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Introduction

Ma these porte sur le role du systéeme du complément dans la néphropathie a dépots
mésangiaux d’IgA (IgAN). Dans ce travail, nous nous sommes plus particulierement intéressés a I'étude
des facteurs génétiques portant sur les principaux genes de la voie alterne du complément et leur
impact sur la susceptibilité, la progression et/ou le phénotype clinique de patients porteurs d’une IgAN
issus d’une cohorte frangaise. Nous avons étudié plus spécifiquement I'impact des variants génétiques
portant sur le géne du facteur H (CFH) identifiés chez ces patients en combinant une approche

fonctionnelle a notre étude.

L'implication du systeme du complément dans la pathogénése de I'lgAN suscite un intérét
grandissant, avec un role de plus en plus reconnu de I'activation de la voie alterne et de la voie des

lectines du complément (1-7).

Cette these a été motivée par plusieurs observations. Tout d’abord, par I'identification par des
études d’association pangénomiques de grande échelle (8-10), de facteurs de susceptibilité génétique
vis-a-vis du risque de développement d’une IgAN portant sur les génes de régulation du complément,
tout particulierement le locus du gene du FH (CFH) et de ses protéines associées (CFHR1-5). Ensuite,
par la mise en évidence d’autres variants rares du CFH et/ou des CFHR1-5 chez des patients porteurs
d’une IgAN (cohortes asiatiques essentiellement)(11-17). Enfin, par des données plus récentes
suggérant un déséquilibre de la balance entre ces protéines, appelée « balance CFH/CFHR », altérant
la capacité du FH a réguler efficacement le complément a la surface des tissus comme facteur de

sévérité ou de progression de I'lgAN (15-19).
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Mon travail de these avait pour objectifs : i) d’étudier la capacité d’activation du complément
a la surface cellulaire endothéliale par le sérum de patients porteurs d’'une IgAN dans un modéle ex
vivo ; ii) de rechercher des facteurs génétiques de susceptibilité modulant les capacités de régulation

du complément et d’étudier leur impact en clinique.

Dans la premiére partie, je présenterai le systeme du complément, ses fonctions
physiologiques, ses différentes voies d’activation et ses principaux régulateurs. Puis, je m’intéresserai
al'implication du complément — et notamment de la génétique du complément — en pathologie. Enfin,
j’aborderai la néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA et les éléments en faveur d’un réle du systéme
du complément dans cette glomérulopathie, ayant conduit a ce jour a la mise en place d’essais
thérapeutiques testant les molécules ciblant le complément dans cette indication. Dans la derniere

partie, je présenterai nos hypotheses de travail et discuterai les principaux résultats obtenus.
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| — Le systéme du complément

1. Introduction générale

Le systeme du complément est un systeme effecteur ancien et conservé au cours de
I’évolution, composé de plus de 50 protéines circulantes ou membranaires (20-24). Ce systéme,
initialement décrit comme un composant thermolabile du sérum, tient son nom de sa capacité a
« complémenter » I'action des immunoglobulines pour la lyse bactérienne (25). Il est désormais établi
gue le complément constitue un composant essentiel du systeme immunitaire jouant un réle crucial
dans l'immunité innée et la défense contre les agents pathogénes (20,21,24), dans I'homéostasie
tissulaire ou encore dans l'interface entre I'immunité innée et adaptative (20,26). Ce systeme
s’organise dans une cascade enzymatique complexe de serine-protéases jouant un réle de sentinelle,
notamment dans la circulation sanguine. En présence d’une surface activatrice (p.ex. débris cellulaires,
paroi bactérienne), ce systeme puissant est capable de s’amplifier en quelques minutes (27). Par
conséquent, I'activation du systeme du complément est finement régulée pour permettre le maintien
des fonctions d’opsonisation des pathogenes tout en évitant une activation inappropriée, pouvant

engendrer une inflammation et des Iésions tissulaires (22).

Ainsi, une régulation imparfaite du systéme complément peut étre délétere et contribuer au
développement de pathologies, comme des infections (22,23), des pathologies auto-immunes (22,28)
une inflammation chronique (24,29), une microangiopathie thrombotique (MAT) (28,30,31) ou encore,

de cancers (32) (Figure 1).

