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INTRODUCTION

1 Le FcRn ou récepteur néonatal pour la portion Fc des
1gG

Dans les années 1960, F.W Rogers Brambell proposa le concept d’'un récepteur
pour le Fc (fragment cristallisable) des immunoglobulines G (IgG) appelé récepteur
de Brambell puis, ultérieurement, récepteur néonatal pour la portion Fc des IgG
(FCcRn) (1-5). D’aprés ses travaux, ce récepteur permettait la transmission des y-

globulines de la mére au feetus pour protéger ce dernier des infections néonatales.

A. Structure et ligands du FcRn

i. Structure du FcRn

Le FcRn appartient a la famille des récepteurs pour le Fc des IgG (FcyR) (6,
7). Par sa structure hétérodimérique composée d’une chaine lourde a de 40 kDa
(Dalton) et de la Bo-microglobuline (B2-m), il appartient également a la famille de
molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢é (CMH) de classe 1 (8-15). La
chaine lourde est composée de 3 domaines extracellulaires (al, a2, a3), d’un
domaine transmembranaire et d’une partie cytoplasmique (8, 9, 12). Elle est liée de
facon non-covalente a la B,-m. Les domaines al et a2 forment un sillon similaire a
celui permettant la présentation de peptides par les molécules du CMH aux
lymphocytes T (Ly T). Cependant, Raghavan et Bjorkman ont montré que ce sillon
ne peut pas accueillir de peptide, étant trop étroit (16, 17) ; il est donc admis que le
FcRn n’a pas de capacité de présentation antigénique. La position du gene codant le
FcRn est en dehors du locus des géenes du complexe du CMH (18). Le FcRn est
présent en intracellulaire, majoritairement dans les endosomes, et en moindre
quantité, en surface, lorsque I'endosome fusionne avec la membrane cellulaire. Le

FcRn posséde deux ligands principaux : les IgG et 'albumine (19).

ii. Ligands du FcRn

Les IgG furent les premiers ligands du FcRn décrits par Brambell. La

transmission des y-globulines de la mére au foetus s’effectuait selon Ilui par
17



l'intermédiaire d’un récepteur au sein du syncytiotrophoblaste, appelé plus tard le
FcRn (5). Les IgG sont composées d'un Fc et de deux fragment antigen binding
(Fab), liés par une charniere. Deux chaines lourdes y et deux chaines légéres
forment I'lgG. Chaque chaine est composée de plusieurs domaines. Les domaines
CH,-CH3 sont présents sur chaque chaine lourde de I'lgG et forment le Fc avec la
partie basse de la région charniere (20). Ce sont ces deux domaines qui sont
impliqués dans la liaison au FcRn. Le FcRn peut lier toutes les sous-classes d’IgG
(11). Les anticorps (Ac) monoclonaux (AcM) étant des analogues structuraux des

immunoglobulines et principalement des IgG, ils se fixent similairement au FcRn.

Le FcRn est connu pour avoir un second ligand, I'albumine (21). L'albumine
ainsi que les IgG sont les deux protéines les plus abondantes dans la circulation
sanguine (19). L’albumine est une protéine importante en physiologie humaine,
notamment pour le transport sanguin de nombreux ligands endogénes et exogenes
(métabolites, hormones, ...), le maintien du pH ainsi que la régulation de la pression
oncotique du sang (21). L'albumine est synthétisée par les hépatocytes (22) et
dégradée dans les cellules endothéliales musculaires et cutanées, les hépatocytes et
les tubules proximaux (23). L’albumine est composée de 3 domaines (DI, DIl, DII),
c’est principalement le domaine Il qui est impliqué dans la liaison au FcRn. Le site
de liaison au FcRn se situe a 'opposé de celui des IgG (24-26), aucune compétition
entre les ligands n’est donc retrouvée. Sur le plan stoechiométrique, I'albumine se lie
au FcRn en 1:1 alors que les IgG ont une stocechiométrie pour le FcRn de 1:2 (27,
28), soit une IgG se liant & deux FcRn via ses deux chaines lourdes.

Un autre ligand a été décrit par Alberio et al. : le fibrinogéne. Ce dernier a la

capacité de se lier au FCRn pour limiter sa dégradation lysosomiale (29).

En 2019, deux équipes ont montré que le FCRn était un récepteur nécessaire
a l'infection par les Echovirus (30, 31). Ces virus de la famille des Picornaviridae sont
a l'origine de méningites et d’encéphalites chez les enfants. Morosky et al. ont
montré que la perte du FCRn entraine une incapacité du virus a infecter la cellule
(30).
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iii. Interaction du FcRn avec ses ligands

Les IgG se lient au FcRn par leur Fc au niveau des domaines CH,-CHs. La
liasison du FcRn aux IgG et a l'albumine est dépendante du pH. En effet, le Fc des
IgG se lie avec une haute affinité au FcRn a pH 5-6 (pH des endosomes) et se
dissocie a pH 7-7,4 (pH physiologique) (19, 32). Parmi les acides aminés importants
dans la liaison au FcRn, deux histidines (His) (His310 et His435) et une isoleucine
(lle253) présents dans la portion Fc de I'lgG interagissent avec le FcRn (7) (figure 1).
La protonation des histidines du Fc permet de créer une liaison ionique avec, entre
autres, les résidus Aspl30 et Glull5 présents sur le FcRn. La nécessité de ces
acides aminés est confirmée par la mutation IHH (lle253, His310 et His435) sur le Fc

des IgG qui abolit complétement la liaison au FcRn a pH acide.

I%G Albumine

Figure 1 : Structure tridimensionnelle du FcRn humain d’aprés Rath et al., J Clin Immunol, 2013
(33)

Le FcRn est un hétérodimére comprenant une chaine lourde similaire au CMH de type 1 (bleu) qui est
liée de facon non covalente a la B,-m (vert). Les acides aminés nécessaires pour l'interaction avec
I'lgG sont symbolisés en jaune. La liaison de I'albumine au FcRn (symbolisée en rouge) se situe a
I'opposé du site de liaison aux IgG, avec la présence de I'histidine 166 considérée comme un acide

aminé nécessaire a la liaison pH-dépendante a I'albumine.
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Des travaux ont démontré que le fragment antigen binding (Fab) est aussi
impliqué dans la liaison au FcCRn. Wang et al. démontrérent que des anticorps (Ac)
ayant le méme Fc mais des Fab différents, possedent une liaison différente au FCRn
ainsi qu’'une demi-vie différente (34). Deux études récentes ont montré que des
modifications physico-chimiques se produisaient au niveau du Fc de I'lgG lors de la
formation d’'un complexe Antigene (Ag)-lgG-FcRn (35, 36). Cela signifie que la
liaison de I'’Ag a son IgG ou AcM doit étre prise en compte dans les interactions entre
'’AcM/IgG et le FcRn. En dehors du Fab et de la fraction CH,-CHgs, des variations au
sein du CH; des IgG modifient la liaison au FCRn (37). Une autre équipe a isolé des
variants d’'lgG par mutation aléatoire ayant une affinité augmentée pour le FcRn. Ces
mutations se situent dans le site de liaison au FcRn (CH»-CH3) mais aussi dans
d’autres parties de I'lgG comme la charniere (38). Ces données soulignent
'importance de la prise en compte de lintégralité de I'lgG lors de l'ingénierie d’'un

AcM, pour la liaison au FcRn.

L’albumine se lie au FcRn par une interaction entre trois histidines du domaine
[ll de 'albumine (His464, His510, His535) et 'His166 présente sur le FcRn (21, 39).
On remarque que ce sont des histidines de I'albumine qui permettent la liaison au
FcRn ; ce sont aussi ces mémes acides aminés qui sont impliqués dans la liaison au
Fc des IgG. Grace a la liaison de l'alboumine ou des IgG au FcRn, de multiples
applications sont développées en utilisant les propriétés de recyclage du FcRn pour

augmenter la demi-vie de molécules (40).

Les échovirus sont présents dans les endosomes suite a leur liaison au FcRn.
Le changement de pH au sein de ces endosomes permet la libération du génome
viral et I'infection de la cellule. Contrairement a I'albumine et aux IgG, la liaison n’est
pas pH-dépendante (31). De nombreux travaux restent a réaliser pour mieux
comprendre les interactions entre le FCRn et ces virus et ainsi tester les inhibiteurs

du FcRn en traitement préventif de ces infections.
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B. Expression du FcRn

i. Expression tissulaire

Le FcRn est exprimé dans la majorité des organes de I'organisme humain de
facon ubiquitaire et intracellulaire (41). Son expression a particulierement été étudiée
dans l'intestin, le placenta, les reins, le foie, les poumons ainsi que dans les cellules
hématopoiétiques (les monocytes, les macrophages, les polynucléaires neutrophiles
(PNN), les cellules dendritiques, les Ly B, les Ly T et Natural Killer (NK)) (7, 42),
(Ramdani.Y et al., Lupus, 2021, accepté pour publication). Au niveau rénal, le FCRn

est exprimé dans les podocytes et les cellules des tubules proximaux (43).

ii. Réqulation de I'expression

Chez I'Homme, la chaine lourde a du FcRn (FCGRT) est codée par le
chromosome 19 (44). L'expression du géne FCGRT est régulée par deux facteurs de
transcription sensibles a la méthylation (Zbtb7a et Spl) ainsi que deux micro ARNs
(acides ribonucléiques) (hsa-miR-3181, hsa-miR-3136-3p) (45, 46). Un
polymorphisme de type VNTR (Variable Number Tandem Repeat) est présent sur le
promoteur du FcRn dans la région 5’ (47). Liu et al. ont montré que I'expression du
FcRn est régulée par des cytokines. Le tumor necrosis factor a (TNFa) permet une
surexpression du FcRn par la voie nuclear factor-kB alors que l'interféron (INF) y
entraine une sous expression de la protéine par la voie JAK/STAT-1 (48, 49).
Dernierement, la méme équipe a montré que le transforming growth factor (TGF) -1
permet une surexpression du FcRn par la voie JNK/MAPK chez le porc (50). Ces

différents travaux montrent que I'expression du FcRn est modulable.
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2 Fonctions du FcRn

A. Homéostasie des IgG et de I'albumine

i. Recyclage et transcytose des IgG et de I'albumine

Les premiéres fonctions du FcRn décrites furent celles du recyclage et de la
transcytose des IgG puis de I'albumine, permettant de maintenir leurs concentrations

sanguines constantes et leurs biodistributions (figure 2).
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Figure 2 : Représentation schématique des mécanismes de recyclage et transcytose des IgG et
de I'albumine d’aprés Knudsen Sand et al., 2014 (51)

(A) Processus de recyclage au sein de la cellule endothéliale : (1) pinocytose des IgG et de
I'albumine, incorporation de I'albumine et des IgG dans les endosomes précoces (Rab 5). (2) Fusion
avec les endosomes tardifs (Rab 4 et Rab 11), possédant un pH acide. (3-4) Exocytose et relargage
des protéines a pH neutre dans le milieu extracellulaire. (5) Les protéines non liées au FcRn (= non
protégées) sont dégradées dans les lysosomes aprés avoir transité dans les endosomes tardifs. (B)
Processus de transcytose dans les cellules polarisées (ici, épithéliales) : (1) liaison des protéines au
FcRn au pole apical a pH acide. (2-3) Intégration des complexes IgG-FcRn-albumine dans le trafic de
transcytose, impliquant les protéines cytosquelettiques MyoVb et Rab25. (4) Fusion des endosomes
avec la membrane cellulaire au niveau basal et libération des ligands a pH neutre. (5) Le FcRn permet

également la transcytose des complexes immuns (IgG-IC).

Les principales étapes du recyclage/transcytose des ligands du FcRn sont
décrites dans la figure 2. Une internalisation du ligand par pinocytose et une liaison
au FcRn suite a la fusion avec I'endosome tardif sont décrits. Puis il est relargué en
extracellulaire, a pH neutre, du méme coté que son internalisation (pour le recyclage)
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ou du cbté opposé (pour la transcytose). Le transfert des immunoglobulines tel que
décrit par Brambell, permet le passage des IgG par transcytose de la mére au foetus
et sa protection contre les infections néonatales (5, 52). Selon l'organe, le
mécanisme de transcytose des IgG peut étre uni ou bidirectionnel. Dans le rein,
Sarav et al. ont montré que le FcRn permet le recyclage sanguin de I'albumine et
I'excrétion urinaire des IgG au sein des glomérules, les IgG étant réabsorbées dans

les cellules tubulaires proximales (53).

B. Fonctions dans la réponse immunitaire

i. Au sein de la réponse immunitaire innée

Le FcRn est un acteur de la phagocytose. La phagocytose est un mécanisme
permettant la destruction des pathogenes extracellulaires au sein des
phagolysosomes. Les opsonines, dont font partie les IgGl et 3, permettent une
fixation du phagocyte (PNN, monocytes/macrophages) au pathogene. La fixation des
IgG au pathogene se fait par la partie Fab pour une reconnaissance spécifique de
I'antigene, la partie Fc se fixe au FcyR du phagocyte. A I'intérieur de la cellule, dans
les endosomes, le pathogene opsonisé se détache du FcyR pour se fixer au FCRn
grace aux IgG, suite a l'acidification du phagosome. Le pathogene sera ensuite
détruit dans les lysosomes (54). La taille du complexe immun influe sur son devenir
au sein du phagolysosome, les complexes immuns de tailles importantes seront
orientés vers les lysosomes alors que les complexes immuns de petite taille seront

pris en charge comme des IgG et seront recyclés (55).

ii. Au sein de la réponse immunitaire adaptative

Le FcRn est exprimé au sein des cellules présentatrices d’antigenes (CPA)
comme les monocytes/macrophages, les cellules dendritiques ... Dans les CPA, le
FcRn recycle les I1gG et I'albumine mais posséde aussi un réle dans la présentation
de l'antigéne. Baker et al. ont montré que le FCRn, en coopération avec le FcyR,
permettait la présentation des antigénes aux Ly T CD4" et CD8" par les cellules
dendritiques, en intégrant les Ag dans ses compartiments intracellulaires afin qu’ils

soient processés et apprétés par les molécules de CMH | et Il (56). Le FcRn
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intervient également dans la présentation croisée des peptides antigéniques. La
présentation croisée étant le mécanisme immunologiqgue ou les Ag extracellulaires,
habituellement présentés par les molécules de CMH II, sont présentés aux Ly T
CD8" par les molécules de CMH | pour les activer (figure 3). Plus récemment, il a été
montré par Hubbard et al. que la coopération entre le CD32a (FcyRIlla) et le FCRn
augmente significativement la réponse immunitaire vis-a-vis d’'un complexe immun
(57).

