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>Les thérapies actuellement utilisées dans la
néphropathie a lésions glomérulaires minimes
(LGM) ne sont que partiellement efficaces et
comportent des effets secondaires importants.
Un nouveau modele animal présentant plusieurs
caractéristiques de la LGM humaine a été
développé. Il a permis de montrer qu’un défaut de
sialylation de la protéine Angptl4 était impliqué
dans le développement de la protéinurie. Dans
ce modeéle, Angptl4 est surexprimée au niveau du
podocyte qui sécréte majoritairement la protéine
sous une forme hyposialylée. La supplémentation
de ces animaux en ManNac, un précurseur d’acide
sialique, restaure partiellement la sialylation
d’Angptl4 et réduit
protéinurie. La thérapie par le ManNAc semble

significativement leur

donc prometteuse et pourrait étre utilisée
en complément des glucocorticoides chez les
patients atteints de LGM. <

Les thérapies actuelles de la néphropathie
a lésions glomérulaires minimes

La néphropathie a Iésions glomérulaires minimes (LGM)
représente 75 4 80 % des syndromes néphrotiques!
de I'enfant et 10 a 15 % des syndromes néphrotiques
primaires de I’adulte [1]. Les thérapies actuelles ont
le plus souvent été développées, a 'origine, pour des
maladies autres que le syndrome néphrotique. Elles
associent des traitements spécifiques (corticoides,
immunosuppresseurs) et des traitements sympto-
matiques (diurétiques, agents bloquant le systeme
rénine-angiotensine?). £tant donné que prés de 95 %

Vignette (Photo © Inserm/Musée Jules-Verne-Ville de Nantes-£ric Dehausse).

! Un syndrome néphrotique suppose I'existence d’une Iésion glomérulaire, d’origine
le plus souvent immunologique. La fuite des protéines (protéinurie) est due a une
augmentation de la perméabilité de la membrane basale des glomérules.

? Le systéme rénine-angiotensine est considéré comme un systeme hormonal :
la rénine circulante provenant des cellules juxta-glomérulaires rénales agit sur
I’angiotensinogeéne produit par le foie pour produire de Iangiotensine I. Cette
angiotensine | est convertie a son tour en angiotensine Il par ’enzyme de conver-
sion de I’angiotensine endothéliale pulmonaire et circulante. ’angiotensine Il est
alors distribuée dans les organes via le courant sanguin et induit des réponses
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des patients atteints de LGM répondent aux glucocorticoides [2], cette
thérapie est utilisée depuis pres d’un demi-siecle comme premier trai-
tement, notamment chez I’enfant. On observe alors une disparition
rapide de la protéinurie et une rémission compléete ou prolongée de la
maladie. Bien que les cellules cibles et les mécanismes d’action des
glucocorticoides ne soient toujours pas clairement définis, I’efficacité
de la réponse suggere que les médiateurs clés de cette maladie sont
soit codés par des genes qui y sont sensibles, soit dépendent de voies
d’action qu’ils peuvent controler. Malgré son efficacité, I"exposition
prolongée et répétée aux corticostéroides entraine de nombreux effets
secondaires et certains patients subiront un ou plusieurs épisodes de
rechutes. De plus, certains patients présentent une cortico-résistance
qui évoluera vers une insuffisance rénale chronique terminale. D’autres
agents thérapeutiques aux propriétés immunosuppressives sont utili-
sés comme la ciclosporine, le tacrolimus, le mycophénolate mofétil,
la cyclophosphamide, I'azathioprine, le chlorambucil, le rituximab
(anticorps anti-CD20, un marqueur spécifique des lymphocytes B)
avec, pour certains, un effet direct sur les cellules glomérulaires [1,
3, 4]. Certains bloquent le systéme rénine-angiotensine comme les
inhibiteurs de I’enzyme de conversion, les antagonistes du récepteur a
I’angiotensine (spironolactone) et les inhibiteurs directs de la rénine
(aliskiréne). La plupart de ces agents thérapeutiques ne sont que par-

physiologiques. Ce systeme (systéme rénine angiotensine extrinséque) est responsable des principales
réponses physiologiques.
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tiellement efficaces et ils s’accompagnent, eux aussi, d’effets secon-
daires. Ainsi, les patients qui ne répondent ni aux glucocorticoides, ni
aux autres agents thérapeutiques disponibles, voient considérable-
ment augmenter leur risque d’insuffisance rénale terminale. Il est donc
important de comprendre les mécanismes moléculaires impliqués dans
le développement de la protéinurie résultant du syndrome néphrotique
afin d’identifier de nouvelles thérapies.