Le systéme du complément suscite un intérét grandissant de la part des cliniciens, compte-
tenu du nombre croissant de molécules ciblant différents niveaux de la cascade d’activation

actuellement en cours d’essais thérapeutiques dans de plus en plus d’indications (28,29,33). Une
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bonne compréhension des mécanismes d’activation du complément, de son implication en pathologie

et des effets escomptés de sa modulation thérapeutique devient alors primordiale.
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Figure 1. Spectre des principales pathologies médiées par le complément

Vue d’ensemble des principales pathologies dans lesquelles le systeme du complément est impliqué (défaut ou
exces d’activation). Les codes couleur correspondent au niveau d’importance du systeme du complément dans
la pathogénése. Les pathologies dans lesquelles le systéme du complément joue un réle central sont
représentées en rouge. Les pathologies dans lesquelles a été démontré une contribution du complément dans
la pathogénese figurent en . Les autres pathologies dans lesquelles le complément joue un réle plus
accessoire sont représentées en gris. Schéma issu de Meuleman MS, Duval A, et al. Front immunol. 2022.
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2. Role physiologique

Les roles physiologiques du systeme du complément sont multiples et s’étendent bien au-dela
de la lyse bactérienne, premierement décrite (25). Physiologiquement, le complément participe a la
défense contre les agents pathogenes, en stimulant la réponse inflammatoire tout en participant a leur
opsonisation et a leur destruction directe par des mécanismes de lyse cellulaire (20,24). Au-dela de
son role dans la lutte anti-infectieuse, le systéme du complément contribue a ’lhoméostasie, en aidant
notamment a I'élimination des débris cellulaires et des corps apoptotiques (34). Le systeme du
complément est composé de protéines plasmatiques produites essentiellement par le foie et d’'un
ensemble de protéines membranaires exprimées a la surface des cellules. Le complément agit dans le

plasma, dans les tissus et également en intracellulaire (35,36).

La fonction d’opsonisation constitue I'un des réles essentiels du systeme du complément.
L'objectif étant « d’étiqueter » les surfaces cellulaires, les agents pathogenes, les complexes immuns
ou d’autres surfaces activatrices afin de stimuler la réponse inflammatoire, I'élimination et la
destruction des corps opsonisés. Ces fonctions effectrices du complément, distinguant les agents
pathogénes ou les cellules endommagées des cellules saines du « soi », sont permises par I'équilibre
subtil entre les molécules activatrices du complément et la présence de régulateurs du complément
sur ces surfaces (37). Ces fonctions d’opsonisation sont en lien avec différents procédés. Le premier
est permis par I'activation permanente et a bas bruit de la voie alterne du complément via I'activation
spontanée de la molécule C3. Le C3 est une protéine centrale du systeme du complément, circulant a
une concentration d’environ 1g/L dans le sérum (27). Une petite fraction de cette protéine s’hydrolyse
spontanément dans la circulation — « C3 tick over » ou C3(H,0) — libérant un pont thioester « labile »
conférant au C3(H,0) une structure proche de la molécule C3b, fragment d’activation du C3 (38).
L’activation a bas bruit de la voie alterne avec la génération de C3 convertases « de phase fluide » va
conduire a la libération de petites quantités de C3b. Ce C3b, de demi-vie tres courte (estimée a environ

60 us)(20), peut ensuite se lier de fagcon covalente aux groupements hydroxyles d’une surface située a
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proximité immédiate de son lieu de génération. Le second procédé dépend de signaux ou de motifs
présents a la surface des pathogenes ou des cellules endommagées (PAMPs ou DAMPs),
spécifiguement reconnus par des molécules solubles aux fonctions de pattern recognition molécule
(PRM) (C1q pour la voie classique ; Mannose-Binding Lectin, MBL, ficolin ou collectin pour la voie des

lectines).

Le C3b lié a la surface des cellules du soi (p.ex. cellules endothéliales) est rapidement éliminé
par les régulateurs membranaires ou circulants participant a sa dégradation en fragments inactifs
(iC3b, C3dg). Ce mécanisme participe notamment a la clairance des corps apoptotiques ou des débris
cellulaires par phagocytose (39,40). La clairance des complexes immuns est favorisée par la fixation du
C3b a la surface des immunoglobulines interagissant avec le Complement Receptor 1 (CR1 ou CD35)
exprimé a la surface des érythrocytes (41), permettant ensuite leur transport vers le foie ou la rate et

leur clairance (42).