Les principales étapes de la présentation antigénique sont exposées dans la
figure 3. Le complexe immun est internalisé suite a la liaison au FcyR. Aprées
acidification de I'endosome, le complexe immun (IgG-Ag) se fixe sur le FcRn. Celui-ci
participe a I'orientation du complexe immun vers les compartiments de chargement.
Le complexe immun sera ensuite présenté sur les molécules du CMH de classe | ou
.
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Figure 3: Représentation schématique de la présentation antigénique par les cellules
dendritiques, d’aprés Sand et al., Front Immunol, 2014 (51)

Les cellules dendritiques expriment a la fois les récepteurs FCcRn et FcyR classiques. (1) La liaison
croisée d'un complexe immun, contenant des IgG (IgG-Cl), aux FcyR exprimés en surface, conduit a
leur internalisation dans les endosomes précoces. (2) Aprés linternalisation, les endosomes
s’acidifient ce qui permet la liaison des complexes immuns au FcRn. (3) Le FcRn oriente les
complexes immuns vers des « compartiments de chargement » pour la prise en charge des peptides
antigéniques sur le CMH | et Il. (4) Les molécules de CMH 1 et Il, une fois chargées, vont se diriger
vers la membrane plasmique pour la présentation des peptides aux cellules T. (5) Les ligands sous

forme monomériques peuvent quant a eux étre recyclés par les cellules dendritiques.
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Au niveau intestinal, le FCRn permet la transcytose des complexes immuns
(IgG/Ag) de la lumiére intestinale vers la lamina propria pour amener I'Ag aux
cellules dendritiques sous-jacentes. Il permet aussi la transcytose des IgG
synthétisées dans la lamina propria vers la lumiére intestinale pour capter 'Ag (58),

appuyant ainsi le réle du FcRn au cours de la réponse immunitaire adaptative.

Le FcRn ne doit donc pas étre restreint a ses fonctions originelles mais doit étre

considéré comme un acteur de I'immunité a part entiére.

3 Roles du FcRn en pathologie

A. FcRn et immunité anti-tumorale

En 2013, Baker et al. ont décrit la participation du FCRn dans I'immunité anti-
tumorale (59). Chez des souris fcgrt /7, ils ont décrit une diminution des Ly T CD8"
reliée a la diminution de I'expression du FcRn au sein des cellules dendritiques
CD8CD11b". De plus, les cellules dendritiques des souris fcgrt */~ produisent moins
de cytokines stimulant la réponse T cytotoxique.

Dans le cancer du poumon non a petites cellules, il a été démontré que le
FcRn est moins exprimé dans le tissu cancéreux, comparé au tissu sain et que cette

diminution d’expression est inversement corrélée au pronostic du patient (60).

Par ailleurs, I'albumine est captée par les cellules tumorales via le FcRn, dans de
nombreux tissus. La diminution de I'expression du FcRn au sein de ces cellules,
entraine une diminution du recyclage de I'albumine et permet son utilisation comme
nutriment par les cellules cancéreuses (61). L’expansion tumorale est ainsi favorisée
par 'absence du FcRn au sein du tissu cancéreux. Les différents roles et implications

du FcRn dans 'immunité anti-tumorale sont décrits dans la figure 4.
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Figure 4 : R6le du FcRn dans l'immunosurveillance du cancer (partie gauche) et les effets de
sa dérégulation sur la croissance tumorale et les métastases (& droite), en cas de
surexpression (en bas) ou de sous-expression (en haut) d’aprés Cadena Castaneda et al.,
Cancer Medicine, 2020 (62)

Dans l'encart sur la partie droite, le mécanisme d'action attendu des conjugués albumine-médicament
sur les cellules cancéreuses, qui sous-expriment le FcRn, est décrit. L'albumine est pinocytée et
dirigée vers les endosomes. En l'absence du FcRn, elle est digérée au lieu d'étre recyclée vers la
membrane. Le traitement avec des conjugués albumine-médicament conduit au catabolisme de la
fraction protéique et a I'accumulation cellulaire du médicament cytotoxique. LB et LT représentent
respectivement les lymphocytes B et T. L'albumine est représentée par des triangles orange ; la
fraction médicamenteuse cytotoxique est représentée par des bombes et les nutriments par une boule

avec deux chaines latérales, également en noir.

B. FcRn et maladies auto-immunes

Les maladies auto-immunes sont des pathologies systémiques ou spécifiques
d’organes, ou la rupture de la tolérance au soi entraine des lésions cellulaires ou
tissulaires par l'intermédiaire des Ly T et B auto-réactifs. Ces derniers produisent des
auto-anticorps spécifiques d’auto-antigenes. Les maladies auto-immunes dépendent
de facteurs génétigues, environnementaux et hormonaux dont la présence, chez
certains patients, les prédisposent a ces pathologies. Mais leurs étiologies précises

sont souvent inconnues (63).

Le FcRn prend en charge les auto-anticorps retrouvés en pathologie car ce
sont le plus souvent des IgG (64). Il augmente leur demi-vie par sa fonction de
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recyclage. Cela a été suggéré par Liu et al. puisque les souris n’ayant pas de (,-m
présentaient moins de signes clinigues de pemphigoide bulleuse en comparaison
aux souris sauvages, lors d’une injection d’auto-anticorps spécifiques (65).
L’'implication du FcRn dans le recyclage des auto-anticorps a été confirmée
ultérieurement dans d’autres modeéles de maladies auto-immunes : I'épidermolyse
bulleuse acquise (66) ou la polyarthrite rhumatoide (67) par des modeles de souris
avec un FcRn invalidé. L'absence de recyclage des auto-anticorps par blocage du
FcRn est une des possibilités thérapeutiques dans les maladies auto-immunes.
Actuellement, des AcM ciblant le FcRn sont en étude de phase lll. lIs ciblent le FcRn,
soit par leur Fab, soit en possédant un Fc ayant une affinité supérieure a celui des
IgG physiologiques. Ces traitements sont testés dans la myasthénie (68), le purpura
thrombopénique idiopathiqgue (69), les polyradiculonévrites inflammatoires
démyélinisantes chroniques, 'anémie hémolytique dite a « anticorps chauds » et

'anémie hémolytique du nouveau-né (70) .

Une autre fonction du FcRn ayant un impact en auto-immunité est la
transcytose. En effet, le FCRn permet le passage placentaire des IgG maternelles au
foetus au cours de la grossesse. Par ce mécanisme, des auto-anticorps lupiques
comme les anti-SSa/Ro passent la barriere placentaire et des lupus néonataux
(blocs auriculo-ventriculaires, manifestations cutanées) ont été observés chez les
nouveau-nés de patientes lupiques (71). Des anémies ou thrombopénies auto-
immunes néonatales ont aussi été décrites dans la littérature pouvant impliquer le

FcRn dans la transcytose d’auto-anticorps (72).

Au niveau rénal, la transcytose permet de protéger le rein dans les
glomérulonéphrites. En effet, certaines équipes ont montré que I'absence du FcRn
entraine une accumulation des auto-anticorps et une majoration de la pathologie
(73). Ces données sont parfois contestées par d’autres publications ou I'inactivation

du FcRn n’entraine pas de protéinurie ou de lésions glomérulaires (74).

L’'implication du FcRn dans les maladies auto-immunes est indéniable (75),

confortant le développement de thérapies impliquant le FCcRn.
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C. Autres situations pathologiques

En 2013, Baker a montré que la production d’'IL-12 a partir de cellules
dendritiques dérivées de monocytes humains, en réponse aux complexes immuns,
dépend du FcRn (59). Dans le cadre de la recherche sur les Ac anti-FcRn, les
équipes de Blumberg ont testé les effets sur la réponse immunitaire du SYNT001
(Orilanolimab), AcM bloquant le FcRn en se fixant par son Fab. En présence du
SYNTO001, une diminution de la sécrétion de TNFa et d'IL-6 par les cellules
dendritiqgues en réponse a des complexes immuns est observée (76). Ainsi par son
activité sur la synthése de cytokines inflammatoires, le FcRn participe a la réaction

inflammatoire, composante de nombreuses pathologies.

D’autre part, le FcRn participe, par sa capacité de transcytose, a la réaction
immunitaire contre les pathogénes. Il permet la libération en intra-luminal d’lgG
dirigées contre un pathogéne intestinal comme Citrobacter rodentium (77) . D’autres
études ont montré son implication dans l'immunité gastrique contre Helicobacter

heilmannii (78) ou dans les infections génitales a Chlamydiae muridarum (79).
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CONTEXTE ET OBJECTIFS

Le FcRn est un récepteur jouant un réle central dans 'homéostasie des IgG.
Les modulations de son expression par des cytokines et dans des pathologies a
complexes immuns comme le lupus, ont été décrites. C’est pourquoi, il nous a
semblé intéressant d’étudier la transplantation rénale car il est admis que, lors de
cette chirurgie et de ses conséquences, le systeme immunitaire est mis en jeu. En
effet, il existe une réaction immunitaire de I'héte envers le greffon, considéré comme
du non-soi, associée a une réaction inflammatoire importante.

Dans cette étude, nous avons commenceé par la mise au point d’un protocole
d’analyse de I'expression du FcRn par cytométrie en flux sur sang total. Grace a
cette mise au point, nous avons déterminé des valeurs normales de I'expression
intracellulaire de ce récepteur au sein des sous populations leucocytaires. Puis nous
avons étudié la modulation de ce récepteur au cours de la transplantation rénale.
Nous avons étudié les liens entre les paramétres biologiques et cliniqgues des

patients et la modulation de ce récepteur.
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MATERIEL ET METHODES

1 Matériel biologique

Les valeurs normales de I'expression du FCRn sont obtenues a partir de sang de
donneurs sains préleve sur tube EDTA (Acide éthyléne diamine tétra-acétique) grace
a la convention établie avec I'Etablissement Francais du Sang (EFS) de Tours
(agrément N° CA-REC-2019-188).

Le sang (prélevé sur tube EDTA) des patients hospitalisés dans le service de
néphrologie/transplantation rénale du CHRU de Tours provient d’'un fond de tube
préalablement analysé (numération, phénotypage lymphocytaire) au sein du
laboratoire de biologie médicale du CHRU de Tours. Les données cliniques et
biologiques collectées proviennent de la cohorte prospective de patients transplantés
rénaux et des données ASTRE [‘Commission Nationale Informatique et Liberté”
(CNIL) autorisation n° : DR-2012-518], pour laquelle chaque patient a consenti a
participer de facon libre et éclairée.

Le plasma des patients est récupéré a partir du sang (prélevé sur tube EDTA) par
centrifugation a 1000g pendant 10 min. Il est congelé a -80°C dans les 12 heures

suivant le prélevement.

2 Cytométrie en flux

Pour étudier les modulations de I'expression du FcRn, nous avons réalisé un
protocole d’analyse en cytométrie en flux comportant plusieurs étapes de marquages

et de fixation en raison de la présence en intracellulaire du FcRn.

Le sang collecté est maintenu a température ambiante (18-25°C) avant le
marquage. La réalisation de 2 lavages successifs de 300 pL de sang avec 10mL de
PBS (phosphate buffered saline, réf 1011, Immunoconcepts™) contenant 2mM
d’EDTA et 2% de sérum de veau foetal (SVF) permet I'élimination du plasma afin de
récupérer les leucocytes. Ces lavages sont réalisés par centrifugation de 10 et 5
minutes (min), 300g, a 18-22°C. Le culot cellulaire est ensuite récupéré et remis en

suspension dans 300uL de PBS.
30



Les différentes sous populations leucocytaires expriment a leur surface des
molécules ou Clusters de Différenciation (CD). Afin d’identifier les cellules d’intérét,
ces clusters sont marqués par des Ac monoclonaux couplés a des fluorochromes.
Les différents Ac utilisés dans notre étude proviennent de chez Beckman Coulter™,
le fournisseur ayant établi les volumes nécessaires pour chaque test :
* Pour tous les leucocytes : 10 uL d’Ac anti-CD45 KO (krome orange) (Réf :
B36294)

* Pourles PNN: 10 yL d’Ac anti-CD66 APC (allophycocyanine) (Réf B15091)

* Pourles Ly T: 10 uL d’Ac anti-CD3 PC7 (phycoérythrine-cyanine 7) (Réf :
737657)

* PourlesLyB: 10 yL d’Ac anti-CD19 PB (pacific blue) (Réf : B49213)

* Pour les monocytes : 10 uL d’Ac anti-CD14 ECD (phycoerythrin-texas red-X)
(Réf : B92391)

» Pour le FcyRllla présent sur les Ly NK et les monocytes : 20 yL d’Ac anti-
CD16 PE (phycoérythrine) (Réf : AO7766)

* Pourles Ly NK: 10 uL d’Ac anti-CD56 APC-Alexa Fluor 750 (Réf B46024)

Cent pl de cellules sont marqués par le mix composé des anticorps cités ci-
dessus. Cing pL de Fc block (Fc Blocking Reagent, humain, 130-059-901, Miltenyi™)
sont ajoutés au mélange réactionnel pour saturer les récepteurs Fc des leucocytes
avant de 'homogénéiser. Le mix est incubé 15 min a 4°C a l'abri de la lumiére.
Apreés incubation, 2 mL de VersaLyse (réf A09777, Beckman Coulter™) sont ajoutés
aux tubes. Le tout est homogénéisé et incubé a 18-22°C a l'abri de la lumiére
pendant 15 min. Une centrifugation a 300g, 5 min, 18-22°C est ensuite réalisée et le

surnageant est éliminé.

