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Le systeme du complement
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Le systeme du complement
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Le systeme du complement
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Le systeme du complement

Voie classique

Complexes
immuns

Cir
Clinh
& ° ~ TN
convertase
classique
FI, C4BP, CD35, i
CD46 et CD55
C4bC2b -,

C5 convertase
classique

Voie alterne

Voie des lectines

Mannose Hydrolyse
lHH ca* o spontanée
.\/._ MASP convertase . .

alterne |-|20)
— ‘ — HBEou (Pluide)
ficolines
/-\ c3 Ba
. o convertase C3H,08b
It
alterne C3a
.Ba FH, FI, CD35,

| cD46 et CD55

Amplification
C3a b

C5 convertase
alterne

cé, C7, b CD59, VN
O ca and C9 et CLU

C5a

C5b-9 (CAM)
s 5

Adaptée de Merle, Front Immunol, 2015, Rickling, Nat Rev Drug Discov, 2019, F. Poppelaars, Molecular Immunology, 2020

4

Régulateurs



La glomérulopathie a depots de C3 : un prototype de néphropathie
complément médiée

Maladie rénale rare : incidence 1 a 2 cas/million d’hab/an

Définition histologique = dépdts prédominants de C3 dans les glomérules
+ Inflammation intra-glomérulaire = glomérulonéphrite
+/- dans Uinterstitium

Présentation clinique et histologique hétérogene.
/59 g Stigmates d’activation du complément : ¥C3: 40 a 60 % , *sC5b-9: 50%.
. 0 Pas de traitement efficace

a»

[
@\/ Mauvais pronostic rénal : 50% d’insuffisance rénale terminale apres 10 ans.
0

Chauvet Kl 2022
Pickering KI 2013
Smith Nat Review 2019



Mécanismes de lUactivation du complément au cours de la GC3
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latropoulos Mol Immunol 2016, Marinozzi KI 2017, Chauvet, Blood, 2017, Chauvet Front Immunol 2018, Chauvet JASN 2016,
Merinero Blood 2021, de Jong Hum Mol Genet 2020, Meuleman CJASN 2023, Meuleman NDT 2024



Mécanismes de lUactivation du complément au cours de la GC3

Anomalies &
achIses +C3 convertase
50-80% (Hzoé )
FD @Bb »K
C3-NeF =@ coomorize i
@ Stabilisation F——— CD46 and CDSS
C3a
Anti-FH ; N ﬂ
C5-NeF Gammapathies ca °- caa O
Anti-C3b 0 B _ C5 convertase
Anti-FB 60-80% >50 ans alterne

%“‘9) Stabilisation

Activation excessive () Band o =

des convertases - \9 t 3
! ! C5b9 (CAM)

‘1 r’ Fragments de clivage de

C3b dans les glomérules Inflammation intra-rénale

Anomalies
génétiques
10-20%

CFH ++
CFl++
C3

Activation excessive
des convertases



Facteurs pronostiques au cours de la GC3

. 7 . 7 . 7 L‘ "
Facteurs indépendamment associes au pronostic rénal — o
| | N———

\ﬁl‘]‘ Age
‘”’ Fonction rénale

Croissants

Protéinurie Chronicité histologique

Bomback Kidney Int 2018 >> Pas de facteur pronostique spécifique
latropoulos Mol Immunol 2016
Medjeral-Thomas CJASN 2014
Servais Kidney Int 2012

Wong CJASN 2021

Ravindran Mayo Clin Proc 2018




Profil d’activation des convertases et pronostic dans la GC3
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Hypothese
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Objectifs

(@’) Identifier des facteurs phénotypiques et pronostiques
de la glomérulopathie a dépots de C3

Identification de nouveaux biomarqueurs d’activation du complement
Etude de la réponse immune intra rénale en lien avec Uactivation du complément



Cohorte de travail
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Heterogénéité du profil d’activation systemique du complément @
au cours de la GC3

ELISA multiplex

C5b9 (CAM)

Meuleman, Clinica Chimica Acta, 2024



Heterogénéité du profil d’activation systemique du complément @
au cours de la GC3

ELISA multiplex
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Heterogénéité du profil d’activation systemique du complément @

‘au cours de la GC3
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Heterogénéité du profil d’activation systemique du complément @
au cours de la GC3

ELISA multiplex
N= 41 contrbles sains,
N= 89 GC3 (32 pour les fragments)
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Heterogénéité du profil d’activation systemique du complément

‘au cours de la GC3
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Heterogénéité du profil d’activation systemique du complément @
au cours de la GC3

ELISA multiplex
N= 41 contrbles sains,
N= 89 GC3 (32 pour les fragments)
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Heterogénéité du profil d’activation systemique du complément @
au cours de la GC3

