 37°C, la réaction est stoppée
et I’hémolyse des GR est mesurée et comparée aux plasmas normaux. Le FH dissocie la C3
convertase. Si la fonction est préservée, il n’existe donc pas de formation de C5 convertase
et donc pas de lyse des GR. Les plasmas des patients incapables de dissocier la C3

convertase lysent leurs globules rouges de mouton dans cet essai (Figure 25).
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Figure 25: Test de dissociation de la C3 convertase

Dissociation de la C3 convertase
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La dissociation de la C3 convertase est perturbée uniquement chez le patient porteur de la
mutation R53C située dans le SCR1 dans la partie N terminale du FH et est comparable a
celle d’un déficit plasmatique de 50% du FH. Les deux patients porteurs de la mutation

M162V et A161S ont une fonction de dissociation préservée.

1.6.3 Etude de ’activité cofacteur du Facteur |

Le FH, en phase fluide, agit en tant que cofacteur du FI qui ensuite clive le C3b. Le
FI coupe la chaine o’ de 110 kDa du C3b libérant un fragment a de 43 kDa et produit

ainsi le iC3b.
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Figure 26 : a) Représentation schématique du clivage du C3 en présence du Facteur

I et d’un cofacteur (FH, MCP) 2’

b) Western Blot du clivage de C3 en présence et en I’absence du FH.

B csa (9 kDa)
(101 kDa)

121422007,
11772707,

savec FH (C3b + C3bi)

sans FH ( C3b)
,C3bi

B C3b a’-chain
Factor | B:chaln
3 a’'l
cofactor
B cat (2 kpa) a'2

a’1(63kDa) 5 (39 kDa)

iC3b

Figure 26 a) Figure 26 b)
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Le clivage du C3b par le FI en présence de FH purifié, a partir du plasma de patients ayant
une mutation du CFH et de donneurs sains (controle positif) est étudié. Le Facteur H normal
et R53C sont incubés a différentes concentrations, avec du FI et du C3b purifiés (20 et 100
ng respectivement), pendant 30 minutes a 37°C. Apres arrét de la réaction, avec du NuPage,
sample buffer (Invitrogen) en condition réductrice, un Western-blot a été effectué et les
fragments de clivage du C3 ont été révélés par un anticorps de chévre anti-C3 polyclonal
(Calbiochem, France) et par un anticorps secondaire anti-chévre couplé a I’enzyme HRP. Du
C3bi purifié (100 ng, Calbiochem, France) permet de controler la taille des fragments de
clivage de C3. En présence du FH muté, le R53C, quelque soit la concentration, le FI ne

clive pas le C3b en C3bi. Le FH muté ne joue plus son role de cofacteur (Figure 25).
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Figure 25 : Test cofacteur de clivage de C3

Réalisation d’un western Blot en présence du FH muté R53C dans la partie N terminale

6.25 ug/mi 12.5 pg/ml 25 ug/mi 50 pg/ml
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R53C
R53C
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le test cofacteur du clivage de C3b en C3bi a été réalisé a partir d’un plasma de donneur sain
et un patient ayant la mutation homozygote R53C. Une concentration fixe de FI et C3b a été
incubée avec des concentrations croisantes de FH. Aprés une incubation de 30 min, la

réaction a ¢été arrété et les fragments de clivage de C3 ont été étudiés.
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Table VII : Conséquences fonctionnelles des mutations de FH de type 11

Mutations Localisation Conséquences fonctionnelles Références
Diminue la liaison au C3b et nouvelle
p-R53C SCR1 I’activité de dissociation de la 248
Pechtl
C3 convertase
Diminue la liaison au C3b, ne
0 perturbe pas 1’activité de Sellier-Leclerc'**
p-Al161S SCR3 dissociation de la C3 Fakouri 2%
convertase
Diminue la liaison au C3Db, ne
0 perturbe pas I’activité de .
p-M162V SCR3 dissociation de la C3 Nouvelle mutation
convertase
p.S411T SCR7 Non connue Nouvelle mutation
p-R582H SCR10 Non connue Nouvelle mutation
p.Y1177C" SCR20 Diminue la liaison au C3b Nouvelle mutation
. 249
Diminue la liaison au C3b et a R;;;?ﬁgﬁgso
p.-S1191L SCR20 la cellule endothéliale, défaut i lerc!4
de protection des cellules Se 1er—.Lec SLC
Sullivan
, .. Sanchez-
Défaut de liaison du FH au C3b Corra]'1725!
p-R1210C SCR20 et a la surface des cellules. .
i Martinez-
Considéré comme un SNP rare. . 137
Barricarte
. 249
Diminue la liaison au C3b et a Tg;ﬁgﬁgso
p-V1197A SCR20 la cellule endothéliale, défaut Noris 2
de protection des cellules Sullivan®®
Inefficacité de liaison au C3b et . s
a la surface des cellules Heinen
CFH hybrid FH/CFHR endothéliales entrainant un Venables'!!
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Parmi les trois patients ayant une mutation fonctionnelle de CFH dans la partie N terminale
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sans déficit plasmatique, seul le patient ayant la mutation R53C a fait une récidive en post-

transplantation.

1.7 Facteurs environnementaux

La reprise retardée de la fonction rénale définie par le besoin d’au moins une séance de
dialyse dans les 7 jours qui suivent la transplantation rénale est associée a un risque de perte
de greffon plus importante (RR=2,6 (1,05-6,45) ; p=0,04) en analyse multivariée.

Trente pourcent des transplantations rénales se sont compliquées d’un rejet, soit cellulaire,
(24% 17/71) soit humoral (7%, 5/71). Méme si le nombre de rejet est important, il n’est pas
associ¢ a une perte significative de greffon. Soixante pourcent des rejets surviennent en
méme temps que la récidive.

L’4ge du donneur, le rejet aigu, la prise d’anticalcineurine, la reprise retardée de la fonction
rénale, facteurs environnementaux susceptibles d’augmenter le risque de récidive, ne sont
pas associés a un risque de récidive en analyse uni et multivariée.

En revanche, I'utilisation des inhibiteurs de m-Tor tend a étre significativement associée

risque de récidive (RR=2,1 (0.99-4.79) ; p=0,059).

1.8 Discussion

La survie des greffons est conditionnée par la récidive de SHU atypique, facteur de risque
majeur de perte de greffon. La survie des greffons est de 30% a 5 ans chez les patients ayant
eu une récidive et de 70% chez les patients n’ayant pas eu de récidive. La fréquence de la

récidive est trés élevée puisque 68% des transplantations se sont compliquées d’une
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récidive.

L’enjeu essentiel est de déterminer les facteurs de risque de récidive dans cette population
afin de mieux les prévenir. Le SHU atypique est une maladie liée a une dysfonction aigiie de
la cellule endothéliale secondaire a une activation incontrolée du complément a I’origine du
phénomeéne de « micro-thrombose » définissant une microangiopathie thrombotique.

Chez ces patient ayant présent¢ un SHU atypique, la transplantation rénale rend la
compréhension de la physiopathologie de la récidive de la maladie sur le greffon complexe.
En effet, un certain nombre de facteurs déclenchants peuvent étre liés a la transplantation :
ischémie-reperfusion, traitements immunosuppresseurs, rejet aigu, infections opportunistes
comme le CMV, autant de triggers pouvant également activer les cellules endothéliales.

Je discuterai successivement, les anomalies du complément associées a la récidive de SHU
atypique, I’'intérét de 1’analyse fonctionnelle des mutations, les triggers spécifiques de la
transplantation et I’implication d’une dérégulation de la voie alterne du complément dans les

pathologies liées a la transplantation : ischémie froide et rejet.

1.8.1 Anomalies du complément associées a la récidive de SHU atypique

La présence d’une anomalie génétique de la voie alterne du complément augmente par trois
le risque de récidive. Une mutation dans un des six génes a risque est retrouvée dans 68% de
la cohorte et dans 78% de la cohorte lorsque I’on y associe 1’haplotype de CFH (gtgt) a
risque. Les anomalies génétiques les plus fréquemment associées au SHU atypique quelques
soient les séries publiées (Italie et France) sont les mutations du CFH, suivi du MCP, du
CFI, du C3. Des mutations de la Thrombomoduline ont été identifiées uniquement dans le
registre italien2. Les mutations du CFB, quelque soit la cohorte étudiée sont trés rares
puisqu’elles sont retrouvées dans moins de 2% des cas.?2100,

Dans notre étude, le risque génétique est différent en fonction des mutations retrouvées. En
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effet, les patients porteurs d’'une mutation dans le facteur CFH ont un risque 5 fois plus
important de récidives en comparaison des patients n’ayant ni mutation ni haplotype de CFH
a risque. Ce résultat est en accord avec les données de la littérature. En effet, sur les 42
patients transplantés avec une mutation du FH publiés, 32 (86%) ont présenté une récidive®?.
Le « hot spot » des mutations du FH, responsable du SHU atypique, est situ¢ dans la partie
C terminale du CFH?31. Dans notre cohorte, 50% des mutations sont responsables d’un
dysfonctionnement de la partie C terminale du FH. Nos résultats montrent que les patients
ayant une mutation dans le SCR20 ou un réarrangement homologue non allélique
responsable d’une modification de la partie C terminale du FH ont le risque le plus élevé de
présenter une récidive précoce et une perte de greffon. La fréquence des réarrangements
complexes du facteur H est nettement plus élevée dans la cohorte des patients transplantés,
en comparaison des cohortes des patients (adultes et enfants) ayant un SHU atypique (15%
vs 4.5%) sur rein natif. L’augmentation de ces anomalies génétiques a risque, chez les
patients transplantés, est représentatif de la sévérit¢ de la maladie sur le rein natif
responsable de la perte de fonction rénale. Les réarrangements complexes et les mutations
du SCR 20 sont responsables d’un déficit fonctionnel du FH, entrainant un défaut de liaison
a ses ligands le C3b et les GAG a la surface de la cellule endothéliale!!? et donc un défaut de
protection de la cellule endothéliale.

Le test fonctionnel de lyse des globules rouges de moutons visualise « in vitro » le défaut de
protection des membranes. Les plasmas des patients avec une mutation au niveau du SCR20
du Facteur H ont la lyse des GR la plus importante. L’ancrage du FH via les GAG est donc
essentiel pour la protection des cellules. Dans ces mutations, il n’est pas suffisant. Le plasma
du patient ayant la mutation R53C, en N terminale a une lyse des GR importante, suggérant
que la liaison du SCR1 du Facteur H participe a la stabilisation du complexe C3b/CFH au

niveau des tissus . Les fonctions du FH assurées par la partie N terminale sont la
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dissociation de la C3 convertase, et I’activité cofacteur de C3b par FI. Ces fonctions sont
perturbées avec le plasma du patient porteur de la mutation R53C. 11 a présenté une récidive
en post-transplantation rénale. Les analyses fonctionnelles sont donc trés importantes et
doivent compléter 1’é¢tude génétique afin d’établir le profil de risque de récidive selon
I’anomalie génétique trouvée. Les autres mutations du FH sont secondaires a un déficit
quantitatif dans 40% des cas. Il n’y a pas de différence significative de risque de récidive en

fonction du type de mutation (I ou II).

Les mutations du CFB et C3 sont également responsables d’une récidive trés importante
plus de quatre fois supérieure a celle mesurée parmi les patients n’ayant pas de mutation.
Les mutations C3 décrites dans la cohorte sont responsables de la perte de ’activité du
cofacteur du MCP??, ou de la résistance a la dissociation par le facteur H!?8. La récidive
survient chez trois des quatres patients de notre cohorte alors que seulement deux patients
sur sept ont eu une récidive dans la littérature®2. Les deux patients décrits ayant une
mutation du FB, ont eu une récidive et une perte de greffons. Un des deux patients déja
rapporté dans la littérature'®® a une mutation (Asp279Gly) entrainant la formation d’une
« hyper C3 convertase » responsable de ’absence de dissociation en présence de FH. Celle-
ci entraine une formation importante de C3b participant a la formation du complexe
d’attaque membranaire, la lyse de la cellule et la récidive du SHU. Les mutations du CFB
sont rares, et peu rapportées dans la littérature, cependant elles sont décrites comme étant a
trés haut risque de récidive. Les tests fonctionnels sont nécessaires a chaque fois que cela est
possible car une mutation n’est pas toujours a I’origine de conséquences fonctionnelles. Tres
récemment, il a été montré que la mutation CFB, la Val455Ile présente chez le deuxieme
patient ayant une mutation combinée de CFB et CFI, n’avait pas de conséquence

fonctionnelle (donnée non publiée)
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De nombreuses études suggerent que les patients ayant des mutations de FI ont le méme
risque de récidive que les patients ayant une mutation du FH%2.231.253_ Dans notre cohorte, les
patients porteurs d’une mutation du CFI ont significativement un risque de récidive moins
important par rapport a celui des patients ayant une mutation de CFH. Ce risque est plus
¢levé que celui des patients n’ayant ni mutation ni polymorphisme (non significatif). Dans
cette cohorte, la délétion CFHR1 associée ne semble ne pas étre un facteur additionnel de
sévérité, en sachant que I’effectif de ce groupe est restreint puisque trois patients ayant une
mutation du CFI ont une délétion CFHR1 associée, 122. Plus de 50% des patients ayant une
mutation de CFI ont une ou plusieurs anomalies génétiques associées, comme une mutation
de CFH ou de MCP. Le nombre important de mutations combinées, a €té rapporté
récemment chez les patients ayant une mutation de CFI et de MCP123. Compte tenu du
faible effectif de patients ayant une mutation du FI, il est difficile de définir des sous-
groupes de patients a risque selon les nombres d’anomalies génétiques présentes. Il a été
bien démontré sur le rein natif que 1’addition d’un haplotype a risque de CFH (gtgt), MCP
(ggaac) chez les patients ayant une mutation de C3°4 , CFH, CFI augmentent le risque de
développer la maladiel23.

Dans notre cohorte, deux des trois patients ayant une mutation isolée de MCP (membrane
cofacteur protein ; CD46) ont une récidive inattendue de SHU sur le greffon. Le MCP est
une protéine transmembranaire produite par les cellules endothéliales locales. Le MCP est
un cofacteur du FI membranaire. En présence du FI, il dégrade le C3b en C3bi produit
inactif, ce qui ne permet pas la formation d’une C3 convertase. Lors d’une greffe, le MCP
produit par les cellules endothéliales du greffon est apporté par le donneur. Chez ces patients
transplantés pour un SHU atypique associé¢ a une mutation de MCP isolée, conformément
aux premiers cas publiés?54, le pronostic attendu de la transplantation rénale est excellent.

Un de ces deux patients de la cohorte ayant récidivé a fait 1’objet d’une publication®’ et le
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mécanisme évoqué pour expliquer la récidive était un microchimérisme rénal, se traduisant
par la présence de cellules endothéliales du receveur dans le greffon. Celui-ci a été¢ démontré
par le marquage HLA A10 de classe I a la surface des cellules endothéliales positif, seul le
receveur était HLA A10. Le r6le microchimérisme rénal a souvent été recherché en
transplantation rénal pour expliquer les rejets, la tolérance. Des études assez récentes
montrent que le microchimérisme endothélial est marginal et que les cellules endothéliales
du receveur ne représentent pas plus de 10% des cellules endothéliales du greffon™®*’. Ce
microchimérisme endothéliale n’augmente pas lors d’une microangiopathie thrombotique et

258

de la reconstitution de I’endothélium™”. Il est donc trés peu probable que celui-ci explique a

lui seul la récidive de SHU atypique.

Dans cette étude, le risque de récidive est variable selon les anomalies génétiques
retrouvées. Les mutations des protéines plasmatiques FH, C3, FB sont a trés haut risque de
récidive. Les patients porteurs d’une mutation de CFI ont un risque de récidive moins
important que les patients porteurs d’une mutation de CFH. Les patients ayant une mutation
de MCP n’ont pas un pronostic différent des autres patients, en présence de ’haplotype a
risque. L’haplotype a risque du CFH est associé a un risque de récidive, soit chez les
patients porteurs de I’haplotype CFH a risque de facon isolé, soit chez les patients porteurs
de MCP. L’ensemble de ces données permet d’isoler un groupe a plus faible risque de
récidive, les patients sans mutation ni haplotype de CFH a risque et souligne la nécessité de
rechercher ’haplotype CFH a risque modulant la sévérit¢ de la maladie, et la nécessité
d’établir une cartographie compléte des anomalies génétiques chez les patients. Tres
récemment, le groupe Italien a confirmé que I’haplotype de CFH et de MCP ainsi que
I’augmentation du nombre de mutations augmentent le risque de faire un SHU atypique sur

le rein natif!23,
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En post-transplantation rénale, I’'impact de I’haplotype a risque du CFH sur le risque de
récidive reste a confirmer sur une plus grande série de patients. A ce jour il n’existe pas de
données fonctionnelles comparant les différents haplotypes du Facteur H. Ce travail pourra
étre effectué avec les prélevements des patients présentant les haplotypes de CFH sous la
forme homozygote.

Chez les patients ayant une mutation de CFI, il faudra mieux définir ceux a risque de

récidive, en fonction des conséquences fonctionnelles des mutations identifiées .

Une analyse des genes du donneur est également nécessaire. Dans le contexte particulier de
la greffe, de vulnérabilit¢ de la cellule endothéliale, il est possible que les variants et
mutations des protéines membranaires de MCP et de la thrombomoduline augmentent le

risque de récidive et/ou favorisent la survenue de la MAT de novo.

Trente pourcent des patients n’ont pas de mutation ; seuls 20% d’entre eux ont une récidive.

La MAT peut étre retrouvée dans le syndrome des antiphospholipides™

, le lupus
erythémateux disséminé®, I’hypertension artérielle maligne, la glomérulonéphrite 4 un stade
terminale responsable de MAT secondaire, la néphropathie a IgA*>**?% 1a GNMP*’. Le

diagnostic de SHU atypique repose entre autre sur I’élimination de ces causes secondaires

de MAT, avant I’inclusion.

Chez ces 30% des patients transplantés pour un SHU atypique et n’ayant pas de mutations, il
est donc nécessaire de poursuivre la recherche de nouveaux genes, de polymorphismes
candidats pouvant étre impliqués dans le SHU atypique. Le panel des anomalies génétiques

potentielles associées au SHU atypique s’élargit puisque récemment des mutations de
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DGKE, non complément-dépendante ont ét¢ mises en évidence.

Mieux définir, caractériser les anomalies génétiques est un des enjeux majeurs puisqu’il
permettra d’établir une corrélation entre le génotype et le phénotype, de définir un risque
génétique de récidive et d’établir une prise en charge individuelle avant la transplantation

rénale.

1.8.2 Facteurs environnementaux : triggers potentiels

L’histoire naturelle du SHU atypique montre que la pénétrance de la maladie est de 50% et
que les anomalies génétiques sont nécessaires mais insuffisantes pour créer la maladie. Elles
sont considérées comme des facteurs de risque majeurs. L’association de plusieurs facteurs
génétiques, de triggers (infection, grossesse) est retrouvée dans plus de 30% des cas®1:123,
De plus, la premiere poussée de SHU atypique peut survenir tout au long de la vie, des
premiers jours de vie a 85 ans. Plus de 50% des découvertes de la maladie surviennent a
I’age adulte®! quelque soit la mutation. L histoire naturelle en post-transplantation rénale est
différente puisque 70% des récidives de SHU atypique surviennent dans la premiére année
en post-transplantation rénale, 50% dans les trois premiers mois. Ceci souligne que la
transplantation rénale crée un milieu ou les facteurs potentiels d’agression de la cellule

endothéliale se combinent au risque génétique.