Afin de conserver le marquage extracellulaire lors du marquage intracellulaire du
FcRn, deux étapes de fixations différentes ont été adaptées. Les leucocytes sont
fixés une premiere fois avec 150uL de para-formaldéhyde 4% (réf 28908,
Thermofisher™) puis incubés 15 min & 4°C & l'abri de la lumiére. Une deuxiéme
étape de fixation et de perméabilisation est ensuite appliquée avec 150uL de fixateur
du kit FlowX FoxP3/Transcription Factor Fixation and Permabilisation Buffer Kit (réf
FC012-100, R&D System™). Un lavage par centrifugation (300g, 5 min, & 4°C) est
réalisé au PBS EDTA 2mM SVF 2% apres chaque fixation.
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Le marquage intracellulaire du FcRn est réalisé par addition de I'anticorps anti-
FcRn marqué au FITC (Fluorescein Isotocyanate) dilué au 1/100 (réf IC8639G, R&D
System™) ou par son isotype dilué au 1/10 (réf 1C00416, R&D System™). Aprés
incubation (30 min, a 4°C, a l'abri de la lumiére), les cellules sont centrifugées a
300g, 5 min, a 4°C. Aprés avoir retiré le surnageant, les cellules sont suspendues
dans 250pL de PBS EDTA 2mM SVF 2% avant une analyse par le Navios™.

Les cellules sont analysées sur un cytometre possédant 3 lasers et 10 détecteurs
de fluorescences (FSC, SSC et huit canaux pour les fluorochromes). L’automate est
calibré en utilisant un kit de billes Flow Check (Réf : A70454-AF) et Flow Set (Réf :
A69044-AF) de Beckman Coulter™. Les fichiers générés par le Navios™ sont

analysés sur le logiciel Kaluza™ (Beckman Coulter™).

3 Western Blot

Un mL de sang prélevé sur EDTA est centrifugé a 1000g pendant 10 min. Apres
élimination du plasma et un second lavage au PBS, le culot leucocytaire est récupéré
et stocké a -80°C. La préparation des échantillons est réalisée a 4°C (dans la glace).
La lyse cellulaire est obtenue par un tampon de lyse 1% de Nonidet P40 (Sigma™),
50 mM Tris 1 M pH 7,5 (Sigma™), 10% de glycérol (Sigma™) et 150 mM de NaCl 5
M (Merck™) auquel est ajouté extemporanément 4% de cocktail d’inhibiteurs de
protéases (Roche™) et 0,5% de fluorure de phénylméthylsulfonyle (PMSF, Sigma™).
Les lysats cellulaires sont placés dans la glace pendant 30 min (vortex toutes les 10
min) avant d’étre centrifugés (13 000 tr/min, 15 min a 4°C) afin de récupérer les
surnageants. La quantité de protéines dans les surnageants est dosée par la

méthode de Bradford (méthode colorimétrique, lecture a 595 nm).
Une gamme de Bovine Serum Albumine (BSA, Kit Thermo Scientific™),

servant de courbe d’étalonnage (figure 5) permet de déterminer la concentration de

chacun des échantillons.
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Figure 5: Gamme d'étalonnage (DO en fonction des concentrations croissantes de BSA en
pHg/uL) pour le dosage des échantillons selon la méthode de Bradford

Trente pg de protéines sont séparées par électrophorése SDS-PAGE en
présence d’'un marqueur de poids moléculaire (ProSieve™ QuadColor™, Lonza™
#00193837). Le tampon de migration MES-SDS 1X (Life Technologies™) a été
utilisé pour séparer les protéines par électrophorese. Apres cette étape, les protéines
sont transférées (Transfert semi-Dry - Equipement BioRad Trans-Blot™) sur une
membrane de nitrocellulose (Thermo Scientific™) a I'aide d’'un tampon Tris-Glycine
Transfert Buffer 1X (Euromedex™) et 20% d’éthanol (VWR™).

Aprées saturation en PBS-Tween et 5% de lait pendant 1h sur agitation a
température ambiante, la membrane est incubée avec les anticorps nécessaires a
notre étude (tableau I). Le FcRn posséde un poids moléculaire d’environ 42 kDa, trés
proche de ceux des génes de ménage utilisés. Par conséquent, il sera nécessaire
d’éliminer les anticorps fixés a la membrane en réalisant un stripping pendant 5 min
avec une solution contenant 15 g/L de glycine (Sigma™), 1g de dodécylsulfate de
sodium (SDS, Sigma™) et 1% de Tween 20 (Sigma™) entre chaque incubation
d’anticorps pour pouvoir normaliser le dépo6t des protéines par rapport a I'actine (40
kD). Lorsque la membrane est deshybridée, elle est lavée avec du PBS 1X pendant
10 min suivie par 2 lavages avec du PBS-T 0,2% pendant 10 min. La membrane
peut a nouveau étre saturée par le PBS-Tween/Lait puis incubée avec un nouvel

anticorps.
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Anticorps Références Dilutions Durée d’incubation

Santa Cruz™ AcMo souris ome
FcRn - HRP 1/800 1 heure
Sc-271745 #E2516

] Santa Cruz™ AcMo souris ome
B-Actine - HRP 1/8000 1 heure
sc-47778 #J2915

Tableau | : Liste des anticorps primaires utilisés pour le Western Blot

Apres l'incubation avec 'anticorps, trois lavages de 10 min de la membrane avec
du PBS-T 0,2% sont réalisés. La révélation de nos membranes est réalisée par
chimiluminescence a l'aide d’une solution commerciale de révélation (SuperSignal
West Femto™, Thermo Scientific™). La lecture des membranes est réalisée avec le
Fusion FX826 de Vilbert Lourmat.

La quantification des bandes est obtenue avec le logiciel ImageJ™ en
déterminant les aires sous la courbe (Area Under Curve, AUC) des différents pics
protéigues. Les résultats sont normalisés et exprimés selon un rapport FcRn/B-
Actine. Cette normalisation permet de s’affranchir d’éventuelles variations de dép6t
de nos échantillons dans chaque puits. De plus, l'utilisation de marqueurs de poids

moléculaire permet de vérifier la taille des protéines réveélée par les anticorps.

4 Dosage des cytokines

Le dosage des cytokines est réalisé avec le kit LEGEND plex Multiplex Assays
(Cat. No. 740503, Human Macrophage/Microglia Panel) selon la procédure
recommandée par le fournisseur. Les cytokines suivantes sont dosées : TNF-q, IL-6,
IL-4, IL-10, IL-1B, CCL17, IL-1RA, IL-12p40, IL-12p70, IL-23, IFN-y, CXCL10.
L’analyse est réalisée par cytométrie en flux, a partir de billes d’intensité de
fluorescence différentes, couplées a des Ac spécifiques de chaque cytokine. Les
protocoles d’analyse sont fournis par le fournisseur. Celui du Cytoflex™ (Beckman

Coulter™) a été utilisé.

Une gamme standard de cytokines permet d’évaluer la concentration de chacune
d’elles dans un échantillon donné. Un volume de 25uL est nécessaire pour chaque

dosage. Les dosages sont réalisés en duplicate sur le plasma des patients.
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5 Analyse statistique

Les données brutes, dont les MFI, ainsi que les ratios de MFI sont analysés par le
logiciel GraphPad Prism™ 7.03. Le test non paramétrique de Wilcoxon a été réalisé
pour les séries d’échantillons appariés, celui de Mann-Whitney a été utilisé pour les
séries d’échantillons non appariés. Le test de Spearman a été réalisé pour les

corrélations.
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RESULTATS

PREMIERE PARTIE.: MESURE QUANTITATIVE DE
L’EXPRESSION INTRACELLULAIRE DU FCRN DANS LES
LEUCOCYTES PAR CYTOMETRIE EN FLUX

1 Mise au point du protocole expérimental

Le FcRn étant une protéine intracellulaire, la mesure de son expression sur sang
prélevé sur tube EDTA, nécessite un protocole expérimental différent de ceux utilisés
actuellement pour les analyses réalisées au laboratoire hospitalier. L’utilisation du
sang nécessite I'utilisation d’une lyse permettant d’éliminer les érythrocytes, tout en
préservant l'intégrité des leucocytes, en particulier les PNN. La lyse utilisée lors des
suivis lymphocytaires au laboratoire hospitalier ne permettant pas de garantir cette
intégrité, nous avons donc choisi la Versalyse (lyse enzymatique). Deux étapes de
marquage sont nécessaires : la premiere permet d’isoler un sous-type leucocytaire
en fonction du CD que la cellule exprime a sa membrane, la seconde permet de
mesurer I'expression du FCRn au sein du sous-type leucocytaire a I'aide d’'un Ac anti-
FcRn et d’un isotype de I'anti-FcRn, ce dernier permet de tenir compte de la fixation

aspécifique de I'Ac anti-FcRn.

Notre protéine d’intérét étant intracellulaire, une double fixation est nécessaire
avant le marquage intracellulaire. Le FcRn étant principalement dans les
endosomes, la double fixation permet de fixer la membrane plasmique et
endosomale. Celles-ci sont perméabilisées lors de la deuxieme étape de fixation afin

que I'anti-FcRn atteigne sa cible.

A. Création du panel d’analyse

Les données acquises par le Navios™ sont traitées sur un logiciel d’analyse
de cytométrie en flux, Kaluza™. Un outil, le composite, a permis le traitement

combiné des données acquises avec l'isotype de I'anti-FcRn et avec 'anti-FcRn.
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Pour analyser I'expression du FcRn dans les sous-populations leucocytaires,
I'élimination des doublets est nécessaire en identifiant uniqguement les singulets.
Ensuite, les cellules vivantes sont identifiées avec un marqueur de viabilité. Les
cellules vivantes (nommé Live en figure 6, 7, 8) correspondent aux cellules non
marquées. L'expression du FcRn sur 'ensemble des leucocytes est déterminée a
partir des cellules vivantes (hommé FcRn Total en figure 6, 7, 8). L’expression
variable du CD45 permet d’identifier les PNN (nommé NEUTRO en figure 6, 7, 8), les
monocytes (hommé MONO en figure 6, 7, 8) et les lymphocytes (nommé LYMPH en
figure 6, 7, 8).

L’expression du FcRn des PNN est déterminée de deux manieres différentes
(figure 6). Dans une premiére méthode, & partir de la fenétre CD45%™/SSC"", les
cellules exprimant FcRn sont identifiees parmi les cellules CD66 positives (CD
spécifique des PNN). La seconde méthode consiste en l'identification des cellules
exprimant FcRn directement & partir de la fenétre CD45%™/SSC"" (nommé NEUTRO

en figure 6).
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Figure 6 : Stratégie de fenétrage pour I'isolement des PNN

a : Fenétrage des singulets a partir de la fenétre FSC/SSC. Cette fenétre permet d’éliminer les
doublets. b : Fenétrage des cellules vivantes (LIVE) & partir de la fenétre des singulets. ¢ : Fenétrage
des cellules exprimant FcRn a partir de la fenétre des cellules vivantes (FCRN TOTAL). On obtient
ainsi I'expression du FcRn dans les leucocytes totaux. d : Fenétrage des PNN (NEUTRO), monocytes
(MONO) et lymphocytes (LYMPH) en fonction des parameétres de structure des cellules et de
l'intensité d’expression du CD45, a partir de la fenétre des cellules vivantes. e : Fenétrage des PNN
exprimant FcRn (FCRN PNN SSC) a partir de la fenétre NEUTRO (:CD45dim et SSChigh). f : Fenétrage
des événements CD66" (Neutro 1) & partir de la fenétre NEUTRO. g : Fenétrage des PNN exprimant

FcRn (FCRN PNN) a partir de la fenétre Neutro 1. Image issue du logiciel Kaluza.

En ce qui concerne les Ilymphocytes, [lisolement des sous-types
lymphocytaires et la détermination de leurs expressions en FCRn sont présentés en
figure 7. Chaque sous-type lymphocytaire est identifié par son CD spécifique puis les
cellules exprimant le FcRn sont identifiées au sein de chaque sous-type (Ly B, Ly T,
Ly NK).
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Figure 7 : Stratégie de fenétrage pour I'isolement des sous-types lymphocytaires

a : Fenétrage des singulets a partir de la fenétre FSC/SSC. Cette fenétre permet d’éliminer les
doublets. b : Fenétrage des cellules vivantes (LIVE) & partir de la fenétre des singulets. ¢ : Fenétrage
des PNN (NEUTRO), monocytes (MONO) et lymphocytes (LYMPH) en fonction des paramétres de
structure des cellules et de l'intensité d’expression du CD45, a partir de la fenétre LIVE. d : Fenétrage
des lymphocytes CD3 ou CD3" a partir de la fenétre LYMPH. e : Fenétrage des lymphocytes NK,
cellules CD16" et CD56" & partir de la fenétre des lymphocytes CD3". f : Fenétrage des lymphocytes
NK exprimant le FcRn (=NK FCRN) & partir de la fenétre NK. g : Fenétrage des lymphocytes CD19" &
partir de la fenétre CD3". h : Fenétrage des lymphocytes B FcRn" (=FCRN LY B) & partir de la fenétre
CD19". i: Fenétrage des lymphocytes T FcRn® (=FCRN LY T) a partir de la fenétre CD3". j:
Fenétrage des lymphocytes CD3 et CD19 a partir de la fenétre LYMPH. k: Fenétrage des
lymphocytes CD16'FcRn", & partir de la fenétre CD3'CD19'. | : Fenétrage des Lymphocytes FcRn"
(FCRN LYMPHO) a partir de la fenétre LYMPH. Image issue de Kaluza.