ELISA multiplex
N= 41 contrbles sains,
N= 89 GC3 (32 pour les fragments)
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Heterogénéité du profil d’activation systemique du complément
au cours de la GC3

©

Analyse en cluster non supervisée du profile de biomarqueurs
l du complément chez N=61 GC3
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Etude de U'activation de la voie finale commune du complément
dans les reins de GC3

Immunohistochimie

Exemples de dépots glomérulaires de C5b-9 dans Exemples de dépoéts interstitiels de C5b-9 dans des
des biopsies de GC3 biopsies de GC3

{

Controle

Controle



Mise au point d’une gradation semi-quantitative des depots intra-rénaux de
C5b-9 : mésangium
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Mise au point d’une gradation semi-quantitative des depots intra-rénaux de
C5b-9 : paroi capillaire glomérulaire
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Mise au point d’une gradation semi-quantitative des depots intra-rénaux de
C5b-9 : score glomérulaire
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Mise au point d’une gradation semi-quantitative des depots intra-rénaux de
C5b-9 : membrane basale tubulaire
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tubulaire <50% des sections tubulaires Grade 1
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Activation de la voie finale commune du complément dans la majorité des
reins de GC3

Dépots significatifs de C5b-9 : 79/89 (89%)

Immunohistochimie
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’activation systémique et intra-rénale du complément sont liees

Niveaux de C3 et sC5b-9 plasmatiques selon Uimportance des dépots
glomérulaires de C5b-9 (N=89)
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Il existe une sur-expression intra-rénale de genes immuns
au cours de la GC3

Extraction d’ARN a partir de
biopsies rénales totales,

: analyse transcriptomique,

) T Nanostring nCounter

Genes différentiellement exprimés dans les biopsies rénales de GC3
(N=28) vs les contrdles (maladies des membranes basales fines, N=8)
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Heterogénéité du profil d’expression des genes de Uimmunité
au sein des GC3

Analyse en cluster non supervisée de la signature transcriptomique
des GC3 (N=28) et controles (N=8)
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Déconvolution de la composition de Uinfiltrat immun dans les reins de GC3

B cells MCP score

Neutrophils MCP score

Déconvolution des données de transcriptomique par score MCP Counter
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Composition de Uinfiltrat immun dans les compartiments glomérulaires et

Interstitiels

Glomérules

Interstitium
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Les glomérules sont principalement infiltrés par des neutrophiles et des

macrophages

Glomérules

MUM1 CD34

@

Densité des populations immunes dans les
glomérules de N=47 biopsies de GC3

Médiane (Q71-Q3)
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Les interstitia sont principalement infiltrés par des macrophages, des

lymphocytes T et B @

N Densité des populations immunes dans les
Interstitium interstitia de N=47 biopsies de GC3

Médiane (Q71-Q3)

MUM1 CD34 . .
CD66b ¢ :: 15 JER 3(3-13)
] . o 65 (43-171)
. 67(24-142)
CD20 1 . .« . 43(10-103)
MUM1 !—*—o-—‘.. e & oo 1(0-5)

T T T T T T T T T T T T
0 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024

Densité cellulaire (cellules/mm?2)



/_\

Chemokines? ,
Ligands de surface ?

Régulation de l'activation du
complément? T

Chemokines?
Ligands de surface ?
Régulation de l'activation du
complément?




Expression de C5aR1 par les populations immunes

80% des CD66b+ expriment C5aR1 20% des CD68+ expriment C5aR1



Différents profils d’infiltrats inflammatoires interstitiels et glomérulaires @
au sein des GC3

Regroupement non supervisé de biopsies rénales sur Regroupement non supervisé de biopsies rénales sur
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Il n’existe pas d’association entre les infiltrats glomérulaire et interstitiel @

Clusters
interstitiels
CD66b+ CD66b+ CD66b+ CD66b+
C|USteI’S Elevé Faible Elevé Faible

glomérulaires

42% 58% 29% 71%

Nombre de biopsies rénales



Le recrutement glomeérulaire de neutrophiles est associé a une activation

systémique plus importante du complément @

Dosages des protéines et fragments de clivage du complément dans les groupes
Glomeérules CD66b Elevé (N=17*) vs Faible (N=30*) et contréles sains (N=41)
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Le recrutement glomeérulaire de neutrophiles est associé a une activation
locale plus importante du complément @

Répartition du C5b-9 glomérulaire dans les groupes
Glomérules CD66b Elevé (N=17) vs Faible (N=30)

p<0.01
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C5b-9 glomérulaire
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La présence d’un infiltrat immun interstitiel ne semble pas liée a
systémique du complément