Le retard de reprise de la fonction rénale, est associ¢ dans notre étude a un risque plus
important de perte de greffon. Elle traduit des phénoménes d’ischémie-reperfusion dus a
I’ischémie froide et/ou la mort encéphalique. Ces phénoménes sont responsables d’une
augmentation de l’inflammation locale, de lésions tubulo-interstitielles et de Iésions de

I’endothélium glomérulaire et artériolaire. De plus en plus de données soutiennent 1’idée que
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I’activation de la voie alterne du complément joue un rdle central dans ces phénomenes
d’ischémie-reperfusion. En effet, la mort encéphalique est responsable d’une augmentation
du C5a circulant et d’une augmentation de 1’expression du récepteur CS5a dans le rein,
responsable d’une diminution de la survie rénale26l. [.’augmentation de I’expression des
génes du complément (C3, C6) dans le rein lors de la réalisation de biopsies pré
implantatoires est également retrouvée262. La surexpression de ces génes, notamment de la
voie alterne du complément, et 1’augmentation du sC5b-9 mesuré dans la veine rénale?63
aprés reperfusion sont associées a une diminution de la survie des greffons au long cours.
Chez la souris, le blocage du RC5a par un inhibiteur ou gene silencieux (siRNA/RC5A)
protege de I’ischémie-reperfusion et améliore la survie des greffon264. L’ischémie-
reperfusion est responsable d’une souffrance des cellules endothéliales. Le glycocalyx
endothélial est dégradé dans ces phénomeénes d’ischémie-reperfusion?6> empéchant la
fixation du FH et la dégradation des dépdts C3b en iC3b a la surface des cellules
endothéliales. L’expression des protéines membranaires le MCP et Thrombomoduline,

A . 94,266
cofacteur du FI peut étre diminuée ™

. Les cellules endothéliales, hypoxiques, activées,
liberent des cytokines proinflammatoires, des substances procoagulantes favorisant la

formation des thrombus (p-selectine, le facteur von Willebrand des cytokines). L’ensemble

des ces changements sont propices a la survenue d’une récidive de SHU atypique précoce.

Dans notre étude, trente pourcent des patients ont un rejet cellulaire ou humoral. La
moyenne des rejets chez les patients transplantés tout confondu est de 10-15% avec la
trithérapie classique (anticalcineurines, MMF, corticoides) 267. Dans notre étude, la moitié
des rejets sont contemporains de la récidive. D’autres publications ont déja retrouvé une
augmentation de I’incidence des rejets dans cette population spécifique268 269,

D’autre part, 13% des patients ayant un rejet humoral ont de la MAT associée. La
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dérégulation de la voie alterne du Complément et I’augmentation des cytokines pro-
inflammatoires, dans un mod¢le d’ischémie-reperfusion contribuent au rejet cellulaire?’0 et
humoral?47. La nécrose tubulaire induite par un défaut de régulation des contrdles des
protéines du complément 271contribue a une augmentation des rejets. Il est difficile dans
cette étude rétrospective de conclure au role majeur de la dérégulation de la voie alterne
dans 1’augmentation de I’incidence des rejets puisque certains patients ont eu une baisse ou
un arrét des traitements immunosuppresseurs type anticalcineurines. Cependant, les données
expérimentales montrent a présent un véritable lien entre dérégulation de la voie alterne du
complément et D’activation des lympocytes T alloréactifs?’2, et 1’augmentation de la
production d’anticorps induisant la stimulation des lympocyte B alloréactifs?73. Ces
informations indiquent que ces patients doivent étre considérés a haut risque immunologique

et en aucun cas le traitement immunosuppresseur ne doit étre allégé.

Les infections virales a CMYV, virus influenza, HIN1, parvovirus B19, BK virus peuvent
étre responsables d’'une MAT de novo ou associées a une récidive de SHU?74278, L’
implication de ces virus peut-étre considérée comme un trigger de SHU par toxicité directe

sur la cellule endothéliale279,

Les anti-calcineurines (ciclosporine et tacrolimus), trépied de la trithérapie donnée aux
patients ayant une transplantation d’organes sont responsables de MAT. Selon les séries
publiées, la MAT est présente entre 1%723¢ a 10%, dans I’analyse des biopsies rénales des
patients transplantés d’un autre organe280. Des conversions des anticalcineurines aux
inhibiteurs de M-Tor ont été faites avec succes chez des patients ayant eu un échec de la
premiére transplantation due a une MAT?268, Dans notre étude, nous n’avons pas montré de

relation entre la récidive de SHU atypique et 1’utilisation des anti-calcineurines (p=0.3)
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contrairement aux données de la littérature?36.281.282 En revanche, nous avons montré que
30% des patients qui présentaient une MAT de novo ou un SHU de novo, avaient un facteur
génétique favorisant puisqu’une mutation de CFH ou de CFI a été retrouvée chez 7 des 24
patients237. L’utilisation ou le switch aux inhibiteurs de M-Tor doit étre réalisé avec
prudence car les inhibiteurs de M-Tor (anti-VEGF) ont été décrits comme responsables de
MAT chez les patients transplantés du rein?83284 ou d’autres organes?8>286, D’autre part,
I’incidence des rejets est plus élevée chez les patients transplantés et bénéficiant d’un régime
par inhibiteur de M-Tor. Compte tenu du risque plus important de rejet et de 1’absence de
bénéfice retrouvé, les inhibiteurs de M-Tor ne paraissent plus étre une immunosuppression

adaptée.

L’ensemble de ces données permet d’établir une stratégie thérapeutique en fonction du
risque de récidive principalement génétique. En fonction du risque, les traitements
prophylactiques par plasmathérapie ou anti-C5 doivent étre considérés!>4.

Chez les patients ayant un risque génétique tres €levé, patients ayant une mutation du FH,
C3, FB, un traitement préventif par Eculizumab parait adapté. Chez les patients ayant un
risque intermédiaire ou faible, il se discute une prophylaxie par plasmathérapie. La durée du
traitement n’est pas définie mais elle doit couvrir la période a trés haut risque, c’est a dire la
premicre année de transplantation. Les anti-calcineurines, ne doivent pas étre arrétés dans
cette population spécifique considérée a haut risque de rejet. Les grossesses, infection
virales ou rejet sont des triggers potentiels et considérés comme des périodes a haut risque

de récidives.

11Q



1 SHU atypique non lié a une anomalie d’une protéine du complément

1.1 La thrombomoduline

Les mutations du géne de la Thrombomoduline (THBM) associées au SHU atypique ont été
décrites pour la premiére fois en 2009 par le groupe Italien195. Avant cette découverte, les
anomalies génétiques retrouvées dans le SHU atypique étaient des mutations ou variants des
protéines de régulation ou des composants de la C3 convertase>®100,103135  [a
Thrombomoduline (TM) était connue par ses propriétés anticoagulantes. C’est une protéine
membranaire présente a la surface des cellules endothéliales qui fixe la thrombine et la rend
anticoagulante. Elle augmente les capacités de la thrombine a activer la Protéine C. Elle
bloque également la capacit¢ de la thrombine a activer les plaquettes. Des nouvelles
fonctions anti-inflammatoires de la thrombomoduline ont été¢ décrites et notamment son
implication dans la régulation de la voie alterne du complément ; elles sont résumées ci-
dessous (figure 26). Le role des mutations du domaine de la lectine de thrombomoduline

potentialise la MAT?87 chez des souris exposées aux toxines de SHU typique.
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Figure 26 : Role de la thrombomoduline dans le controle de la voie alterne du

complément'0>
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La thrombomoduline, protéine membranaire des cellules endothéliales accélere la
dégradation de C3 par le Facteur I, en présence du facteur H ou de C4 binding protein
(C4BP). En se liant a la thrombine elle empéche ’activation du C5b, et elle favorise la

formation du carboxypeptidase B (TAFIa) qui inactive le C3a et C5a.

J’ai mis au point et effectué¢ le séquencage du géne de la thrombomoduline pour tous les
patients de la cohorte(THBM). L’¢tude a été réalisée a partir d’ADN génomique extrait des
cellules sanguines circulantes, par séquengage direct apreés amplification par ““ Polymérase
Chain Reaction ” (PCR). Les quatre exons du géne codant pour la Thrombomoduline ont été

amplifiés par PCR en utilisant des amorces nucléotidiques situées dans les régions
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introniques adjacentes et choisies d’aprés la séquence déposée dans les banques (7able
VIII). La purification des fragments amplifiés a été faite en microplaques (Millipore,
France), a partir de 50 ng de cDNA, de Taq polymérase 0.2, le cycle réalisé est de 94°C
pendant 5 minutes suivie de 35 cycles a 94°C, 60°C pendant 30 sec et 72°C pendant 45
secondes puis 7 minutes. Les produits d’amplification ont été séquencés en sens (5°->3") et
en anti-sens (3°->5") a I’aide de la technique ““ Dye terminator Cycle sequencing ’(Applied
biosystems, Courtaboeuf, France) et du séquenceur 96 capillaires ABIPrism 3700 (Applied
biosystems) mis a disposition par le Service de Génétique Moléculaire de 1’Hopital

Européen Georges Pompidou. Les séquences ont été analysées grace au logiciel Sequencher.

Table VIII : Amorces de PCR pour le séquencage de la Thrombomoduline

Sequences Primers Température
Exons -
Sens 3° - 5’ Anti-sens 5° - 3’ (C°)
1 AGAACCCAGCAATCCGAGTAT | CAGTAGCAAGGAAATGACATC 60°C
2 CAACATGCTTGGGGTCCTGGT | CGCGGTGCACATTAGCTGTAA 60°C
3 CTTCCTCTGCGAGTTCCACTT | TCGATGTCCGTGCAGATGAAA 60°C
4 AACCAAACTAGCTACCTCTGC | TAAGGTGCTTTGGTAGCAAAG 60°C

Aucune mutation n’a été retrouvée dans la cohorte.

Deux patients sont porteurs du variant rare A43T de la Thrombomoduline. Ce variant a aussi
été rapporté par le groupe Italien dans la cohorte de SHU atypique. Il est situé dans le
domain lectin-like de la protéine. L analyse du dépdt de C3bi a la surface des cellules CHO-
K1, mesuré¢ en cytométrie de flux a été réalisé a partir d’un sérum de patients porteur du
variant A43T et d’un serum de donneur sain. Le dépdt de C3bi a la surface des cellules est
moins important chez le patient porteur du variant de la thrombomoduline. Le clivage de

C3b en i1C3b, en présence de CFH et CFI est diminué en présence du variant A43T de la
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thrombomoduline mesuré par Western blot. De plus, ce variant diminue la synthése de
TAFI, inhibiteur du C3a et C5a 195, Dans la cohorte italienne, ce variant a été retrouvé chez
un patient de 24 ans ayant présenté un SHU atypique récidivant dans I’enfance. Quatre de
ces huit sceurs ont présenté un SHU atypique, trois d’entre elles sont décédées. Ce variant de
la thrombomoduline a aussi été associé a un risque accru de thrombose veineuse et
d’infarctus du myocarde288289, En post-transplantation, un patient ayant une mutation isolée

20 Le lien du

de la thombomoduline a présenté deux récidives et une perte de greffon
variant A43T et le SHU atypique est trés discuté. En effet, le variant A43T n’est pas

transmis avec la maladie dans deux formes famililales de SHUa.

Les deux patients de la cohorte, ayant le variant A43T de la THBM ont tous les deux
récidivé et perdu leurs greffons. Ces deux patients cumulent une autre anomalie génétique,
’un est porteur d’un variant ultra rare de C3 Arg592GlIn connu pour étre responsable d’une
diminution de I’activité cofacteur de MCP?? et I’autre est porteur d’une mutation du FH dans

le SCR14 (C864S) dont les conséquences fonctionnelles ne sont pas connues.

L’expression membranaire de la Thrombomoduline sur les cellules endothéliales et donc
I’apport du greffon corrige le défaut de thrombomoduline, ce qui a priori prédit un risque
faible de récidive pour les patients ayant une mutation de la thrombomoduline!%. Cette
hypothése reste a confirmer en étudiant le devenir des patients transplantés de la cohorte
beaucoup plus large européenne. Le role de la thrombomoduline soluble et du
microchimérisme rénal restent a définir dans la survenue de la récidive. Ces considérations
sont probablement toutefois marginales compte tenu de la faible fréquence de mutations de
la thrombomoduline dans les différentes séries de SHU atypique européennes.

En revanche, ’expression de la thrombomoduline est diminuée a la surface des cellules
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endothéliales qui souffrent. Lorsque celles-ci sont traitées par des shiga toxines, les shiga
toxines font excréter les corps de weibel palade qui contiennent le facteur prothrombotique
vWF, la P-sélectine qui est un ligand du C3b et des marqueurs proinflammatoires qui
permettent le recrutement des cellules inflammatoires des plaquettes et du TFA (enzyme qui

291 fnc i . » .
. Ces données in vitro ont également été retrouvées lorsque les

coupe la thrombomoduline)
cellules endothéliales étaient exposées a 1’héme’*. In vivo dans un modéle de rat transplanté
rénal, ayant une souffrance des cellules endothéliales induites par une ischémie, la
thrombomoduline est également diminuée*®.

La thrombomoduline recombinante est une thérapeutique potentielle. Elle a permis la
régression de la MAT chez trois patients ayant une SHUZ2°2 et un patient ayant une

néphropathie lupique??3 . Cette thérapeutique pourrait étre employée quelque soit la cause de

MAT indépendamment des mutations.

1.2 SHU atypique associé¢ a des mutations de DGKE

L’identification des mutations de DGKE associées au SHU atypique a récemment été
rapportée par notre équipe en collaboration avec 1’équipe de Richard Lifton a Yalel6. La
transmission de la maladie est autosomique récessive. Les mutations sont soit homozygotes,
soit hétérozygotes composites. Tous les patients ont présenté un SHU atypique avant I’age
de un an ; I’évolution a été marquée par des rechutes et une insuffisance rénale terminale
vers 20 ans. Seul un patient n’avait pas d’hématurie microscopique et de protéinurie
persistante apres le premier épisode de SHU atypique.

Les patients ayant une mutation de DKGE ont tous un C3 plasmatique normal. Les biopsies
rénales des patients montrent la présence d’un signe de MAT chronique. Les mutations
mises en évidence sont toutes nouvelles et rares. La pénétrance de la maladie a un an est de

100%.
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Figure 27 : Biopsie rénale a I’dge de 2 ans et 9 ans d’une patiente ayant présenté un

SHU atypique a 3 mois

La biopsie rénale réalisée un an et demi apres la poussée de SHU met en évidence des signes
de microangiopathie thrombotique chronique avec une diminution des lumieres capillaires,
une hypercellularité et prolifération mésangiale, la présence de décollement des cellules
endothéliales et d’interposition de fibrine. A 1’age de neuf ans, une nouvelle biopsie rénale a
été réalisée. Elle montre une aggravation des lésions glomérulaires, la présence d’une
obturation des lumieres des capillaires glomérulaires, une augmentation de la matrice
mésangiale et la présence d’une glomérulosclérose (c-d).

Pour la premiére fois, les facteurs de susceptibilité génétiques associés au SHU atypique
n’impliquaient pas une dérégulation de la voie alterne du complément. La difficulté de cette
découverte a été d’effectuer le lien entre les mutations de DGKE et le SHU atypique. En
effet, la dérégulation de la voie alterne, due a une mutation des protéines du complément
au facteur de coagulation (Thrombomoduline) était jusqu’alors au centre de la

physiopathologie du SHU atypique.

Le géne du DGKE a ¢été mis en évidence pour la premiére fois dans une lignée de cellules
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endothéliales humaines2%4. 11 est é¢galement exprimé par les plaquettes.

Ces cellules sont deux acteurs majeurs impliqués dans la thrombose. L’étape supplémentaire
a été de montrer que le DGKE était exprimé dans le rein et de localiser la protéine.

J’ai identifié et localisé la protéine de DGKE dans les podocytes et les cellules endothéliales
d’un rein humain par technique d’immunohistochimie.

Les coupes de rein péri-tumoral issues du bloc en paraffine proviennent du service anatomo-
pathologie de I’hopital Foch. Apres un séchage a 1’étuve a 37°C pendant 12 heures, les
coupes ont été déparaffinées dans trois bains successifs de xyléne de 5 minutes chacun, puis
réhydratées progressivement par immersion successive pendant 5 minutes dans des bains
d’éthanol a 100%, 90%, 70% et 50% puis de I’eau distillée. Le démasquage antigénique a
¢été réalisé en plongeant les lames au bain-marie dans un tampon citrate a pH6. Apres 30 min
a 97°C, les bains de démasquage contenant les lames, ont été sortis du bain-marie et laissés
30 min a température ambiante. Les coupes de tissus ont ensuite été lavées dans un tampon
Tris-salin. Elles sont ensuite traitées pendant 15 min avec de I’eau oxygénée 5% afin
d’inactiver les peroxydases endogenes. puis pendant 30 minutes avec du sérum humain, afin
de saturer les récepteurs des parties constantes FC des Immunoglobulines. L’anticorps
primaire est un anticorps polyclonal de lapin anti-DGKE (Novus) dilu¢ au 1/100 incubé
durant 1 heure, a température ambiante, dans une chambre humide. Aprés deux lavages en
TBS-T, les coupes ont été incubées pendant 30 min a température ambiante avec 1’anticorps
secondaire chevre anti lapin, couplé a ’HRP (Dako) dilué¢ au 1/50 et dirigé contre le
fragment Fc de I’anticorps primaire. Le révélateur est le DAB (3.3° diaminonobenzédine)
(Dako) donnant une coloration brune. Les lames ont finalement ét¢ montées grice a un

milieu aqueux (Glycergel, Dako).

L’observation des lames s’est faite a 1’aide d’un microscope optique Nikkon Eclipse 80i.
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Figure 28 : Immunohistochimie d’un anti-DGKE dans une biopsie rénale dans un

glomérule normal

A) Marquage positif par un anti-DGKE (Novus), des cellules endothéliales et podocytes
d’un rein peri-tumoral.

B) Marquage par un anti-CD34 positif des cellules endothéliales du méme rein péri-tumoral.
C) Marquage par un anti-DGKE Novus dilué¢ au 1/50 négatif dans une coupe de rein issu de
la patiente ayant une double mutation hétérozygote Arg63Pro et Vall63Ser fs* 3

responsable de 1’absence de synthese de la protéine.

Pour la premiére fois, mon travail a permis de démontrer que le rein humain exprimait le

DGKE dans les cellules endothéliales et podocytaires.
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Le DGKE est responsable de la phosphorylation du diacyglycérol de 1’acide arachidonique
en acide phosphatidique. La perte de fonction du DGKE pourrait amplifier la voie
d’activation de la PKC (protéine kinase). L’activation de la PKC dans les cellules
endothéliales augmente les facteurs thrombotiques comme le FvW, les inhibiteur de
’activation du plasminogene stockés dans les corps de weibel palade. On peut supposer que
comme ces facteurs clivent la thrombomoduline stockée dans les corps de weibel palade, ils
participent a la MAT. Le facteur tissulaire diminue I’expression de VEGR2 du VEGF
impliqué dans la microangiopathie thrombotique2°>.

Une autre équipe, a montré que des mutations du DGKE étaient associées a une

glomérulonéphrite membrano-proliférative sans dépot'™.
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2 Facteurs prédictifs de récidive des GNC3 en post-TR

2.1 Contexte

Les récidives des glomérulonéphrites membrano-prolifératives sont fréquentes en post-
transplantation et responsables de la diminution de survie des greffons 225. La difficulté
principale a laquelle est confronté le clinicien est ’absence de données sur les facteurs de
risques associés a une récidive. L’évolution est trés hétérogeéne allant d’une protéinurie
isolée minime a une insuffisance rénale responsable de la perte de greffon. Les 1ésions
histologiques peuvent étre quelques dépdts de C3, une prolifération mésangiales/croissants,

des 1ésions de glomérulosclérose.