Pour les Ly NK, deux stratégies de fenétrage sont utilisées (figure 7). Dans
une premiére stratégie, les événements CD56"/CD16" (CD spécifiques des NK) sont
identifiés a partir des événements n’exprimant pas le CD3. L’'expression de FcRn est

analysée a partir des événements CD56'CD16". La seconde stratégie consiste a
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identifier les NK sans CD56 pour diminuer le colt de I'expérience. Les cellules NK
exprimant le FcRn, représentent les événements CD3'CD19'CD16 FcRn".

Pour les monocytes, lisolement des sous-types monocytaires et la
détermination de leurs expressions en FcRn sont présentés en figure 8. Chaque
sous-type monocytaire est identifié en fonction de I'expression du CD16 et du CD14.
Les monocytes conventionnels (Mol) sont identifiés comme étant les événements
CD14""/CD16", les événements CD14°“/CD16" sont identifiés comme étant les
monocytes non conventionnels (Mo3), les monocytes intermédiaires (Mo2) sont les
événements CD14"9"/cD16"9" Les cellules exprimant le FcRn au sein de chaque

sous-type monocytaire sont alors évaluées.
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Figure 8 : Stratégie de fenétrage pour I'isolement des sous-types monocytaires
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a : Fenétrage des singulets a partir de la fenétre FSC/SSC. Cette fenétre permet d’éliminer les
doublets. b : Fenétrage des cellules vivantes (LIVE) a partir de la fenétre des singulets. ¢ : Fenétrage
des PNN (NEUTRO), monocytes (MONO) et lymphocytes (LYMPH) en fonction des paramétres de
structure des cellules et de lintensité d’expression du CD45, a partir de la fenétre des cellules
vivantes. d : Fenétrage des monocytes conventionnels (MO1), non conventionnels (MO2) et
intermédiaires (MO3) par leur intensité d’expression du CD16 et du CD14 & partir de la fenétre
MONO. e : Fenétrage des MO1 FcRn" & partir de la fenétre MOL1. f : Fenétrage des MO2 FcRn"™ &
partir de la fenétre MO2. g : Fenétrage des MO3 FcRn" & partir de la fenétre MO3. h : Fenétrage des
monocytes FcRn* (FCRN MONO) isolés a partir de la fenétre MONO. Image issue de Kaluza.

Les moyennes d’intensité de fluorescence (MFI) de l'isotype et de I'anti-FcRn
pour chaque sous-population leucocytaire sont obtenues par la stratégie de
fenétrage présentée ci-dessus. L’expression du FcRn est calculée par le ratio
d’expression du FcRn correspondant au ratio entre la MFI de I'anticorps anti-FcRn
humain et la MFI de lisotype de cet anticorps. L’expression du FcRn est ainsi

standardisée en s’affranchissant de la fixation aspécifique de I'anticorps anti-FcRn.

Pour une meilleure sensibilité et spécificité de la stratégie de fenétrage des
sous-populations leucocytaires, nous avons utilisé les isotypes des Ac du marquage
extracellulaire (CD16, CD14, CD3, CD19, CD56, CD66). Une fois, le masque
d’analyse créé et optimisé sur le logiciel Kaluza™, les isotypes pour le marquage

extracellulaire des sous-populations leucocytaires n’ont plus été utilisés.

B. Optimisation du protocole expérimental

Le protocole expérimental a nécessité des optimisations lors de son utilisation
au sein du laboratoire hospitalier, en comparaison de celui utilisé préecédemment au
sein de I'équipe FRAME.

Pour une utilisation optimale de ses Ac, le fournisseur préconise un volume
d’Ac a utiliser pour chaque manipulation. Ce sont des volumes importants qui
impliqguent une consommation rapide et colteuse des Ac. Pour limiter cette
consommation, nous avons réalisé en parallele deux expériences : I'une utilisant les
volumes préconisés par le fournisseur et I'autre en diminuant le volume de tous les

Ac de moitié.

41



Aprés comparaison de [I'expression du FcRn des sous-populations
leucocytaires de 2 donneurs sains, selon la quantité d’anticorps ciblant les différentes

populations cellulaires, nous obtenons les résultats présentés en figure 9.
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Figure 9: Comparaison des ratios d’expression du FcRn selon le volume d’anticorps utilisé
pour le marquage extracellulaire

Les leucocytes sont issus du sang de 2 donneurs sains grace a la convention établie avec de 'EFS.
Chaque donneur est testé dans les deux conditions. Le ratio d’expression du FcRn a été mesuré sur
12 sous-populations leucocytaires chez chaque patient. Il est comparé selon le volume d’anticorps
utilisés pour le marquage. Volume réf : volume recommandé par le fournisseur. Volume 1/2 : volume
égal a la moitié du volume recommandé par le fournisseur. Les données sont exprimées en ratio de
moyenne d’intensité de fluorescence. ns : non significatif. Test non paramétrique de Wilcoxon sur une

série d’échantillons appariés en bilatéral.

Aucune différence significative n’a été observée entre les ratios d’expression
du FcRn des leucocytes selon le volume utilisé (figure 9). Pour la suite de I'étude, les
volumes en Ac utilisés pour le marquage extracellulaire seront les volumes les plus

faibles (volume 1/2).

La Versalyse étant colteuse, la nécessité d’utiliser un volume de 2mL par
tube a été remise en question. Deux marquages paralleles ont donc été réalisés
avec différents volumes de Versalyse (ImL ou 2mL). L'intérét est d’observer si la
lyse est suffisante avec un volume plus faible. Nous avons réalisé le méme protocole
expérimental chez 4 patients, en faisant varier uniquement le volume de lyse utilisé

entre les deux marquages.
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Aprés comparaison de l'expression du FcRn de chaque sous population
leucocytaire selon la quantité de lyse utilisée, nous obtenons les résultats présentés

en figure 10.
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Figure 10 : Comparaison des ratios d’expression du FcRn selon le volume de lyse utilisé pour
la lyse érythrocytaire

Les leucocytes sont issus du sang de 4 donneurs sains grace a la convention établie avec de 'EFS.
Chaque donneur est testé avec les deux conditions. Le ratio d’expression du FcRn a été mesuré sur
12 sous-populations leucocytaires chez chaque patient, il est comparé selon le volume de Versalyse
utilisé. Les données sont exprimées en ratio de moyenne d’intensité de fluorescence. **** = p
<0.0001 : différence significative. Test non paramétrique de Wilcoxon sur une série d’échantillons

appariés en bilatéral.

Une différence trés significative d’expression du FcRn est observée selon le
volume de Versalyse en figure 10. L’expression du FcRn est beaucoup plus faible
avec 1mL de Versalyse comparé a 2mL. Le volume de lyse ne sera donc pas modifié

au cours de la suite des expérimentations.

C.Optimisation du fenétrage des sous-populations
cellulaires

Dans un second temps, afin de diminuer les co(ts, les stratégies de fenétrage
sont comparées et présentées en figure 6 pour les PNN, en figure 7 pour les NK et

figure 8 pour les monocytes.
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Pour les PNN (figure 6), la stratégie consistait a identifier les PNN exprimant le
FcRn, soit & partir de la fenétre CD45/SSC, soit par I'ajout d’'une étape d’identification
précise des PNN par le CD66, spécifique des PNN. La comparaison des stratégies

est présentée en figure 11.
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Figure 11: Comparaison du ratio d’expression du FcRn des PNN selon la stratégie de
fenétrage

Les PNN sont issus du sang de 6 patients au cours du suivi de la transplantation. Représentation en
scatterplot avec la moyenne + un écart type. Les données sont exprimées en ratio de moyenne
d’intensité de fluorescence. Le ratio de MFI obtenu a partir d’'un fenétrage structure des PNN/CD45
(SSC/CD45) est comparé a celui obtenu a partir du fenétrage avec le CD66. ns : non significatif. Test
non paramétrique de Wilcoxon sur une série d’échantillons appariés en bilatéral. CD66+ : PNN isolés
grace au CD66+. PNN SSC : PNN isolés par leur SSC sur la fenétre CD45/SSC.

Nous avons comparé les ratios d'expression du FcRn selon les deux
stratégies, aucune différence significative n’est apparue entre les deux stratégies de

fenétrage.

Pour les lymphocytes NK, (figure 7), la stratégie consistait a identifier les NK
exprimant le FcRn, soit & partir de la fenétre CD16"FcRn" basée sur la fenétre CD3
CD19, soit par I'ajout d’'une étape d’identification précise par une combinaison de
CD spécifique des NK (CD56 et CD16). La comparaison des stratégies est présentée

en figure 12.
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Figure 12 : Comparaison du ratio d’expression du FcRn des lymphocytes NK selon la stratégie
de fenétrage

Les Ly NK sont issus du sang de 4 patients de la cohorte prospective de patients transplantés rénaux
au cours du suivi de la transplantation et de 7 donneurs sains. Représentation en scatterplot avec la
moyenne + un écart type. Les données sont exprimées en ratio de moyenne dintensité de
fluorescence. Le ratio de MFI obtenu a partir d’'un fenétrage CD3'CD19°CD16" sur la fenétre structure
des lymphos/CD45 est comparé a celui obtenu & partir du fenétrage avec le CD56 et CD16 sur les
CD3'. ns : non significatif. Test non paramétrique de Wilcoxon sur une série d’échantillons appariés en
bilatéral. CD3-CD56+CD16+ : NK isolés grace aux Ac anti-CD56 et anti CD16 parmi les CD3-. CD3-
CD19-CD16+ : NK isolés grace au Ac anti-CD16 parmi les CD19 et CD3".

Nous avons comparé les ratios d’expression du FcRn selon les deux
stratégies, aucune différence significative n’est apparue entre les deux stratégies de

fenétrages.

Pour les monocytes, la stratégie consistait a identifier les monocytes
exprimant le FcRn, soit a partir de la fenétre monocytes identifies a partir du
SSC/CD45, soit par l'ajout d'une étape d’identification précise par le CD 14,
spécifiqgue des monocytes. La comparaison des stratégies est présentée en figure

13.
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Figure 13 : Comparaison du ratio d’expression du FCRn des monocytes selon la stratégie de
fenétrage

Les monocytes sont issus du sang de 10 patients de la cohorte prospective de patients transplantés
rénaux, au cours du suivi de la transplantation, ainsi que de 19 donneurs sains. Le ratio des MFI
obtenu a partir d'un fenétrage de la structure des monocytes/CD45 (SSC/CDA45) est comparé a celui
obtenu a partir du fenétrage avec le CD14. Représentation en scatterplot avec la moyenne + un écart
type. Les données sont exprimées en ratio de moyenne d’intensité de fluorescence. **** = p <0.0005 :

trés significatif. Test non paramétrique de Wilcoxon sur une série d’échantillons appariés en bilatéral.

Nous avons compare les ratios d’expression du FcRn selon les deux stratégies.
Une différence significative est apparue entre les deux stratégies de fenétrage (figure
13) due a I'absence de monocytes CD16"9"CD14"™" (monocytes non conventionnels)

dans le fenétrage par le CD14".

Finalement, dans la suite de I'étude, les PNN seront identifiés a partir de la
fenétre CD45/SSC uniquement, les Ly NK seront identifiés a partir de la fenétre CD3"

CD19°CD16". Les monocytes seront identifiés & partir du fenétrage avec le CD14.

2 Définition des valeurs normales de I’expression du
FcRn

La définition de valeurs normales a été réalisée a partir du sang de 19 témoins
selon le protocole décrit précédemment. Nous avons obtenu des valeurs moyennes

d’expression du FcRn de chacune des sous-populations de leucocytes (PNN, Ly T,
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Ly B, NK, Mol, Mo 2, Mo3). La moyenne et les écarts-types obtenus de chaque
population leucocytaire sont présentés figure 14, 15, 16.
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Figure 14: Ratio d’expression du FcRn au sein des sous-populations leucocytaires
(leucocytes, PNN, lymphocytes, monocytes)

Les leucocytes sont issus du sang de 19 donneurs sains. Le ratio d’expression du FcRn a été mesuré
sur I'ensemble des leucocytes et sur les PNN, monocytes et lymphocytes. Représentation en

scatterplot avec la moyenne + un écart type. Les données sont exprimées en ratio de moyenne

d’intensité de fluorescence.

Nous avons comparé les ratios d’expression du FcRn entre les différentes
populations. Aucune différence significative d’expression du FcRn n’est apparue

entre les populations (figure 14).
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Figure 15 : Ratio d’expression du FcRn au sein des sous-populations lymphocytaires (Ly T, Ly
B, Ly NK)

Les leucocytes sont issus du sang de 19 donneurs sains. Le ratio d’expression du FcRn a été mesuré

sur 'ensemble des lymphocytes et sur les Ly T, Ly B, Ly NK. Représentation en scatterplot avec la
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moyenne + un écart type. Les données sont exprimées en ratio de moyenne d’intensité de

fluorescence.

Nous avons comparé les ratios d’expression du FcRn entre les différentes
populations lymphocytaires. Aucune différence significative d’expression du FcRn

n’est apparue entre les populations (figure 15).
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Figure 16 : Ratio d’expression du FcRn au sein des sous-populations monocytaires Mo1, Mo2
et Mo3

Les leucocytes sont issus du sang de 19 donneurs sains. Le ratio d’expression du FcRn a été mesuré
sur I'ensemble des monocytes et sur les monocytes Mol, Mo2 et Mo3. Représentation en scatterplot
avec la moyenne = un écart type. Les données sont exprimées en ratio de moyenne d’intensité de
fluorescence. *: p <0.05; **: p <0.005 : différence significative. Test non paramétrique de Mann-

Whitney sur une série d’échantillons non appariés en bilatéral.

