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Mécanismes moléculaires
du syndrome néphrotique
idiopathique a rechutes :

Role de c-mip

dans les dysfonctions podocytaires

Shao-Yu Zhang, Vincent Audard, Philippe Lang, Dil Sahali

> Le syndrome néphrotique idiopathique
(SNI) est une entité anatomo-clinique
définie par une protéinurie sélective
massive (> 3 g/24 heures) et une hypoal-
buminémie (< 30 g/1) sans lésions glomé-
rulaires visibles en microscopie optique
et sans dépots de complexes immuns en
immunofluorescence. Latteinte glomé-
rulaire n'est pas associée a une infiltra-
tion de cellules sanguines ni a une pro-
lifération de cellules résidantes. Le SNI
comprend essentiellement deux formes,
le syndrome néphrotique a Iésions glo-
mérulaires minimes (SNLGM ou néphrose
lipoidique) et la hyalinose segmentaire
et focale primitive (HSFP). Le SNI repré-
sente 85 % des néphropathies d’origine
glomérulaire de "enfant et 25 @ 30 % de
celles de I’adulte.

Physiopathologie moléculaire du SNI
La fuite massive de protéines dans les
urines résulte d’une hyperperméabilité
de la barriére de filtration gloméru-
laire. Celui-ci est composé de trois types
d’éléments : I’endothélium fenétré du
capillaire glomérulaire, la membrane
basale glomérulaire et les cellules épi-
théliales viscérales trés différenciées,
appelées podocytes. Les podocytes sont
des cellules polarisées baignant dans
I'urine primitive de 'espace de Bowman
et ancrées a la membrane basale par des
expansions membrano-cytoplasmiques
appelées pédicelles (Figure 1).

Les altérations podocytaires, structu-
rales et/ou fonctionnelles, sont réunies
sous le terme de podocytopathies. Elles
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peuvent étre a I'origine d’une protéinu-
rie massive quel que soit le mécanisme
[ésionnel initial. Elles aboutissent a une
perte de I'intégrité fonctionnelle de la
barriere de filtration glomérulaire qui
est réversible dans les formes sensibles
au traitement et irréversible dans les
formes résistantes.

Une avancée importante dans la
compréhension de I"architecture molé-
culaire du podocyte a été accomplie
au cours de cette décennie grdce a
Iidentification de plusieurs genes
dont les mutations sont associées a la
survenue d’un syndrome néphrotique
corticorésistant [1-6]. U'étude de ces
genes a permis d’esquisser un modele
de fonctionnement du podocyte: le
cytosquelette podocytaire y joue un
role central en interagissant d’une part
avec le diaphragme de fente! et d’autre
part avec le domaine basal, lequel per-
met I"ancrage de la cellule a la mem-
brane basale glomérulaire (Figure 2).
Tout processus qui interfere avec cette
interconnexion dynamique est suscep-
tible d’altérer le fonctionnement de la
barriere de filtration et d’induire une
protéinurie.

! «Les podocytes ou cellules épithéliales viscérales du glo-
mérule sont de grandes cellules pourvues de prolongements
cytoplasmiques qui se divisent en pieds ou pédicelles en
contact direct avec la partie externe de la membrane basale
glomérulaire (lamina rara externa). Les pédicelles des cel-
lules voisines s’entremélent. L'espace entre deux pédicelles
adjacents est appelé fente. Cette fente est fermée par une
mince membrane, le diaphragme de fente, qui joue un rdle
essentiel dans la perméabilité aux protéines de la barriere
glomérulaire » (repris de I’encadré de Raymond Ardaillou,
dans [20]).
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La néphrine, un constituant clé du
diaphragme de fente, jouerait le réle
d’un récepteur transmembranaire qui,
en réponse a sa liaison avec son ligand,
non encore identifié, va déclencher une
cascade d’activations. Ce processus
présente des similitudes avec celui qui
met en jeu le récepteur clonotypique du
lymphocyte T, mais beaucoup d’acteurs
moléculaires qui interviennent dans le
lymphocyte ne sont pas exprimés dans
le podocyte ou bien ne sont pas iden-
tifiés. La liaison de la néphrine a son
ligand entraine un regroupement des
complexes dans des microdomaines lipi-
diques (lipid rafts). Cet événement va
activer la protéine Fyn, un membre de la
famille Src kinase, qui phosphoryle plu-
sieurs résidus tyrosine situés a I'extré-
mité carboxy-terminale de la néphrine;
a ce niveau, des protéines kinases et des
protéines adaptatrices sont recrutées
qui se lient ensuite a la néphrine via
leurs domaines SH2 [7-10].