Un nouveau modéle d’étude de la LGM :
les rats transgéniques NPHS2-Angptl4

Afin d’étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans le déve-
loppement de la protéinurie que I’on observe au cours de la LGM,
nous avons développé un nouveau modele animal de rat transgé-
nique chez lequel le géne angiopoietin-like-4 (Angptl4) est sous le
contrdle du promoteur de la podocine (géne NPHS2)®. Angptl4 est
une glycoprotéine sécrétée qui appartient a la famille des angio-
poietin-like protéines. €lle joue un role dans la pathogenese de la
protéinurie dans la LGM [1, 5] (=9).

, . (=) Voir la Nouvelle
Les rats transgéniques NPHS2-Angptl4 obtenus,

de C. Macé et

surexpriment Angptl4 spécifiquement au niveau  L.C. Clément, m/s

des podocytes’. Ce modéle animal reproduit de n°6-7, juin-juillet

nombreuses composantes de la LGM humaine. 2014, page 605

Des I’dge d’un mois, les rats présentent une albuminurie qui, avec le
vieillissement, va s’aggraver. A I’dge de trois mois, on note un effa-
cement des pédicelles (prolongements) des podocytes. Angptl4 est
alors détectée par microscopie électronique et confocale, au niveau
de la membrane basale glomérulaire (MBG). Chez les patients atteints
de LGM, la protéinurie se développe de maniere explosive. Chez les
rats transgéniques, elle évolue plus lentement. Ce modéle représente
donc un formidable atout pour I’étude du développement de la pro-
téinurie. Cette protéinurie est de plus trés sélective puisque 92 % des
protéines retrouvées dans 'urine correspondent a I’albumine. Cette
sélectivité est similaire a celle observée chez les patients atteints
de LGM (avec une sélectivité de 86 %). Puisque ce modele est le seul
existant permettant de rassembler une protéinurie a la fois sélective
et massive, il apparait bien meilleur que le modele de pathogénese
de protéinurie sévere couramment utilisé fondé sur 'utilisation de
puromycin aminonucleoside (PAN). Au cours de la derniére décennie,
de nombreuses protéines ont été surexprimées au niveau du podocyte
en utilisant le promoteur NPHS2. Cependant, aucune d’entre elles n'a
causé de protéinurie massive et/ou sélective [6, 7]. Une autre compo-
sante de la LGM humaine est la perte de charge de la membrane basale
glomérulaire (MBG), découverte il y a plus de 40 ans [8]. Cette perte
de charge est présente dans le modele NPHS2-Angptl4. Elle semble
cependant étre un épiphénomene. Elle a été mise en évidence par des
techniques de coloration au bleu alcian (en microscopie optique) et

¥ La podocine joue un réle majeur dans la filtration glomérulaire. Elle est localisée au niveau des podo-
cytes.

* Les podocytes sont les cellules qui composent le feuillet interne des glomérules du rein. Ils entourent les
vaisseaux glomérulaires et participent a la constitution du filtre glomérulaire qui filtre le sang des capil-
laires glomérulaires pour former Pultra-filtrat.
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par marquage a la polyéthylenimine (en microscopie
électronique). ’hypothése d’une relation forte entre
perte de charge et apparition de la protéinurie n’est
pour le moment pas confirmée [9]. €lle est remise en
question par I’étude de modeles de rats et de souris qui
sur-expriment Angptl4. En effet, malgré une perte de
charge relativement similaire entre les deux modeles
animaux, la protéinurie est faible chez les souris sur-
exprimant Angptl4 alors qu’elle est tres importante
chez les rats transgéniques et chez les patients [1]. Ces
modeles animaux ne permettent donc pas de conclure
de maniére définitive quant a 'existence d’un lien exis-
tant entre protéinurie et perte de charge. Enfin, tout
comme dans la LGM humaine, les rats transgéniques ne
développent pas de fibrose tubulo-interstitielle, malgré
une protéinurie telle que celle retrouvée dans les syn-
dromes néphrotiques.

Les rats NPHS2-Angptl4 ne sont pas un modeéle parfait.
Certaines composantes de la LGM humaine ne sont en
effet pas retrouvées dans ce modele : I’hyperlipidé-
mie, la protéinurie explosive (elle est graduelle) et la
sensibilité aux glucocorticoides. U'expression d’Angptl4
est controlée chez ces animaux par le promoteur de la
podocine au niveau du podocyte, mais celui-ci n’est
pas régulé par les glucocorticoides. De plus, dans ce
modele de rats transgéniques, aucune étude portant sur
I’cedéme n’a jusqu’alors été publiée.