Nous avons comparé les ratios d’expression du FcRn entre les différentes
populations monocytaires. Une différence significative d’expression du FcRn est
observée entre les monocytes totaux et les Mo3, ainsi qu’entre les Mo1 et Mo3
(figure 16).

La détermination des valeurs d’expression du FcRn (valeur moyenne +/- un écart-
type) au sein de chaque population cellulaire chez nos 19 donneurs sains nous
permet d’envisager un suivi de I'expression du FCRn chez les patients transplantés

rénaux.
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DEUXIEME PARTIE : MODULATION DE L’EXPRESSION
DU FCRN INTRACELLULAIRE AU COURS DE LA
TRANSPLANTATION RENALE

1 Expression du FcRn au cours de la transplantation
rénale par cytomeétrie en flux

Le suivi de I'expression du FcRn a été réalisé chez 10 patients transplantés
rénaux. Au moment de linclusion, c'est-a-dire avant la transplantation, les ratios

d’expression du FcRn ont été mesurés et comparés a ceux des témoins (figure 17).

Population cellulaire

Figure 17 : Figure: Ratio d’expression du FcRn chez les témoins et les patients en pré-
transplantation

Les leucocytes sont issus du sang total de 10 patients de la cohorte de patients transplantés avant la
transplantation et de 19 donneurs sains. L’analyse est effectuée sur les leucocytes, les PNN, les
lymphocytes (Ly), les monocytes (CD14"). Représentation en scatterplot avec la moyenne + un écart
type. Les données sont exprimées en ratio de moyenne d’intensité de fluorescence. * p <0.05, ns:
non significatif. Pré-TR : pré-transplantation rénale. Test non paramétrique de Mann-Whitney sur une

série d’échantillons non appariés en bilatéral.

Aucune différence significative n’est obtenue pour I'expression du FcRn dans
les leucocytes des patients transplantés par rapport aux témoins. Cependant, nous
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constatons que la population des PNN des patients présente une expression du
FcRn significativement supérieure a la population de témoins (figure 17). Les Ly des
patients en pré-transplantation ne présentent aucune différence avec les témoins, de

méme que les Ly T, B, NK.

L’analyse plus détaillée des sous-populations de monocytes présentée figure
18, révéle qu’aucune différence significative n’est observée sur les monocytes totaux
et sur les populations Mol. A linverse, les monocytes de type Mo2 et Mo3 de

patients avant transplantation expriment plus le FCRn que les donneurs sains.
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Figure 18 : Ratio d’expression du FcRn monocytaire chez des témoins et les patients en pré-
transplantation

Les leucocytes sont issus du sang total de 10 patients de la cohorte de patients transplantés rénaux
avant la transplantation et de 19 donneurs sains. L'expression du FcRn est mesurée sur les
monocytes totaux ainsi que sur les sous-populations Mol, Mo2 et Mo3. Représentation en scatterplot
avec la moyenne = un écart type. Les données sont exprimées en ratio de moyenne d’intensité de
fluorescence. * p <0.05, ns : non significatif. Test non paramétrique de Mann-Whitney sur une série
d’échantillons non appariés en bilatéral. Mol: monocytes conventionnels, Mo2: monocytes

intermédiaires. Mo3 : monocytes non conventionnels. Pré-TR : pré-transplantation rénale.

Le suivi de I'expression du FcRn sur les leucocytes a été effectué de maniere
rapprochée au cours de l'hospitalisation suivant la transplantation ainsi que sur

plusieurs préléevements (2 a 5) lors des consultations post-transplantation (figure 19).
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Figure 19 : Cinétique d’expression du FcRn dans les leucocytes au cours de la transplantation
rénale en cytométrie en flux

Les leucocytes sont issus du sang total de 10 patients de la cohorte de patients transplantés au cours
du suivi de la transplantation. Les données sont exprimées en ratio de moyenne d’intensité de
fluorescence. Chaque couleur représente le suivi pour un patient. La ligne en pointillés représente la
valeur normale moyenne obtenue chez des témoins sains, la zone grise représente les valeurs
comprises entre +/- 1 écart-type de la valeur moyenne des témoins sains. Les fléches situées au-
dessus du graphique représentent les quatre périodes distinctes ou sont observées les variations
d’expression du FcRn. Pré-Tr : pré-transplantation.

Nous avons observé que chez certains patients, I'expression du FcRn
leucocytaire augmente en post-transplantation alors que chez d’autres cette
expression diminue. Cette différence est visible sur la figure 19 pour la période jour 2
a jour 6. Nous avons alors choisi de séparer les patients en 2 groupes sur la période
allant du 2°™ (J2) au 6°™ jour (J6) post-transplantation. Un premier groupe est
composé des patients ayant une expression du FcRn supérieure a la valeur
moyenne des témoins plus un écart type soit une valeur de 2,68 sur cette période
(groupe nommé ci-aprés profil FcRn haut). Un second groupe est composé de ceux
ayant une expression moyenne du FcRn inférieure a 2,68 sur cette méme période

(groupe nommé ci-apres profil FcRn bas).

Cette analyse de la cinétique de lI'expression du FcRn a également été

réalisée sur chaque sous-population leucocytaire (PNN, Ly T, Ly B, NK, Mol, Mo2,
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Mo3). Les variations observées n’étant pas différentes de celle observées lors du
suivi sur les leucocytes (résultats non présentés), nous présenterons uniqguement les

résultats de I'expression du FCRn leucocytaire dans la suite de notre travail.

Nous avons comparé I'expression du FcRn pour les 2 groupes entre J2 et J6
post-transplantation mais aussi en pré-transplantation, en post-transplantation
immédiate (période nommeée H4-J1,5) et apres J6 (période nommée J7-J94) (figure
20).

IS
1

L
i

Expression du FcRn (ratio)

-
1

Figure 20 : Ratio d’expression du FcRn chez des patients transplantés rénaux classés selon
leur appartenance au profil FcRn bas ou profil FcRn haut

Les leucocytes sont issus du sang total de 10 patients de la cohorte de patients transplantés rénaux
au cours du suivi de la transplantation. Représentation en scatterplot avec la moyenne + un écart
type. Les données sont exprimées en ratio de moyenne d’intensité de fluorescence. * p <0.05:
différence significative. Test non paramétrigue de Mann-Whitney sur une série d’échantillons non
appariés en bilatéral. Pré-TR : pré-transplantation rénale. En rouge, les patients appartenant au
groupe « Profil FcRn Haut » ; en bleu, les patients appartenant au groupe « profil FCRn Bas ». Les
groupes sont définis a partir de la valeur moyenne d’expression au cours de la période J2-J6, « Profil
FcRn Haut » : patients ayant une valeur moyenne du FcRn >2,68 ; « Profil FcRn Bas » : patients

ayant une valeur moyenne du FCRn <2,68.

Au cours de la période J2-J6, I'expression du FcRn est significativement plus
élevée dans le profil FcRn haut (représenté en rouge) que dans le groupe profil FCRn

bas (représenté en bleu). Par contre en pré-transplantation, entre H4-J1,5 et J7-J94,
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il n’y a aucune différence significative d’expression du FcRn entre les 2 groupes. En
ce qui concerne les patients appartenant au profil FcRn bas (bleu), leur expression
ne varie pas significativement quelle que soit la période alors que pour ceux
appartenant au profil FcRn haut (rouge), I'expression du FcRn est significativement
plus élevée entre J2-J6 par rapport aux trois autres périodes. Le code couleur rouge
(FcRn haut de J2 a J6) et bleu (FcRn bas de J2 a J6) sera conservé tout au long de

I'étude.

2 Confirmation de la modulation de I’expression du

FcRn par western blot

Afin de confirmer les variations observées en cytométrie en flux sur la modulation
de I'expression du FcRn au cours du suivi lors de la transplantation, une mesure de
I'expression du FcRn a été effectuée par une autre méthode pour deux patients (en
pré-transplantation et a deux autres temps au cours du suivi (figure 21)). Nous avons

choisi de réaliser un western blot en utilisant un autre Ac anti-FcRn.
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Figure 21 : Comparaison de I’expression du FcRn en cytométrie en flux versus western blot
A : Extraits protéiques totaux de leucocytes circulants issus de sang total de 2 patients transplantés

rénaux (Patient 1 et Patient 2). L’échelle de taille en kDa est figurée au centre. THP1 est un contrle
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positif de cellules THP1 (lignée monocytaire) exprimant FcRn. Présentation d’un western blot
représentatif de 2 expériences indépendantes.

B : Cinétique de I'expression du FcRn en western Blot (WB) ou en cytométrie en flux (CMF). Les
leucocytes sont issus du sang de 2 patients de la cohorte de patients transplantés rénaux avant la
transplantation, a J3 ou J6 et J10 post transplantation. Les données en CMF sont exprimées en ratio
de moyenne d’intensité de fluorescence. Les données en WB, normalisées par rapport a I'actine, sont

exprimées en ratio d’intensité des bandes.

Pour chaque échantillon, la protéine FcRn quantifiée en cytométrie en flux est
retrouvée sur le western blot. Une augmentation de la quantité du FCRn est détectée
avec les 2 techniques a J3/J6 pour les 2 patients. A J10, les résultats varient dans
des sens opposés. La lyse cellulaire, les différents lavages et la sensibilité du

western blot peuvent expliquer ces variations.

3 Modulation de [P'expression du FcRn et contexte

inflammatoire

Afin d’analyser le lien entre certains paramétres biologiques et I'expression du
FcRn, nous avons réalisé I'analyse en 2 temps pour chaque parameétre. Dans un
premier temps, nous comparons la concentration du parametre biologique entre les
deux groupes de patients (profil FCRn haut ou bas) a chaque période (suivi global,
Pré-TR, H4-J1,5, J2-J6, J7-J94) afin de déterminer si ce parameétre est différent
selon le groupe de patients. Dans un second temps, nous analysons la corrélation
entre le parameétre biologique et I'expression du FcRn au sein de chaque groupe
(patient FCRn haut ou bas) ainsi que sur 'ensemble de la cohorte, a toutes les

périodes de temps citées ci-dessus.

Une premiére hypothese pour expliquer les variations observées, flt de relier

cette modulation au contexte inflammatoire présent en post-transplantation.

A. La proteine C reactive

La protéine c réactive (CRP) est un marqueur biochimique utilisé pour évaluer

I'état inflammatoire d’'un patient. Le FCRn étant susceptible de participer a la réaction
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inflammatoire par son action sur I'expression des cytokines, nous avons comparé la
concentration en CRP obtenu au sein des deux profils de patients sur la totalité du
suivi (JO-J94) ainsi qu’au cours des quatre périodes définies précédemment (tableau

).

Patients avec profil FCRn Patients avec profil FCRn

bas (bleu) haut (rouge) p
n CRP en mg/L n CRP en mg/L
Suivi global (J0-J94) 20 10,79 20 6,45 0,909
Pré-Transplantation 5 1 5 2,1 0,055
H4 -J1,5 5 20,13 5 15,25 0,421
J2-J6 5 26,9 5 14,55 0.309
J7 -394 5 0,65 5 3,36 0,285

Tableau Il : Comparaison de la concentration en CRP selon I’expression du FCRn au cours de
la transplantation en fonction des cing périodes définies préalablement

Valeur de p : profil FcRn bas vs. profil FcRn haut. Test non paramétrique de Mann-Whitney sur une

série d’échantillons non appariés en bilatéral. Les valeurs de p significatives sont en gras.

Aucune différence significative de concentration en CRP entre les deux

groupes n’est détectable.

Nous avons ensuite étudié la corrélation entre la concentration en CRP et
I'expression du FcRn leucocytaire au sein de chaque groupe (profil FcRn haut et

bas) et sur 'ensemble de la cohorte (tableau IlI).

Profil de I'expression du FcRn au

] cours de la transplantation
Tous les patients

Profil FcRn bas Profil FcRn haut
(bleu) (rouge)
r p r p r p
Suivi global (J0-J94) 0,01 0,914 -0,24 0,142 0,19 0,240
Pré-Transplantation -0,64 0,054 -0,10 0,950 - 0,30 0,683
H4 —J1,5 -0,19 0,353 -0,33 0,313 0,06 0,849
J2-36 -0,25 0,265 0,08 0,843 -0,29 0,354
J7 -394 0,05 0,809 -0,40 0,179 0,31 0,387

Tableau Il : Corrélation de la concentration de CRP en fonction de I’expression du FcRn
r: coefficient de corrélation de Spearman. Valeur p : déterminée par un test de Spearman. Les

valeurs de p significatives sont en gras.
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Il n’existe aucune corrélation détectable entre la CRP et I'expression du FcRn
guel que soit le groupe de patients étudié et/ou le moment du suivi. La modulation de
'expression du FcRn, dans notre étude chez les patients transplantés, n’est pas

corrélée a la concentration en CRP.

Pour étayer ce résultat, une mesure de I'expression du FcRn dans un contexte

pathologique inflammatoire non infectieux comme la goutte, a été réalisée.

Dans le cas d’'une crise de goutte, le patient présente une CRP élevée (environ
200 mg/L) pour une norme inférieure a 5 mg/L. Lors de la mise en place du
traitement de la crise par colchicine, une diminution rapide de la CRP est observée.
La mesure du FcRn a été effectuée avant la mise sous traitement, lorsque I'équipe
médicale a conclu a une crise de goutte chez ces patients. Puis I'expression du FcRn
a été mesurée une seconde fois au cours de I'hospitalisation, lorsque la CRP était
proche de la normale. Aucune différence n’est observée entre les prélevements
avant et apres mise sous traitement (résultats non présentés) confirmant 'hypothése

que la modulation du FcRn ne serait pas liée a I'inflammation.