L'activation de la cascade du complément ne prend pleinement lieu qu’en présence d’une
surface pathogéne ou d’une « surface activatrice » dépourvue de régulateurs. Dans ce contexte, le C3b
lié forme a son tour un nouveau complexe enzymatique appelé « convertase » qui a la capacité de
cliver d’autres molécules de C3 et d’amplifier I'activation du complément (C3 convertases). De plus,
I'activité des convertases induit une inflammation locale et I’attraction de cellules immunitaires par la
libération d’anaphylatoxines (27,43). Au final, la formation de nouvelles convertases (C5 convertases)
permet I'engagement de la voie terminale du complément aboutissant a la lyse et a la destruction du

pathogéene. Ces phénomenes contribuent a I'activation de la réponse immunitaire adaptative (26).

Il existe donc des surfaces « activatrices « (p.ex. bactéries) et des surfaces protégées vis-a-vis
de lI'attaque du complément (p.ex. cellules du soi). Ces différences observées entre les surfaces
dépendent majoritairement de la présence de régulateurs membranaires ou de leur capacité a recruter
les régulateurs circulants du complément (21). Ceci souligne I'importance centrale des régulateurs du

complément dans I'équilibre entre la physiologie et la pathologie.
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Les interactions entre le systéme du complément et I'immunité adaptative sont nombreuses.
Les cellules dendritiques ainsi que les lymphocytes T et B expriment des récepteurs aux fragments
d’activation du complément (p.ex. récepteur au C3b, CR2)(44). Le complément participe aux processus
de présentation antigénique, a I'activation et a la polarisation de la réponse immunitaire ainsi qu’au
métabolisme des lymphocytes T et B (20,45—-48). Une sécrétion auto- ou paracrine de protéines du
complément par les cellules immunitaires participerait a ces mécanismes. Le complément

intracellulaire serait également essentiel au maintien du tonus lymphocytaire.

Enfin, le systéeme du complément est étroitement lié a d’autres processus et voies
métaboliques comme la cascade de coagulation (49-52), I'inflammation (53) ou le métabolisme
glucidique et lipidique (35). La découverte plus récente d’un réle du complément en intracellulaire
(35,54) et de fonctions « non-canoniques », non dépendantes de la cascade d’activation, ont ouvert la

perspective de fonctions du complément encore plus vastes, aujourd’hui méconnues.

3. Cascade d’activation

3.1. Voies initiatrices

Les principales protéines de la cascade du complément sont nommeées en fonction de leur
ordre de découverte : les protéines de la cascade d’activation initialement décrites de la voie
classique sont numérotées de C1 a C9 et les composants de la voie alterne sont nommeés par des
lettres. L'ajout d’une lettre « b » ou « a » aux composants du complément (p.ex. C2, C3, C4 et C5)
indique les fragments d’activation de grande et de petite taille, respectivement. Dans cette thése,

nous adopterons la nouvelle nomenclature pour nommer les protéines de la cascade (55).
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Figure 2. Cascade d’activation du complément

La voie classique du complément est initiée par la liaison de la protéine C1g a un complexe immun (constitué d’IgG, IgM) a
la surface d'un pathogene ou d'une cellule. Cela permet la formation d'un complexe a I’activité de sérine protéase (Clq,r,s)
qui a son tour clive C4 et C2. C4b et C2b s'assembleront pour former une C3 convertase classique (C4b2b). La voie des lectines
est initiée par la reconnaissance de résidus mannose a la surface d'une cellule par le complexe MASP/MBL ou ficolin. La voie
alterne du complément est activée en permanence a bas bruit par I'hydrolyse spontanée du C3, générant une faible quantité
de C3b (ou C3H,0) prét a se lier de maniére covalente sur une surface. La liaison du facteur B (FB) a C3b forme une C3 pro-
convertase (C3bB). L'activation ultérieure de FB lié au C3b en Bb par le facteur D (FD) forme une C3 convertase alterne
(C3bBb). Les C3 convertases peuvent alors cliver de nouvelles molécules de C3 en leur forme active C3b. L'enrichissement en
dépots de C3b a proximité des C3 convertases permet la formation de C5 convertases capables de cliver le C5 en C5b et C5a.
L'assemblage de C5b avec les composants terminaux (C6-C9) formera un complexe d'attaque membranaire (MAC ou C5b-9)
sur la membrane. Pour éviter son auto-amplification, la cascade est étroitement régulée par des régulateurs présents dans
le plasma et membranaires (représentés en marron). Abréviations : FB : facteur B ; FD : facteur D ; FH : facteur H ; FI : facteur
| ; FP : properdine ; C5aR : récepteur du C5a ; MAC, complexe d'attaque membranaire (ou C5b-9) ; MASP : sérine protéase
associée a MBL; MBL : mannose-binding lectin. Schéma adapté de Duval A., Frémeaux-Bacchi V. Am J. Hematol. 2023.
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La plupart des composants circulants du complément est produite majoritairement par le
foie, a I'exception de certaines protéines telles que le facteur D (FD) et le Clg, qui sont
principalement synthétisées par les adipocytes et les monocytes (56,57). La plupart des composants
peut étre directement synthétisée par les cellules rénales (58). L’activation du systeme du
complément s’organise dans une cascade enzymatique de sérines-protéases, activant de facon

séquentielle les différentes protéines circulant sous forme de zymogénes (forme inactive) (Figure 2).

