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Les glomérulonéphrites
extramembraneuses :

un modele d’étude des
antigenes néphritogénes

Les glomérulonéphrites extramembraneuses sont caractérisées
par la présence de dépots immuns granuleux situés a la face
externe (épithéliale) de la membrane basale du capillaire glomé-
rulaire. Le modéle expérimental de la glomérulonéphrite induite
chez le rat par 'immunisation a I’aide de préparations de bordure
en brosse tubulaire a permis de détecter plusieurs cibles antigé-
niques néphritogenes, dont la plus importante est une glycopro-
téine de 330 kDa associée a la clathrine des puits mantelés (coated
pits). Chez ’homme, ou cette maladie est une des causes majeures
de glomérulonéphrite, les cibles antigéniques sont plus diverses,
d’origine glomérulaire ou extraglomérulaire. Leur caractérisa-
tion pourrait peut-étre permettre, dans I’avenir, d’éliminer spé-
cifiquement par immuno-absorption les anticorps dirigés contre

des antigenes néphritogenes.

lus de vingt ans apreés les

premieres études en

immunofluorescence

des biopsies rénales

montrant la présence de
dépbts d’immunoglobulines (Ig) et
de composants du complément (C’)
dans les glomérulonéphrites, la
nature des cibles antigéniques reste
encore le plus souvent inconnue. On
sait que les dépots linéaires d’'Ig sont
dus a des anticorps (Ac) dirigés
contre le collagéne IV, un composant
majoritaire de la membrane basale
du capillaire glomérulaire. Des
études récentes ont permis de locali-
ser le déterminant antigénique — ou
épitope — dans le domaine NCI1 de
la partie non-collagéne de la molé-
cule. En revanche, quand les dép6ts
immuns sont granuleux, situation
de loin la plus fréquente, I'antigéne
n'est pas, habituellement, identifié.
Pendant longtemps, a la suite des

études sur la maladie sérique, on a
cru que cette situation correspondait
toujours au dépo6t de complexes
immuns circulants. Dans des cas
exceptionnels, il a été possible
d’identifier au sein de ces dép6ts des
antigénes microbiens ou endogénes
(ADN, antigénes tumoraux, thyroi-
diens...) et/ou d’éluer a partir des
glomérules des Ig dirigées contre ces
antigeénes.

Des progrés importants dans l'ana-
lyse du contenu et de la formation
des dépbts immuns ont été réalisés
grace a I’étude expérimentale des glo-
mérulonéphrites extramembraneuses
(GEM), variété de glomérulonéphrite
dans laquelle les 1ésions se résument
initialement a des dépots granuleux
denses aux électrons sur le versant
épithélial du capillaire glomérulaire.
Divers travaux ont montré que les
dépbts extramembraneux d’Ig pou-

vaient résulter de la formation locale e —
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(in situ) dans la paroi du capillaire
glomérulaire d’'un complexe immun
entre un Ac libre circulant et un
antigéne glomérulaire intrinséque
ou « planté », irréguliérement distri-
bué. De plus, ils ont permis d’iden-
tifier plusieurs antigénes gloméru-
laires « néphritogénes génes », c’est-
a-dire génes pouvant servir de cibles
a un conflit immunologique.

Dans la premiére partie de cet article,
nous exposons les constatations
faites dans un modéle expérimental
classique de GEM, la gloméruloné-
phrite de Heymann (GNH), qui ont
conduit a I'identification de I'anti-
géne cible, une protéine de 330 kDa
exprimée sur et synthétisée par les
cellules épithéliales glomérulaires.
Nous montrons également que d’au-
tres antigénes membranaires synthé-
tisés par ces mémes cellules peuvent
étre impliqués dans la formation de
dépbts immuns dont la cinétique est
différente. Dans la seconde partie,
nous discutons l’extrapolation des
résultats expérimentaux aux GEM
humaines.

Glomérulonéphrites
extramembraneuses
expérimentales

La glomérulonéphrite de Heymann.
® Premiéres études : le réle des com-
plexes immuns circulants (CIC). En
1959, Heymann et al. [1] décrivent
chez le rat un modéle de GEM
induite par immunisation avec des
préparations de bordure en brosse du
tube contourné proximal. En quel-
ques semaines, les animaux dévelop-
pent une protéinurie importante, un
syndrome néphrotique et des lésions
glomérulaires proches des GEM
humaines. En 1968, Edgington et
al. [2] suggérent que la maladie est
secondaire au dépdt, dans les glomé-
rules, de complexes antigénes/anti-
corps faisant intervenir un antigéne
tubulaire présent dans la circulation
et les anticorps correspondants. Cette
conclusion repose essentiellement
sur deux observations. D’une part, la
maladie peut étre induite par des
préparations membranaires (dénom-
mées Fx1A) dérivées de 1a bordure en
brosse (BB) du tubule rénal proximal
a partir desquelles il est possible de
purifier une préparation néphrito-
géne RTEa5. D’autre part, les Ig
éluées a partir des glomérules de rats

néphritiques (de méme que les anti-
corps anti-Fx1A et les anticorps anti
RTEab) réagissent avec la bordure en
brosse de reins normaux ou patholo-
giques, avec les glomérules de reins
néphritiques, mais les techniques
immunomorphologiques utilisées a
cette époque n'ont pas permis de
mettre en évidence une réactivité avec
les glomérules normaux.