Un défaut de sialylation d’Angptl4 responsable
de la protéinurie

U'étude de Angptld, sécrétée au niveau du podocyte
des rats transgéniques NPHS2, a permis de mettre en
évidence I’existence de deux formes de la protéine : une
forme qui est majoritaire, chargée positivement, et qui
migre & un point isoélectrique® élevé (pl de 8,0-8,5) ;
une forme minoritaire qui est neutre et migre a un pl
entre 6,0 et 7,0. Ces deux formes différent par leur degré
de sialylation. La forme minoritaire est en effet sialy-
lée, la forme majoritaire étant hyposialylée. L'origine
de ce défaut de sialylation pourrait reposer sur le fait
qu’Angptl4 est constitutivement exprimée de maniére
relativement faible au niveau rénal. Le podocyte n’a
donc besoin que d’une faible quantité d’acide sialique
afin de sialyler cette protéine. €n revanche, dans le cas
de la LGM, la production d’Angptl4 est fortement aug-
mentée (augmentation de I’expression d’ARN messager
d’un facteur 70) [1]. Le podocyte ne dispose alors pas

¥ Le point isoélectrique est la valeur du pH pour laquelle le transport d’une protéine
dans un champ électrique est nul, c’est-a-dire le pH pour lequel elle est électrique-
ment neutre.
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Figure 1. Albuminurie des rats transgéniques NPHS2-Angptl4 traités au ManNAc
(groupe traité) ou non (groupe contréle) pendant 12 jours, puis soumis a I'eau
pendant 24 jours (phase de lavage). Les valeurs sont exprimées en pourcentage
de I’albuminurie basale (désignée par 100 %). ManNAC : N-acétylmannosamine.

* Statistiquement significatif. NS : non significatif.

d’une quantité d’acide sialique suffisante pour sialyler toute I"Angptl4
nouvellement produite ; il sécrete donc une majorité d’Angptl4 qui se
retrouve sous la forme hyposialylée.

Nous avons cherché a comprendre si ce défaut de sialylation
pouvait avoir un role dans le développement de la protéinurie et
si la restauration de cette sialylation pouvait avoir un effet pos-
siblement thérapeutique sur la LGM. Nous avons étudié chez des
rats NPHS2-Angptl4 protéinuriques, I’effet sur la protéinurie d’un
précurseur de I’acide sialique, le ManNAc (pour N-acétylmanno-
samine). Une supplémentation en ManNAc de ces rats pendant 12
jours a entrainé une diminution de plus de 40 % de leur albuminurie
basale, comparativement & des rats non supplémentés (Figure 1).
L’étude des glomérules de ces rats supplémentés en ManNAc a
montré une conversion d’une partie de I’Angptl4 de pl élevé en
une protéine de pl neutre. La lectine de Sambucus nigra (SNA)
qui permet de révéler I'acide sialique, a plus fortement réagi avec

I’Angptl4 chez les rats supplémentés en ManNAc,
dans des analyses sur des gels bidimensionnels révé-
|és en western blot, confirmant ainsi la sialylation de
la protéine. Ce phénomene est spécifique de Angptl4.
Une sialoglycoprotéine glomérulaire, la podoca-
lyxine, n’a en effet montré aucune modification de
sa charge aprés traitement par le ManNAc [1]. Ainsi,
une augmentation de la capacité de sialylation d’An-
gptl4 par le podocyte lui permet de sialyler une plus
grande partie d’Angptl4 sécrétée, réduisant ainsi la
protéinurie.

Nous avons donc montré que dans le modele LGM, la
forme hyposialylée d’Angptl4 pourrait étre responsable
du développement de la protéinurie que I’on observe.
Dans le modele de glomérulonéphrite extra-mem-
braneuse (GEM), la forme hyposialylée d’Angptl4 n’a
pas été documentée, I"augmentation de I’expression
génique d’Angptl4 n’est que modérée et transitoire et ne
suit pas le profil de la protéinurie (Figure 2) [1]. Dans
d’autres modéles de syndrome néphrotique (comme
les lésions du mésangium, le FSGS [focal segmental
glomerulosclerosis] avec collapsus du floculus, égale-
ment appelé forme avec « collapsing »), nous n’avons
observé aucune modification de I’expression d’Angptl4
(Figure 2), ni de sa forme hyposialylée. Dans ces
modeles, d’autres facteurs seraient donc responsables
du développement de la protéinurie.