’activation

Dosages des protéines et fragments de clivage du complément dans les groupes
Interstitiel Immun Fort (N=26%*) vs Faible (N=21%)
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La présence d’un infiltrat immun interstitiel ne semble pas liée a l’activation

locale du complément

Répartition du C5b-9 glomérulaire dans les groupes
Interstitiel Immun Fort (N=26) vs Faible (N=21)

p=0.21
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1 Compartimentalisation du recrutement immun intra-rénal au cours de la GC3

Recrutement majoritaire de macrophages et neutrophiles dans les glomérules Samunl>> Recrutement majoritaire de macrophages, lymhocytes B et T dans l'interstitium
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activation intense de la VA et VFC du complément 5
Amplification locale glomérulaire de ‘csb—<A ‘csb.q :
l'activation du complément en cas de e. | z
recrutement neutrophilique? Q E

.....



Analyse transcriptomique spatiale des glomérules et interstitia @

Transcriptomique
spatiale, GeoMx
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rénales couplées a des chaines puis clivage UV des chaines oligo-nucléotidiques oligo-nucléotidiques dans d’expression des genes

oligonucléotidiques UV sensibles chaque aire d’intérét. dans chaque aire



Linfiltrat glomérulaire neutrophilique est associé a une signature suggerant
un phénotype mésangial modifié
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Linfiltrat glomérulaire neutrophilique est associé a une signature suggerant
un phénotype mésangial modifié @

Transcriptomique

Genes différentiellement exprimés dans les glomérules des groupes .
spatiale, GeoMx

CD66b Fort (N=6) vs CD66b Faible (N=6)
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Linfiltrat inflammatoire interstitiel est associé a une up régulation d’acteurs

pro-inflammatoires et pro-fibrotiques

-log10(p value)

Genes différentiellement exprimés dans les interstitia des groupes
Immmun Fort (N=5) vs Faible (N=7)
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Linfiltrat inflammatoire interstitiel est associé a une up régulation d’acteurs
pro-inflammatoires et pro-fibrotiques

-log10(p value)

Genes différentiellement exprimés dans les interstitia des groupes
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Linfiltrat inflammatoire interstitiel est associé a une up régulation d’acteurs
pro-inflammatoires et pro-fibrotiques

-log10(p value)
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Linfiltrat inflammatoire interstitiel est associé a une up régulation d’acteurs
pro-inflammatoires et pro-fibrotiques

-log10(p value)

Genes différentiellement exprimés dans les interstitia des groupes
Immmun Fort (N=5) vs Faible (N=7)
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Impact de lactivation intra-rénale de la VFC sur les lesions glomerulaires :
hypercellularité endocapillaire @

oz - Relecture histologique, lames
Hypercellularité endocapillaire de microscopie optique
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Impact de lactivation intra-rénale de la VFC sur les lesions glomerulaires :
hypercellularité mésangiale @

Relecture histologique, lames

de microscopie optique Hypercellularité mésangiale

selon le C5b-9 glomérulaire (N=89)
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Impact de lactivation intra-rénale de la VFC sur les lesions glomerulaires :
glomérulosclérose @

Relecture histologique, lames
de microscopie optique

Glomérulosclérose
selon le C5b-9 glomérulaire (N=89)
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Impact de Uinfiltrat immun glomeérulaire sur la presentation clinique & le

pronostic

@

Présentation clinique, rémission sous traitement et survie rénale dans les groupes glomérulaire CD66b Elevé (N=17) vs CD66b Faible (N=30)
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Rémission compléte : DFGe >90 ml/min/1,73 m2 ou stabilisation (£10%) et protéinurie <0.5 g/24 h.
Rémission partielle : baisse de la protéinurie >50% (et protéinurie <3 g/g chez patients avec un
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Impact de Uinfiltrat immun interstitiel sur la présentation clinique & le

pronostic @

Présentation clinique, rémission sous traitement et survie rénale dans les groupes intertitia Immun Fort (N=26) vs Immun Faible (N=21)
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1 Compartimentalisation du recrutement immun intra-rénal au cours de la GC3
o . )

00C s

2 Lien entre recrutement glomérulaire de
" neutrophiles et activation intense de la VA et
VFC du complément

3 Modifications phénotypiques des cellules résidentes rénales vers un phénotype profibrotique

4 Impact de l'infiltrat immun sur le phénotype néphrologique

Infiltrat glomérulaire a neutrophiles associé a une pathologie plus active au Infiltrat immun interstitiel associé a une pathologie plus chronique au plan
plan néphrologique et plus de rémission clinique sous traitement néphrologique et a une moins bon pronostic rénal



Discussion & Perspectives

Restent a déterminer Intérét des biomarqueurs plasmatiques et tissulaires en pratique clinique?

Signification spatiale et temporelle du C5b-9 tissulaire ?

Impact sur la prise en charge thérapeutique (inhibiteurs du complément?)
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