® [a glomérulonéphrite de Hey-
mann passive : formation locale des
dépots immuns. La mise au point
d’'un modéle de glomérulonéphrite
de Heymann (GNH) passive [3] c’est-
a-dire induite par injection parenté-
rale d’anticorps hétérologues anti-
bordure en brosse (anti-BB) améne a
penser que les dép6ts extramembra-
neux d’Ig peuvent étre formés en
I’absence de complexe immun circu-
lant. En effet, Van Damme et al. [4]
et Couser et al.[b], utilisant des
modéles de reins perfusés ex vivo ou
de reins isolés, induisent des dépdts
glomérulaires d’Ig dans des condi-
tions expérimentales ou le réle de
complexes immuns circulants peut
étre exclu puisqu’il n'y a pas d’an-
tigéne circulant. Ces observations
suggeérent que les anticorps anti-bor-
dure en brosse réagissent directement
avec un antigene glomérulaire. Elles
constituent des arguments impor-
tants en faveur de la formation
locale, in situ, des dépots d’Ig, mais
la démonstration in vitro de I'anti-
géne cible glomérulaire, par des
méthodes immunohistologiques,
s’avére difficile [6, 7].

Au cours d’expériences utilisant des
anticorps anti-Fxl1A purifiés par
chromatographie d’affinité [8], nous
avons mis en évidence une fixation
fine et irréguliére d’Ig sur les sections
glomérulaires et sur des cellules épi-
théliales glomérulaires en culture.
De plus, Neale et Wilson [9, 10]
montrent que les Ig éluées a partir de
glomérules de rats ayant une GNH
active, de méme que les anticorps
anti-RTEab, réagissent in vitro avec
les glomérules et induisent des
dépots glomérulaires dans un sys- -
téme de rein perfusé isolé. Il faut
noter que, ces expériences ayant été
réalisées avec des préparations d’an-
ticorps polyclonaux, il n’était pas
possible d’exclure l'intervention de
deux populations d’anticorps, 'une
spécifique d'un ou plusieurs anti-
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génes tubulaires, I'autre spécifique
d’'un ou plusieurs antigénes glomé-
rulaires.

® Jdentification de I'antigéne cible :
une glycoprotéine de 330 kDa.
L’identification de I'antigéne cible a
permis d’obtenir une preuve défini-
tive du mécanisme de formation in
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situ des dépOts glomérulaires. 11
s’agit d’'une glycoprotéine de
330 kDa initialement purifiée par
Kerjaschki et al. [11, 12] par chroma-
tographie d’affinité sur lectine de
Lens Culinaris a partir de bordures
en brosse solubilisées par le désoxy-
cholate de sodium. Notre approche
personnelle du probléme a comporté
une «dissection antigénique » de la

Figure 1. Expression de gp 330
dans le rein de rat (A) et le rein
humain (B), étudiée en immuno-
fluorescence indirecte a l'aide
d’anticorps monoclonaux. Chez le
rat (A), I'antigéne gp 330 est abondant
dans les régions intermicrovillaires de la
bordure en brosse des tubes contournés
proximaux, il est exprimé plus faible-
ment et de fagon irréguliére et granu-
leuse dans le glomérule. Chez 'homme
(B), la protéine a la méme distribution
dans la bordure en brosse, mais est
absente du glomérule (G). (x 250).

Figure 2. Dépéts d’‘immunoglobu-
lines (lg) dans les glomérules de
rats immunisés avec la protéine
gp 330 purifiée (GN de Heymann
active) (A) ou injectés avec des
anticorps polyclonaux de lapin
anti-gp 330 (GN de Heymann pas-
sive) (B). Les Ig sont détectées a l'aide
d’anticorps anti-IgG de rat en (A) et anti-
IgG de lapin en (B). Noter la présence
de dépéts trés abondants pseudo-
linéaires dans la forme active (A) et
plus fins et dispersés dans la forme
passive (B). (x 250, A ; x 400, B.)

bordure en brosse grace a la produc-
tion d’anticorps monoclonaux qui
permettent d’invidualiser des anti-
génes présents a la fois sur cette
bordure en brosse et sur le glomérule
[18, 14, 15). Nous avons ainsi produit
sept anticorps qui réagissent avec
une protéine de 330 kDa identique a
celle décrite par Kerjaschki et al.. La
distribution tissulaire de gp 330 est
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rat injecté avec des anticorps polyclonaux anti-gp 330. Noter la présence
de nombreux dépéts denses aux électrons situés sur le versant externe de la
membrane basale glomérulaire (fléches). Ep : cellules épithéliales glomérulaires ;
End : cellules endothéliales ; Cap : capillaire. (x 7000.)