B. Les cytokines plasmatiques

Pour évaluer l'implication des cytokines dans la modulation de I'expression du
FcRn, nous avons mesuré les concentrations de différentes cytokines présentes
dans le plasma de 4 patients transplantés au cours du suivi post-transplantation.
Nous avons dosé un panel de cytokines pro- (I'lL-6, le TNF-a et 'INF-y) et anti-
inflammatoires (I'lL-10). Nous comparons la concentration en cytokines au sein de

chaque profil dans le tableau IV.
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Patients avec profil FcRn bas (bleu) Patients avec profil FcRn haut (rouge)

n Concentration en pg/mL n Concentration en pg/mL P
IL-6 6 6,975 6 13,07 0,368
IL-10 6 4,625 7 3,700 0,221
TNF-a 6 6,37 7 2,74 0,0006
INF-y 6 8,945 7 5,72 0,0076

Tableau IV : Comparaison de la concentration en cytokines dans les deux groupes de patients
définis sur I'expression du FcRn

Valeur de p : profil FcRn bas vs. profil FcRn haut. Test non paramétrique de Mann-Whitney sur une

série d’échantillons non appariés en bilatéral. Les valeurs de p significatives sont en gras.

Les résultats du tableau IV indiquent que le groupe de patients ayant une
expression du FcRn basse présente une concentration en TNF-a et en INF-y
significativement plus élevée par rapport a l'autre groupe. Aucune différence

significative n’est observée entre les deux groupes pour I'lL-6 et I'lL-10.

4 Modulation de I'expression du FcRn et marqueurs

biochimiques de la fonction rénale
A. La créatinine

La créatinine est un marqueur biochimique utilisé pour évaluer la fonction

rénale d’'un patient et plus particulierement sa capacité de filtration.

Nous avons utilisé la méme stratégie d’analyse que précédemment. Tout
d’abord, nous avons comparé la concentration en créatinine entre les deux groupes
de patients de la pré-transplantation & J94 ainsi qu’au cours des quatre périodes

définies précédemment (tableau V).
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Patients avec profil FcRn bas Patients avec profil FcRn haut

(bleu) (rouge) p
n Créatininémie en umol/L n Créatininémie en umol/L
Suivi global (J0-J94) 20 205 20 398 0,018
Pré-Transplantation 5 396 5 413 0,341
H4 -J1,5 5 226,3 5 4746 0,095
J2-36 5 119 5 370,5 0,421
J7 -394 5 99 5 192 0,309

Tableau V: Comparaison de la concentration en créatinine selon I’expression du FcRn au
cours de la transplantation en fonction des cing périodes définies préalablement

Valeur de p : profil FcRn bas vs. profil FcRn haut. Test non paramétrique de Mann-Whitney sur une

série d’échantillons non appariés en bilatéral. Les valeurs de p significatives sont en gras.

Les patients ayant un profil haut ont une concentration en créatinine
significativement plus élevée au cours du suivi, comparé a I'autre groupe. Par contre,
les concentrations en créatinine ne sont pas significativement différentes entre les 2

groupes, au sein des 4 périodes (pré-transplantation, H4-J1,5 , J2-J-6, J7-J94).

Ensuite, nous avons analysé la corrélation entre la concentration en créatinine
et 'expression du FcRn leucocytaire dans chaque groupe de patients (profil FCRn

haut et bas) et sur 'ensemble de la cohorte (tableau VI).

Profil de I'expression du FcRn au cours

Tous les patients de la transplantation

Profil FcRn bas (bleu)  Profil FcRn haut (rouge)

r p r p r p

Suivi global (J0-J94) 0,112 0,299 -0,168 0,259 0,096 0,551
Pré-Transplantation -0,109 0,766 0,200 0,783 -0,600 0,350
H4 —J1,5 0,101 0,596 0,275 0,363 -0,294 0,251
J2 -6 0,193 0,378 0,091 0,811 -0.093 0,765
J7 -394 -0,130 0,536 -0,575 0,042 0,081 0,805

Tableau VI : Corrélation de la concentration en créatinine en fonction de I’expression du FcRn
r . coefficient de corrélation de Spearman. Valeur p : déterminée par un test de Spearman. Les

valeurs de p significatives sont en gras.

Sur lI'ensemble de la cohorte, aucune corrélation n’apparait entre la

concentration en créatinine et I'expression du FcRn quelle que soit la période
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analysée. Dans le groupe de patients ayant un profil d’expression du FcRn haut,
aucune corrélation n’est observée quelle que soit la période du suivi. Dans le groupe
de patients ayant un profil d’expression du FcRn bas, aucune corrélation n’est
observée sur 'ensemble du suivi, en pré-transplantation, a H4-J-1,5 et J2-J6. Dans
ce groupe, pour la période J7-J94, la concentration en créatinine est inversement

corrélée a I'expression du FcRn.

Les valeurs de créatinine de J7-J94 ont ensuite été analysées par régression

linéaire en fonction de I'expression du FcRn (figure 22).
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Figure 22 : Concentration en créatinine de J7 a J94 en fonction de I’expression de FcRn selon
le groupe de patients

Les leucocytes sont issus du sang de 10 patients transplantés rénaux au cours du suivi de la
transplantation de J7 a J94. Les données sont exprimées en ratio de moyenne d’intensité de
fluorescence. Chaque couleur représente un profil de patients (bleu : patients ayant un profil bas
d’expression du FcRn ; rouge : patients ayant un profil haut d’expression de FcRn). Les deux droites

représentent les droites de régression pour chaque profil de patient.

L’analyse présentée dans la figure 22 indiqgue que la créatinine est
inversement corrélée a I'expression du FcRn chez les patients avec un profil FCRn
bas apres J7 post transplantation. Chez les patients appartenant au groupe « profil
FcRn haut », il n’existe aucune corrélation entre la créatininémie et I'expression du
FcRn.

Au total, méme s’il n’existe aucune différence de concentration en créatinine

entre les deux groupes entre J7-J94, dans le groupe de patients « profil FCRn bas »,
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la concentration en créatinine aprés J7 est inversement corrélée a I'expression du
FcRn.

B. Le débit de filtration glomérulaire

Le débit filtration glomérulaire (DFG) est une estimation de la filtration
glomérulaire en fonction de I'dge, du sexe et de l'origine ethnique du patient.
Cependant au CHU de Tours, la formule est appliguée pour les populations
caucasiennes quelle que soit I'origine du patient. Ce marqueur permet de s’affranchir

des variations de sexe et d’age des patients de la cohorte.

Tout d’abord, nous avons comparé le DFG entre les deux profils de patients
de la pré-transplantation a J94 ainsi qu'au cours des quatre périodes définies

précédemment (tableau VII).

Patients avec profil FcRn bas Patients avec profil FcRn haut
(bleu) (rouge) p

n DFG (ml/min/1,73m?) n DFG (ml/min/1,73m?)
Suivi global (J0-J94) 20 29,75 20 14,5 0,020
Pré-Transplantation 5 12 5 10 0,230
H4 - J1,5 5 29 5 9,33 0,087
J2 - J6 5 53 5 15 0,222
J7 -394 5 53 5 22 0,151

Tableau VIl : Comparaison du DFG selon I'’expression du FcRn au cours de la transplantation
en fonction des cing périodes définies préalablement

Le DFG est calculé a partir de la formule du CKD-EPI. Valeur de p : profil FcRn Bas vs. profil FcRn
haut. Test non paramétrique de Mann-Whitney sur une série d’échantillons non appariés en bilatéral.

Les valeurs de p significatives sont en gras.

Les patients ayant un profil FcRn haut ont un DFG significativement plus bas
au cours du suivi comparé aux patients de I'autre groupe, confirmant les données de
la créatinine. Aucune variation n’est significativement observée dans les 4 périodes
de temps définies dans le suivi. Les variations observées sont donc dues a la
filtration rénale et non au sexe ou a I'dge des patients qui composent les deux
groupes.
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Nous avons ensuite étudié la corrélation entre le DFG et I'expression du FcRn
leucocytaire dans chaque groupe (profil FCRn haut et bas) et sur 'ensemble de la
cohorte (tableau VIII).

Profil de I'expression du FcRn au cours
Tous les patients de la transplantation

Profil FcRn bas (bleu)  Profil FcRn haut (rouge)

r p r p r p
Suivi global (J0-J94) -0,162 0,132 -0,182 0,255 0,157 0,293
Pré-Transplantation 0,152 0,674 -0,500 0,450 0,359 0,633
H4 -J1,5 -0,149 0,429 -0,351 0,238 0,277 0,279
J2-36 -0,176 0,422 0,030 0,946 0,099 0,751
J7 -394 0,087 0,679 0,639 0,021 -0,151 0,639

Tableau VIII : Corrélation du DFG en fonction de I’expression du FcRn
r: coefficient de corrélation de Spearman. Valeur p : déterminée par un test de Spearman. Les

valeurs de p significatives sont en gras.

Sur 'ensemble de la cohorte, aucune corrélation n’apparait entre le DFG et
I'expression du FcRn quel que soit le moment du suivi. Chez les patients avec un
profil FCcRn haut, il n’existe aucune corrélation quel que soit le moment du suivi. Au
sein des patients ayant un profil FcRn bas, aucune corrélation n’est observée
excepté pour la période allant de J7 & J94 ou I'expression du FcRn est corrélée au
DFG.

Les valeurs de DFG de J7 a J94, ont été analysées par régression linéaire en

fonction de I'expression du FcRn (figure 23).
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Figure 23 : DFG en fonction de I’expression du FcRn de J7 a J94 selon le groupe de patients

Les leucocytes sont issus du sang de 10 patients de la cohorte de patients transplantés rénaux au
cours du suivi de la transplantation (J7-J94). Les données sont exprimées en ratio de moyenne
d’intensité de fluorescence. Chaque couleur représente un profil de patients (bleu : patients ayant un
profil bas d’expression du FcRn ; rouge : patients ayant un profil haut d’expression du FcRn). Les

deux droites représentent les droites de régression pour chaque profil de patient.

Les régressions linéaires confirment les résultats obtenus lors de l'analyse des
corrélations entre le DFG et I'expression du FcRn chez les patients ayant un profil
FcRn bas.

Au total, aucune différence de DFG n’apparait lors de la comparaison entre les 2
groupes pour la période J7-J94. Mais le DFG du groupe de patients « profil FCRn
bas » est corrélé positivement a I'expression du FcRn de J7 a J94, soulignant que

plus I'expression du FcRn augmente, plus le DFG augmente.

5 Modulation de I’expression du FcRn et albumine

L’albumine étant un des deux ligands principaux du FcRn, nous nous sommes

focalisés sur les variations de I'expression du récepteur avec son ligand.
Comme pour les autres marqueurs biologiques, nous avons comparé la

concentration en albumine entre les deux profils de patients de la pré-transplantation

a J94 ainsi qu’au cours des quatre périodes définies précédemment (tableau IX).
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Patients avec profil FcRn bas  Patients avec profil FcRn haut

(bleu) (rouge) p
n Albumine en g/L n Albumine en g/L
Suivi global (J0-J94) 20 38,75 20 41,08 0,3576
Pré-Transplantation 5 43 5 44 0,786
H4 -J1,5 5 37,5 5 39 0,167
J2 -J36 5 36 5 36 0,730
J7 -394 5 41,33 5 43,33 >0,999

Tableau IX: Comparaison de la concentration en albumine dans les deux groupes de patients
définis selon ’expression du FcRn au cours du suivi de la transplantation

Valeur de p : profil FcRn Bas vs. profil FCRn haut. Test non paramétrique de Mann-Whitney sur une

série d’échantillons non appariés en bilatéral. Les valeurs de p significatives sont en gras.

Il n’existe aucune différence significative de concentration en albumine entre les

deux groupes de patients quel que soit le moment du suivi.

Nous avons ensuite étudié la corrélation entre la concentration en albumine et
I'expression du FcRn leucocytaire dans chaque groupe (profil FcRn haut et bas) et

sur 'ensemble de la cohorte (tableau X).

Profil de I'expression du FcRn au cours
de la transplantation
Profil FcRn haut

Tous les patients
Profil FcRn bas (bleu)

(rouge)
r p r p r p
Suivi global (J0-J94) -0,118 0,276 0,249 0,121 -0,462 0,001
Pré-Transplantation 0,198 0,583 0,633 0,267 0,051 >0,999
H4-J1,5 -0,093 0,624 0,284 0,345 -0,561 0,021
J2-736 0,217 0,332 -0,008 0,992 0,207 0,494
J7 -394 -0,049 0,813 0,389 0,189 -0,512 0,091

Tableau X : Corrélation de la concentration en albumine en fonction de P’expression du FcRn
au cours du suivi

r : coefficient de corrélation de Spearman. Valeur p : déterminée par un test de Spearman. Les

valeurs de p significatives sont en gras.

Les résultats du tableau X indiquent que sur 'ensemble de la cohorte et chez

les patients avec un profil FcRn bas, I'albumine n’est pas corrélée a I'expression du
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FcRn quelle que soit la période du suivi. Chez les patients avec un profil haut, sur
'ensemble du suivi ainsi qu’au cours de la période H4-J1,5, la concentration en

albumine est inversement corrélée a I'expression du FcRn.