En post-transplantation rénale, le diagnostic peut-étre fait par des biopsies rénales
protocolaires, faites systématiquement quelque soit I’évolution de la transplantation rénale a
un délai variable et fixé par chaque centre de transplantation, le délai de 3 mois et un an est
classique. Le patient n’a ni anomalie du sédiment urinaire (ni hématurie ni protéinurie) ni
insuffisance rénale. La biopsie rénale du greffon peut mettre en évidence la présence de
dépdts de C3 avec plus ou moins la présence d’immunoglobulines dans les glomérules ou
des dépots denses dans les membranes basales glomérulaires. Il s’agit d’une récidive
histologique.

La récidive peut-étre clinique. Dans ce cas la biopsie rénale est effectuée en raison d’une
anomalie clinique ou biologique : hypertension artérielle, oedémes des membres inférieurs,
présence d’une protéinurie, d’une hématurie, d’un syndrome néphrotique ou d’une

insuffisance rénale. La biopsie rénale confirme le diagnostic par la présence de dépdts de
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C3, de dépots denses dans la membranes glomérulaire, d’une prolifération mésangiale,
d’une hypertrophie mésangiale et/ou la présence de croissants.

Les facteurs de risque associés a la récidive clinique connus sont 1’age précoce de survenue
de la maladie sur le rein natif, la sévérité de la pathologie initiale, la présence de croissants
et de prolifération mésangiale a la biopsie rénale initiale 239 240 | |a greffe donneur vivant. La
baisse du C3 serait peut-étre associée a une récidive mais les résulats peu nombreux sont
contradictoires. Actuellement il n’existe pas de marqueurs biologiques prédictifs de récidive

clinique et perte de greffons.

2.2 Objectif de I’étude

Nous avons émis I’hypothése que la persistance de 1’hyperactivation de la voie alterne du
complément (le C3 plasmatique bas et/ou sC5b9 ¢élevé) et la présence de dépdts de C5b9
dans le rein en post-transplantation sont associées a une récidive clinique (associant une
récidive histologique et des anomalies du sédiment urinaire) et une perte de greffon. Ces

marqueurs pourraient étre des marqueurs de suivi en post-transplantation.

2.3  Matériels et méthodes

2.3.1 Patients

J’ail réalisé une étude rétrospective multicentrique qui regroupe des patients, adultes,
transplantés rénaux pour une glomérolunéphrite a dépdts de C3 (goupant la GNC3 et la

maladie des dépdts denses) ou une GNMP de type I avec des dépots de C3 et des Ig.
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Lorsqu’une cause infectieuse, une hémopathie, la présence d’une Ig monoclonale ou une
maladie auto-immune étaient retrouvées a I’origine de la maladie, les patients étaient exclus.
Les médecins de neuf centres de transplantation ont été contactés et ont inclu des patients
dans cette étude (Paris (Necker), Suresnes (Foch), Tours, Dijon, Toulouse, Lille, Poitiers,

Stasbourg, Limoges).

Pour étre selectionnés, les patients devaient avoir :

* un diagnostic de certitude de la maladie rénale sur le rein natif.

* bénéficier d’une transplantation rénale pour une insuffisance rénale terminale

secondaire a la glomérulonéphrite a C3 ou GNMP de type I sans cause identifiée

* avoir une exploration compléte du complément

* des données cliniques, histologiques exploitables.
Les patients inclus ont recu une transplantation rénale entre le premier janvier 1998 et le
premier janvier 2012 inclus. Le dernier suivi est en juin 2013. L’ensemble des comptes
rendus des biopsies de reins natifs ont été relus attentivement par des pathologistes et 47 des

57 biopsies rénales de rein natif ont été revues.

2.3.2  Analyse du Complément

L’analyse du complément a été réalisée a partir du plasma sur EDTA des patients. Les
dosages plasmatiques de C3, C4 et du FB ont été réalisés par néphélométrie dans le
laboratoire de ’'HEGP.

Le dosage du s C5b9 a été réalisé par Elisa (kit commercial Quidel) a partir des échantillons

de plasma prélevés avant et apres la transplantation rénale.
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La recherche de C3 NeF, auto-anticorps stabilisant la C3 convertase a été réalisée selon la
technique employée a ’HEGP chez tous les patients 178. Cette technique étudie la capacité
des IgG a stabiliser la C3 convertase alterne a la surface des globules rouges de moutons
préalablement formés avec du C3b, du Facteur B et du Facteur D. On ajoute la quantité de
Facteur B permettant d’obtenir un site lytique par cellule. Aprés la formation de la
convertase a la surface des globules rouges, les IgG du patient testé sont ajoutés. La C3
convertase se dissocie normalement en 20 minutes. Si les IgG des patients se lient et
stabilisent la convertase, il n’y a pas de dissociation de la C3 convertase et en présence de
sérum de rat ajouté a 37°C pendant 45 minutes contenant les protéines C5, C6, C7, C8, C9,
on observe une lyse des globules rouges de moutons. Si en revanche, la C3 convertase n’a
pas été stabilisée par les IgG, il n’y a pas de lyse des globules rouges de moutons.

La recherche des anticorps anti-C3 et anti-B a été faite par Technique Elisa selon une
technique mise au point dans le laboratoire. Les anomalies génétiques ont été recherchées

par séquencgage direct pour les génes MCP, CFH, CFI, C3 et CFHRS.

2.3.3 Analyse histologique

L’ensemble des biopsies de greffon disponibles qu’elles soient réalisées de facon
systématique pour surveillance ou pour établir un diagnostic devant une anomalie
biologique (apparition d’une protéinurie, €élévation de la créatinine) ont été analysées.
Seules, les « biopsies diagnostiques » réalisées lorsque les patients ont une anomalie du
sédiment urinaire ou une augmentation de la créatinine seront analysées dans cette étude. La
relecture de toutes les lames a ¢été réalisée par le Docteur Marion Rabant
anatomopathologiste a Necker. Le score de Banff a ét¢ analysé selon les recommendations

et critéres définis par les experts 29 ; les Iésions aigiies, g (glomerulite), t (tubulite) i
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(intestitium), v (arterite), mm (dépdts) et chronique (cg, ct, ci, cv) ont été quantifiées. La
prolifération mésangiale, sous endothéliale, les présences de dépdts et leurs localisations ont
été analysées. Le C4d marqueur du rejet humoral a également été réalisé pour tous les

patients.

J’al mis au point les marquages de C3 et C5b9 a partir des coupes issues du bloc en
parrafine par technique en immunoperoxydase.

L’¢évaluation du marquage est semi-quantitative, en fonction de I’intensit¢ du marquage, du
nombre de glomérules atteints et de 1’intensit¢ du marquage au sein du glomérule, une

gradation a été faite de 0 a 3.

2.3.3.1 Immunohistochimie C5b9

A partir des coupes de reins transplantés issues du bloc en paraffine, aprés un séchage a
I’é¢tuve a 37°C, pendant 12 heures, les coupes ont été déparaffinées dans trois bains
successifs de xyléne de 5 minutes chacun, puis réhydratées progressivement par immersion
successive pendant 5 minutes dans des bains d’éthanol a 100%, 90%, 70% et 50% puis dans
I’eau distillée. Le démasquage antigénique a été réalisée en plongeant les lames au bain-
marie dans un tampon citrate pH=6. Aprés 30 min a 97°C, les bains de démasquage
contenant les lames sont sortis du bain-marie et laissés 30 min a température ambiante. Les
coupes de tissus sont ensuite lavées dans un tampon Tris Buffer Saline. Elles sont ensuite
traitées pendant 15 min avec de I’eau oxygénée 0.05% afin d’inactiver les peroxydases
endogenes puis incubés 30 minutes par 5% de sérum humain afin de saturer le récepteur Fc
des immunoglobulines. L’anticorps primaire est anti-néo-épitope de C9 monoclonal de

souris (donné par Paul Morgan) dilu¢ au 1/50 et incubé pendant une heure, I’anticorps
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secondaire est un anticorps anti-souris IgG1 biotynilé (Dako) dilué au 1/100 incubé pendant
30 minutes, a température ambiante, dans une chambre humide. L’amplification est réalisée
par la streptavidine-biotine-peroxydase diluée 1/300 (Dako) incubée pendant trente minutes.
La révélation est réalisée en présence des substrats de la péroxydase, le DAB (Dako)
pendant 30 minutes. La réaction est arrétée en plongeant les lames dans de 1’eau. Les lames

sont finalement montées grace a un milieu aqueux (Glycergel, Dako).

2.3.3.2 Immunohistochimie du C3d

De la méme facon, les coupes ont été¢ déparaffinées dans trois bains successifs de xyléne de
5 minutes chacun, puis réhydratées progressivement par immersion successive pendant 5
minutes dans des bains d’éthanol a 100%, 90%, 70% et 50% puis de I’eau distillée. Le
démasquage antigénique est réalisé par la protéinase K (Dako), a température ambiante dans
la chambre humide pendant 10 minutes. Les coupes de tissus sont ensuite lavées dans un
tampon TBS. Les marquages sont réalisés en incubant 100 pl d’anticorps polyclonal de lapin
anti-C3d (Abcam) dilué au 1/300 pendant 30 minutes a température ambiante. Apres deux
lavages, les lames sont incubées avec D’anticorps polyclonal anti-lapin couplé a la
streptavidine/péroxydase (systéme en vision anti-rabbit/HRP Dako) pendant trente minutes,
a température ambiante, dans une chambre humide. Aprés deux lavages en TBS-T, la
révélation est réalisée en AEC colorant en rouge le tissu, la réaction stoppée a 20 minutes.
Les lames sont finalement montées grace a un milieu aqueux (Glycergel, Dako). J’ai analysé
par western blott la spécificité de cet anticorps. Il n’est pas spécifique de C3d mais reconnait

le C3b et les fragments de clivage de C3, C3c et C3bi.
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Les mises au point ont été réalisées en utilisant comme contrdle positif des lames de
biopsies rénales issues de patients ayant une néphropathie lupique de stade IV, et une
maladie des dépdts dense et GNC3. Le contrdle négatif est un rein normal (rein péri-

tumoral).
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Figure 29 : Mise au point des marquage C3b et C5b9, Contdle positif (néphropathie

lupique) et Controle négatif (rein péritumoral)

GNMP LUPIQUE REIN PERI-TUMORAL

A Marquage positif du C3d dans le glomérule, dépdts mésangiaux et pariétaux

B Marquage positif de C5b9 glomérulaire et tubulaire.

C Marquage glomérulaire de C3 négatif dans le rein peri tumoral.

D Marquage glomérulaire de C5b9 négatif, la présence du marquage positif de C5b9

dans la paroi des vaisseaux est aspécifique.
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Figure 30 : Analyse du marquages C3 et C5b9 réalisé dans une C3 glomérulonéphrite

sur rein natif.

C3 GLOMERULOPATHIE
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L’évaluation du marquage est semi-quantitative (fig.31), en fonction de D’intensit¢ du
marquage des glomérules ; noté 0 = absence, 1 = minime, 2 = modérée et 3 = intense. Le

nombre de glomérules marqués est également pris en compte dans ’analyse.

Figure 31 : Exemple de cotation du marquage de C3d et C5b9 en fonction de I’intensité

| Marﬂuage C5b9 l

| Marﬂuage C3d |
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La localisation des dépots est variable ; ils peuvent étre pariétaux ou mésangiaux (fig. 32).
La coloration au PAS (periodic acide schiff) des membranes basales glomérulaires permet

de mieux localiser le marquage.

Figure 32 : Localisation du marquage C5b9 apres coloration des membranes par

le PAS d’'une glomérulonéphrite membranoproliférative

.“ e < . > .‘
.
| Dépdts mésangiaux | Dépots pariétaux

La localisation des dépdts a été analysée et peut-étre pariétale, mésangiale ou pariéto-

mésangiale.
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2.3.4 Les criteres d’analyse

La récidive clinique est définie par :

* la présence d’une protéinurie supérieure a 1g/24h, une hématurie microscopique
et/ou une insuffisance rénale (augmentation de la créatinine de 30% par rapport au
nadir)

* la présence de dépdts de C3 glomérulaire, de 1ésions de prolifération mésangiale,
membranaire, extracapillaire, la présence de volumineux dépots a la biopsie rénale

* [D’absence de rejet ou d’autres pathologies rénales expliquant les anomalies cliniques

* larécidive est histologique isolée lorsqu’il n’existe pas d’anomalie clinique associée

ou expliquée par les 1ésions histologiques de récidive.

Le rejet aigu est diagnostiqué par une biopsie rénale selon les critéres définis par la
classification de Banff. Le C4d a été réalisé par une technique d’immunperoxydase chez tous
les patients.

La survie des greffons est définie par l'intervalle de temps (en mois) qui sépare la
transplantation rénale, du retour en hémodialyse. Le délai de récidive correspond a
I’intervalle de temps (en mois) qui sépare la transplantation rénale de la “biopsie rénale

diagnostique”.

2.3.5 Les données

Les données collectées sont 1’age au diagnostic de la maladie initiale, le type de

glomérulonéphrite soit a dépdts de C3 soit associée a des complexes immuns, la date de
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dialyse, la date de transplantation, la date de récidive et la date de dernier suivi et/ou de
remise en hémodialyse. L’ensemble des caractéristiques du donneur, du receveur, du
traitement immunosuppresseur, des données de la transplantation et du suivi post-

transplantation ont été recueillies.

2.3.6 Analyse statistique

La survie globale des greffons, la survie sans récidive ont ét¢ analysées par Kaplan Meier. Le
type histologique, le taux de C3, de s C5b9, la présence d’un C3 Nef ont été pris en compte
dans I’analyse. La corrélation entre le taux de C3, de s C5b9 et la présence d’un marquage

C5b9 et et C3 seront analysées.

2.4 Résultats préliminaires de cette étude

2.4.1 Les caractéristiques de la population

Des 75 patients pré-sélectionnés, 57 patients ont finalement été inclus. Les patients exclus
’ont été pour :

* absence de biopsies rénales sur le rein natif (n=3),

* résultats de biopsies non disponibles (n=7),

* patients perdus de vue (n=8).
Trente cinq pourcent des patients ont une glomérulonéphrite avec la présence de complexes
de immuns (appelé GNMP de type I)(n=20), 28% (n=16) des patients ont une maladie des
dépdts denses et 37% (n=21) patients ont une GNC3. Trente neuf patients ont une

transplantation rénale pour la premicre fois, 14 patients ont bénéficié¢ de 2 transplantations
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rénales et 4 patients en ont eu 3. L’age moyen au moment du diagnostic de la maladie est de
23 ans [1-47], celui de I’insuffisance rénale terminale est de 30 ans [1-64], et 1’age au

moment de la premiére transplantaion est de 38 ans [17-63].

2.4.2 Le complément

2.4.2.1 C3,sC5b9, C3 Nef

Les dosages d’au moins deux des trois marqueurs suivant (C3 plasmatique, sC5b9, C3 Nef)
ont été réalisés chez 32 patients avant la transplantation et chez 54 patients apres la
transplantation rénale.

Cinquante six pourcent (23/41) des patients ont un C3 plasmatique bas (<660mg/l) avant la
transplantation rénale, 24% (13/54) ont un C3 bas apres la transplantion rénale. Cinquante et
un pourcent (15/29) des patients ont un C5b9 soluble (>420mg/l) augmenté avant la
transplantation rénale et 28% ont un C5b9 soluble augmenté apres la transplantation. Le C3
nephritique facteur est positif chez 50% (19/38) des patients avant et 24% (13/54) apres la

transplantation rénale.
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Table IX: Anomalies du C3, sC5b9, C3 Nef chez les patients avant et apres

transplantation rénale en fonction des différentes GNMP (DDD, GNC3, GNMP type I)

retrouvées sur le rein natif.

Avant TR | Aprés TR | Avant TR | Aprés TR | Avant TR | Aprés TR
41% 31% 72% 13% 55% 25%
(5/12) (6/19) (8/11) (2/15) (10/18) (5/20)
40% 33% 71% 14% 50% 35%
(4/10) (5/15) (5/7) (2/14) (6/12) (6/17)
33% 26% 70% 26% 50% 20%
(4/12) (5/19) (7/10) (4/15) (8/16) (4/20)

En pré-transplantation, la présence d’un C3 plasmatique bas, d’un sC5b9 augmenté et d’un
C3 Nef positif est présent chez 70% , 50% et 40% des patients atteints DDD, GNC3 et
GNMP de type I (ou glomérulopathie a dépots de complexe immuns). En post-
transplantation, ces anomalies persistent dans le groupe de patients atteints de GNMP de type
1, la normalisation du C3, sC5b9 et la négativation du C3 Nef sont obtenues chez plus de
50% des patients atteints de maladies des dépdts denses et chez 20 a 30% des patients ayant

une GNC3.

2.4.2.2 Autres anomalies

Chez 2 patients ayant une GNMP de type I, nous avons mis en évidence la présence

d’anticorps anti- Facteur B.
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A titre systématique tous les exons des génes CFH, C3, CFI et CFHRS ont été analysés.
Quatre patients de cette cohorte ont une mutation ou un variant rare sur le géne de CFH
localisée sur les SCR 12 (p.Phe 717Leu), SCR 2 (p.Lys 144Asn), SCR 3 (p.Phel92Leu) et
SCRI11 (p.Gly650Val). Les conséquences fonctionnelles de ces variants ne sont pas
caractérisées. Le dosage du Facteur H est normal. Deux patients ont un C3 NeF. Un patient
présente un variant sur le géne de CFHRS (p.Gly 278Ser), dont les conséquences ne sont pas

connucs.
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2.4.3 Survie des greffons

La survie des greffons sans récidive est de 70% a 12 mois et de 50% a 60 mois.

Figure 33 : Survie des greffons dans cette cohorte, analyse par la méthode de Kaplan

Meier
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La survie des greffons est significativement moins bonne chez les patients ayant une récidive
par rapport aux patients n’ayant pas de récidive (<p=0.05). La médiane du délai de perte de

greffon aprés récidive clinique est de 32,2 mois [16,5-58,1].

Figure 34 : Survie des greffons aprés transplantation rénale en fonction de la survenue

d’une récidive analysée par Kaplan-Meier (p =0.05, log rank)
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2.4.4 Facteurs associés a la survenue d’une récidive

2.4.4.1 Type histologique

- La survie des greffons sans récidive clinique est différente selon le type histologique de

GNMP sur le rein natif. Les patients ayant une GNMP de type de I ont un risque trois
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fois plus important de récidive clinique que les patients ayant une DDD (HR= 3.19

(1.39-7.30) (p=0.0069)

Figure 35: Survie des greffons sans récidive clinique en fonction des différents types

histologiques identifiés DDD, GNC3, GNMP de type I, méthode de Kaplan Meier

(p=0.05)
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Le risque de récidive clinique chez les patients ayant une GNMP de type I est 3 fois plus

important chez les patients ayant une DDD, HR 3.19(1.39-7.30) p=0.0069.
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2.4.4.2 En fonction du C3 plasmatique

Le C3 plasmatique diminué (<660mg/l) avant la transplantation n’est pas associé¢ a un risque
plus important de récidive clinique en post-transplantation en comparaison des patients ayant
un C3 plasmatique normal.