trés particuliére. Dans le rein [16],
elle est exprimée dans les espaces
intermicrovillaires de la bordure en
brosse et les puits mantelés des cel-
lules épithéliales glomérulaires
(figure 14). En dehors du rein [17],
gp 330 est exprimée par les cellules
épithéliales de I’épididyme, les pneu-
mocytes II et les cellules épithéliales
viscérales du sac vitellin. Ces
domaines membranaires sont carac-
térisés par la présence de clathrine
sur leur versant cytoplasmique. La
localisation de gp 330 en association
avec la clathrine suggeére que la pro-
téine est impliquée dans le processus
d’endocytose par récepteurs. Sa dis-
tribution restreinte a certains tissus
améne a penser qu'elle-méme pour-
rait étre un récepteur pour un ligand
non encore identifié.

Le role de gp 330 dans la pathogénie
de la GNH repose sur trois types
d’expériences [16]. Les techniques
d’'immunoprécipitation montrent
que les Ig éluées a partir des glomé-
rules de rats ayant une GNH active
ou passive sont spécifiques de
gp 330. I1 est intéressant de noter que
les anticorps polyclonaux anti-

RTEab5 (I’antigéne néphritogéne
isolé en 1968 par Edgington et al.)
réagissent avec gp 330, ce qui indi-
que que cette protéine était impli-
quée dans les expériences classiques
réalisées par ces auteurs sur la GNH.
En second lieu, I'immunisation
active de rats avec gp 330 purifié par
chromatographie d’affinité induit
une GEM caractéristique (figure 2A)
ainsi qu’une protéinurie. L’analyse
immuno-ultrastructurale des glomé-
rules montre que les déplts extra-
membraneux contiennent des Ig de
rat, mais aussi gp 330. Les taux
d’anticorps anti-gp 330 reflétent la
sévérité de la maladie. Enfin, I'im-
munisation passive de rats par des
anticorps anti-gp 330 induit des
dépodts extramembraneux caractéris-
tiques (figure 2B) et une protéinurie.
® Formation des dépits denses aux
électrons. L'idenfication de I’anti-
géne cible responsable de la GNH
permet d’aborder I’analyse des méca-
nismes qui permettent la formation
de dépdts denses aux électrons carac-
téristiques de la GEM a partir d’'une
réaction antigene-anticorps initiale-
ment localisée dans les puits man-
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telés de la cellule épithéliale glomé-
rulaire. L’étude de la liaison in vivo
des anticorps polyclonaux et mono-
clonaux anti-gp 330 nous a permis
de faire des constatations qui permet-
tent de mieux comprendre ces
étapes [18]. Nous avons, en effet,
montré que si les deux types d’anti-
corps sont capables de former des
dépbts immuns, seuls les anticorps
polyclonaux sont capables d’induire
des dépdts denses aux électrons
(figure 3). Ces observations rappel-
lent celles qui avaient été faites anté-
rieurement par le groupe d’Andres
[19] dans d’autres systémes. Elles sug-
gérent que la liaison d’anticorps
divalents polyclonaux avec un anti-
géne exprimé par une surface cellu-
laire permet la formation de com-
plexes immuns de grande taille,
hautement réticulés, qui se.détachent
ensuite de la membrane cellulaire
pour former les dépbts denses aux
électrons. Ce processus (analysé dans
[19] et schématisé sur la figure 4)
implique : (1) une redistribution de
'antigéne sur la surface cellulaire, ce
qui requiert un cytosquelette fonc-
tionnel [20]; (2) une élimination au
moins partielle de I’antigéne de la
surface cellulaire, ce qui induit une
synthése accrue de gp 330 par la cel-
lule épithéliale [19]. L’ensemble de
ces expériences met en lumiére 1'im-
portance des événements secondaires
au processus immun initial. II pour-
rait rendre compte des résultats varia-
bles concernant l'induction d’une
GNH passive. Kerjaschki et al. [12]
ont récemment étudié la phase ini-
tiale de formation des dépots denses
aux électrons au cours de la GNH
passive. Ces travaux apportent deux
éléments importants : d’une part, les
dépo6ts immuns formés dans les
minutes qui suivent I’injection d’an-
ticorps anti-gp 330 adhérent forte-
ment 3 la membrane basale glomé-
rulaire. Les mécanismes impliqués
sont discutés mais la stabilité de la
liaison suggére qu’elle pourrait étre
de nature covalente. D’autre part,
I’analyse de sections glomérulaires
sériées montre que les dépbts denses
aux électrons restent, au moins dans
les huit jours qui suivent I'injection
d’anticorps, reliés 3 un puits man-
telé. Le devenir des complexes
immuns gp 330-anti-gp 330 — dont
la majorité ne semblent pas interna-
lisés mais forment le noyau des
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dépots extramembraneux extracellu-
laires — est en opposition avec celui
des complexes récepteur-ligand qui
sont internalisés dans le processus
d’endocytose par récepteur. Cette
divergence suggeére que gp 330 pour-
rait différer dans une partie cruciale
de sa séquence des récepteurs mem-
branaires qui se regroupent dans les
puits mantelés avant leur internali-
sation, et suscite des efforts impor-
tants visant a cloner le génede gp 330.
Gp 90: un antigéne impliqué dans
la formation de dépdts transitoires.
Au cours du processus de sélection
des anticorps monoclonaux anti-
bordure en brosse, nous avons isolé
deux anticorps qui réagissent avec
une protéine de 90 kDa (figure 6)
exprimée par les cellules épithéliales