La phosphorylation de la néphrine par
Fyn a deux conséquences essentiel-
les (Figure 3): (1) elle active la PI3K
via I’interaction du domaine SH2 de
la sous-unité régulatrice p85 de cette
derniére avec le domaine cytoplasmique
de la néphrine tandis que la sous-unité
catalytique pl10 géneére des phosphoi-
nositides capables de recruter et d’ac-
tiver la sérine thréonine kinase Akt,
qui joue un rdle clé dans les processus
de survie du podocyte. (2) Elle stabi-
lise le complexe fonctionnel néphrine-
podocine [10]. €n effet, la déphos-
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phorylation de la néphrine provoque le
détachement de la podocine et la liaison
de la B-arrestine-2 & la néphrine qui
subit alors une endocytose suivie d’une
dégradation, interrompant ainsi la voie
de signalisation [11].

Outre son réole sur I'activation de la
néphrine, Fyn interagit avec N-WASP
(Wiskott Aldrich syndrome protein)
qu’elle phosphoryle, entrainant le recru-
tement et I'ancrage de NCK aux microdo-
maines lipidiques [7, 8]. La famille des
protéines adaptatrices Nck comprend
Nckl (Ncka) et Nck2 (Nckf3 ou GRB4).
Chacune posséde trois domaines SH3
et un domaine SH2 carboxy-terminal
[12]. Nck se lie, via ses domaines SH3,
a différentes protéines impliquées dans
la régulation de I’actine tels que WASP
et le complexe ARP2/3 [8]; via ses
domaines SH2, Nck se lie aux phosphoty-
rosines de la néphrine, ce qui permet une
connexion étroite entre la plate-forme
de signalisation et I'organisation du
cytosquelette d’actine.

Découverte du gene c-mip

Nosconnaissancesdelaphysiopathologie
du syndrome néphrotique idiopathique a
rechutes sont trés préliminaires. Bien
que 'origine dysimmunitaire reste lar-
gement admise du fait de I'efficacité
des traitements corticoides et immuno-
suppresseurs, les mécanismes molé-
culaires responsables de la protéinurie
massive, qui impliquent nécessairement
un dysfonctionnement réversible du
podocyte, restent inconnus. Pour ten-
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ter de comprendre ces mécanismes et
identifier les génes potentiellement
en cause, nous avons réalisé un clo-
nage soustractif et différentiel a partir
de lymphocytes de patients atteints
de syndrome néphrotique, prélevés en
phase de poussée et en rémission. Ce
travail a permis I'identification d’un
nouveau gene appelé c-mip parce qu'il
peut induire in vitro le facteur de trans-
cription c-maf [13, 14]. Le géne c-mip
s’étend sur 268 kpb et est localisé sur le
chromosome 16 en position q23. L'ana-
lyse de la séquence primaire de la pro-
téine c-mip (773 acides aminés) a mis
en évidence I’existence d’un domaine
pleckstrine (qui s’étend de la position
55 & 162) et d’une région riche en leu-
cine (LRR, position 664-736). Plusieurs
autres sites d’interaction protéique sont
également identifiés, impliquant les
protéines ERK1/2, la sous-unité régula-
trice de la PI3 kinase (p85), la protéine
14-3-3, la protéine kinase C et une
kinase a ADN (Figure 4).

Les premiéres investigations ont permis
de montrer que ce gene était également
coexprimé par le podocyte au cours
des poussées. Fait intéressant, I'étude
des formes cliniques de lymphome de
Hodgkin compliquées de SNI ont révélé
que le gene c-mip était coexprimé par
la cellule tumorale de Reed-Sternberg?
et par le podocyte alors que I'expres-

Zles cellules de Reed/Sternberg sont caractéristiques de
la maladie de Hodgkin et dérivent le plus souvent de lym-
phocytes B des centres germinaux. Leur morphologie est
hétérogene et assez mal définie.

Figure 1. Images en microscopie électronique
de la barriére de filtration glomérulaire. A. Anse
capillaire dans laquelle on voit de dedans en
dehors la lumiere du capillaire (LC) gloméru-
laire, "endothélium fenestré (€), la membrane
basale glomérulaire (MBG), le podocyte (Po)
baignant dans "urine primitive de I’espace uri-
naire (EU) et les expansions cytoplasmiques
du podocyte ou pédicelles (pe) (grossissement
x 8 800). B. Image d’une barriere de filtration
a plus fort agrandissement. *Indique la loca-
lisation du diaphragme de fente entre deux

pédicelles (grossissement x 31 000).

sion de c-mip n’est pas détectée dans
les formes cliniques de la maladie de
Hodgkin qui ne s’accompagnent pas de
syndrome néphrotique [15]. Ces résul-
tats préliminaires nous ont amené a
étudier en profondeur le réle de c-mip
dans la physiopathologie du syndrome
néphrotique.