En revanche, la présence d’un C3 bas en post-transplantation augmente le risque de récidive
clinique par trois (HR=2,95(1,17-7,41) p=0,0024 (Fig 36) en comparaison des patients ayant
un C3 plasmatique normal. A 5 ans, la survie sans récidive est de 9% chez les patients ayant

un C3 plasmatique bas alors qu’il est 59% chez les patients ayant un C3 normal.

Figure 36 : Survie des greffons sans récidive en fonction du C3 plasmatique bas ou

normal en post-transplantation. Log rank (p=0.027)
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2.4.4.3 En fonction du sC5b9

En pré-transplantation, le s C5b9 augmenté n’est pas associé a un risque de récidive plus
important en comparaison des patients ayant un sC5b9 normal. En post-transplantation, les
patients ayant un sC5b9 augmenté ont un risque de récidive trois fois plus élevé que les
patients ayant un C5b9 soluble normal (HR=3,01 (1,09-8,33) p=0,0038 (fig. 37).

A 5 ans, le risque de survie sans récidive est de 12% chez les patients ayant un sC5b9

augmenté et de 48% chez les patients ayant un sC5b9 normal.

Figure 37 : Survie des greffons sans récidive en fonction de la présence d’un C5b9

soluble augmenté ou normal en post-transplantation rénale. Log rank (p=0.027)
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2.4.4.4 En fonction du C3 Nef

La présence d’un C3 Nef en pré-transplantation ou en post-transplantation n’est pas associée

a un risque augmenté de récidive par rapport aux patients ayant un C3 Nef négatif.

2.4.4.5 Influence du C3 plasmatique en fonction des dosages pré et post-transplantation

Trois groupes de patients quelque soit 1’histologie initiale ont été¢ définis en fonction du
statut de C3 plasmatique en pré et post-transplantation rénale (fig. 38).

Le premier groupe de patients (en rouge) sont les patients ayant un C3 plasmatique normal
avant et apres transplantation (C3n/C3n), le deuxieéme groupe de patients (en bleu) sont les
patients ayant un C3 bas avant la transplantation et un C3 normal aprés la transplantation
(C3b/C3n) et le troisieme groupe (en vert) sont les patients ayant un C3 bas avant et apres la

transplantation (C3b/C3b).

A 5 ans, les groupes C3n/C3n, C3b/C3n et C3b/C3b ont un risque de récidive de 30%, 43%

et 85% respectivement. Le risque de récidive dans le groupe C3b/C3b est trois fois plus

important dans le C3n/C3n (HR : 3,20(1-10,23) (p=0.03).
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Figure 38 : Survie des greffons sans récidive en fonction de I’évolution du C3 en pré et

post-transplantation
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2.4.4.6 Influence du C5b9 plasmatique en fonction des dosages pré et post-transplantation

Trois groupes de patients quelque soit 1’histologie initiale ont ét¢ définis en fonction du
statut du s C5b9 en pré et post-transplantation rénale.

Le premier groupe de patient (en rouge) sont les patients ayant un s C5b9 normal avant et
apres transplantation (sCS5b9 n/sC5b9 n), le deuxieme groupe de patients (en bleu) sont les
patients ayant un sC5b9 augmenté avant la transplantation et un sC5b9 normal aprés la
transplantation (sC5b9 a/ sC5b9 n) et le troisiéme groupe (en vert) sont les patients ayant

un s C5b9 augmenté avant et apres la transplantation (sC5b9 a/sC5b9 a).

A 5 ans, les groupes sC5b9 n/ sC5b9 n , sC5b9 a/ sC5b9 n, sC5b9 a/ sC5b9 a ont un

risque de récidive de 0%, 44% et 100% respectivement. Le risque de récidive dans le groupe
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(sC5b9 a/ sC5b9 a). est 11 fois plus important que celui du groupe sC5b9 n/ sC5b9n et 5

fois plus important que chez les patients ayant sC5b9 b/ sC5b9 n (p=0.0001).

Figure 39: Survie des greffons sans récidive en fonction de I’évolution du s C5b9 en pré

et post-transplantation (p=0.0001 log rank)
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2.4.5 Résultats histologiques

Les biopsies itératives réalisées chez des patients ayant une récidive clinique précoce sévere

montrent une augmentation de 1’intensité des dépots de C3 et C5b9 au fil du temps.
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Figure 40 : Evolution du marquage de C3d et de C5b9 sur des biopsies itératives chez

un patient ayant eu une récidive précoce
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Les analyses des résultats des biopsies sont en cours. Les données de 11 biopsies rénales
issues de patients ayant eu une récidive clinique ont été comparées a 16 biopsies rénales
réalisées dans le cadre d’un protocole de biopsies a un an.

Les données sont résumées dans la table 10.
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Table X : Description anatomopathologique des biopsies protocolaires et des biopsies

pour récidive

Dépdts mésangiaux/intra-

membranaires 16 S0
Prolifération mésangiale/croissants 4/16 9/10
C3d positif 6/16 10/10

C5b9 positif 1/16 7/10

Les patients ayant une récidive clinique ont tous un marquage C3d positif et dans 70% des
cas, le marquage C5b9 est positif. La prolifération et les dépdts intra-membraneux ou

mésangiaux sont quasi constants.

3.5 Discussion

Les premiers résultats montrent que la survie des greffons est diminuée de facon
significative chez les patients ayant une récidive. Pour la premiere fois, nous décrivons
I’évolution du C3, sC5b9 et C3 Nef en pré et post-transplantation selon le type histologique.
Les patients ayant une GC3 (DDD ou GNC3) ont une consommation par la voie alterne
et/ou la présence d’un C3 NeF plus fréquemment que dans la GNMP de type I(Table IX).
En revanche, il est intéréssant de constater que apres la transplantation rénale ces anomalies
se corrigent chez 50% des patients ayant une DDD, chez 30% de ceux présentant une GNC3
et chez seulement 10% des patients ayant une GNMP de type 1.

Pour la premicre fois, nous démontrons que le C3 abaissé¢ et le sC5b9 élevé en post-
transplantation sont associés avec un risque majeur de récidive. En revanche, le C3 bas et le

sC5b9 augmentés en pré-transplantation ne prédisent pas le risque de récidive. Ces données
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fondamentales peuvent expliquer le fréquence ¢levée des récidives chez les patients ayant
une GNMP de I. Il est trés intéressant de constater qu’un grand nombre de patients
normalisent leurs C3 et sC5b9 suggérant I’arrét de la consommation de la voie alterne du
complément. Ces résultats sont satellites de la disparition du C3 NeF vraisemblablement
induite par le traitement immunosupresseur.

La quantification du marquage a été réalisée sur 1’ensemble des biopsies. La corrélation
entre la consommation du C3 plasmatique, 1’élévation du C5b9 soluble et la présence de

dépdts de C3 et C5b9 sera analysée prochainement
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DISCUSSION-PERSPECTIVES

Mon travail de thése a porté sur la recherche de facteurs de risque de récidive du SHU
atypique et de la GC3 en post-transplantation, deux pathologies liées a des anomalies du
complément.

L’enjeu d’évaluer au mieux le risque de récidive est essentiel afin de cibler les

thérapeutiques prophylactiques adaptées individuellement.

1 SHU atypique en post-transplantation

Le travail effectué sur le SHU atypique en post transplantation a permis de démontrer que la
génétique est le risque majeur de récidive, mais qu’il est variable selon les mutations
retrouvées. Les patients porteurs d’une mutation du FH, C3, et FB ont un risque de récidive
supérieur ou égal a 80%. A I’opposé, les patients n’ayant pas de mutation identifiée ont un
risque de récidive estimé a 20%. La présence de certains variants de CFH ou de MCP
augmente la pénétrance de la maladie sur rein natif qu’ ils soient associés ou non a des
mutations 2°7. Ce travail a permis pour la premiere fois de préciser le role des variants de
CFH dans le risque de récidive en post transplantation. Cette étude a montré qu’un
haplotype homozygote de CFH pourrait étre associ¢ a une augmentation du risque de
récidive.

La limitation de ces recherches est le nombre de patients. Pour répondre a cette question, je
vais coordonner une étude européenne qui regroupera les données cliniques des patients

suivis en Italie, en Angleterre et en France dans le cadre du projet Européen EURenOmics.
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L’objectif de cette nouvelle étude est d’analyser I’influence de des haplotypes de CFH sur
le risque de récidive de la maladie initiale sur une population d’environ 150 patients. Les
conséquences fonctionnelles des nouvelles mutations de CFH et des haplotypes de CFH
seront étudiées et nous analyserons s’il existe une corrélation entre les anomalies
fonctionnelles retrouvées et I’évolution clinique. La nature des marqueurs testés évolue
rapidement en fonction des progres de la recherche. Récemment I’équipe de Santiago de
Cordoba en Espagne a souligné I’importance du variant CFHR1*B dans le SHU atypique >2.
Ce variant est en déséquilibre de liaison avec I’haplotype de CFH gtgt. L’augmentation du
risque de récidive en post-transplantation pourrait donc étre due au CFHR1*B. 1l est donc
nécessaire de réaliser une recherche de ce variant et de le corréler au devenir clinique.

Le diagnostic moléculaire peut encore étre amélioré afin de pouvoir approcher
individuellement le risque de récidive en tenant compte de I’ensemble des facteurs de
risques génétiques. Le délai de survenue des récidives de SHU atypique en post-
transplantation rénale peut étre trés variable, en particulier chez les patients ayant des
mutations de CFI. D’autre part, des mutations sur le méme gene sont associées a différents
phénotypes. Il est donc nécessaire chez ces patients d’analyser les conséquences
fonctionnelles des mutations et de chercher des anomalies génétiques associées.

Dans cette recherche, nous n’avons pas pu mettre en évidence une différence significative
du risque de récidive entre les patients porteurs d’une mutation associée a un déficit
quantitatif ou un déficit fonctionnel en Facteur H. L’analyse fonctionnelle de ces anomalies

doit étre reprise pour améliorer la connaissance individuelle du risque.

Chez 30% des patients ayant un SHU atypique, aucune anomalie génétique n’est identifiée

et 20% d’entre eux récidivent aprés transplantation. La recherche de nouvelles anomalies

génétiques est nécessaire. Le champ des anomalies génétiques potentielles s’est élargi
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puisque récemment, dans un travail collaboratif notre groupe a montré que des mutations du
DGKE, gene non lié¢ au complément, sont associées au SHU atypique. Une étude par exome
est actuellement en cours sur la cohorte des patients ayant un SHU atypique sans mutation
sur les genes du complément. Ce travail permettra d’identifier de nouveaux genes impliqués

dans la récidive apres greffe.

La cellule endothéliale est au centre de la physiopathologie. Elle joue un rdle essentiel dans
le contrdle de la perméabilité capillaire, la régulation de 1’inflammation, le contréle de
I’activation du complément et la coagulation afin de réduire le risque de formation de
thrombus. En post-transplantation, [’activation des cellules endothéliales peut-étre
potentialisée soit par des triggers soit par un défaut de protection de ses constituants.
L’ischémie-reperfusion, la mort encéphalique, les anticalcineurines exercent une toxicité
directe ou indirecte via la production de C3a, C5a et C5b9. Le glycocalyx peut étre 1ésé, il
est normalement présent a la surface de la cellule endothéliale et joue le role de « gel anti-
adhésif », il réduit ’adhésion a I’endothélium des leucocytes (effet anti-inflammatoire) et
des hématies, et exerce un role antithrombotique. La production de VEGF peut étre
diminuée en post transplantation or la sécrétion du VEFG est un composant majeur de la
réparation des cellules endothéliales. L’activation du complément et la production de C5a
importante durant la période de post-transplantation contribuent a la baisse de I’activité de
VEGEF via son récepteur. L’ensemble de ces données peut expliquer la survenue précoce des

récidives en post-transplantation rénale.

Le poids de ces différents acteurs responsables de la MAT est variable selon que le patient

ait un SHU atypique ou une MAT de Novo. Trente pourcent des patients ayant une MAT de

novo en post-transplantation ont une mutation dans les protéines de régulation du
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complément dans CFH et CFI **7. A I’opposé, 70% des patients transplantés pour un SHU
atypique ont une mutation complément-dépendante. La responsabilité des triggers dans la
MAT est différente, dans ces deux groupes. Les triggers, la toxicit¢ des
immunosuppresseurs, le rejet humoral, I’ischémie froide jouent un réle probablement plus
important dans la survenue de la MAT de novo que chez les patients ayant un SHU
atypique. En revanche, la présence de 1ésions de microangiopathie thrombotique dans le rein
ou sur le greffon quelque soit la cause initiale est associée a une mauvaise survie rénale ou
du greffon 237260298
Les mécanismes déclenchant la MAT sont différents selon la cause ; 1) activation initiale de
la voie classique pour le SAPL, le rejet humoral, ii) dérégulation de la voie alterne pour les
patients ayant un SHU atypique complément-dépendant iii) toxicité directe sur les cellules
endothéliales due aux médicaments, rejet cellulaire, infection 8 CMV, BK , Parvovirus B19.
Le traitement par un blocage de la voie d’activation finale, par 1’anti-C5 (Eculizumab) est le
traitement de référence de SHU atypique. En post-transplantation rénale, la survenue des
récidives est le plus souvent tres précoce. Les patients a tres haut risque de récidive (porteurs
de mutations de CFH, CFB/C3), doivent bénéficier du traitement par anti-C5. Pour les
patients avec un risque intermédiaire (polymorphisme de CFH, CFI), le traitement se discute
et pour les patients ayant un risque faible, la plasmathérapie prophylactique est suffisante.
La durée du traitement n’est pas définie. Le traitement est pour le moment donné a vie.
Compte tenu de la survenue des récidives précoces, 1’arrét du traitement a un an doit pouvoir
étre discuté.

L’éculizumab a également été proposé avec succés dans les MAT de novo 2, les récidives
de SAPL en post-transplantation™®, le rejet humoral avec de la MAT*®, lors d’échec de la

plasmathérapie en deuxiéme intention.
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2 C3G et GNMP de type I en post-transplantation

Les résultats préliminaires du travail réalis€é chez les patients transplantés pour une

C3G/GNMP de type I ouvrent des voies prometteuses dans la prise en charge des patients.

Pour la premicre fois, nous montrons a partir d’une cohorte de patients transplantés pour une
C3G ou GNMP de type I, que la dérégulation de la voie alterne du complément, baisse du
C3 et augmentation du sC5b9, en post-transplantation est associée a un risque majeur de
récidive clinique. Par ce modéle, nous confirmons chez ’homme, les données acquises dans
les mod¢les animaux.

Durant cette derni¢re décennie, il a ét¢ montré dans des modeles animaux que I’absence de
Facteur H dans le sérum, responsable de 1’hyperactivation de la C3 convertase, induit une
C3G chez les animaux 167 169, Dans un mode¢le de souris, la présence d’une double délétion
homozygote de CFH et CS5, diminue la sévérité du phénotype de C3G, ce qui veut dire que
le C5 (C5a et C5b9) participe a la sévérité de la maladie 172. Chez ’homme, la C3G et la
GNMP de type I sont associées a des anomalies du complément. En revanche, aucune étude
n’a pu démontrer que 1’hyperactivation de la voie alterne du complément était a I’origine de
la maladie et impactait la sévérité de la maladie.

Nous avons étudié les facteurs de risques de survenue de la récidive clinique en fonction de
la consommation de la voie alterne du complément. Nous montrons pour la premicre fois,
chez ’homme que la maladie (traduit par la récidive sur le greffon) est liée a
I’hyperactivation de la voie alterne du complément. En effet, les patients qui normalisent
I’hyperactivation de la voie alterne du complément en post-transplantation ont un risque

faible de récidive comparable a celui des patients n’ayant pas de consommation de la voie
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alterne du complément. Les patients ayant un C5b9 augmenté ont 100% de récidive clinique
en post transplantation. Dans le modéle de souris, la gravité du phénotype est liée au CS.
Dans cette méme cohorte, j’ai étudié les biopsies de greffon en post-transplantation et réalisé
des marquages du complément (C3, C5b9). Les premiers résultats montrent que les
anomalies histologiques (dépdts, prolifération), la présence de C3, C5b9 sont plus
importantes chez les patients ayant une récidive clinique que chez les patients ayant une
récidive histologique isolée, sans anomalie clinique. Les corrélations entre les anomalies
retrouvées en phase fluide, les anomalies histologiques et le phénotype clinique seront
analysées.

Cette étude a permis d’identifier les marqueurs de sévérité de la récidive clinique qui

permettront de définir des nouveaux protocoles thérapeutiques.

Les C3G et GNMP de type I sont associées a une prolifération mésangiale. Le lien entre I’
activation du complément et la prolifération mésangiale n’est pas bien compris.
Les anaphylatoxines C3a et C5a se lient a leur recepteur RC3a et RC5a présents sur les

) ) g ee 301,302
cellules mésangiales en culture et peuvent induire leur prolifération ™

. La présence des
récepteurs C3a et C5a sur les cellules mésangiales est controversée®”. Les anaphylatoxines
C3a et C5a pourraient étre responsable d’une prolifération des cellules mésangiales via la
stimulation des monocytes, polynucléaires neutrophiles qui libérent des oxydants et

protéases ayant un role dans la stimulation des cellules endothéliales/mésangiales™***. L

a
prolifération mésangiale peut étre induite via la libération de PDGF-f par les cellules
endohéliales qui activent la prolifération des cellules mésangiales **. Le C5b9 induit sur des

. . ) 306,307
cellules mésangiales dans un mod¢le de rat™

. Les lignées de cellules mésangiales seront
incubées avec le plasma des patients ou avec un plasma issu de donneur sain. Les dépdts de

C3d et prolifération mésangiales seront quantifiés.
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3 Liens entre les G3N/GNMP de type I et le SHU atypique

Il est admis qu’une hyperactivation ou un défaut de contrdle de la voie alterne du
complément en phase fluide est responsable d’une G3N/GNMP de type I alors qu’un défaut
de controle a la surface cellulaire serait associé a une MAT. En effet, dans les modéles
animaux les souris transgéniques déficientes en FH (CFH-/-) ont un taux de C3 circulant
effondré et développent une atteinte rénale de type GNMP 169, En revanche les souris
déficientes dans la partie C terminale du FH développent un SHU atypique''®.

Les données chez I’homme confortent cette hypothese : les mutations du FH associées a une
G3N/GNMP sont des mutations qui interviennent dans la régulation en phase fluide du
complément. A I'inverse les mutations associées a un SHU sont généralement localisées
dans le domaine C terminal impliqué dans la reconnaissance des complexes C3b/polyanions.
Néanmoins, méme si les conséquences fonctionnelles des mutations sont bien établies, des
patients porteurs d’une méme mutation développent un SHU atypique et d’autres une
GNC3. En effet, des patients ayant une mutation du FH dans la partie N terminale ou un
déficit quantitatif en FH peuvent développer un SHUa. D’autre part, dans la cohorte de
patients ayant une GNC3, un patient a une mutation dans la partie C terminale, au niveau du
SCR20 du FH (R1210C). II existe de maniére évidente d’autres facteurs additionnels qui
peuvent étre responsables du changement de phénotype. En effet les SNP et haplotypes qui
prédisposent au SHU atypique ou a la GNMP sont différents 118 et pourraient jouer un role
de gene modificateur. On observe en effet des switchs de phénotypes avant et apres
transplantation rénale. Nous avons décrit des patients présentant une GNMP sur le rein natif,
un SHU atypique sur le greffon™’ et un autre cas a été rapporté de passage d’un SHU

atypique sur le rein propre a une GNMP sur le greffon3%8. De plus chez les patients ayant
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une des anomalies non complément dépendante comme une mutation du DGKE, certains
patients développent un SHU atypiquel®® et d’autres une protéinurie isolée!3?. Le VEGF
sécrété par les podocytes joue un role central dans le maintien de la barriére de filtration via
son implication dans le maintien du podocyte. Son rdle dans ces pathologies et les switchs

de phénotypes restent a définir.