-du tubule proximal et du glomérule

[13, 22] (figure 54). L’analyse de sa
distribution a I’échelon ultrastructu-
ral montre qu’a l'inverse de gp 330,
gp 90 est exprimée sur toute la hau-
teur des microvilli et de. maniére dif-
fuse sur la surface des cellules épithé-
liales et des cellules endothéliales
glomérulaires. En dehors du rein,
gp 90 Cest exprimée par des épithé-
liums de transport (intestin, podle
biliaire des hépatocytes), les endothé-
liums capillaires et les lymphocytes
[28]). Cette distribution nous a ame-
nés a rechercher et a mettre en évi-
dence les propriétés enzymatiques de
gp 90 : il s’agit de la dipeptidyl pep-
tidase IV (DPP IV) [28].

La cinétique des déplts gloméru-
laires induits par les anticorps anti-
gp 90 est trés particuliére. Alors que
les anticorps anti-gp 330 forment des
dépots glomérulaires stables qui peu-
vent persister pendant des jours,
voire des mois, les anticorps mono-
ou polyclonaux anti-gp 90 induisent
des déplts glomérulaires transi-
toires : maximaux dans les quatre
heures qui suivent l'injection intra-
veineuse, ils diminuent trés rapide-
ment et sont pratiquement non déce-
lables aprés 72heures. Ces
observations ont l'intérét de mettre
en lumiere le rdle crucial des proprié-
tés de I'antigéne cible dans la forma-
tion des dépdts immuns.

Le role éventuel joué par gp 90 en
immunopathologie chez le rat dans
la GNH est particuliérement difficile
a étudier en raison du role prépon-
dérant de gp 330 dans I'induction de
la néphropathie. Les Ig éluées a par-
tir des glomérules de rats ayant une
GNH ne réagissent pas avec gp 90.
Cette observation n’exclut pas le rble
de ce systéme antigénique dans la
maladie de Heymann. On peut, en
effet, penser que des complexes
immuns formés a la surface des cel-
lules épithéliales et endothéliales ne
persistent pas dans les glomérules,
mais accroissent la perméabilité glo-
mérulaire et favorisent la fixation
d’anticorps anti-gp 330. Il est a cet
égard intéressant de noter que le role
de complexes formés a la surface des

Tableau |

CIBLES ANTIGENIQUES POTENTIELLES DANS
LES GLOMERULONEPHRITES EXTRAMEMBRANEUSES

Rat Souris Lapins Homme
88 G DEM| 88 G DEM|88 G DEM|88 G
gp 330 F D = =l = =l =
DPP IV + + T |+ + T/000 + + T/D +
Endopeptidase neutre
(Calla) + -2 NA[NA NA NA| + + T |+ +

BB : expression sur la bordure en brosse,; G : expression sur le glomérule; DEM :
dépdts extramembraneux induits par l'injection de I'anticorps correspondant,; D :

durables; T: transitoires ; NA : non analysé.

(1) Phase hétérologue transitoire, phase autologue durable. (2} Expression restreinte

aux cellules épithéliales pariétales de la capsule de Bowman.
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Cellules
Endothéliales

RE : Réticulum endoplasmique T Clathrine
1 gp 330
Ve : Vésicules de transport Y IgG anti-gp 330

Figure 4. Représentation schématique des premiéres étapes de la formation des dépéts immuns dans la
glomérulonéphrite de Heymann passive (d'aprés Kerjaschki-et Farquhar). (A) Les anticorps anti-gp 330 circulants (Y)
traversent la membrane basale en direction de gp 330 (1), une protéine membranaire associée & la clathrine (T) dans les
puits mantelés des pieds des padocytes. (B). Fixation des anticorps anti-gp 330 sur I'antigene induisant la formation d'un
complexe immun membranaire. (C) Le complexe immun s’accroche a la membrane basale dés 15 minutes apres l'injection
de l'anticorps, et est relargué tout en restant en contact avec un puits mantelé. (D) Le dépét immun grossit en raison de
I'afflux permanent d’anticorps qui provoque Ia répétition du cycle d'événements décrit de (A) a (C) et empiéte sur la zone
du diaphragme. La formation des dépéts immuns requiert une synthése de novo d’antigéne gp 330 qui est véhiculé dans
des vésicules jusqu’a la membrane cellulaire a la base des pieds des podocytes.
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Tableau Il

GLOMERULONEPHRITES EXTRAMEMBRANEUSES HUMAINES :
CLASSIFICATION DES CAUSES POSSIBLES

GEM secondaires

leucémies.
dione, probénécide, captopril
greffon contre hote...