Les valeurs d’albumine de H4-J1,5 ont ensuite été analysées par régression

linéaire en fonction de I'expression du FcRn (figure 24)
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Figure 24 : Concentration en albumine en fonction de I’expression du FcRn selon le groupe de
patients entre H4-J1,5

Les leucocytes sont issus du sang de 10 patients de la cohorte de patients transplantés rénaux au
cours du suivi de la transplantation (H4-J1,5). Les données sont exprimées en ratio de moyenne
d’intensité de fluorescence. Chaque couleur représente un profil de patients (bleu : patients ayant un
profil bas d’expression du FcRn ; rouge : patients ayant un profil haut d’expression du FcRn). Les

deux droites représentent les droites de régression pour chaque profil de patient.

Les régressions linéaires confirment les résultats obtenus lors de I'analyse des
corrélations entre la concentration en albumine et I'expression du FcRn. Au total,
aucune différence de concentration en albumine n’apparait lors de la comparaison
entre les 2 groupes. Mais la concentration en albumine du groupe de patients « profil
FcRn haut » est inversement corrélée a I'expression du FcRn au cours de la période

H4 a J1,5 ainsi que sur 'ensemble du suivi.

Dans notre protocole de cytométrie, 'expression du FCRn a été analysée sur
les leucocytes et sur les différentes populations cellulaires. Afin d’approfondir les
données concernant I'expression du FcRn et compte tenu de I'expression élevée du

FcRn au sein des PNN (figure 17), nous avons comparé les numérations de chaque
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population cellulaire entre les deux groupes de patients sur I'ensemble du suivi (JO-
J94) (tableau XI).

Patients avec profil FcRn bas Patients avec profil FcRn haut
(bleu) (rouge) p
n Numération (G/L) n Numération (G/L)
PNN 5 8,79 5 9,06 0,309
Lymphocytes 5 1,06 5 1,08 0,421
Monocytes 5 0,81 5 0,66 0,309

Tableau Xl : Comparaison de la numération en PNN, lymphocytes et monocytes dans les deux
groupes de patients définis selon IPexpression du FcRn au cours du suivi

Valeur de p : profil FcRn Bas vs. profil FCRn haut. Test non paramétrique de Mann-Whitney sur une

série d’échantillons non appariés en bilatéral. Les valeurs de p significatives sont en gras.

Les numérations moyennes de PNN, lymphocytes et monocytes ne sont pas

significativement différentes entre les deux groupes au cours du suivi.

Nous avons alors étudié la corrélation de l'albumine avec I'expression du
FcRn de chacune des sous-populations (PNN, lymphocytes et monocytes) (tableau
XII).
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Profil de I'expression du FcRn au cours
Tous les patients de la transplantation

Profil FcRn bas (bleu) Profil FcRn haut rouge)

r p r p r p

PNN -0,123 0,254 0,199 0,2180 -0,435 0,0020
Lymphocytes 0,015 0,888 0,539 0,0003 0,512 0,0002
Ly T 0,035 0,749 0,551 0,0002 -0,509 0,0003
Ly B -0,089 0,472 0,445 0,0175 -0,463 0,0030
Ly NK 0,014 0,898 0,523 0,0005 -0,446 0,0017
Monocytes -0,017 0,877 0,518 0,0006 -0,487 0,0005
Mol -0,022 0,837 0,506 0,0009 -0,484 0,0006
Mo2 -0,008 0,942 0,530 0,0004 -0,510 0,0002
Mo3 0,023 0,833 0,562 0,0002 -0,499 0,0004

Tableau Xl : Corrélation de la concentration en albumine en fonction de I’expression du FcRn
au sein des sous-populations cellulaires au cours du suivi de la transplantation (pré-
transplantation a J94)

r . coefficient de corrélation de Spearman. Valeur p : déterminée par un test de Spearman. Les

valeurs de p significatives sont en gras.

Les résultats présentés dans le tableau Xll indiquent que la concentration en
albumine n’est pas corrélée a I'expression du FcRn sur I'ensemble de la cohorte
dans chaque sous-population cellulaire. Chez les patients ayant un profil bas, la
concentration en albumine n’'est pas corrélée a I'expression du FcRn au sein des
PNN mais elle est corrélée positivement au sein des lymphocytes T, B, NK et au sein
des monocytes Mol, Mo2 et Mo3. Chez les patients ayant un profil haut, la
concentration en albumine est inversement corrélée au sein des PNN, des sous-

types lymphocytaires et des sous-types monocytaires.

Les valeurs de concentration en albumine ont ensuite été analysées par
régression linéaire en fonction de I'expression du FcRn au sein des PNN, des

lymphocytes et des monocytes (figure 25).
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Figure 25 : Concentration en albumine en fonction de I'expression du FcRn dans les 2 groupes
de patients au cours du suivi post-transplantation (pré-transplantation a J94) dans les PNN (A),
les lymphocytes (B), les monocytes (C)

Les leucocytes sont issus du sang de 10 patients de la cohorte de patients transplantés rénaux au
cours du suivi de la transplantation (J0-J94). Les données sont exprimées en ratio de moyenne
d’intensité de fluorescence. Chaque couleur représente un profil de patients (bleu : patients ayant un
profil bas d’expression du FcRn ; rouge : patients ayant un profil haut d’expression du FcRn). Les

deux droites représentent les droites de régression pour chaque profil de patients.

Les régressions linéaires confirment les résultats obtenus lors de I'analyse des
corrélations entre la concentration en albumine et I'expression du FcRn au sein des

sous-populations cellulaires.

Pour affiner la relation existant entre FCRn et albumine, nous avons regardé,
pour chaque sous population (PNN, Ly, Mono) la corrélation entre les deux variables

au sein de nos quatre périodes de suivi (tableaux XIII, XIV, XV).
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Profil de I'expression du FcRn au

] cours de la transplantation
Tous les patients

Profil FcRn bas Profil FcRn haut
(bleu) (rouge)
r p r p r p
Suivi global (JO-J94) -0,123 0,254 0,199 0,2180 -0,435 0,0020
Pré-Transplantation -0,006 0,994 0 >0,999 0,051 >0,999
H4 -J1,5 -0,101 0,596 0,253 0,403 -0,507 0,039
J2-7J6 0,218 0,329 0,033 0,937 0,190 0,530
J7 -394 -0,019 0,927 0,447 0,127 -0,397 0,202

Tableau Xlll : Corrélation de la concentration en albumine en fonction de I’expression du FcRn
au sein des PNN

r . coefficient de corrélation de Spearman. Valeur p : déterminée par un test de Spearman. Les

valeurs de p significatives sont en gras.

Sur I'ensemble de la cohorte et chez les patients ayant un profil bas, la
concentration en albumine n’est pas corrélée a I'expression du FcRn des PNN quel
gue soit le moment du suivi. Chez les patients ayant un profil haut, la concentration
en albumine est inversement corrélée a I'expression du FcRn dans les PNN sur
I'ensemble du suivi et de H4 a J1,5. Pour les autres temps, il n’y a pas de corrélation

au sein de ce groupe.

Profil de I'expression du FcRn au cours de
Tous les patients la transplantation

Profil FcRn bas (bleu) Profil FcRn haut (rouge)

r p r p r p
Suivi global (J0-J94) 0,015 0,888 0,539 0,0003 -0,512 0,0002
Pré-Transplantation 0,176 0,622 0,264 0,666 0,289 0,716
H4 —J1,5 -0,338 0,184 0,361 0,226 -0,338 0,184
J2 -6 0,262 0,239 0,628 0,077 0,127 0,678
J7 -394 -0,041 0,845 0,478 0,099 -0,618 0,035

Tableau XIV : Corrélation de la concentration en albumine en fonction de I’expression du FcRn
au sein des lymphocytes

r : coefficient de corrélation de Spearman. Valeur p : déterminée par un test de Spearman. Les

valeurs de p significatives sont en gras.
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Sur 'ensemble de la cohorte, la concentration en albumine n’est pas corrélée
a I'expression du FcRn lymphocytaire quel que soit le moment du suivi. Chez les
patients ayant un profil bas, la concentration en albumine est corrélée a I'expression
du FcRn lymphocytaire uniquement sur I'ensemble du suivi. Dans les périodes
définies précédemment, aucune corrélation n’est retrouvée dans ce groupe. Chez
les patients ayant un profil haut, la concentration en albumine est inversement
corrélée a I'expression du FcRn lymphocytaire sur 'ensemble du suivi et de J7 & J94.

Pour les autres périodes, il n’y a pas de corrélation au sein de ce groupe.

Profil de I'expression du FcRn au cours de
Tous les patients la transplantation

Profil FcRn bas (bleu)  Profil FcRn haut (rouge)

r p r p r p
Suivi global (J0-J94) -0,017 0,877 0,518 0,0006 -0,487 0,0005
Pré-Transplantation 0,309 0,383 0,632 0,267 0,205 0,767
H4 -J1,5 -0,1559 0,411 0,431 0,142 -0,609 0,011
J2-J6 0,261 0,241 0,553 0,128 0,099 0,746
J7 -394 0,010 0,961 0,379 0,199 -0,386 0,215

Tableau XV : Corrélation de la concentration en albumine en fonction de I'expression du FcRn
au sein des monocytes

r . coefficient de corrélation de Spearman. Valeur p : déterminée par un test de Spearman. Les

valeurs de p significatives sont en gras.

Sur 'ensemble de la cohorte, la concentration en albumine n’est pas corrélée
a lI'expression du FcRn monocytaire quel que soit le moment du suivi. Chez les
patients ayant un profil bas, la concentration en albumine est corrélée a I'expression
du FcRn monocytaire uniquement sur 'ensemble du suivi. Dans les périodes définies
précédemment, aucune corrélation n’est retrouvée dans ce groupe. Chez les patients
ayant un profil haut, la concentration en albumine est inversement corrélée a
I'expression du FcRn monocytaire sur 'ensemble du suivi et de H4 a J1,5. Pour les

autres périodes, il n’y a pas de corrélation au sein de ce groupe.

Au global, la concentration en albumine est inversement corrélée a
I'expression du FcRn des PNN et des monocytes entre H4 et J1,5 pour les patients
appartenant au groupe profil FcRn haut. Au sein des lymphocytes de ce groupe de

patients, la corrélation entre I'albumine et I'expression du FcRn est retrouvée entre
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J7-J94. Au contraire, la corrélation chez les patients ayant un profil FcRn bas n’est
pas retrouvée a un moment précis quelle que soit la population cellulaire mais

uniquement en global sur 'ensemble du sulivi.

6 Schéma général

Une figure récapitulative est présentée ci-dessous. Elle synthétise les principales
différences entre les deux groupes de patients en termes de comparaison de
concentrations et de corrélations des marqueurs biologiques avec I'expression du
FcRn.
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Expression du FcRn (ratio)
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Figure 26 : Représentation schématique globale des modifications biologiques dans les deux
groupes de patients définis selon le profil d’expression du FcRn au cours du suivi de la
transplantation rénale
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Les leucocytes sont issus du sang de 10 patients de la cohorte prospective de patients transplantés
rénaux au cours du suivi de la transplantation (J0-J94). Les données sont exprimées en ratio de
moyenne d’intensité de fluorescence +/- un écart-type. Chaque couleur représente un profil de
patients (bleu : patients ayant un profil bas d’expression du FcRn ; rouge : patients ayant un profil haut
d’expression du FcRn). La droite horizontale en pointillés représente la valeur moyenne seuil de 2,68
(définie a partir des donneurs sains) pour séparer les deux groupes. Les droites verticales en pointillés
séparent les quatre périodes d’étude du suivi de la transplantation. Les cadres rouges se rapportent
aux patients ayant un profil haut d’expression du FcRn alors que les cadres bleus se rapportent aux
patients ayant un profil bas d’expression du FcRn. Les fléeches situées au-dessus des courbes
représentent les quatre périodes distinctes ou ont été observées les variations d’expression du FcRn.
Pré-Tr: pré-transplantation. DFG : Débit filtration glomérulaire. [Créatinine] : concentration en

créatinine. PNN : polynucléaires neutrophiles. Mo : monocytes.
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DISCUSSION

La transplantation rénale est une chirurgie mettant en jeu le systeme
immunitaire. Le FCRn est un acteur de cette réponse, que ce soit sur le versant
humoral par le recyclage des IgG, ou par son intervention dans la présentation
antigénique par l'intermédiaire du CMH | ou Il. Nous avons aussi étudié I'expression
du FcRn en relation avec le suivi biologique des patients afin d’étudier une éventuelle
participation du FcRn dans le processus de la transplantation rénale. Cette étude a
nécessité la mise en place d’un protocole de dosage de I'expression du FcRn en
intracellulaire sur sang total. Ce protocole a été utilisé lors d’'une précédente étude
au sein du laboratoire de recherche mais il a nécessité des ajustements pour un suivi
hospitalier du FCRn qui pourrait étre mis en place en suivi clinique de patients
transplantés. En effet, le bénéfice de I'utilisation des AcM, inhibiteurs de I'activité du
FcRn, pour diminuer les DSA (Donor Specific Antibodies) au cours d'une
transplantation rénale chez des primates non humains a été démontré récemment
(80).