La connaissance de la génétique du complément et le début de compréhension de son rdle
dans la physiopathologie de la maladie ont permis d’orienter les recherche thérapeutiques
dans de nouvelles directions. Les approches seront de plus en plus dirigées vers de nouvelles
cibles qui stopperont tous les acteurs pathogénes en conservant les fonctions physiologiques
du complément. Les travaux de recherche que j’ai effectués ont des retombées multiples qui
devraient permettre a terme de proposer aux patients et a leurs familles des moyens de

prevention fiables et des traitements adaptés a chaque cas.
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Atypical hemolytic and uremic syndrome (aHUS) is a
severe disease strongly associated with genetic abnor-
malities in the complement alternative pathway. In re-
nal posttransplantation, few data are available on re-
currence risk and graft outcome according to genetic
background in aHUS patients. The aim of this study
was to identify risk factors for recurrence and trans-
plant outcome and, in particular, the role of comple-
ment gene abnormalities. We retrospectively studied

57 aHUS patients who had received 71 renal trans-
plants. A mutation in complement gene was iden-
tified in 39 (68%), in factor H (CFH), factor | (CFI),
membrane cofactor-protein (MCP), C3 and factor B
(CFB). At 5 years, death-censored graft survival was
51%. Disease recurrence was associated with graft
loss (p = 0.001). Mutations in complement genes
were associated with higher risk of recurrence (p =
0.009). Patients with CFH or gain of function (C3,
CFB) mutations had a highest risk of recurrence. M-
TOR inhibitor was associated with significant risk of
recurrence (p = 0.043) but not calcineurin inhibitor
immunosuppressive treatment (p = 0.29). Preemptive
plasmatherapy was associated with a trend to de-
crease recurrence (p = 0.07). Our study highlights that
characterization of complement genetic abnormalities
predicts the risk of recurrence-related graft loss and
paves the way for future genetically based individual-
ized prophylactic therapeutic strategies.

Key words: Acute rejection, atypical hemolytic and ure-
mic syndrome, endothelial cell damage, mutations and
polymorphisms in complement alternative pathway,
renal transplantation, thrombotic microangiopathy

Abbreviations: aHUS, atypical Hemolityc and uremic
syndrome; STEC, shiga toxine-producing Escherichia
Coli; ESRF, end stage renal failure; CAP, complement
alternative pathways.
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Introduction

Hemolytic uremic syndrome (HUS) is a microvascular oc-
clusive disorder characterized by hemolytic anemia with
fragmented erythrocytes, thrombocytopenia and acute re-
nal failure (1). Unlike typical HUS, atypical HUS (aHUS) is
not related to Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC)
infection and affects both children and adults. aHUS is asso-
ciated with a poor functional outcome, as up to 50% of pa-
tients with aHUS develop end-stage renal disease (ESRD)
with a subsequent high risk of recurrence (2-4) after renal
transplantation. Over the last decade, a close link between
aHUS and uncontrolled activation of the complement al-
ternative pathway (CAP) has been well established (5,6):
genetically determined or acquired dysregulation of CAP
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has been identified in roughly 70% of aHUS patients (3,6).
Loss or gain of function mutations have been described in
genes encoding for complement regulatory proteins com-
plement factor H (CFH), factor | (CF/), membrane cofactor-
protein (MCP) as in those encoding the two components
of the C3 convertase, factor B (CFB) or C3 (7-16). In
addition, anti-CFH antibodies have been identified in 10%
of aHUS patients (17-19). Moreover, genetic variants, in-
cluding single nucleotide polymorphisms, and haplotypes
in the genes encoding for CFH and MCP may also con-
tribute to aHUS development (8,12,20-22). In particular,
CFH haplotypes defined with four exonic polymorphisms
located in SCR1 (Val62), SCR7 (Tyr402), SCR11 (GIn672)
and SCR16 (Asp 936), known as the at-risk CFH gtgt hap-
lotype, is strongly associated with aHUS (22). The risk of
posttransplant aHUS recurrence, which has been reported
as ranging from less than 20% to more than 90%, criti-
cally depends on whether the recipient carries a mutation
in a gene encoding for a membrane protein membrane
cofactor protein (MCP) (2-4) or a circulating factor (CFH,
CFl, CFB, C3). Moreover, in posttransplant settings, envi-
ronmental factors, including acute rejection, immunosup-
pressive drugs, viral infections and ischemia reperfusion
lesions, may initiate endothelial damage (23-26) but their
impact on aHUS recurrence has not been investigated.
The aim of this retrospective study was to assess the risk
of recurrence and graft loss in renal transplanted aHUS
patients. Complement genetics and posttransplant char
acteristics, including acute rejection, immunosuppressive
regimen, delayed graft function, aHUS recurrence and plas-
matherapy treatment were considered in the analysis.

Material and Methods

Study design

This was a retrospective, multicenter study of renal transplant recipients
with aHUS-related ESRD. Sixty-six patients included in the French aHUS
registry from 21 French transplantation centers were considered for inclu-
sion. Renal transplant centers were contacted to date and update clinical
data regarding graft outcome. Criteria for inclusion in the study were: (1)
Patients with adult-onset (=18 years) aHUS who had received a renal trans-
plant between January 1995 and December 2009 and (2) Patients who
had undergone a genetic investigation of the complement alternative path-
way. Exclusion criteria were: (1) HUS with an identified cause such as
STEC-induced HUS, Thrombotic Thrombopenic Purpura (TTP) associated
with ADAMST 13 deficiency, malignancy or autoimmune-related HUS. (2)
Patients without updated information. (3) Patients who were transplanted
before 1995. The last follow-up time point was June 2010.

Complement assays and genetic screening

Complement assessment was performed on EDTA plasma samples at the
immunology laboratory of the Georges Pompidou European Hospital. C3,
C4 and CFB levels were measured by nephelometry (Dade Behring, Deer-
field, IL, USA). CFH and CFI levels were measured by ELISA. Membrane
expression of CD46 was analyzed using flow cytometry and anti-CFH anti-
bodies were screened by ELISA as previously reported (27). Complete exon
sequencing of CFH, MCP CFI, C3, CFB, THMD genes was undertaken us-
ing direct sequencing analysis as described (27). Screening for nonallelic
homologous recombination (NAHR) between CFH and CFHR1 namely “hy-
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brid gene” was performed using multiplex ligation-dependent probe ampli-
fication (MLPA; SALSA MLPA kit P236-A1 ARMD from MRC Holland and
probes designed by the laboratory; Ref. (28). Functional evaluation of FH was
performed with hemolytic assay using sheep erythrocytes (27). Complete
CFHR1/CFHR3 deletion was identified by analysis of the SNP rs7542235
(29). The aHUS at-risk CFH gtgt haplotype namely “at risk CFH haplo-
type” was tagged by genotyping the SNPs rs800292 (c.184G), rs1061170
(c.1204T); rs3753396 (c.2016G) and rs1065489 (c.2808T) as previously re-
ported (22). All patients had provided informed written consent for gene
screening.

Recurrence and graft survival

Atypical HUS recurrence or acute rejections were diagnosed by renal graft
biopsy. Diagnosis of posttransplant recurrence was assessed by histolog-
ical criteria of thrombotic microangiopathy (TMA), including arterial and
glomerular lesions (30). Biopsy-proven acute rejections (BPAR) were graded
using the Banff classification as noted at the time of renal biopsy. C4d stain-
ing was routinely performed on biopsies from 2005 to 2009. Graft survival
was defined as the time between the date of transplantation and the date
of return to dialysis. Death with functioning graft was used as the censor
for the graft survival study.

The impact of curative plasmatherapy on graft survival was analyzed.
Curative plasmatherapy for recurrence was defined by a minimum of five
fresh frozen plasma infusions or by five plasma exchanges over 10 days.
The impact of preemptive plasmatherapy on disease recurrence and graft
survival was also assessed.

Clinical data

The following clinical data were obtained from medical records: pretrans-
plant characteristics, the age at the time of aHUS onset, ESRD, renal trans-
plantation and posttransplant recurrence. Meaningful independent variables
for all kidney transplants were recorded: deceased or living donor kidney,
donor age, number of HLA mismatches, cold ischemia time, induction ther-
apy (anti-thymoglobulin [ATG] or interleukin 2 receptor alpha anti-IL2Ral), cal-
cineurin inhibitor (CNI) or mTOR-based maintenance regimen, plasmather-
apy regimen, delayed graft function and number of acute rejection episodes.

Statistics

Continuous variables are expressed as mean values with standard devia-
tions. Categorical variables are expressed as tallies and percentages. Sta-
tistical analysis was performed on 71 grafts. Kaplan—-Meier graft survival es-
timates were calculated for death-censored graft survival. Death-censored
graft survival curves were compared between patients with and without
HUS recurrence. Death-censored graft survival without HUS recurrence
curves were compared between grafts from patients with and without ge-
netic mutation. Graft survival without HUS recurrence curves for patients
with and without individual mutations were then compared. The Bonfer
ronni correction for multiple comparisons was applied. Cox model univariate
analysis was used to test the association between independent variables.
Variables with p values of less than 0.20 in the univariate analysis were
entered into multivariate analysis through a forward subset selection with
no switching. Risk ratios (RRs) are shown with their upper and lower 95%
confidence limits. For all statistical measures, p < 0.05 was considered
significant. Statistical analysis was performed using the NCSS software
(Hintze, J. 2012. NCSS 8. NCSS, LLC. Kaysville, UT, USA)

Results

Characteristics of the study population
Out of the initial 66 patients considered for inclusion, 57
patients were finally included in the study. Nine patients
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Table 1: Characteristics of the grafts and immunosuppressive
therapies

Grafts N =71
% of deceased donor (n/total) 95 (68/71)
Rank of renal transplantation >1 (%), (n/total) 25 (18/71)
Median donor age (range) [years] 44 (15-73)
Mean HLA mismatch number + SD 32+1.2
Mean HLA DR mismatch number + SD 1.2+08
Median cold ischemia time (range) [hours] 20 (4-39)
% of induction therapy (n/total) 98 (66/67)
% Anti-thymoglobulin antibodies, (n/total) 75 (50/66)
% Anti-IL2Ra monoclonal antibody, (n/total) 25 (16/66)
Maintenance immunosuppressive therapy
% CNI-based regimen (n/total) 84 (57/68)
% of tacrolimus-based regimen (n/total) 77 (44/57)
% of cyclosporine-based regimen (n/total) 23 (13/57)
% of mTOR inhibitor-based regimen (n/total) 16 (11/68)
% of delayed graft function (n/total) 14 (9/66)
% of preemptive plasmatherapy (n/total) 13 (9/70)

were not included as they had been transplanted before
1995. The 57 patients received a total of 71 renal trans-
plants: 43 patients had one graft whereas 14 had two
grafts. No patients were lost to follow-up. Forty-eight (85 %)
of the 57 patients were female. Nine (16%) and 48 (84%)
patients had a familial or sporadic form of aHUS, respec-
tively. Three grafts were from living related donors and
the others were from deceased donors. There were no re-
nal transplantations from donors after cardiac death. The
median age at the time of aHUS onset, ESRD and kidney
transplantation was 32, 34 and 38 years, respectively. Char
acteristics of the grafts and immunosuppressive therapies
are summarized in Table 1.

Complement investigations

Eighteen patients (33%) displayed a low C3 plasma level
(<660 mg/L). Thorough genetic and C3 level assessments
were done either before (n = 29) or after (n = 28) re-
nal transplantation. A mutation in complement factors was
identified in 39 of the 57 patients (68%; Table 2, Table S1,
Figure S1). Forty-six percent (18/39) of these patients car
ried a CFH mutation identified by direct sequencing anal-
ysis of Factor H gene (12/18) or nonallelic homologous
recombination (NAHR) (6/18) identified by MLPA. In seven
of the 18 patients (39%) CFH/NAHR mutations were asso-
ciated with low-plasma CFH levels (type | mutation), and
11 (61%) with normal FH levels (type || mutation). All mu-
tations were heterozygous. The frequency of CFI, MCRE C3
and CFB mutations was 23% (n = 9), 8% (n =3), 10% (n
=4)and 3% (n = 1), respectively. Four of the nine patients
with CFI mutations had homozygous CFHR1 deletion. Four
patients (7%) had combined mutations. In 18 patients, no
mutation was identified in any of the screened genes; six
of them carried two at risk CFH haplotypes.

Patient and graft survival

Four patients (7%), aged from 21 to 50 years, died follow-
ing cardio-vascular events (acute cardiac failure [n = 1],
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Table 2: Frequency of complement abnormalities in the cohort

Patients Grafts

(n=57) (n=71)
Genetic/acquired abnormality n % n
Mutation 39 68 48
CFH 18 31.6 22
CFl 9 16.0 11
MCP 3 5.5 3
C3 4 7.0 5
CFB 1 1.8 2
THBD 0 0 0
Combined mutation 4 7.0 5
No mutation 18 32 23
wj/o.at-risk CFH haplotype 12 211 16
w two at-risk CFH haplotype 6 10.5 7
Anti-CFH antibodies 0 0 0

THBD = Thrombomodulin; w = with; w/o = without.

Combined mutations were (1) in 2 familial cases: CFH/MCP mu-
tations in one and an additional CFl in the other, (2) in 2 sporadic
cases: CFI/CFB in one and MCP/CFl in the other.

myocardial infarction [n = 2] and extensive stroke [n = 1].
Three of them died at 17 months, 2 and 3 years post-
transplant with a functioning graft and one patient died
of myocardial infarction 5 years after he had returned to
dialysis.

One and five-year post transplantation death-censored
graft survival were 76% and 51%, respectively. The me-
dian graft survival time (lower and upper 95% CL) was
61 (32-87) months (Figure 1). Graft survival and recurrence
were not different for first and second grafts (Tables 3 and
4). Death-censored graft survival was significantly worse in
patients with recurrent aHUS than in those without, in uni-
variate (RR=3.79[1.74-8.28]; p = 0.0001) and multivariate
analysis RR = 4.86 (1.30-13.81); p = 0.001 (Figure 2, Ta-
ble 3). The mean time between recurrence and graft lost
was 185 days (58-656). Graft survival was 44 + 7% and
74 £ 5% at 1 yearand 36 + 7% and 70 + 8% at 5 years in
patients with or without recurrence, respectively. The dis-
ease recurrence occurred during the early posttransplant
course (Figure 3).

In univariate aHUS was the only factor significantly as-
sociated with an increased risk of graft loss (RR = 3.79
[1.7-8.27]; p = 0.0001) whereas in multivariate analysis,
delayed graft function (RR = 4.77[1.81-12.67]; p = 0.002)
and aHUS recurrence RR = 4.86 (1.30-13.81); p = 0.001
were factors independently associated with an increased
risk of graft loss. In multivariate analysis, preemptive plas-
matherapy reduced graft loss (RR = 0.11 [0.01-0.85]; p =
0.035; Table 3).

Acute rejection occurred in 30% of the transplanted kid-
neys (22/71) including 17 cellular rejections (ACR) and five
antibody-mediated rejections (AMR). However, they were
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Figure 1: Death-censored graft survival.
Kaplan—Meier analysis of overall death-censored
graft survival in atypical HUS patients. The me-

dian graft survival time (lower and upper 95%
CL) was 61 (2.4-87) months.
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Table 3: Variables associated with significant graft loss risk by univariate and multivariate Cox analysis (n = 71 grafts)

Univariate analysis

Multivariate analysis

Independent variable RR (CI) P RR (Cl) p
Recipient age 0.99 (0.97-1.03) 0.776

Donor age 1.00 (0.98-1.02) 0.718

Living donor 0.40 (0.05-2.91) 0.365

Cold ischemia time 0.97 (0.93-1.02) 0.286

HLA MM 1.00 (0.75-1.35) 0.983

HLADR MM 0.70 (0.42-1.15) 0.158

Induction 0.39 (0.05-2.90) 0.358

ATG 1.46 (0.67-3.20) 0.344

CNI 0.81 (0.36-1.85) 0.624

mTOR 1.19 (0.53-2.69) 0.676

DGF 2.05 (0.85-4.95) 0.111 4.77 (1.80-12.67) 0.002
BPAR 1.55 (0.81-2.94) 0.183 1.70 (0.83-3.49) 0.149
Time on dialysis 1.00 (0.99-1.00) 0.648

Rank of Tx 0.88 (0.39-2.00) 0.766

HUS recurrence 3.79 (1.74-8.28) 0.0001 4.86 (1.30-13.81) 0.001
Curative PE 2.51 (1.34-4.68) 0.004 1.17 (0.49-2.83) 0.724
Preemptive PE 0.19 (0.03-1.40) 0.103 0.11 (0.01-0.85) 0.035

ATG = anti-thymoglobulin antibodies; BPAR = biopsy proven acute rejection; CNI = calcineurin inhibitors; MM = mismatch; mTOR =

mTor inhibitors. Rank of Tx = rank of transplantation.

'Since patients are eliminated listwise when one missing value is present, the MM HLA DR, which had a significant number of missing

values was dropped from the analysis.

not associated with a significant increased risk of graft fail-
ure (RR = 1.55 [0.86-2.94]; p = 0.183; Table 3). Sixty per
cent (14/22) of acute rejections coincided with aHUS re-
currence. Statistical analyses performed per graft and per
patient gave similar results (data not shown).

Risk factors for posttransplantation aHUS recurrence

To determine risk factors associated with aHUS recurrence
after renal transplantation, we analyzed clinical and ge-
netic variables (Table 4). Donor age, acute rejection and
CNl-based immunosuppressive regimen did not represent
significant risk factors for aHUS recurrence. In contrast, a
low-C3 level (RR = 1.99 [1.05-3.48]; p = 0.035) and the
presence of a mutation in genes encoding complement
proteins in univariate analysis (RR = 3.10 [1.43-6.68]; p =
0.004) were associated with a greater risk of recurrence
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(Figure 4, Table 4). In multivariate analysis, the presence of
mutation (RR =2.88[1.30-6.37]; p = 0.009), m-Tor inhibitor
regimen (RR = 2.21 [1.03-4.74]; p = 0.043) and recipient
age (RR = 1.04[1.00-1.07]; p = 0.031) were associated
independently with an increased rate of aHUS recurrence.
Of the 14 patients who received two grafts, 11 (78%) had
a recurrence on the first graft and 11 (78%) on the second.
Nine of the 11 patients (81%) who had recurrence on the
first graft had a recurrence on the second graft.