GEM idiopathiques
GEM de novo (sur greffon)

Infections : hépatite B*, syphilis, schistosomiase, filariose, hydatidose, strep-
tococcies, virus HIV (immunodéficience acquise)

Maladies systémiques : lupus, connectivite mixte, polyarthrite rhumatoide,
syndrome de Sjogren, dermatomyosite, sarcoidose

Affections malignes : cancers* (poumon, célon, estomac, sein...), lymphomes,

Toxiques et médicaments : sels d’or*, mercure*, D-pénicillamine*, trimétha-

Autres étiologies : drépanocytose, thyroidite, pemphigoide bulleuse, réaction

* Ces affections sont responsables de 75 % des formes secondaires de GEM.

cellules endothéliales glomérulaires
a été suggéré par Jeraj et al. [24] au
cours de la GNH passive et par Mat-
suo et al. [25] dans un modéle de GN
induite chez le lapin par les anti-
corps dirigés contre l’enzyme de
conversion de I’angiotensine (ACE).
Chez la souris, gp 330 n’est pas expri-
mée par les cellules épithéliales glo-
mérulaires et il est plus aisé de mettre
en évidence le role de gp 90 dans un
processus néphritogéne. Assmann et
al. [26, 27] ont développé un modéle
de GEM chez la souris, induit par
injection d’anticorps de lapin fabri-
qués contre la bordure en brosse de
souris digérée par la pronase
(Tapron). La cinétique des dépdts
glomérulaires est trés proche de celle
que nous avons observée chez le rat
avec les anticorps anti-gp 90, mais la
quantité d’anticorps qui persiste
dans les glomérules est suffisante
pour permettre le développement
d’une phase autologue et d’une
néphropathie glomérulaire chroni-
que. En collaboration avec le groupe
d’Assmann, nous avons pu montrer
que les anticorps anti-Tapron utili-
sés contenaient des anticorps anti-
gp 90 (DPP IV) et que ces anticorps
étaient effectivement responsables de
la GN observée. Des expériences
récentes suggérent que les anticorps
anti-gp 90 pourraient étre également
impliqués dans la gloméruloné-
phrite extramembraneuse observée
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dans la réaction du greffon contre
I’héte chez la souris.

En raison de l'expression endothé-
liale de gp 90 chez la souris comme
chez le rat, les résultats obtenus ne
permettent pas d’établir formelle-
ment la responsabilité de I’expres-
sion épithéliale de I’antigéne. Nous
avons ainsi été amenés a étudier des
anticorps monoclonaux que nous
avions produits contre la bordure en
brosse de lapin [28, 29]. Nous avons
pu montrer que deux hydrolases de
cette structure subcellulaire, la DPP
IV et I'endopeptidase neutre (figure
6), étaient exprimées par les cellules
épithéliales glomérulaires, mais non
par les cellules endothéliales (figures
5B et 5E). Linjection d’anticorps
spécifiques de 'une ou l'autre de ces
enzymes induit des dép6ts gloméru-
laires transitoires dont la cinétique
est proche de celle initialement
décrite chez le rat.

Dépdts extramembraneux impli-
quant des antigénes « plantés». La
formation de complexes immuns
situ ne se résume pas a I'interaction
entre un antigéne intrinséque au glo-
mérule et les anticorps libres circu-
lants. De nombreuses substances
étrangeéres au glomérule peuvent « se
planter » dans la paroi du capillaire
glomérulaire, souvent pour des rai-
sons physico-chimiques (affinité des
molécules cationiques pour le poly-
anion glomérulaire, par exemple), et

servir de cible a un conflit immuno-
logique. Ainsi, Izui et al. [30] ont
montré que chez les souris lupiques,
I’ADN circulant peut se fixer sur le
collagéne de la membrane basale glo-
mérulaire et réagir in situ avec les
anticorps correspondants. De nom-
breux exemples impliquant notam-
ment des protéines cationiques (fer-
ritine, IgG, sérumalbumine bovine
[SAB]...) ont été rapportés et ont
conduit a reconsidérer la physiopa-
thologie des déplts subépithéliaux
dans la maladie sérique.