Le ManNAc, possible agent thérapeutique
de la LGM

Le ManNAC (N-acétylmannosamine) est le précurseur
de la totalité de I'acide sialique physiologique qui
est essentiel pour de nombreuses fonctions cellu-

Figure 2. Modification de I’expression gloméru-

357 Néphrite a Néphrite Néphrite a | Néphrite collapsante laire d’Angptl4 dans des modéles de rat de LGM.
5 puromycine de Heymann anticorps | VIH-indépendante PN . ; .
- 30 140 Tyl Néphrite a puromycine (puromycin nephrosis,
g 2 ‘I, PAN), GEM ou néphrite de Heymann (passive
E =~ 257 21,34 Heymann nephritis, PHN), néphrite & anticorps
S & 0 -I- Thyl.1 (Iésions du mésangium) (anti-Thyl.l
c < 7 I 3 . . 7
S nephritis) et néphrite collapsante VIH-indépen-
3 £ 154 dante ou FSGS (focal segmental glomeruloscle-
%_g 8,58 rosis) avec collapsus du floculus ou forme dite
_g 3 107 - avec « collapsing ». La limite de significativité
-‘; 5- 3’8“ 2’57¢ 111:129 ¢1188 Ll ‘1181 1,06 1,36 1,25 est le facteur 3. D1, D3, D6 et D10 représentent
) e a1 . \ . N
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® o N Koo WS SRR
Q@Q Q@Q QQ\’ Q\%Q Q\QQ \2§Q\’ \".\,Q \},Q & 6'9 &Q\’ %/\S’ représentent les valeurs moyennes d’induction
¥R NN @Q de I'expression de ’ARNm d’Angptl4. LCM : laser

Vv indique le développement de la protéinurie
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laires, notamment pour la sialylation des protéines. La sialylation
des protéines est un évenement naturel dans les cellules humaines.
Elle permet le recyclage d’une partie importante de I'acide sialique
qu’elles contiennent réduisant ainsi de maniere considérable la
nécessité d’une synthése de novo [10]. Chez I’lhomme, le ManNAc
est transformé en acide N-acétylneuraminique (NANA/Neu5A)
qui est la forme prédominante d’acide sialique qui sera utilisée
pour la sialylation des protéines [11]. Le NANA, chez I’homme, est
synthétisé a partir du glucose mais son régime alimentaire n’en
représente pas la source car son alimentation, d’origine animale,
en est dépourvue. €n effet, les animaux convertissent, par I’enzyme
hydroxylase NANA, le NANA en N-glycolylneuraminic acid (NGNA/
Neu5Gc). €n raison d’une délétion/décalage du cadre de lecture
d’un exon, cette enzyme n’est pas fonctionnelle chez I’homme
[10], le NGNA/Neu5Ge n’est donc pas incorporé dans les protéines
humaines.

Plusieurs caractéristiques du ManNAc en font un bon candidat
pour sialyler la protéine Angptl4 [13]. €n effet, du fait de sa
charge neutre, le ManNAc traverse facilement la membrane cel-
lulaire. Il est alors converti en acide sialique puis incorporé aux
glycoprotéines comme Angptl4 [1]. Une étape limitante de la
voie de biosynthese de I’acide sialique est catalysée par la GNE
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(UDP-N-acétylglucosamine-2-epimérase/N-acétyl-
mannosamine kinase) [14] (Figure 3). Le ManNAc
est incorporé apres cette étape limitante. Ceci per-
met d’éviter les limitations de biosynthése durant
les périodes de forte demande en acide sialique.
Contrairement a la plupart des autres cellules du
corps humain, la division des podocytes est trés
rare rendant possible I'accumulation du ManNAc. La
thérapie envisageable avec le ManNAc requiert donc
une dose orale plus basse comparée aux autres thé-
rapies qui ciblent des cellules en division. Enfin, le
ManNAc administré par voie orale est filtré. Il entre
en contact avec les podocytes et est rapidement éli-
miné dans les urines (90 % sont éliminés dans les 4
heures) [15], ce qui limite les phénoménes possibles
de toxicité.