To further assess the risk of aHUS recurrence on graft, we
compared graft survival (n = 71) without HUS recurrence
curves according to the presence of mutations or two at
risk CFH haplotypes (Figure 5, Table 5). Grafts in patients
with neither mutations nor the two at-risk CFH haplotypes
were considered as a control group (n = 16 grafts). Grafts

American Journal of Transplantation 2013; 13: 663-675
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Table 4: Variables associated with significant recurrence risk by univariate and multivariate Cox analysis (n = 71 grafts)

Univariate analysis Multivariate analysis

Independent variable RR (Cl) p RR (Cl) p
Recipient age 1.022 (0.99-1.05) 0.149 1.04 (1.00-1.07) 0.031
Donor age 1.01 (0.99-1.03) 0.233

Living donor 0.85 (0.21-3.50) 0.817

HLA MM 0.92 (0.70-1.20) 0.532

HLADR MM! 0.73 (0.47-1.14) 0.156

Induction 0.65 (0.26-1.66) 0.361

ATG 0.80 (0.48-1.58 0.525

CNI 0.67 (0.33-1.39) 0.294

mTOR 2.00 (0.98-4.17) 0.065 2.21(1.03-4.74) 0.043
DGF 1.382 (0.568-3.29) 0.464

BPAR 1.15(0.61-2.18) 0.656

Time on dialysis 1.00 (0.99-1.06) 0.948

Rank of Tx 1.20 (0.59-2.44) 0.612

Previous recurrence 1.26 (0.58-2.72) 0.551

Low C3 1.99 (1.05-3.48) 0.035 1.61 (0.85-3.04) 0.144
Mutation 3.10 (1.43-6.68) 0.004 2.88 (1.30-6.37) 0.009
Preemptive PE 0.16 (0.02-1.15) 0.068 0.34 (0.10-1.13) 0.078

ATG = anti-thymoglobulin antibodies; BPAR = biopsy proven acute rejection; CNI = calcineurin inhibitors; MM = mismatch; mTOR =
mTor inhibitors; PE = plasma exchange; Rank of Tx = rank of transplantation.

1Since patients are eliminated listwise when one missing value is present, the MM HLA DR, which had a significant number of missing
values was dropped from the analysis.
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Figure 2: Death-censored graft survival after renal transplantation according to the occurrence of recurrence. Kaplan-Meier analysis
(p = 0.0001, log rank).

in C3 or CFB carriers were pooled to analyze gain of func- in the first year after transplantation. Mutations in C3/CFB
tion mutations (n = 7). Results of univariate cox are given had a trend towards significance (RR = 4.80 [1.3-20.9];
after Bonferroni correction. Mutations in CFH/NAHR were p = 0.04; Figure 5, Table 5). No statistically significant dif-
associated with a significantly greater risk of recurrence ference for recurrence risk was found between carriers
as compared with the control group (RR = 5.6 [1.7- 9.6]; of CFl mutations, MCP mutations, combined mutations
p = 0.0024), the seven grafts from the six patients who or two the at-risk CFH haplotypes without mutation com-
carried a Hybrid gene mutation experienced a recurrence pared to the control group (Table 5). Graft recurrence was
American Journal of Transplantation 2013; 13: 663-675 667
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Figure 4: Graft survival without HUS recurrence according to presence or not of a mutation in complement genes (p = 0.035, log

rank).

not different between patients with CFl mutation associ-
ated with CFHR1 deletion and those with CFl mutation
without CFHR1 deletion (p = 0.99; data not shown). Post-
transplant recurrence occurred in two of the three patients
with an isolated MCP mutation. Both of them had the two
at-risk CFH haplotypes for aHUS. Two years after aHUS re-
currence, 75%, 71%, 72% and 50% of grafts from carriers
of CFH, CFI, C3 /B and MCP were lost.

668

Influence of plasmatherapy on graft survival or
recurrence

Curative plasmatherapy, which consisted either of fresh-
frozen plasma infusions (n = 3) or plasma exchanges (n =
30), was performed in 33 of the 44 patients (75%) with
aHUS recurrence. Overall, graft outcome was poor in pa-
tients who received curative plasmatherapy for recurrence
in univariate analysis RR = 2.51 [1.34-4.68] p = 0.004).

American Journal of Transplantation 2013; 13: 663-675
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Figure 5: Graft survival without HUS recurrence according to the recipient genetic background. Fractions of graft without aHUS
recurrence at any time according the presence or not of mutations (CFH, C3/CFB, CFl, MCP, combined mutations or without mutation
but with 2 at risk CFH haplotype). All group were then compared to a control group (grafts from patients with neither mutation nor
homozygous at-risk CFH haplotype). The results are shown in Table 5.

Table 5: Individual mutations associated with significant
recurrence risk by univariate Cox analysis

RR 95% ClI p-Value
CFHvs. C 5.6 2.4-13.0 0.0024
C3/CFB vs. C 4.8 1.12-20.6 0.042
CFlvs. C 2.9 0.9-9.8 0.444
At risk CFH vs. C 2.8 0.6-13.2 0.810
MCP vs. C 3.4 0.3-37 0.804
Combined mutations vs. C 3.2 0.5-20.8 0.666

C = control, no mutation, no polymorphism.

At risk CFH: two at risk CFH haplotypes.

All group were then compared to a control group (grafts from
patients without mutations or two at-risk CFH haplotypes).

Two at-risk CFH haplotypes without mutation, CFl, gain function
mutation (C3/B) and CFH mutations, MCP and Combined muta-
tions were compared to a Control group.

Bonferroni correction for multiple comparisons was applied.

After adjustment for recurrence, multivariate analysis
showed that curative plasmatherapy did not improve graft
survival (RR =1.17[0.49-2.83] p = 0.7; Table 3, Figure 6).

Nine patients received preemptive plasmatherapy in an
attempt to prevent posttransplant recurrence of aHUS

American Journal of Transplantation 2013; 13: 663-675

but none received the anti-C5 treatment eculizumab as
a preemptive therapy (Table 6). In multivariate analysis,
preemptive plasmatherapy decreased graft loss RR =0.11
[0.01-0.84] p = 0.035). There was also a nonsignificant
decrease in disease recurrence RR = 0.34 [0.10-1.13]1 p =
0.078) in patients who received preemptive plasmatherapy
(Table 4, Figure 7). Four of these patients experienced an
event-free successful renal transplantation. Recurrence oc-
curred in three other patients (33%; including the one with
CFH mutation and one with combined mutations [CFB and
CFI]) with severe concomitant graft impairment rescued
by eculizumab, a complete reversal of aHUS activity was
obtained in all of them. No patients treated by eculizumab
suffered graft loss but renal function sequelae persisted in
all of them at 1 year posttransplantation. Two other patients
lost their graft due to AMR.

Discussion

We report the outcome of renal transplant in a large cohort
of aHUS patients screened for mutation in all known aHUS
related genes and for at-risk CFH haplotype. The present

study highlights that, overall, poor graft survival is largely
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Figure 6: Graft survival following aHUS recurrence in patients treated or not with curative plasma therapy (p = 0.9, log rank).

due to aHUS recurrence. We demonstrated that comple-
ment genetic abnormalities strongly impact the rate of
early recurrence and thus the graft outcome.

In our study, the overall outcome of kidney transplantation
in adults with aHUS was poor with 7% of deaths and 50%
of graft failure at 5 years posttransplant. Four patients with-
out major cardiovascular risk factors, aged from 21 to 50
years, died from cardiovascular events. This finding is rem-
iniscent of aHUS cases with arterial involvement, including
stenosis of cerebral arteries and myocardial ischemia, sug-
gesting that permanent complement activation may also
harm the macrovascular vessels (31-33).

The high frequency of graft loss in aHUS recipients was
first documented based on case reports with or with-
out genetics available (2,34) and from an International
registry (3).

Our study highlights that, overall, poor graft survival is
largely due to aHUS recurrence which occurred in 68%
of the patients. and to a lesser extent to delayed graft
function. We showed that the recurrence risk is major dur-
ing the first year (accounting for 70% of recurrence) and
decreases markedly after 2 years.

Recurrence is strongly determined by genetic background.
Patients with mutations in complement factors had a three-
fold increase in posttransplant aHUS recurrence compared
to aHUS patients without mutations. More importantly, this
study provides new and useful information about the level
of the risk of aHUS recurrence. The risk of recurrence is
four times higher for patients with mutation in CFH gene or

670

Hybrid gene between CFH/CFHR1 and CFB/C3 mutations
as compared to patients without these genetic abnormal-
ities. It is well documented that kidney transplantation in
patients with CFH mutations is associated with a high re-
currence rate. Of 42 published cases of transplanted pa-
tients (children or adult) with CFH genetic abnormalities, 32
had recurrence and 86% of the recurrences induced graft
loss (3,35-37). We confirmed the high frequency of graft
loss after recurrence in patients with CFH. Interestingly, in
our study, the six patients who carried a Hybrid gene be-
tween CFH/CFHR1 in our study lost their renal allograft by
early recurrence. This very high-risk subset of patients was
not detected with the sequencing of the exonic sequence
of the CFH but with MLPA technology. This finding is in line
with the critical role of the C-terminus of CFH for binding to
and protecting the endothelium (22,36). Data are emerging
that patients with C3 and CFB mutations have a high risk
of graft recurrence and graft loss. In our study, the risk of
recurrence may be high for C3/B carriers, it is probably due
to the small number of patient. Two patients who carried a
CFB mutation lost their graft, one of whom has previously
been reported (16). Two other cases of CFB carriers who
lost their grafts have been reported in the literature (14).
Recurrence occurred in four of the five grafts in four pa-
tients who carried C3 mutations. In contrast, Noris et al.
reported only two recurrences in seven renal transplan-
tations (3). The main challenge remains to determine the
functional consequences of the gene mutations to define
the risk of aHUS disease recurrence (13).

Several previous reports suggest that patients with CFl
mutation have a similar renal posttransplantation recur
rence risk to those with a CFH mutation (9,11,38,39). We

American Journal of Transplantation 2013; 13: 663-675
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Table 6: Outcome of renal transplantation after preemptive plasmatherapy

Outcome
Recurrence Perioperative Duration of Recurrence/ Creatinine
on previous plasmatherapy Maintenance plasmatherapy rejection umol/L

Patients Mutation graft (Y/N) regimen regimen treatment (delay)’ (Follow-up)

1 CFH (SCR1) - Pl over 4 days No 4 days No/No 80 (2 yrs)

2 CFH (SCR4) - Daily Pl over 7 Monthly PI 4yrs No/No 80 (4 yrs)
days

3 CFH (SCR10) Yes Daily Pl over 7 Pl every 2 3 months Yes/No (3 Anti-C5 at 3 mth
days weeks months) 175 (12 mths)

4 Combined? - PE over 10 days PE every 1 week 1 month Yes/No (Tmonth) Anti-C5 1 mth

180 (2 yrs)

5 CFlI - Daily PE over 5 Pl every 3 18 months No/Yes (AMR at  Graft lost (18
days following weeks 12 months) mths)
tapering Pl

6 CFlI Yes PIJ0 et J1 Pl every 2 2 yrs Yes /No (2 yrs) Anti-Cb at 2 yrs

weeks 250 (3 yrs)

7 NO - PE 3 times per 7 Pl every week 2 yrs No/Yes (AMR at  Graft lost (2 yrs)
days over 1 6 weeks)
month

8 At risk CFH Yes Pl over 9 days PE every 1 2yrs No/No 110 (4 yrs)

months

9 NO Yes Daily PI Monthly Pl 4 yrs No/No 100 (4 yrs)

PE = plama exchanges; Pl = plasma infusion; yrs = years; mth = month.

No = no mutation, no 2 at risk CFH haplotype.
At risk CFH: two at risk CFH haplotypes.

"Delay between renal transplantation and the event (recurrence or acute rejection).

2Mutations in CFB and CFlI.

provide evidence that the risk of recurrence in grafts from
patients with CFI mutations is lower compared with grafts
from patients with CFH mutations. We have previously re-
ported that complete deletion of the CFHR-1 gene, which
is a common polymorphism, could adversely impact on
the severity of the HUS disease in patients with Factor |
mutation (7). Our study failed to demonstrate that homozy-
gous CFHR1 deletion increased recurrence in CFl carriers.
Furthermore, we failed to identify the influence of at-risk
CFH haplotype as our study included a relatively small num-
ber of patients with two at risk CFH haplotypes and without
mutation. It is difficult to conclude about the specific im-
pact of the at-risk CFH haplotype on the recurrence rate
after kidney transplantation. Additional studies may help to
determine the influence of these various polymorphisms
on the risk of recurrence.

However, we determined that aHUS patients without
gene mutations or two at-risk CFH haplotypes had a low-
recurrence risk.

In our cohort, out of the three patients with an MCP muta-
tion, only one transplantation was successful. MCP is the
transmembrane protein which acts as a co-factor for CFI
to inactivate C3b on the endothelial cell surface (40-43).
After renal transplantation, MCP production is driven by
the endothelium cells from the donor and MCP carriers
are therefore expected to have a low-recurrence risk (9).
To date, only two patients with MCP mutations have been
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reported as having experienced recurrence, one of whom
was reported in this study (10). The mechanism evoked
to explain unexpected recurrence includes chimerism (10)
or the presence of another mutation (42). Interestingly,
both carriers of an MCP mutation in the present cohort,
including one already published (10), harbored two at-risk
CFH haplotypes and the mutation in MCP was the only
mutation identified.

Plasmatherapy failed to rescue graft function in most pa-
tients as previously reported in a review (44). In this re-
spect, we must nonetheless acknowledge that this retro-
spective study contains several caveats including variable
times in plasmatherapy initiation and lack of homogene-
ity in frequency and duration of plasma exchange ses-
sions. Nevertheless, the negative impact of recurrence on
graft survival persisted independently whether patients re-
ceived plasmatherapy or not. This reinforces the fact that
patients should be administered prophylactic treatment.

We confirmed data previously reported that preemptive
plasmatherapy may be effective in the prevention of dis-
ease recurrence and may reduce graft loss (36)- (49-51).
However three of the nine patients experienced disease re-
currence. When switched to eculizumab renal dysfunction
persisted but renal function was maintained. This study,
as well as a recent publication of the outcome of 22
aHUS renal transplanted recipients treated by eculizumab,
suggests that patients at very high risk of recurrence
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Figure 7: Graft survival without recurrence according to prophylactic preemptive plasmatherapy (p = 0.03, log rank).

(mutations in CFH/Hybrid, or CFB/C3) should be admin-
istered preemptive therapy by eculizumab (45,47-49) and
that those with recurrence under plasmatherapy be rapidly
switched to eculizumab (4-49). Favorable renal outcome is
rare in the CFH careers (50-52). Patients at moderate risk,
could be administered either preemptive plasmatherapy
or eculizumab on a case-per-case basis. Finally, preemp-
tive plasmatherapy may be sufficiently effective in patients
at low risk (i.e. patients without mutations).

Although the duration of preemptive treatment is debat-
able, our study demonstrates that the rate of recurrence
decreases markedly 2 years posttransplantation. These
data may help clinicians to decide when to stop the
treatment.

The estimated incidence of TMA due to CNI-based im-
munosuppressive therapy in patients without aHUS as ini-
tial nephropathy is 0.5% to 1% (53). Our study failed to
demonstrate a significant relationship between CNI ther
apy and recurrence of aHUS, in contrast to previous studies
in patients with de novo posttransplant HUS (24,53,54). At
the opposite, we previously found a 30% prevalence of
CFH and CFI mutations in patients with de novo posttrans-
plant HUS (55). Moreover, m-TOR inhibitors can induce
TMA (25), and we found a significant risk of recurrence in
m-TOR inhibitor-treated patients.
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These results would suggest that patients should not be
put on a CNI-free regimen in this setting as it exposes them
to an increased risk of acute rejection (56,57) whereas the
recurrence risk is limited. Furthermore, switching to an
mTOR inhibitor probably exposes them to a higher risk of
recurrence.

Although the rate of acute rejection was high in our studly,
in line with a previous study which reports a rate of 30%
(56), it was not significantly associated with an increased
risk of graft loss. Moreover, the humoral rejection rate may
be underestimated because the study covered a large pe-
riod of time, without systematic screening for donor spe-
cific antibodies during the posttransplant course or sys-
tematic C4d staining on all renal biopsies. So far, it remains
unclear whether the high incidence of acute rejection re-
sults from low exposure to CNI, fueled by the wish to limit
CNl-related endothelial toxicity, or from a complement-
dependent enhanced alloimmune response (57,58).

Certain considerations need to be taken into account when
interpreting the results. The first is that the patients were
retrospectively selected from the French registry of aHUS.
A second limitation is that the patients were enrolled
over a large period of time and the inclusion criterion for
previous genetic testing could have introduced selection
bias. Such bias may be minimal as we failed to identify a
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significant difference in the outcome of grafts performed
between 1995 and 2002 (before the knowledge of comple-
ment associated aHUS) and between 2002 and 2009 (data
not shown). Third, therapeutic impact should be analyzed
with caution. After adjustment for relevant covariates (DGF,
BPAR and plasmatherapy) which could impact on graft sur
vival, disease recurrence remains a significant factor as-
sociated with graft loss. We thus believe that our analy-
sis represents an appropriate overview of the impact of
complement genes on graft outcome.

In conclusion, our study provides strong evidence sup-
porting previously published findings that aHUS disease
recurrence impacts the graft outcome in renal transplant
recipients. Recurrence is determined by the presence and
the type of complement genetic abnormalities. We pur
pose to classify the risk of recurrence according to the
genetic background. Patients with Factor H, C3 and CFB
mutations or with CFH/CFHR1 hybrid gene carry a high
risk of recurrence after renal transplantation. Patients with
CFl, MCR combined mutations or with two at risk CFH
haplotype carry a moderate risk, whereas those with nei-
ther mutations nor CFH at risk haplotype have a low risk
of recurrence.

Our study paves the way for future genetically based indi-
vidualized prophylactic therapeutic strategies. In our opin-
ion, preemptive eculizumab therapy should be adminis-
tered to patients with high-risk mutations (CFH/Hybrid,
CFB, C3) whereas preemptive plasmatherapy should be
proposed to others patients with moderate and low risk of
recurrence. Finally, unlike formTOR inhibitors, we found no
evidence supporting that CNI increased risk of recurrence.
CNlI-based regimens should thus be the immunosuppres-
sive therapy of choice for aHUS transplanted patients to
limit the risk of rejection.
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Recessive mutations in DGKE cause atypical

hemolytic-uremic syndrome
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Pathologic thrombosis is a major cause of mortality. Hemolytic-
uremic syndrome (HUS) features episodes of small-vessel
thrombosis resulting in microangiopathic hemolytic anemia,
thrombocytopenia and renal failure’. Atypical HUS (aHUS)
can result from genetic or autoimmune factors? that lead to
pathologic complement cascade activation3. Using exome
sequencing, we identified recessive mutations in DGKE
(encoding diacylglycerol kinase €) that co-segregated with
aHUS in nine unrelated kindreds, defining a distinctive
Mendelian disease. Affected individuals present with aHUS
before age 1 year, have persistent hypertension, hematuria
and proteinuria (sometimes in the nephrotic range), and
develop chronic kidney disease with age. DGKE is found in
endothelium, platelets and podocytes. Arachidonic acid-
containing diacylglycerols (DAG) activate protein kinase C
(PKC), which promotes thrombosis, and DGKE normally
inactivates DAG signaling. We infer that loss of DGKE
function results in a prothrombotic state. These findings
identify a new mechanism of pathologic thrombosis and
kidney failure and have immediate implications for treating
individuals with aHUS.

Studies in Mendelian forms of aHUS have implicated mutations in genes
of the complement cascade, including those encoding complement

factors B (CFB), H (CFH) and I (CFI), complement component 3 (C3),
membrane cofactor protein (MCP) and thrombomodulin (THBD)?.
All of these mutations result in unrestricted complement activation?.
Most are transmitted as autosomal-dominant traits with markedly
reduced penetrance; only recessive mutations in CFH and MCP show
an apparently high penetrance?. Nonetheless, nearly half of patients
with aHUS without secondary causes have no discernable genetic or
autoimmune abnormality*.