Dans la maladie sérique chroni-
que [31] induite par 'administration
répétée d’'une dose constante d’anti-
géne, la localisation des dépots glo-
mérulaires dépend beaucoup de
I’'amplitude de la réponse immune.
Lesanimaux fort répondeurs ont des
complexes immuns de grande taille
qui ne se déposent pas dans les glo-
mérules, les répondeurs intermé-
diaires ont des complexes plus petits
et plus solubles et développent des
dépdts mésangiaux et sous-endothé-
liaux, les faibles répondeurs, tou-
jours en exces d’antigéne, ont des
complexes encore plus petits (300 a
500 kDa) associés a des dépbts extra-
membraneux. Si la dose d’antigéne
injectée est ajustée pour maintenir
un état d’excés d’antigéne, les dépots
sont localisés presque exclusivement
sur le versant externe de la basale,
quelle que soit I'amplitude de la
réponse anticorps. Ces observations
ont conduit a penser que les dépots
extramembraneux résultaient de la
capacité des complexes immuns cir-
culants de petite taille a traverser la
membrane basale et a se localiser sur
son versant externe. Cette hypothése
a été battue en bréche par les études
portant sur la maladie du sérum
passive montrant qu'il était impossi-
ble d’induire des dépbts extramem-
braneux par I'injection de complexes
immuns préformés et par les expé-
riences de perfusion de rein isolé avec
alternativement I’antigéne (SAB ou
lysozyme) et I’anticorps aboutissant a
la formation de dépdts subépithé-
liaux [32]. Ainsi, il est possible que,
méme dans la maladie sérique chro-
nique, les dépdts extramembraneux
résultent de la formation locale, dans
la paroi capillaire, des complexes
immuns. Ces faits doivent étre gardés
en mémoire dans la discussion des

cibles antigéniques dans les GEM momssssm
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humaines. Ils suggérent que les
molécules cationiques sont de
bonnes cibles potentielles, puis-
qu’elles sont susceptibles d’interagir
avec les charges négatives du capil-
laire glomérulaire.

Glomérulonéphrites
extramembraneuses
humaines

Les GEM sont, avec les GN mésan-
giales a dépdts d’IgA (maladie de
Berger), les glomérulopathies les
plus fréquentes chez I’homme. Elles
comptent parmi les causes princi-
pales de syndrome néphrotique.
Elles conduisent a l’'insuffisance
rénale terminale dans 20 a 30% des
cas. Elles sont observées dans des
contextes pathologiques variés résu-
més dans le TableauI1. La multipli-
cité des causes possibles conduit a
formuler deux questions essen-
tielles : existe-t-il un ou plusieurs
mécanismes de formation des dépbts
extramembraneux chez I’homme?
Existe-t-il une ou plusieurs anti-
génes néphritogénes ? Il est aujour-
d’hui possible d’apporter quelques
éléments de réponse.

Glomérunonéphrites impliquant des
antigénes glomérulaires. En raison
des similitudes importantes — clini-
ques, histologiques et immunologi-
ques — entre les GEM humaines et
la GN de Heymann chez le rat, on
a cherché a mettre en évidence un
mécanisme immunopathologique
commun. Des antigénes tubulaires
ont été identifiés dans les dépdts
immuns dans des cas isolés de syn-
drome néphrotique associé a diverses
affections (drépanocytose, cancer du
rein, syndrome de Fanconi, throm-
bose de veines rénales) ainsi que dans
quelques cas de GEM idiopathiques
(revue dans [31]). Cependant, ces
observations n‘ont pas été confir-
mées. Le role des antigénes intrinseé-
ques glomérulo-tubulaires ou glo-
mérulaires reste trés controversé.
D’une part, il existe des arguments
solides les disqualifiant: (1) les Ig
éluées des glomérules des patients
atteints de GEM ne réagissent qu’ex-
ceptionnellement avec le tissu rénal
normal ; (2) la perfusion de reins
humains isolés non utilisés pour la
transplantation avec des anticorps
purifiés dirigés contre les antigénes

mmmmmm  tubulaires humains n’induit pas la
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formation de dépbts extramembra-
neux (Couser et Salant, observations
non publiées). D’autre part, il existe
des observations privilégiées dans les-
quelles les dépdts extramembraneux
sont associés a des dépodts tubulaires
localisés sur la bordure en brosse.

Cette discussion a amené le labora-
toire de D. Kerjaschki [33] et le nbtre
[34] a étudier I’expression de gp 330
chez 'homme. Cette protéine peut
étre détectée dans les régions intermi-
crovillaires de la bordure en brosse,
mais elle est absente du glomérule
(figure IB). Le rat est, d’ailleurs, la
seule espéce dans laquelle gp 330 est
exprimée dans les puits mantelés des
cellules épithéliales glomérulaires.
De plus, il n’a pas été possible d’iden-
tifier gp 330 dans les dépdts immuns

glomérulairesde 30 biopsiesde GEM.
Ces observations plaident contre la
responsabilité de gp 330 dans les
GEM humaines sans toutefois 1’ex-
clure. Il est possible, en effet, que la
protéine soit synthétisée trés faible-
ment dans les podocytes normaux, et
de facon plus active aprés I'initiation
du conflit immunologique, a la sur-
face de la cellule [19]. D’autre part,
Makker et Kanalas [35] ont récem-
ment mis en évidence des Ac anti-
gp 330 dans le sérum de patients
atteints de GEM.