Linduction de c-mip dans le podocyte
est associée @ une protéinurie massive
Dans un premier temps, pour comprendre
si la surexpression de c-mip était inti-
mement liée a la survenue du syndrome
néphrotique, nous avons généré des sou-
ris génétiquement modifiées qui expri-
ment sélectivement la forme humaine de
c-mip dans le podocyte. Les souris ont
été étudiées pendant plusieurs géné-
rations (jusqu’a la 16°) et développent
régulierement une protéinurie massive.
Les études histologiques ont montré
que le tissu rénal ne présentait pas de
lésions inflammatoires ni d’infiltration
cellulaire et que les glomérules avaient
un aspect optiquement normal. L'étude
en microscopie électronique mettait en
évidence une fusion des pieds des podo-
cytes que I"on observe généralement
dans les syndromes néphrotiques. Pour
éliminer un possible biais lié a la surex-
pression de la forme humaine de c-mip
chez la souris, nous avons recherché si
dans les modeles classiques de SN expé-
rimental, la survenue de la protéinurie
était associée a induction de c-mip.
Nous avons étudié deux modeéles de SN
déclenchés respectivement par le LPS
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Cytosquelette

(lipopolysaccharide) et I’adriamycine
(une anthracycline utilisée en chimio-
thérapie anticancéreuse). Dans les deux
conditions expérimentales, IYinduction
de c-mip précédait le développement de
la protéinurie massive [16]. Ce résultat
n’est pas surprenant compte tenu de
I"homologie de séquence entre les formes
murine et humaine de c-mip (> 98 %)
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mais il confirme la relation étroite entre

I’expression de c-mip dans le podocyte
et la survenue d’une protéinurie.

C-mip empéche Fyn de phosphoryler

la néphrine et désorganise

le cytosquelette du podocyte

Pour comprendre les conséquences fonc-
tionnelles de la surexpression de c-mip

Figure 3. Voies de signa-
lisation impliquant la
néphrine. La liaison de pa7
la néphrine a son ligand
entraine un regroupe-
ment des complexes dans

des radeaux lipidiques,

ce qui active la protéine

Fyn. Fyn phosphoryle plu-

sieurs résidus tyrosine
carboxy-terminaux de la
néphrine, recrutant des

protéines kinases et des

Néphrine

Organisation
du cytosquelette

Activation
de facteurs de survie

l

Wtl

protéines adaptatrices qui se lient ensuite a la néphrine via leurs domaines SH2. La phosphoryla-
tion de la néphrine par Fyn active la PI3K : la sous-unité régulatrice p85 de cette derniére interagit
avec le domaine cytoplasmique de la néphrine tandis que la sous-unité catalytique p110 via des
phosphoinositides active la sérine thréonine kinase Akt. Fyn phosphoryle aussi N-WASP (Wiskott
Aldrich syndrome protein) entrainant le recrutement et 'ancrage de NCK aux microdomaines

lipidiques.
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Figure 2. Vue schématique de la barriére de fil-
tration. Le cytosquelette podocytaire interagit
d’une part avec le diaphragme de fente (DF) et
d’autre part avec le domaine basal lequel per-
met ’ancrage de la cellule a la membrane basale
glomérulaire (MBG). L'interaction entre les trois
structures est dynamique et non statique.

dans le podocyte, nous avons cherché a
identifier les protéines avec lesquelles
c-mip interagissait en réalisant des
expériences de double-hybride. Nous
avons confirmé par des expériences de
co-immunoprécipitation croisée que
Fyn est un partenaire de c-mip [16],
et démontré que c-mip interagissait
in vitro avec Fyn et que cette interac-
tion physique pouvait étre directe [16].
La liaison de c-mip avec Fyn empéche
celle-ci de se lier a la néphrine qui ne
peut plus étre phosphorylée. Ce méca-
nisme a pu étre vérifié in vivo dans le
modele murin de souris transgénique
exprimant c-mip humaine ainsi que dans
les modéles expérimentaux de syndrome
néphrotique. Ce résultat est corroboré
par I'analyse des biopsies de malades
atteints de SNI ou nous avons pu mon-
trer que la surexpression de c-mip était
associée @ une inhibition importante de
la phosphorylation de la néphrine [16].
La liaison de c-mip avec Fyn a deux
autres conséquences fonctionnelles sur
le remaniement normal du cytosquelette.
(1) Le recrutement de Nck dans le com-
partiment proximal du podocyte et sa
liaison au domaine cytoplasmique de la
néphrine, qui requiert la phosphorylation
dépendante de Fyn, sont bloqués. La
protéine N-WASP, qui joue un rdle clé
dans la réorganisation du cytosquelette
podocytaire et qui est naturellement
phosphorylée par Fyn, est inactivée en
présence de c-mip (Figure 5). Ces évé-
nements ont été démontrés in vitro et
in vivo dans des modeéles murins [16].
Ces résultats indiquent que la surex-
pression de c-mip dérégule des voies de
signalisation critiques pour les fonctions
podocytaires et permettent d’expliquer
la protéinurie massive et la fusion des
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Extinction thérapeutique du géne c-mip
La découverte du role de c-mip dans les
modeles murins de SNI et les données
des biopsies rénales de patients atteints
de SNI nous ont amenés a étudier si I'ex-
tinction du géne c-mip in vivo empéchait
la survenue de la protéinurie dans un
modele expérimental de SNI. Nous avons
choisi la technique d’extinction par ARN
interférence en utilisant un nouvel agent
permettant une meilleure pénétration
cellulaire (Invivofectamine®). Des expé-
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riences préalables in vitro ont permis de
sélectionner les siARN capables d’inhiber
plus de 80 % de I"expression de c-mip.
Nous avons utilisé le modele murin de
protéinurie induite par le LPS. Dans
ce modele, I'injection de LPS entraine
24 heures plus tard une protéinurie
importante [17], concomitante de I’in-
duction de c-mip [16]. Pour vérifier que
le siARN était efficacement incorporé
dans le podocyte, nous avons couplé
a un fluorochrome. Les souris ont recu
les siARN par voie veineuse 30 minutes
avant I'injection de LPS, puis elles ont
été mises dans des cages métaboli-
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Figure 4. Structure du géne c-mip. Voir expli-
cations dans le texte.