We studied two unrelated families (kindreds 1 and 2), each with two
siblings diagnosed with aHUS in infancy and unaffected unrelated
parents. There were no pathogenic mutations in known aHUS genes
or any antibodies to CFH in either kindred (Supplementary Table 1).
All four affected individuals presented between 4 and 8 months of
age with microangiopathic hemolytic anemia, thrombocytopenia and
acute renal failure (Table 1 and Supplementary Table 2). Three of
the individuals had renal biopsies before age 3, all showing pathology
demonstrating chronic thrombotic microangiopathy (Table 1 and
Fig. 1). We performed exome sequencing of these four affected sub-
jects (Supplementary Table 3) and identified high-quality variations
from the reference sequence, determined their impact on encoded
proteins and estimated their allele frequencies.

We posited autosomal-recessive transmission in these families
and sought genes with rare homozygous or compound heterozygous
variants (minor allele frequency (MAF) <1% and homozygous or
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Table 1 Demographic, laboratory and clinical characteristics for subjects with DGKE nephropathy?

Age at Age at diagnosis
Subject  diagnosis Evidence Dialysis of first renal
ID (years) Gender  Hgb nadir? of MA¢ pLTd Cre at onset biopsy (years) DGKE alteration 1 ~ DGKE alteration 2
1-3 0.7 M 7.2 Yes 50 2.84 Yes cTMA (2) p.Trp322* p.Trp322*
1-4 0.3 F 5.7 Yes 36 1.89 Yes ND p.Trp322* p.Trp322*
2-5f 0.6 F 7.3 Yes 35 5.32 No cTMA (1) p.Arg63Pro p.Vall63Serfs*3
2-7f 0.3 F 6.8 Yes 168 1.35 No cTMA (1.5) p.Arg63Pro p.Val163Serfs*3
3-3f 0.5 F 8.4 Yes 132 0.62 No cTMA (0.7) p.Trp322* p.Serll*
4-1f 0.3 F 3.7 Yes 3908 8.51 Yes cTMA (1) p.Trp322* p.Trp322*
5-3f 0.6 M 7.1 Yes 88 5.09 Yes cTMA (1) p.Trp322* p.Trp158Leufs*8
6-3 0.5 F 9.0 Yes 99 2.52 Yes cTMA (1) p.GIn334* p.GIn334*
7-3 0.9 M 4.9 Yes 125 6.79 Yes cTMA (2) p.IVS5-1 p.IVS5-1
8-3 0.7 M 5.0 Yes 214 7.19 Yes cTMA (1M p.Trp322* p.Trp322*
9-3 0.3 M 6.4 Yes 33 4.21 Yes cTMA (7) p.Arg273Pro p.Arg273Pro
9-4 0.8 M 8.2 ND 57 0.6 No ND p.Arg273Pro p.Arg273Pro
9-6 0.3 F 7.3 Yes 32 2.21 Yes ND p.Arg273Pro p.Arg273Pro

Cr, creatinine; cTMA, chronic thrombotic microangiopathy; Hgb, hemoglobin; MA, microangiopathy; ND, not done; PLT, platelet count.

aReference values are for infants <1 year of age32. PNormal is defined as >10.3 g/dl. °Microangiopathy diagnosed by high lactate dehydrogenase, low haptoglobin and/or schistocytes on blood
smear (details in Supplementary Table 2). 9Normal is being defined as <220 x 109/I. eéNormal is defined as 0.2 mg/dl. fKindreds previously reported33. 8Subject had many normal platelet counts
with acute aHUS. "Global renal cortical ischemia and malignant nephroangiosclerosis noted in both kidneys.

compound heterozygous genotypes not previously seen in data-
bases) that were shared by both affected subjects in each kindred
(Supplementary Table 4). In kindred 1, there was a single, previ-
ously unreported homozygous variant that was shared by both
affected subjects, and there was one previously unreported, shared
compound heterozygous genotype in kindred 2. These previously
unreported genotypes occurred in the same gene, DGKE. The first was
a homozygous premature termination codon (encoding p.Trp322*),
and the second was a compound heterozygote for a frameshift (encod-
ing p.Val163Serfs*3) and a missense mutation (encoding p.Arg63Pro);
three unaffected siblings had zero or one of these variants (Fig. 2,
Table 1 and Supplementary Fig. 1a).

To extend these findings, we sequenced DGKE in 47 additional
unrelated probands with pediatric-onset aHUS and 36 adult-onset
aHUS probands in whom there was no mutation in known aHUS-
associated genes or CFH antibodies (Supplementary Table 1). From
this analysis, we identified six additional index cases harboring rare
homozygous or compound heterozygous DGKE variants, all of which

Figure 1 Kidney biopsies of subjects with
DGKE mutations show histological features of
chronic thrombotic microangiopathy. These
include glomerular hypercellularity and split
glomerular basement membranes (GBM) by
light microscopy and endothelial cell swelling
and GBM internal lamina rara widening without
electron-dense deposits by electron microscopy.
(a,b) Renal biopsy of subject 1-3 at age 2.

The image in a shows reduced glomerular
capillary lumen, an increased mesangial matrix
with mesangial hypercellularity and patchy
interstitial fibrosis (Masson'’s trichrome). The
glomerulus in b shows split GBM (arrow in inset)
with debris accumulation in the subendothelial
space and a dilated capillary filled with

had pediatric onset (Fig. 2, Table 1 and Supplementary Fig. 1a).
Parental samples, which were available for all but one kindred,
were heterozygous for one of the mutations, with the exception of
kindred 5, in which one mutation was apparently de novo. Additionally,
kindred 9, independently ascertained in Germany with three affected
subjects, showed complete linkage to the DGKE locus (log;, odds
(LOD) score of 2.53; Supplementary Fig. 1b), and sequencing of
all exons in the interval identified a homozygous DGKE mutation
(encoding p.Arg273Pro; Fig. 2 and Supplementary Fig. 1a). These
nine subjects all met the clinical criteria for aHUS at presentation
(Table 1 and Supplementary Table 2). Six had renal biopsies before
age 2, all of which read as chronic thrombotic microangiopathy
(Table 1 and Fig. le-g).

Collectively, the rare DGKE variants found in the nine kindreds
included three different premature termination codons, two frameshift
mutations, one splice donor-site mutation and two missense mutations
that alter conserved residues (Fig. 2 and Supplementary Fig. 1c).
Only one of these variants (encoding p.Trp322*) was previously

fibrinous material (arrowhead), consistent with a small thrombus (Jones’ stain). (c,d) Renal biopsy of subject 1-3 at age 9 showing the progression of
renal damage. The image in ¢ shows a bloodless, markedly lobular glomerulus with extensive fibrosis (Masson’s trichrome), and the image in d shows
enhanced global GBM splitting (inset; Jones’ stain). (e-g) Renal biopsy of subject 4-1 at age 1. The image in e shows global thickening of capillary
walls, split GBM (arrow in inset), a focal increase in mesangial matrix and a prominent podocyte nucleus (arrowhead; Periodic acid-Schiff). The image
in f illustrates split and thickened GBM (Jones’ stain). The electron micrograph in g shows a narrow capillary lumen (L; red line) caused by GBM inner
lamina rara expansion (devoid of electron-dense deposits) and hypertrophy of endothelial cells (ECs; black dotted line). Also visible are podocytes (P)
with normal (arrow) or effaced (arrowhead) foot processes. Mesangial cell (MC; black line) processes are present between endothelial cells and GBM,
consistent with mesangial cell interposition (lead citrate and uranyl acetate). Scale bars, 50 um (a—f); 10 um (insets in b,d,e); 1 um (g).
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Figure 2 DGKE mutations in aHUS. Shown is a schematic of the

DGKE domains. C1 domains bind DAG, and there is evidence that

the hydrophobic domain (HD) is a transmembrane domain3l. The
locations and consequences of the recessive mutations in subjects from
nine unrelated kindreds with aHUS are shown. Mutations that were
homozygous in one or more families are shown in red; the other mutations
were compound heterozygous. The genotypes of the affected subjects are
shown in Table 1, and pedigrees and sequence chromatograms are shown
in Supplementary Figure 1.

seen among 8,475 subjects from the National Heart, Lung, and Blood
Institute (NHLBI) or Yale exome databases; this variant was hetero-
zygous in two people of European ancestry. The variant encoding
p.Trp322* was present in five apparently unrelated subjects with
aHUS of European ancestry and was homozygous in three of these five
individuals. These three subjects shared an identical and extremely
rare haplotype spanning no more than 400 kb at the DGKE locus
(Supplementary Fig. 2 and Supplementary Table 5). This indicates
a common ancestry for the mutation in each family, with the last
common ancestor estimated to have occurred 53 generations ago
(95% confidence interval 33-73 generations; Supplementary Fig. 3).
The remote shared ancestry of the mutation is consistent with these
three families not being closely related.

Twenty-two percent of siblings of index cases in these families
(4/18) had aHUS, consistent with recessive transmission with high
penetrance. Moreover, rare DGKE variants precisely co-segregated
with aHUS in these families, yielding a LOD score of 8.9 (likelihood
ratio of 7.9 x 108 in favor of linkage) for complete linkage of these
variants to aHUS under a recessive model with rare phenocopies and
high penetrance. Similarly, we found no homozygous or compound
heterozygous damaging variants (premature termination, frameshift
or splice site variants) among 8,475 subjects in the NHLBI and Yale
exome databases (Supplementary Fig. 4). The association of rare
recessive genotypes with aHUS was extremely strong (P = 2 x 10719,
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Fisher’s exact test). Together these genetic findings conclusively estab-
lish recessive loss-of-function mutations in DGKE as the cause of
aHUS in these families.

Subjects with DGKE mutations all presented with aHUS in the
first year of life (mean 0.5 years, range 0.3-0.9 years; Table 1). DGKE
mutations were present in 9 of 22 pediatric patients with aHUS with
disease onset before 1 year of age and 0 of 28 patients diagnosed after
age 1 year (P =2 x 107%). DGKE was a frequent cause of aHUS in the
first year of life (13 of 49 cases with aHUS, 27%) and accounted for
50% of familial disease in this age group (three of six kindreds). This
uniformly early age of onset defines a distinct subgroup of aHUS
(Fig. 3a). The clinical course in subjects with DGKE mutations
featured relapsing episodes of aHUS before age 5 years (Fig. 3b).

Abnormal complement activation is a feature of all previously
described forms of aHUS?. Because DGKE encodes an intracellu-
lar enzyme, it is not obvious that complement activation has a role
in subjects with DGKE mutations. Detailed assessment of the com-
plement system showed no compelling abnormality in any subject
(Supplementary Table 1). Moreover, two subjects with DGKE
mutations had aHUS relapses while on anticomplement therapy
(eculizumab and fresh frozen plasma infusions, respectively), which
are thought to be efficacious in individuals with complement defects®
(Supplementary Fig. 5 and Supplementary Table 2).

Among subjects with DGKE mutations whose renal function
recovered after the onset of aHUS, hypertension, microhematuria
and proteinuria persisted in all but one (subject 5-3). In contrast,
most individuals with other aHUS subtypes have no residual renal
abnormalities between episodes. Progression to chronic kidney
disease (CKD) stages 4 and 5 was common by the second decade
of life, long after the last acute episode of aHUS (Fig. 3¢). Notably,
three subjects with DGKE mutations developed nephrotic syndrome
3-5 years after disease onset, a very rare event in other forms of
aHUS. Repeat renal biopsies in these subjects were read as chronic
thrombotic microangiopathy (Supplementary Table 2). This is prob-
ably not a genotypic effect, as two affected siblings have not thus far
developed nephrotic syndrome. Treating physicians did not report
extrarenal phenotypes.

Three subjects received cadaveric renal transplantation at 2, 19 and
21 years of age using standard pre- and post-transplantation protocols
(Supplementary Table 2). Two allografts have survived 2 years and
4 years so far, whereas the other failed after 6 years due to chronic rejection.

Figure 3 Clinical course of aHUS due to a 204 S Homozygous b ‘;a’:wi ei).'SOded c

DGKE mutation. (a) The age at onset of 18 ] ° Heter.ozygous ephrotic syndrome £ 100

the first HUS episode is shown for all 12: s 12 J:,:’ Z o

pediatric subjects from the French aHUS g 12 ] . 2.5 [T T CKD5/Tx §

cohort for whom mutations have been identified. £ 10 p g 60

Individuals with DGKE mutation are notable 3 81 - . T 40

for their uniformly early diagnoses. (b) The § 6 ] - 3 §

ages of acute episodes of aHUS (red ovals). s i: B o %— = 20

Gray shading denotes ages at which nephrotic < 3] R e D7 S o S B N
syndrome was present. Subjects who developed 2] 5 n 8-3 [] CKD5/Tx = 0 5 10 15 20 25 30
CKD stage 4 or 5 or were transplanted are e B 07, % 9-3 [IT_ ] CKD5 Age (years)
labeled as CKD4, CKD5 and/or Tx, respectively. \l&- <<‘<\' GQI ((\- P g:g %I gg:(E - ;? g g g g g 8
Subject 5-3 has had no detectable proteinuria g ¢ O ,5\0(< e MeP — 12 10 7 7 6 4 3
after age 9. (c) Kaplan-Meier curve for renal Genes o NN A AN C3ICFB—10 6 6 4 3 1 1

survival, defined as CKD stage 3 or less, from
subjects with specific mutations causing aHUS
from the French cohort. The table below the

Age (years) Number of subjects

at risk remaining

graph shows the number of subjects who remained at risk for CKD stage 4 or 5 at each 5-year interval. The black vertical line located under each curve
represents subjects that were censored due to age. Curves for the most commonly mutated genes (CFH, MCP, C3 and CFB) are compared to DGKE.

The Pvalues for the comparisons were as follows: DGKE compared to CFH,
and CFB, P> 0.05.

P<0.001; DGKE compared to MCP, P=0.047; DGKE compared to C3
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Figure 4 DGKE protein is expressed in a Human endothelium b Human platelets
endothelium, platelets and podocytes. PR Cytoplasm Membrane
(a) Protein plgt of tqtal protein gxtracted from Subject ] 5 3 1 5 3
human umbilical vein endothelial cells probed -
with DGKE antibody identifying a protein the - eirny > gpE — — -
expected size of DGKE (lane 2). Lane 1 contains 100kD @B
molecular weight markers. (b) DGKE protein is L — -

-_— - —
present in both the cytoplasmic and membrane el (50 kD)
fractions of unstimulated platelets extracted DGKE Na,K-ATPase
from healthy human control subjects. Protein (64 kD) (100 kD)

was extracted from cytoplasmic and membrane
fractions of platelets, and 50 ug of protein

per lane was analyzed by protein blotting; the
antibodies used were to DGKE, B-tubulin and
Na,K-ATPase. Similar results were found in an
analysis of platelets from wild-type C57BL/6
adult mice, and relative amounts of DGKE did
not change with age (Supplementary Fig. 6).
(c) DGKE is expressed in glomerular podocytes
and endothelial cells in normal human kidney.
Kidney sections were stained with DGKE
antibodies exposed to immunoperoxidase-DAB
(5 min; Online Methods). Examples of DGKE-
positive endothelial cells and podocytes are
indicated by green arrows and pink arrowheads,

respectively (DAB hematoxylin). (d,e) Higher magnifications of endothelial cells from c. (f,g) Higher magnifications of podocytes from c. (h) Staining
of a kidney biopsy from subject 2-7 with anti-DGKE in parallel with the section in ¢ showing no evidence of glomerular DGKE expression. Controls for
anti-DGKE staining, co-staining with anti-WT1 and staining with another DGKE antibody are shown in Supplementary Figures 7 and 8. Scale bars,

50 um (c,h); 10 um (d-g). DAB, 3,3’-diaminobenzidine.

Importantly, there have been no aHUS recurrences after transplant.
This contrasts with aHUS caused by defects in the soluble complement
cascade in which recurrent aHUS is very common and graft failure
almost invariably occurs without anticomplement therapy?.

DGKE was first cloned from a human endothelial cell line®; studies
have noted high expression in testes and little expression elsewhere®.
We examined DGKE expression by protein blotting in human endothe-
lial cells and platelets, the major cell types involved in thrombosis. We
found DGKE expression in both (Fig. 4a,b and Supplementary Fig. 6).
Moreover, staining of normal human kidney identified DGKE in the
endothelium of glomerular capillaries and podocytes (Fig. 4c-g and
Supplementary Fig. 7). We found similar results in rat, in which Dgke
colocalized with Wtl, a podocyte marker (Supplementary Fig. 8).
We established the specificity of this staining in a parallel study of
a renal biopsy of subject 2-7, who is compound heterozygous for a
frameshift mutation and a missense mutation in a 3-pleated sheet in
the first DGKE C1 domain. We found virtually no DGKE expression
in glomeruli of this subject (Fig. 4h and Supplementary Fig. 7a),
whereas other antisera, such as anti-CD34, showed normal staining
(Supplementary Fig. 7¢).

These findings establish recessive loss-of-function mutations
in DGKE as a frequent cause of aHUS in the first year of life.
Consanguinity, recurrence among siblings, persistence of hyperten-
sion, microhematuria and proteinuria (especially in the nephrotic
range), along with the absence of complement abnormalities, sug-
gest the diagnosis of DGKE nephropathy. The molecular diagnosis
of DGKE mutation should be straightforward.

DGKE is the first gene implicated in aHUS that is not an integral
component of the complement cascade, raising the question of the
pathophysiologic mechanism. DGKE preferentially phosphorylates
arachidonic acid-containing diacylglycerol (AADAG) to the corre-
sponding phosphatidic acid”. AADAG is a major signaling molecule
of the diacylglycerol family and is produced by hydrolysis of phos-
phatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP,) by phospholipase C (PLC)

in response to cell surface-receptor signaling® (Supplementary
Fig. 9). AADAGs activate PKC®. In endothelial cells, PKC increases
the production of various prothrombotic (von Willebrand factor!©,
plasminogen activator inhibitor-1 (ref. 11), platelet-activating factor!?
and tissue factor!®) and antithrombotic factors, such as tissue-type
plasminogen activator'* (Supplementary Fig. 10a). What determines
the balance between these prothrombotic and antithrombotic factors
is poorly understood. AADAG-dependent PKC signaling also drives
thrombin-induced platelet activation!> (Supplementary Fig. 10b).
Phosphorylation of AADAG to phosphatidic acid by DGKE termi-
nates AADAG signaling. It is therefore plausible that loss of DGKE
results in sustained AADAG signaling!®, causing a prothrombotic
state. This mechanism is supported by experiments with R59022,
a small-molecule inhibitor of several diacylglycerol kinases!”, includ-
ing DGKE. This produces platelet activation!® and inhibition of
endothelial prostacyclin production!®.

A similar mechanism may pertain to podocytes, where DAGs
modify slit diaphragm function?’, including inducing endocyto-
sis of nephrin?!, an effect that could contribute to proteinuria and
kidney failure. Additionally, VEGF signaling is essential for podo-
cyte and renal endothelial cell survival, and loss of signaling in
the renal endothelium produces thrombotic microangiopathy?>23.
PKC-dependent downregulation of VEGFR2 has been reported
in podocytes?* and endothelial cells?. This interaction suggests a
potential mechanism for the pronounced renal effects of this form
of microangiopathy (Supplementary Fig. 10a). Further work will be
required to determine the detailed biochemical mechanism(s) linking
DGKE deficiency to aHUS.

The specific triggers that account for the episodic nature of acute
attacks of aHUS are poorly understood. Dgke-null mice were not
reported to have a thrombotic phenotype, perhaps because such an incit
ing factor was missing®® or because of intrinsic species differences.

The universal findings of hypertension, microhematuria and
proteinuria, and the unique finding of nephrotic syndrome among
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subjects with aHUS who have DGKE mutations, suggests that muta-
tions in DGKE might have a role in other kidney diseases with similar
glomerular phenotypes, such as systemic lupus erythematosus—
associated glomerulonephritis?’, severe pre-eclampsia and HELLP
syndrome?$, or membranoproliferative glomerulonephritis (MPGN)?°.
It is currently unclear whether the hypertension, microhematuria and
proteinuria in subjects with DGKE mutations requires prior acute
episodes of aHUS or whether renal disease can develop without
previous aHUS.