Les problémes soulevés par gp 90 (la
dipeptidyl peptidaseIV) et ’endo-
peptidase neutre (figure 6) sont dif-
férents. Contrairement a gp 330, ces
deux protéines enzymatiques sont
présentes de facon diffuse sur la mem-

Figure 5. Expression comparative de la dipeptidyl peptidase IV (A-C) et
de I'endopeptidase neutre (D-F) chez le rat (A, D), le lapin (B, E) et
I'homme (C, F), étudiée en immunofluorescence indirecte sur des
coupes a congélation de cortex rénal incubées avec les anticorps
monoclonaux correspondants. Noter que la dipeptidyl peptidase IV a une
distribution comparable dans les trois espéces sur la bordure en brosse et le long
des parois des capillaires glomérulaires. L'endopeptidase neutre a une localisation
similaire chez le lapin et 'homme. En revanche, chez le rat, elle n‘est exprimée
que par les segments S3 des tubes contournés proximaux localisés dans le cortex
profond (partie inférieure de la photographie) et par les cellules de la capsule de
Bowman (fléche),; les segments S1 et S2 des tubes contournés proximaux dans
le cortex superficiel sont négatifs (partie supérieure de la photo). (x 250.)
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Figure 6. Comparaison des poids moléculaires (PM) apparents des antigénes de bordure en brosse du rat
(lignes 13-18) identifiés par des anticorps monoclonaux produits spécifiquement contre la bordure en brosse
des trois espéces. Les protéines de la bordure en brosse sont marqués a l'iode'?®, immunoprécipitées par les différents
anticorps et appliqués sur un gel de polyacrylamide en présence de SDS, dans lequel la migration se fait essentiellement
en fonction du PM. Les marqueurs de PM (tétes de fléche) sont, de haut en bas, I'lgG, 150 kDa, et la chaine u de I'igM,
80 kDa. Lignes 1, 6, 13 : protéines totales de la bordure en brosse; lignes 2, 7, 14 : immunoprécipitation témoin réalisée
avec le sérum de souris normale ; lignes 3, 8, 15 : immunoprécipitation effectuée avec les sérums des souris immunisées
avec la bordure en brosse et utilisées comme pourvoyeurs de splénocytes pour la fusion cellulaire ; lignes 4, 10, 17: la
bande immunoprécipitée est la dipeptidyl peptidase IV, dont le PM apparent est légérement plus faible chez le rat (90 kDa)
que dans les deux autres espéces (100 kDa),; lignes 5, 11, 18 : leucine aminopeptidase (115 kDa),; lignes 9 et 16:
endopeptidase neutre (85 kDa) identique chez I'homme & I'antigene commun des leucémies aigués lymphoblastiques (Calla);
ligne 12 : enzyme de conversion de I'angiotensine (140 kDa). Les fléches indiquent des protéines exprimées a la fois sur
la bordure en brosse et les cellules épithéliales glomérulaires. Noter la conservation phylogénique des protéines de bordure

en brosse les plus immunogeéenes.

brane des cellules épithéliales glomé-
rulaires humaines (figures 5C et 5F).
Leur localisation a été étudiée grace
a des anticorps monoclonaux pro-
duits initialement contre la bordure
en brosse de rat ou de lapin et dotés
d’'une réactivité croisée avec le rein
humain, et & une nouvelle famille
d’anticorps monoclonaux spécifi-
quement dirigés contre la bordure en
brosse humaine[34]. En collabora-
tion avec Michelle Letarte et al. [36],
nous avons récemment montré
I'identité antigénique de 1’endopep-
tidase neutre et de 1’antigéne com-
mun des leucémies aigués lympho-
blastiques (Calla), qui sont codées
par le méme géne. Les deux anti-
génes sont impliqués chez ’animal
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dans la formation de dépdts extra-
membraneux transitoires, dont la
contrepartie chez ’homme pourrait
étre les GEM médicamenteuses. En
effet, celles-ci sont remarquables par
leur régression trés rapide a I’arrét du
médicament. Cette évolution est par-
ticuliérement caricaturale dans le cas
des sels d’or et de la D-pénicillamine
[37, 38]. Il est intéressant de noter que
certains de ces médicaments ont une
toxicité tubulaire qui pourrait favo-
riser la libération dans la circulation
des antigénes tubulaires et le déclen-
chement d’un processus auto-
immun.

D’autres antigénes glomérulaires
non identifiés sont des cibles poten-
tielles. Des observations récentes sug-

gérent que certains anticorps anti-
ADN réagissent avec des protéines
glomérulaires et peuvent induire la
formation de dép6ts immuns [39].