ques pour recueillir la protéinurie des
24 heures. Les souris ayant regu le LPS
seul ou le LPS avec Invivofectamine®
développaient une protéinurie massive ;
au contraire, la protéinurie des souris
ayant recu du LPS plus des siARN c-mip
était réduite de plus de 80 % [16]. Les
analyses par microscopie confocale
ont montré qu’une quantité significa-
tive de siARN était incorporée dans les
podocytes. Les études immunohistochi-
miques et immunochimiques quantitati-
ves ont montré que le taux d’expression
de c-mip était considérablement réduit
dans les glomérules, comparativement
aux contrdles [16].

Multiples rdles fonctionnels de c-mip

Nous avons récemment confirmé que
c-mip interagit in vitro et in vivo avec
la sous-unité régulatrice p85 de la PI3
kinase [18]. La liaison de c-mip & p85
maintient p85 et la sous-unité cataly-
tique pl10 sous forme d’un complexe
inactif. €n effet, les expériences
d’immunoprécipitation ont montré qu’en
présence de c-mip, pl1l0 est incapa-
ble de se dissocier de p85, ce qui est
requis pour son activité catalytique.
Cet effet est indépendant du type cel-
lulaire puisqu’il a été observé dans les
lymphocytes, les podocytes et plusieurs
lignées cellulaires. Ce résultat permet
d’expliquer pourquoi la surexpression de
c-mip induit une inactivation de Akt qui

Figure 5. Effets de c-mip sur la signalisation
proximale relayée par la néphrine. A. voie de
signalisation de la néphrine en I"absence de
c-mip (voir Figure 3). B. Conséquences de I’ex-
pression de c-mip sur la signalisation de la
néphrine. Fyn est un partenaire de c-mip, et
c-mip interagit in vitro avec Fyn. La liaison
de c-mip avec Fyn empéche Fyn de se lier a la
néphrine qui ne peut plus étre phosphorylée. La
liaison de NCK au domaine cytoplasmique de
la néphrine est bloquée, et la protéine N-WASP

est inactivée.

595

MAGAZINE

NOUVELLES



596

est un substrat naturel de la PI3 kinase
dont elle reflete I"activité.

Par ailleurs, nous avons montré que c-mip
inhibait I’activation de la voie NF-kB en
séquestrant dans le compartiment cyto-
solique Rel A [19]. D’autres partenaires
potentiels sont en cours d’étude.

Conclusion

Les résultats obtenus dans ce tra-
vail offrent un éclairage inédit sur les
mécanismes moléculaires du syndrome
néphrotique idiopathique a rechutes.
Cet aspect de régulation négative de la
signalisation podocytaire n’avait jamais
été abordé jusqu’a maintenant. Ce tra-
vail ouvre donc un champ d’investiga-
tions passionnant sur le réle des molé-
cules inhibitrices dans les dysfonctions
podocytaires. Linhibition de c-mip in
vivo par ARN interférence empéche le
développement de la protéinurie, ce
qui permet d’envisager des stratégies
thérapeutiques chez ’lhomme. Beau-
coup reste a faire compte tenu des
multiples interactions de c-mip avec
des protéines-clés de la signalisation,
et il serait notamment important d’ex-
plorer le role de c-mip dans le systéme
immunitaire. ¢

Nephrotic syndrome: c-mip is a key
player in podocyte dysfunctions
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