In this regard, it is of great interest that an independent study
recently reported three families with an early onset MPGN-like
syndrome featuring proteinuria, renal failure and recessive DGKE
mutations3?. None of the affected individuals in that study was noted
to have acute episodes suggesting aHUS; however, histologic features
of glomerular microangiopathy were noted. The authors of that study
also presented experimental evidence that loss of DGKE in podocytes
might contribute to proteinuria and renal damage through aberrant
activation of TRPC6.

These findings have immediate implications for the treatment of
aHUS. Current guidelines recommend that individuals with aHUS be
treated with eculizumab, a C5 antibody that inhibits the complement
cascade, or plasma therapy®. The absence of evidence linking DGKE
deficiency to the complement cascade and relapses of acute aHUS
in subjects while receiving these therapies suggests that these treat-
ments may not benefit individuals with DGKE mutations. Moreover,
unlike individuals with soluble complement defects, it seems that
renal transplantation can be efficacious and safe in individuals with
aHUS caused by DGKE mutations, underscoring the importance of
diagnosing DGKE nephropathy.

URLs. BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; ClustalW2,
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/; NCBI protein, http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/protein; NHLBI Grand Opportunity Exome
Sequencing Project (ESP), https://esp.gs.washington.edu/drupal/;
UCSC Genome browser, http://genome.ucsc.edu/; dbSNP, http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/snp.

METHODS
Methods and any associated references are available in the online
version of the paper.

Accession codes. The DGKE variants described in this study
are deposited in dbSNP under batch accession number 1058996.
mRNA and protein sequences are available at NCBI under the fol-
lowing accession numbers: human DGKE, NM_003647.2; human
DGKE, NP_003638.1; cow DGKE, NP_001179859.1; mouse Dgke,
NP_062378.1; Xenopus laevis dgke, NP_001087580.1; zebrafish dgke
NP_001165699.1; Drosophila melanogaster dgke, NP_725228.1; and
Caenorhabditis elegans dgk-2, NP_001024679.1. The reference pro-
tein sequences for pig (NP_001161117; 428 amino acids) and rat
(NP_001034430; 407 amino acids) were ~70% shorter than expected.
The full-length pig DGKE protein sequence (564 amino acids) was
derived by translating the cDNA AK400222, and the full-length rat
DGKE protein (567 amino acids) was reassembled from the mRNA
NM_001039341 by removing a short retained intron.

Note: Supplementary information is available in the online version of the paper.
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ONLINE METHODS

aHUS kindreds. The French aHUS cohort?* includes 139 affected individu-
als from 131 unrelated kindreds with pediatric-onset aHUS and 36 unrelated
subjects with adult-onset aHUS. These subjects were recruited from 24 par-
ticipating pediatric nephrology centers from France and one from Belgium;
36 adult nephrology centers also enrolled subjects. This cohort includes 55
affected individuals from 49 kindreds without mutation in any of the known
aHUS genes or CFH antibodies. One additional kindred that included three
affected subjects without mutations in known aHUS genes was ascertained in
Dubai and Germany. Institutional Review Board protocols were approved at all
sites involved in the study, and all subjects provided informed consent.

For all subjects, relevant data were abstracted from detailed medical records.
Cases with aHUS were defined using the classic diagnostic triad: microangio-
pathic hemolytic anemia (hemoglobin <10 g/dl with lactate dehydrogenase
>250 IU/1, haptoglobin <0.4 g/l or presence of schizocytes on blood smear),
thrombocytopenia (platelet count lower than the lower limit of normal for age)
and renal failure (serum creatinine concentration higher than the upper limit
of normal for age). If one of the elements of the diagnostic triad was missing,
clear evidence of TMA lesions observed on a kidney biopsy was necessary to
substantiate an aHUS diagnosis. Remission was defined by normalization of
platelet and lactate dehydrogenase levels, and relapse was defined by recur-
rence of microangiopathic hemolytic anemia, thrombocytopenia and/or a 25%
increase in serum creatinine concentration after at least 2 weeks remission. We
specifically excluded individuals with HUS caused by Shiga toxin-producing
Escherichia coli and individuals with secondary causes of HUS, such as drug
exposure, autoimmune diseases, infections (Streptococcus pneumoniae or
HIV), bone marrow or solid organ transplantation, or cobalamin deficiency.

Assessment of aHUS susceptibility factors. Assessment of complement sys-
tem function was done at the complement laboratory at Hopital Européen
Georges-Pompidou (Paris, France), which is the national reference center for
the evaluation of complement disorders. Blood samples from subjects with
aHUS were collected for investigations of complement function and genetic
analyses. Similar studies were performed in parallel on samples from 200 unre-
lated healthy French subjects to generate reference levels and validate any rare
variants identified. Extensive investigations of the complement system were
performed as described3”. Briefly, complement factor H (CFH) and factor I
(CFI) antigen were measured by a sensitive ELISA methods using plates coated
with mouse monoclonal anti-human CFH (The Binding Site, PC030) and goat
polyclonal anti-human CFI (Abcam, ab8843), respectively. The concentra-
tions of factors 3 (C3), 4 (C4) and B (CFB) were measured by nephelometry
(Siemens BN ProSpec) using standard procedures and commercially available
diagnostic kits (Siemens, OSAP15 (C3), OSAO15 (C4) and OTNS05 (CFB)).
MCP surface expression was assessed by flow cytometry of granulocytes
exposed to saturating concentrations of phycoerythrin-conjugated mouse anti-
human MCP (Serotec, MCA2113PE) or phycoerythrin-conjugated isotypic
mouse immunoglobulin G1 (Serotec, MCA928PE). CH50% was assessed with
a standard clinical assay. Soluble C5b-9 (sC5b-9) levels were measured with a
commercially available ELISA kit using the manufacturer’s protocol (Quidel,
A020). The presence or absence of sheep erythrocyte lysis was assessed by
adding patient serum to sheep erythrocytes in a solution containing EGTA-Mg
buffer (to prevent activation of the classical complement pathway). All subjects
were screened for the presence of CFH antibodies using an ELISA plate coated
with 0.3 g of purified human CFH (Calbiochem, 341274). ADAMTS13 defi-
ciency was assessed using standard clinical protocol. All coding sequences of
the CFH, CFI, MCP, C3, CFB and THBD genes were sequenced as described?”.
Screening for unequal crossing over between homologous genes at the CFH,
CFHRI and CFHR3 loci was done with multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA) from MRC Holland.

DNA sequencing and analysis. Genomic DNA from two index cases with
aHUS and two affected siblings was prepared and subjected to exome capture
using NimbleGen 2.1M human exome capture arrays (Life Technologies) fol-
lowed by next-generation sequencing on the Illumina sequencing platform
as previously described3®. Illumina’s processing software ELAND (CASAVA
1.8.2) was used to map reads to the human reference genome (build 19), and
SAMtools®” was used to call single-nucleotide variants and insertions/deletions

(indels) at targeted bases. Variants with minor allele frequencies <1% in the
Yale (1,972 European subjects), NHLBI Grand Opportunity (4,300 European
and 2,202 African-American subjects; last accessed November 2012),
dbSNP (version 135) or 1000 Genomes (1,094 subjects of various ethnicities;
May 2011 data release) databases were selected and annotated for impact on
the encoded protein and for conservation of the reference base and amino
acid among orthologs across phylogeny. Variants of interest were verified by
direct Sanger sequencing. Nomenclature of the DGKE variants is based on
NCBI reference sequence NM_003647.

Genomic DNA of two affected members of kindred 9 underwent targeted
enrichment of all exons from the interval 49.4-60.3 Mb on chromosome 17
on the basis of evidence of linkage in this family (see below) followed by
next-generation sequencing. The targeted capture reagent was prepared by
Roche NimbleGen. The analysis prioritized homozygous protein-altering
variants in the linked interval that were not present in the Ensembl SNP
database, release 54.

To search for DGKE mutations in additional subjects with aHUS, the com-
plete coding region of DGKE was amplified by PCR using specific oligonu-
cleotide primer pairs for each of the 11 exons and subjected to direct Sanger
sequencing. Samples from 48 index cases with aHUS but without mutation
in the known aHUS genes and 38 index cases with heterozygous variants in
known aHUS genes were sequenced.

DGKE variants were identified in exome data from subjects not known to
have aHUS from the Yale and NHLBI exome databases; potential compound
heterozygous variants could only be identified in the Yale database because
variants in NHLBI are not linked to genotypes.

Origin of the DGKE variant encoding p.Trp322*. SNPs flanking DGKE were
selected using Haploview 4.2 (ref. 38). All had MAF > 10% and no viola-
tion of Hardy-Weinberg equilibrium (P > 0.05) among European subjects
(HapMap CEU). SNPs were genotyped in three apparently unrelated subjects
homozygous for the variant encoding p.Trp322* by PCR and direct Sanger
sequencing. The boundaries of the homozygous segments were determined
for each family by genotyping additional proximal and distal tag SNPs until
heterozygous positions were recorded. This defined a shared homozygous
haplotype comprising 16 SNPs no more than 400 kb in length.

The population frequency of the shared haplotype was estimated from
the frequency of the haplotype in each block of linkage disequilibrium (LD);
a frequency of 0.1% was assigned to haplotypes not previously detected in the
HapMap CEU data set.

Given the rarity of the haplotype bearing the DGKE variant encoding
p.Trp322* in subjects from the CEU population, we examined the ances-
try of the siblings from kindred 1 who were homozygous for this muta-
tion by principal component analysis (PCA). All tag SNP genotypes were
extracted from exome sequence data using a Perl script that produces PLINK-
compatible output files. These SNPs were combined with HapMap data
(Phase II release, 2010-08-18). Tag SNPs extracted using PLINK’s LD-based
SNP pruning algorithm3® were used as inputs to perform PCA with
EIGENSTRAT software (version 3.0)40.

DMLE+2.3 software*! was used to estimate the age of the most common
ancestor carrying the DGKE variant encoding p.Trp322*. DMLE+2.3 uses a
Bayesian approach to infer the mutation age of a given variant on the basis of
on observed LD data from polymorphic markers located within the shared seg-
ment. Data for six polymorphic loci spanning the shared segment were entered
as genotypes. To minimize bias from consanguinity, we treated the data from
these three kindreds as three independent chromosomes; however, results were
similar when data from six chromosomes were used. Results were also simi-
lar whether analyses were performed under a recessive or dominant genetic
model. The three unrelated families harboring the DGKE variant encoding
p.Trp322* are all of western European ancestry. We estimated western Europe’s
population growth rate (PGR) using census data from France with the equation
PGR =In(T,/Ty)/g, where Ty and T are the French populations in the years
2009 (62.5 million) and 1806 (21 million), respectively, and g is the number of
generations during this period (g = 8.1, assuming ~25 years per generation).
With these parameters, the PGR is estimated at 0.09. When using T, from
the 1954 census data (42.8 million; g = 2.2), the PGR is 0.17. To calculate
the proportion of sampled chromosomes (PSC), we used the following
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values: the number of chromosomes for patients with DGKE nephropathy
harboring the variant encoding p.Trp322* (n = 8), the estimated MAF in CEU
subjects (MAF < 0.01% on the basis of empiric data from control exomes) and
western Europe’s population (P = 200 million), where PSC = n/(MAF x P x 2
chromosomes. A sensitivity analysis was performed with various combinations
of PSC and PGR values centered around the estimates described above. The
software ESTIAGE was used to ascertain whether the results obtained with
DMLE+2.3 were plausible*2. ESTIAGE uses a likelihood-based method to esti-
mate mutation age from information related to polymorphic markers located
within or at the boundaries of the shared homozygous segment. Twenty-four
SNPs spanning the DGKE locus were used for input. The mutation rate was set to
2 x 1078, Examples of input files for both software are available upon request.

Analysis of linkage and association. Genome-wide analysis of the linkage
analysis in kindred 9 was performed by comparing the inheritance of SNP
genotypes (Affymetrix GeneChip Human Mapping 250K SNP Nspl Array) to
the inheritance of aHUS in all pedigree members, specifying aHUS as a rare
recessive trait with high penetrance and rare phenocopies. Multipoint LOD
scores were calculated using ALLEGRO*3. Haplotypes were reconstructed with
ALLEGRO and presented graphically with HaploPainter*4.

The significance of rare DGKE variants in all aHUS kindreds was assessed
by comparing their segregation to the inheritance of aHUS in the kindreds.
Parametric LOD scores were calculated, specifying aHUS in kindreds with
DGKE mutations as an autosomal recessive trait with complete penetrance
and zero phenocopies. Fisher’s exact test was used to compare the prevalence
of recessive DGKE variants among nonconsanguineous index cases of
pediatric-onset aHUS to the corresponding prevalence in 8,475 control exomes
from NHLBI and Yale.

DGKE protein expression in platelets and endothelial cells. Venous blood
was drawn from three healthy adult human volunteers and three wild-type
C57BL/6 adult mice at 8 and 18 weeks of age. Platelets were prepared from
blood by differential centrifugation as described®®. The cytoplasmic and mem-
brane fractions of total protein extracts were harvested by subcellular protein
fractionation (Thermo Scientific). Alternatively, whole platelet lysates were
prepared by lysis with NP-40 in the presence of protease and phosphatase
inhibitors. Whole-cell protein extracts from human embryonic venous
endothelial cells were prepared in an analogous fashion.

For protein blotting, 50 pg of cytoplasmic and membrane platelet extracts,
and total platelet and endothelial protein extracts were subjected to SDS-PAGE
and analyzed by protein blotting. After blocking, the membranes were probed
with the following primary antibodies: for mouse extracts, mouse monoclonal
anti-DGKE (1:1,000, Sigma, WHO008526M3); and for human extracts, rabbit
polyclonal anti-DGKE (1:1,000, Abcam, ab69760) or mouse monoclonal anti-
DGKE (1:1,000, R&D, MAB5125). Primary antibodies to 3-tubulin (1:500,
Santa Cruz, H-235) and Na,K-ATPase (1:500, Cell Signaling, 3010) were also
used as loading controls and to assess the purity of the cytoplasmic and mem-
brane fractions, respectively. Secondary antibodies were linked to horseradish
peroxidase (1:5,000, Thermo Scientific) and incubated with the membrane for
1 h at room temperature.

Microscopy. We stained kidney sections from two adult subjects with perirenal
tumors and from patient 2-7 with aHUS. A standard DAB protocol for renal
tissue was used for immunohistochemistry with DGKE and CD34 antibodies.
Briefly, paraffin was removed with xylene and alcohol, and heat-induced anti-
gen retrieval was done with 10 mM citrate, pH 6.0. Endogenous peroxidase

activity was quenched with hydrogen peroxide. Slides were washed twice with
Tris-buffered saline (TBS)-Tween between each of the following steps: after
blocking with 5% human serum in TBS, the slides were incubated with pri-
mary antibodies for 1 h, biotin-labeled secondary antibody for 1 h and then
streptavidin-horseradish peroxidase (Dako, P0397) for 30 min. DAB reagent
(Dako) was then applied for 5 or 30 min, and slides were then washed in water.
Hematoxylin counterstain was applied to slides before mounting. The primary
antibodies included rabbit polyclonal anti-DGKE (1:50, Novus Biologicals,
H00008526-M03) and mouse monoclonal anti-CD34 (1:50, Dako, M7165).
The immunoperoxidase protocol used for Supplementary Figure 7d,e
was similar except for the following modifications: the primary antibody
was mouse monoclonal anti-DGKE (1:30, R&D, MAB5125) and was applied
overnight at 4 °C; Tris—ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), pH 9.0, was
used for antigen retrieval; and the PBS-based blocking solution contained 4%
bovine serum albumin, 10% normal goat serum and 0.1% Triton X-100.

Kidney specimens were obtained from adult wild-type rats after infusion
of PBS and 4% paraformaldehyde and equilibration overnight in 30% sucrose
solution before freezing. Cryostat sections were prepared from frozen tissue
(thickness, 10 pm) and fixed using the Nakane protocol (Periodate-Lysine-
Paraformaldehyde fixation)*. Slides were washed three times with TBS between
each of the following steps: after permeabilization with 0.1% Triton X-100, slides
were blocked with 10% goat serum, 1% bovine serum albumin and 0.1% Triton
X-100 diluted in TBS at room temperature for 1 h. The slides were incubated
with primary antibodies at 4 °C overnight and then with secondary antibodies
for 1 h at room temperature. Slides were mounted with 4’,6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) nuclear counterstain (Vector Laboratories). Primary
antibodies used were directed against DGKE (monoclonal mouse, 1:30, R&D,
MAB5125) or WT1 (polyclonal rabbit, 1:200, Santa Cruz, sc-192). Fluorescent-
labeled secondary antibodies (Invitrogen) were used at 1:200.
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Uncontrolled pathways activation after renal transplantation and C5b9 deposits

on graft predict graft outcome in adult renal transplant with C3 Glomerulopathy.

Moglie Le Quintrec MD, Marion Rabant MD, Maria Chiara PhD student, M Buchler
MD,PhD, Christine Mousson MD,PhD, Frank Bridoux MD,PhD, Yves Pirson MD,PhD,
Michel Delahousse MD, C Legendre MD and Véronique Frémeaux-Bacchi MD,PhD.

C3 glomerulopathy (C3G) is a severe disease strongly associated with abnormal control
of complement alternative pathway activation. In renal posttransplantation, few data
are available on recurrence risk and graft outcome in C3G patients. The aim of this
study was to identify risk factors for recurrence and transplant outcome in particular
the role of alternative pathways consumption, positive C3 Nef and positive C3 and
C5b9 staining after renal transplantation.

We retrospectively studied 47 patients with a history of DDD (n=15), GNC3 (17) and
MPGN type [ (n=15) who received renal transplantation. Plasma level of C3 and sMAC
were performed by Elisa. C3 and C5b9 staining were done by immunochemistry on
paraffin kidney slides. All clinical data were collected and updated.

Graft survival was 98% (43/47) and 77% (36/47) at one and five years respectively.
Two patients (6%), aged 52 and 74 years died following stroke, severe infection. Forty
eight percent of patient (23/47) had a clinical graft recurrence biopsy proven; 60%
(14/23) of them occurred in the first year after transplantation. The recurrence
occurred in 33% (5/15),47% (8/17) and 60% (9/15) of patients with DDD, GNC3 and
MPGN type I respectively. At five years, 54% of graft lost was due to recurrence
(n=6/11) and 72% of the graft lost was due to recurrence. Before transplantation, a
low C3 levels and positive C3 Nef were documented in 63 % (n=18 of 29 available
data) and 60% of patients (n=14 of 23 available data) respectively. After renal
transplantation, a low C3 levels, positive C3 Nef and high sMAC were present in 20%
(7/34), 33% (11/33) and 37% (6/14) of patient respectively. Only 34% (7/17) of
patients with low plasmatic C3 before transplantation had a recurrence but 60%
(11/18) of patients at time of recurrence had a low C3 or/and high sMAC. On the
opposite only 8% (2/24) of patient with no recurrence had low C3 or/and high sMAC.
All patients who lost graft before 5 years due to recurrence had C3 low and/or sMAC
high. Positive C3 (34/34) staining was present in all biopsies from patients who had
recurrence but C5b9 staining (6/34) was positive in biopsies from patients who lost
graft due to recurrence earlier. In conclusion, uncontrolled pathways activation and
C5b9 deposits were associated with severe recurrence and poor graft outcome.
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