Glomérunonéphrites impliquant des
antigénes non glomérulaires. Un cer-
tain nombre d’antigénes non glomé-
rulaires ont été identifiés dans les
dépb6ts extramembraneux chez
I’'homme (revue dans [31]), qu’il
s’agisse de 'ADN, des antigénes HBs
et HBe, d’antigénes thyroidiens et
tumoraux, et tout récemment de I'an-
tigéne P24 du noyau du virus HIV-
1 dans deux cas de GEM (Rao, com-
munication personnelle). Si les
études les plus anciennes effectuées a
I’aide d’anticorps polyclonaux pou-
vant manquer de spécificité prétent a
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discussion, les plus récentes échap-
pent a cette critique car elles utilisent
des anticorps monoclonaux. Cepen-
dant, les résultats doivent étre nuan-
cés en tenant compte de la perméa-
bilité accrue de la membrane basale
qui favorise le piégeage non spécifi-
que des molécules dans les dépots
immuns. Les mécanismes qui abou-
tissent a la formation de ces dépdts
sont controversés, et la discussion
reste ouverte entre le dépot de com-
plexes immuns circulants et la for-
mation de complexes in situ. Il est
possible que les deux mécanismes
coexistent. Il est trés vraisemblable
que les dépots, une fois constitués,
servent a leur tour de cible antigéni-
que pour des facteurs rhumatoides
ou des anticorps anti-idiotypiques.

I Stratégies pour I’avenir

L’identification des principaux anti-
génes néphritogénes impliqués dans
les GEM humaines est vraisemblable
dans la prochaine décennie. L’ap-
proche monoclonale utilisée dans les
modéles expérimentaux et par nous-
mémes chez ’homme doit étre répé-
tée, en utilisant comme matériel
immunogéne des préparations mem-
branaires de glomérules isolés. Les
anticorps monoclonaux produits
seront caractérisés par leur spécificité
antigénique et, éventuellement, leur
pouvoir pathogéne chez I’animal. Ils
seront utilisés pour analyser les
dépbts extramembraneux en utili-
sant les techniques d’immunofluo-
rescence et d’immunomicroscopie
électronique, a la recherche d’une
concentration des antigénes intrinsé-
ques glomérulaires dans les dépbts.
De plus, I'analyse de la spécificité
d’éluats glomérulaires précoces, pré-
parés a la phase initiale de la GEM
avant que les dép6ts ne soient rema-
niés, devrait permettre de déterminer
la part respective des antigénes glo-
mérulaires intrinséques et des anti-
génes étrangers au glomérule dans la
pathogénie des GEM humaines. Sur
le plan thérapeutique, 1'identifica-
tion des cibles antigéniques pourrait
déboucher sur l’utilisation d’im-
muno-adsorbants spécifiques per-
mettant d’éliminer les anticorps diri-
gés contre les antigeénes
néphritogenes ll

Summary

Antigenic targets in epimenbranous
glomerulonephritis

More than twenty years after the first
immunofluorescence studies of renal
biopsies showing that most human
glomerulonephritis (GN) contained
immune deposits, the antigenic targets
involved remain most often unidenti-
fied. Studies of experimental models of
membranous glomerulonephritis
(MGN) have permitted significant
advances in this field. The antigen
responsible for Heymann's MGN
induced by immunization of rat with
proximal tubule brush border antigens
has been identified as gp 330, a 330 kDa
protein restricted to coated pits of the
brush border and the glomerular epi-
thelial cells. Formation of subepithe-
lial electron dense deposits characteris-
tic of MGN involves clustering of
multivalent gp 330-anti-gp 330 com-
plexes in the coated pits facing the
glomerular capillary wall followed by
rapid adherence of these complexes to
basement membrane structures. Follo-
wing a strategy that consisted in rai-
sing monoclonal antibodies against
the brush border and selecting those
reacting with the glomerulus, we iden-
tified two additional antigenic specifi-
cities endowed with dipeptidyl pepti-
dase IV (DPP IV) and neutral
endopeptidase (NEP) activity and
implicated in the formation of short-
lived or long-lasting subepithelial
deposits in mice, rats and rabbits.
Other «nephritogenic» antigens
include nonglomerular circulating
antigens planted in the glomerular
capillary wall because of cationic
charge or affinity for basement mem-
brane constituents. Human cases of
MGN are heterogeneous with respect
to evolution and etiology and also pro-
bably to target antigens and mecha-
nisms of immune deposit formation.
Among previously described antigens,
gp 330 is not a good candidate because
it is not expressed in human glomeruli.
In contrast, DPP IV and NEP (recently
identified as Calla) might be involved
in the pathogenesis of drug-induced
short-lived MGN. Nonglomerular
antigens detected in subepithelial
deposits, such as microbial antigens,
might be deposited either first as plan-
ted antigens which then bind in situ to
circulating antibodies or simulta-
neously with the corresponding anti-
bodies within low molecular weight
circulating immune complexes passi-
vely trapped in the glomerular capil-
lary wall.
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