La mise en place d’une méthode rapide, peu colteuse, utilisable sur des fonds
de tube de patients faisait partie des criteres nécessaires a I'élaboration du protocole
de cytométrie. Les tests de volume d’Ac nécessaires au marquage extracellulaire, les
tests de volume de lyse érythrocytaire ont permis une diminution du colt des
dosages. La rapidité de la méthode était nécessaire pour le suivi dans cette étude.
Des problemes de stabilité des Ac anti-FCRn ont nécessité un suivi rigoureux des
lots. Des dosages avec des concentrations différentes d’Ac anti-FcRn ont été
réalisés pour permettre un suivi optimal en évaluant la stabilité de I'’Ac anti-FcRn. En
effet, nous avons observé que I'Ac se dégradait au cours du temps. Ce probleme de
stabilité pourrait étre levé si un Ac avec un marquage CE, synonyme de stabilité
entre autres, était développé par un industriel. La maniére de présenter les résultats
d’expression du FCcRn a aussi été un sujet de réflexion au cours notre étude. En effet,
une représentation en histogramme des MFI| de l'isotype et de I'anti-FcRn aurait pu
étre une solution, mais cela avait le désavantage de complexifier la lecture des
résultats. C’est pourquoi nous avons choisi I'expression en ratio de MFI confortable

pour les marquages de cytométrie intracellulaire.
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Nous avons, dans un premier temps, décrit que les modulations de
I'expression du FcRn ne sont pas corrélées a la concentration en CRP. Dans notre
étude, les modulations du FCRn ne seraient donc pas liées au contexte inflammatoire
présent lors de la transplantation. Nous avons examiné I'expression du FcRn dans
un autre modele d’inflammation que sont les crises de goutte. Nous avons mesuré la
quantité de FcRn leucocytaire chez des patients goutteux, avant et apres traitement
par colchicine, qui est un traitement de premiére intention lors de la crise de goutte.
Ce traitement permet de diminuer rapidement [inflammation, objectivée
biologiquement par la diminution de la CRP. Aucune différence n’est détectée entre
les prélévements avant et aprés mise sous traitement, semblant confirmer nos
résultats sur I'absence de lien entre les concentrations en CRP et le FcRn. Certaines
cytokines ayant des activités pro ou anti-inflammatoires, nous les avons évaluées
dans notre étude. Ainsi, des concentrations supérieures en TNF-a et en INF-y ont été
retrouvées au sein du groupe de patients ayant une expression plus basse du FcRn.
Les données publiées indiquent que ces deux cytokines possédent des effets
antagonistes sur I'expression du FcRn (49). L’INF-y ayant un effet inhibiteur sur le
promoteur du FcRn, cela pourrait expliquer un effet direct sur I'expression plus basse
du FcRn. Pour le TNF-a, un effet indirect sur d’autres acteurs cellulaires susceptibles
de produire des cytokines inhibant I'expression du FcRn peut étre envisagée. Par
ailleurs, Blumberg et al. ont montré que la cellule dendritique sécrétait moins de
TNF-a et d’IL-6 en présence d’antagonistes du FcRn (76). Au cours de notre suivi
des différences de concentrations en TNF-a ont été retrouvées entre les deux
groupes de patients, mais pas en IL-6. Le faible nombre de patients au sein de la
cohorte peut expliquer I'absence de résultats pour I'lL-6 mais ce résultat est
compatible avec l'absence de relation entre la concentration en CRP et le FcRn.
L’ensemble des résultats concernant la CRP et les cytokines semblent montrer que
les modifications de I'expression du FcRn seraient le résultat de cytokines telles que
le TNF-a et I'INF-y

La créatinine et le DFG sont deux marqueurs permettant d’estimer la fonction
rénale. Dans cette étude, nous avons suivi I'évolution de ces marqueurs
parallélement a celui du FcRn. Les patients possédant une expression du FcRn plus
basse entre J2 et J6, possédent un DFG plus élevé ou une créatininémie plus basse.

Ce groupe de patients présenterait une meilleure reprise de la fonction rénale
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puisque les valeurs de DFG ou créatinine sont plus proches de celles observées
chez des témoins sains. L’analyse de l'expression du FcRn aprés J7 post-
transplantation, indique une corrélation au DFG dans ce méme groupe. Le FcRn est
exprimé au sein des cellules tubulaires et des podocytes; des variations
d’expression au sein de ces cellules expliquent peut-étre ces résultats par des
mécanismes encore inconnus. D’autres travaux pour comprendre le lien entre

I'expression du FcRn et le DFG restent a entreprendre.

Dans notre étude, nous avons observé une corrélation entre I'expression du
FcRn et les concentrations en albumine. L’albumine, ligand du FcRn, varie au cours
des semaines suivant la transplantation. En effet, une diminution de celle-ci est
observée pendant les premieres semaines post-transplantation avant une
normalisation (81). Cette diminution peut s’expliquer par la sensibilité de I'albumine a
certaines cytokines. Le TNF-a et I'lL-1 diminuent sa concentration circulante dans un
modéle de cachexie (82). Or des concentrations en TNF-a différentes selon les 2
groupes de patients sont retrouvées dans notre étude, mais aucune différence de

concentration en albumine n’est observée entre les groupes.

Lorsque I'on étudie au niveau rénal, I'effet du FcRn sur la concentration en
albumine, chez les souris ayant des podocytes sans FcRn, une augmentation des
IgG par absence de transcytose est observée mais aucune modification n’est
apparue pour l'albumine (83). Cette absence de modification peut s’expliquer par le
fait que I'albumine peut se lier a un complexe cubiline mégaline dans des vésicules
recouvertes de clathrine lors de la phase endocytose. Le complexe est ensuite libéré
a pH acide dans I'endosome pour se fixer sur FCRn et subir une transcytose (23, 84).
Au cours de notre suivi, les variations de I'expression du FcRn, lymphocytaires et
monocytaires, sont corrélées a la concentration en albumine chez les patients ayant
une expression faible du FcRn et les variations de I'expression du FcRn leucocytaire
sont inversement corrélées chez les patients ayant une expression forte en FcRn.
Cela suggere que l'expression du FcRn varie pour maintenir une concentration
constante en albumine sanguine. Par contre, les concentrations en IgG n’ayant pas
pu étre mesurées dans cette étude, il est impossible de savoir s’il existe une
différence de concentration en IgG entre les deux profils de patients. Mais une
diminution des IgG est probable car d’apres Weeke et al., la concentration en IgG
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diminue dans les deux premiéres semaines post-transplantation puis elle reste
légerement diminuée (81). Au niveau cinétique, les premieres corrélations entre
I'expression du FcRn et la concentration en albumine sont observées au cours de la
période H4 et J1,5, soit au cours de la période précédant celle ou les valeurs de
I'expression du FcRn sont différentes entre les deux groupes de patients (profil FCRn
haut et bas). La différence d’expression du FcRn entre les deux groupes a J2-J6 est
peut étre due aux corrélations avec la concentration en albumine observée entre H4
et J1,5.

Dans un modele de syndrome néphrotique, l'albumine présent dans
l'ultrafiltrat glomérulaire expose a des lésions podocytaires et entraine une libération
de cytokines comme le TNF-qa, IL-1B et I'lL-6 (85). Le maintien d’'une concentration
constante en albumine par l'intervention du FCcRn observé dans notre suivi, pourrait
étre un moyen de limiter les Iésions podocytaires et la libération de cytokines. La
libération de TNF-a et IL-1B lors d’'une concentration trop importante en albumine,
permettrait de normaliser la concentration en albumine car ce sont ces mémes

cytokines qui diminuent la concentration en albumine circulante.

Dans des cultures de podocytes sans FCRn, une augmentation de la motilité
podocytaire, une réponse diminuée aux complexes immuns et une diminution de la
sécrétion d’'IL-6 ont été démontrées par Tonsawan (86). L’ajout d’IL-6 permet une
normalisation de la motilité. Cette méme équipe a montré qu’en présence
d’albumine, les podocytes sauvages produisent plus d’IL-6 qu’en absence du FcRn.
Cela conforte notre supposition que les variations du FcRn liées a celles de
I'albumine vont influer sur la concentration d’IL-6 libérée par le podocyte et sur sa
motilité. Sachant que Mundel et Reiser ont montré que la motilité inappropriée du
podocyte est une anomalie retrouvée dans de nombreuses pathologies glomérulaires
a protéinurie massive (87), les modulations de I'expression du FCRn observées en
lien avec l'albumine pourrait influer sur la protéinurie des patients. Cela signifierait
que le maintien d’'une concentration constante en albumine par les modulations de
I'expression du FcRn permettrait de limiter les |ésions podocytaires dues a 'albumine
et les modifications de motilité a I'origine de protéinurie. Dans notre cohorte, on a
remarqué une diminution plus ou moins rapide de la protéinurie selon le profil mais le

faible nombre de patients dans chaque groupe ne permet pas de conclure sur un lien
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entre les variations du FcRn et la négativation de la protéinurie. Ces résultats sont
toutefois a nuancer car il a été démontré par Fang Fang He que I'lL-6 augmentait la
motilité podocytaire, résultat allant a I'inverse des résultats de Tonsawan (88). Des
liens entre le FcRn, l'albumine, I'lL-6, la motilité podocytaire et la protéinurie
semblent exister mais des études plus approfondies sont nécessaires pour confirmer

I'interaction entre les différents acteurs et leurs conséquences cliniques.
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CONCLUSION

Au cours de cette étude, nous avons réalisé un suivi de I'expression du FcRn
leucocytaire au sein d’'une cohorte de patients transplantés rénaux. Deux profils de
patients ayant des caractéristiques biologiques différentes (créatinine, DFG,
concentration en cytokines) sont apparus au cours du suivi. Au sein du groupe de
patients ayant un profil haut d’expression du FcRn, une corrélation négative de
I'expression du FcRn avec la concentration en albumine a été montrée. Dans le
groupe de patients ayant un profil bas d’expression du FcRn, la concentration en
albumine est corrélée positivement a I'expression du FcRn uniquement sur les
lymphocytes et les monocytes A la lumiére de la littérature, ces variations de
'expression du FcRn seraient un moyen de maintenir une concentration constante
en albumine au niveau podocytaire en lien avec la négativation observée de la
protéinurie. Cependant I'expression du FCRn mesurée dans notre étude est une
expression leucocytaire et non podocytaire, nuancant les résultats observés. Des
explorations complémentaires sont nécessaires pour confirmer les hypothéses

évoquées.
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ANNEXES

Patient | ailie Mc Ac Anti HLA| Ac Anti HLA || PRl Ly | G iBe o | DD || EED) | e || 50D
Ne Age | Poids {m) Sexe (kg/m?) Type Greffe e ] DSA | Induction de TR de l'insuffisance f e fonction
9 rénale rénale froide (h) | tiéde (h) rénale
o| 1 | 48| 544 |188| H | 193 TOV FRERE - - NON [SIMULECT| 1 Glomérulonéphrite | g incompatible | 0,0 066 3 Lente
] Membranoproliférative
i 3 31 so |165] F | 217 TDV MARI + + NON SAL 1 Néphropathie IgA 0,0 0,95 Jo 5
@ "
8 4 |75 | 618 [152| F | 267 Mort . - NON |siMULECT| 1 Nephropathie 255 1,16 30 90
H Encéphalique indéterminée
& Néphropathie d origine
= indéterminée
3 7 72 98,9 1,73| H 33,0 TDV FEMME + - NON | SIMULECT 1 (probablement mixte 0,0 0,92 J a
e diabétique et
'% hypertensive)
g Sd lymphoprolifératif
£ o [ss| o [178| 1| 193 TOV | FRERE . - FAIBLE |SIMULECT| 2 Glomérulonéphrite | post-TR (2 ans), 2 ? J J
w Membranoproliférative |rejet humoral 11 ans
aprés TR
2 s2 | 71 |183| F | 267 TOV MARI - - NON [SIMULECT| 1 Nephropathie 20 0,70 2 2
indéterminée
2 1ére TR en 1987,
= Uropathie malformative| Lymphome B 15
o 5 52 56,7 1,56 F 233 TDV FRERE + + NON |SIMULECT 2 avec reflux vésico- ans post TR, rejet 0.1 0,66 J1 J5
g urétéral. humoral 22 ans post
= TR
& Mort Néphropathie
2 6 29 56,5 164 | H 21,0 . . + + NON |SIMULECT 1 indéterminée, familiale 6,7 1,10 Jo J5
= Encéphalique ”
-l
g IRC liée & Maladie de .
“| 8 |61 | sra |157| H | 355 Mort - - NON |SMULECT| 1 Cacchi-Ricciavee | |TomPose @l g, 0,93 J Lente
- Encéphalique i ) reprise au bloc
£ néphrocalcinose
3
= .
10 | 74| es [155| F | 283 Mort + + NON [sMULECT| 1 Nephropathie 8,0 0,76 2 Lente
Encéphalique diabétique

Annexe 1: Tableau descriptif de la cohorte

Données cliniqgues provenant des données ASTRE. H : homme. F : femme. HLA : Human leucocyte
antigen. + : Patients possédant des Ac. - : Patients n’ayant pas d’Ac DSA : Donor specific antibodies.
TR : Transplantation rénale. Sd : Syndrome. SIMULECT : Induction par Ac anti-récepteur a I'lL-2.
SAL : Sérum anti-lymphocytaire. IMC : Indice masse corporelle. IRC : Insuffisance rénale chronique.
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Population Gg PN Lytotaux Mo LyT  LyB LyNK Mol Mo2  Mo3

cellulaire
valewr o064 210 1,86 206 179 189 194 216 177 173
moyenne
Valeurdun e, 973 047 056 046 059 045 058 050 0,57
écart-type

Annexe 2: Valeurs normales des ratios d’expression du FcRn dans les sous-populations
leucocytaires (leucocytes, PNN, lymphocytes, monocytes) de donneurs sains

Les leucocytes sont issus du sang de 19 donneurs sains. Le ratio d’expression du FcRn a été mesuré
sur I'ensemble des leucocytes (GB) ainsi que sur 9 sous-populations leucocytaires (PNN :
polynucléaires neutrophiles, Ly totaux : Lymphocytes totaux, lymphocytes T, B, NK, Mo : monocytes
et monocytes conventionnels (Mol), non conventionnels (Mo3) et intermédiaires (Mo2)) pour chaque

donneur. Les données sont exprimées en ratio de moyenne d’intensité de fluorescence.
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positivement a I'expression du FcRn uniquement sur les lymphocytes et les monocytes. Ces résultats suggerent une
implication du récepteur FcRn au cours de la transplantation rénale, en rapport avec un de ses ligands, I'albumine. Les
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