Trois voies initient 'activation du complément : la voie classique (VC), la voie des lectines (VL)
et la voie alterne (VA). La cascade du complément est initiée par des changements conformationnels
des pattern recognition molecules (PRM) suite a la reconnaissance de signaux de danger (PAMPs ou

DAMPs) (VC, VL), ou spontanément (VA) .

La voie classique (VC) est activée par la liaison de C1lg aux complexes immuns, composés
d’'immunoglobulines G ou M (IgG ou IgM) liées a leur antigéne et organisées en cluster. La fixation
labile du C1q aux complexes immuns permet la fixation des sérines protéases Cl1r et Cl1s, formant ainsi
le complexe Clq,r,s. Le Clr et le Cls s’activent apres leur liaison au Clqg. Le Cls devient capable de
cliver et d’activer le C2 en C2b et C2a ainsi que le C4 en C4b et Cda. Le C4b exprime alors un pont
thioester lui conférant la capacité de se lier de facon covalente a une surface proche du complexe
Clq,r,s. La liaison ultérieure du C2b généré au C4b forme un complexe enzymatique a I'activité de
sérine-protéase appelée convertase. L'initiation de la VC conduit a la formation d’'une C3 convertase
« classique », C4b2b (anciennement appelée C4b2a) (55). Cette C3 convertase est alors capable de

cliver et d’activer la molécule C3 du complément en ses fragments actifs : C3b et C3a.

L'activation de la voie des lectines (VL) présente des similitudes avec I'activation de la voie
classique. La VL est déclenchée par la reconnaissance de patterns de glycosylation (p.ex. résidus
mannoses) notamment présents a la surface des bactéries par MBL. Les MBL fixés a la surface
s’organisent ensuite en complexes avec les MBL sérine-protéases (MASP)-1 et MASP-2. L’activation

séquentielle de MASP-2 lui confére la capacité de cliver et d’activer le C4 et le C2, engendrant la
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formation de C3 convertases classiques (C4b2b). MASP-1 serait capable de cliver le C2 uniquement,
amplifiant alors — modestement — I'activation locale du complément. D’autres lectines, en particulier
les ficolines (L-ficolin, M-ficolin et H-ficolin) ainsi que les collectines (CL-10 et CL-11) (59), sont aussi
capables d’activer la VL du complément par la reconnaissance d’autres patterns de glycation exprimés

en surface tels que les résidus les N-acétylgalactosamine (GalNac) ou les résidus fucose (59).

La voie alterne (VA), continuellement activée, initie le clivage de la molécule de C3 en C3b qui
se lie ensuite aux surfaces par la libération d’un pont thioester (TED). Le facteur B (FB) est une sérine
protéase de 93 kDa présente dans la circulation. Celui-ci peut se lier au C3b lié en surface et former
une proconvertase (C3bB). L’oscillation du FB sur le C3b et son basculement en position « ouverte » va
permettre le positionnement du facteur D (FD) pour son clivage en Bb (Figure 3). Le clivage du FB en
Bb libére son activité de sérine protéase, formant ainsi une C3 convertase active C3bBb. Cette C3bBb
clive ensuite le C3 en ses fragments actifs, le C3b et le C3a. Le C3b généré se lie ensuite de facon
covalente a une surface présente aux environs immédiats, offrant la possibilité de formation de
nouvelles C3 convertases (C3bBb). La properdine (ou facteur P, FP) constitue un régulateur positif de
la voie alterne du complément. La properdine joue un réle de stabilisatrice de la convertase C3bBb,
augmentant sa demi-vie (60). Un réle éventuel de la properdine comme initiatrice de I’activation de la

VA en agissant comme PRM est controversé (61,61,62).