Dans les épisodes de forte production d’Angptl4,
comme c’est le cas lors de LGM, les podocytes sécrétent
une combinaison d’Angptl4 sialylée et hyposialylée.
Une supplémentation en ManNAc permettrait donc a
I’lhomme de synthétiser le NANA et ainsi de remédier au
défaut de sialylation de la protéine Angptl4. Durant les
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périodes de fortes demandes, des organes ayant une voie de biosyn-
thése d’acide sialique trés active comme le foie et le tissu adipeux,
sécretent de I"Angptl4 sialylée dans la circulation sanguine. Cette
production périphérique d’Angptl4 sialylée tend a réduire la protéi-
nurie. €lle a cependant pour effet secondaire une augmentation des
triglycérides [16].

Uanalyse du gene codant Angptl4 révele I'existence de deux motifs de
liaison pour les corticoides : I'un au niveau 3’ de la région non traduite
(3’ UTR), qui entraine une augmentation de son expression, et un
autre dans une région moins bien définie du promoteur, qui entraine
une réduction de son expression. U'effet des corticoides dépend donc
du motif auquel ils vont se lier, et également de I'organe dans lequel
cette liaison va s’effectuer.

Le ManNAc pourrait étre utilisé comme une thérapie complémen-
taire des glucocorticoides dans la LGM. €n effet, les glucocorti-
coides réduisant I"expression du géne Angptl4 dans le podocyte, le
ManNAc permettrait d’améliorer la sialylation de la protéine. Cette
thérapie par le ManNAc serait ainsi bénéfique pour plusieurs caté-
gories de patients : ceux qui ont des rechutes fréquentes, ou qui
développent une résistance aux glucocorticoides, ou chez lesquels
la rémission compléte n’est pas atteinte, ou les patients soumis
a une thérapie de longue durée par les glucocorticoides associée
a des complications touchant de multiples organes. La thérapie
par le ManNAc doit étre considérée comme une thérapie de main-
tien, soit a une dose journaliere trés basse, soit a une faible dose
intermittente. Le premier épisode de LGM sera toujours traité par
les agents thérapeutiques actuels, spécialement chez les enfants,
au moins en partie pour prouver que la maladie est bien sensible
aux glucocorticoides. Dans la LGM, les glucocorticoides entrainent
Iaugmentation de la sécrétion d’Angptl4 sialylée a partir du
muscle squelettique, du coeur et des tissus adipeux [17]. Ils ont
donc un effet antiprotéinurique. Sachant que 80 @ 90 % des enfants
rechutent aprés une premiére rémission [1, 19], le ManNAc serait
approprié comme drogue de maintien pour réduire la fréquence et
I’intensité de la rechute.

Conclusion

La protéine Angptl4 est impliquée dans la pathogenese de la protéi-
nurie dans la LGM humaine et expérimentale. Sa forme hyposialylée
induit une protéinurie lorsqu’elle est sécrétée au niveau du podocyte.
Le défaut de sialylation peut néanmoins étre corrigé par une supplé-
mentation en ManNAc, précurseur de I'acide sialique.

Dans un futur proche, Angptl4 pourrait étre utilisée comme un
biomarqueur de la LGM, via la détection de sa forme hyposialylée
dans les urines de patients. La stratégie thérapeutique basée sur la
sialylation offre des perspectives prometteuses dans le traitement
des formes communes de protéinurie des maladies rénales chro-
niques. Cette nouvelle thérapie pourrait étre utilisée pour traiter
les rechutes des patients. De plus, elle pourrait éviter une expo-
sition répétée et prolongée aux glucocorticoides et a leurs effets
secondaires. ¢
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SUMMARY

ManNAc, a new therapeutic agent to reduce
Angptl4-induced proteinuria in MCD

Current therapies used in minimal change disease (MCD)
were originally designed to cure other diseases. They are
only partially efficient, and present inconvenient side
effects. Therefore, understanding the molecular mecha-
nisms implicated in the pathogenesis of proteinuria in
MCD could lead to new therapeutic strategies. A new
experimental transgenic rat model of human MCD was
generated. These NPHS2-Angptl4 transgenic rats over-
express two different forms of the glycoprotein Angptl4
from the podocyte. The majority of the protein shows a
lack of sialylation that is implicated in the pathogenesis
of proteinuria. Supplementation of ManNAc, a precursor
of sialic acid, significantly reduces albuminuria in those
rats by increasing sialylation of the hyposialylated
form of Angptl4. After treatment of the first episode of
MCD with glucocorticoids in patients, ManNAc could be
used as a maintenance drug, especially to reduce the
frequency and intensity of relapse. ManNAc is a promi-
sing therapeutic agent for patients with MCD. ¢
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