C3b factor B “closed” “open” inactive activated FD on  active convertase
z & C3bB C3bB factor D “open” C3bB C3bBb

Figure 3. Formation d'une C3 convertase alterne (C3bBb) sur la surface cellulaire

Schéma de Piet Gros. http://www.crystal.chem.uu.nl
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3.2. Amplification et engagement de la voie terminale

L'activation de I'une des trois voies du systeme du complément conduit a la formation de C3
convertases (C3bBb ou C4b2a) dont I'activité génére de nombreux dépots de C3b. Ces dépots de C3b
peuvent étre soit i) inactivés et dégradés par les régulateurs membranaires ou le recrutement de
régulateurs circulants (inactivation protéolytique du C3b en iC3b par le Facteur | (Fl) et ses cofacteurs),
soit ii) amplifiés, par le recrutement du FB puis FD permettant formation de nouvelles C3 convertases
(C3bBb). Ceci forme la « boucle d’amplification » de la voie alterne du complément. La voie alterne est

par conséquent capable d’amplifier I'activation du complément quelle que soit la voie initiatrice.

L’enrichissement en dépots de C3b a proximité étroite d’'une C3 convertase, modifie la
conformation du complexe enzymatique, devenant alors une C5 convertase (C3bBbC3b ou C4b2bC3b),
capable de cliver et d’activer le C5 en C5a et C5b. Ceci engage la voie terminale (VT) commune du
complément : le C5b généré s’assemble avec les composants terminaux (C6, C7, C8), puis d’insere a
travers les phospholipides membranaires. L'addition de multiples molécules de C9 aboutit a la
formation d’un pore appelé complexe d’attague membranaire (MAC, ou C5b-9). La formation d’un
MAC sur une surface non protégée, comme les bactéries gram-négatives (p.ex. Neisseria species)(63)
induit leur destruction par lyse cellulaire. La formation d’'un MAC sur une cellule nuclée (p.ex. cellules
endothéliales) n’a pas de conséquences lytiques mais peut cependant engendrer des dommages
irréversibles en induisant un flux calcique initiant des voies de signalisations intracellulaires, modifiant
le phénotype cellulaire (activation, libération de cytokines pro-inflammatoires, prolifération) et

pouvant aboutir a I'induction d’une apoptose (64).

En plus de la formation du MAC et de la fonction d'opsonisation, I'activité des C3/C5
convertases génere des fragments d’activation du C3 et du C5, les anaphylatoxines C3a et C5a, qui
stimulent l'inflammation sur le site d'activation du complément par le recrutement de cellules

immunitaires exprimant leurs récepteurs (65-68).
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4. Principaux régulateurs

Pour maintenir les fonctions d'opsonisation tout en évitant des dommages tissulaires par
I’engagement inapproprié de la VT du complément, le systeme du complément est étroitement régulé
par des protéines solubles ou membranaires telles que le facteur H (FH), le facteur I (Fl), la C4-binding
protein (C4BP), MCP (membrane cofactor protein, ou CD46), CR1 (complement regulator 1, ou CD35),
CD55 (ou decay-accelerating factor, DAF), CD59, la clusterine, et la vitronectine (Figure 4). Ces
protéines contrélent I'activation du complément dans la circulation, sur les surfaces cellulaires et non-
cellulaires (p.ex. membranes basales). Dans cette section, nous nous focaliserons sur les régulateurs

du complément importants pour la suite de notre étude, en particulier : le FH et les FHRs, le Fl et MCP.

F8 O o
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FH cD55 - o ZFl
L . P CD35 [ . =7 (i
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Figure 4. Principaux régulateurs du complément

(A) La fixation du FH sur le C3b prévient la formation de C3 convertases C3bBb en par compétition avec le FB. (B)
La dissociation des C3 convertases classiques est accélérée par le DAF, le CR1 et le C4BP. La dissociation des C3
convertases alternes est accélérée par le DAF, le FH et le CR1. (C) L’inactivation protéolytique du C3b en iC3b par
le FI et ses cofacteurs prévient la formation de nouvelles convertases. Les cofacteurs du Fl sont : MCP, CR1, FH.
MCP et C4BP participent a I'inactivation du C4b en iC4b par le Fl. (D) L'assemblage du C5b-9 peut étre inhibé par
le CD59 ou éliminé de la surface cellulaire par la vitronectine et la clusterine. (E) L'expression des différents
régulateurs membranaires du complément varie selon les types cellulaires. Les érythrocytes n’expriment pas le
MCP, les rendant particulierement susceptibles a I'activation du complément. Abréviations : C4BP : C4 binding
protein, CR1 : complement recepteur 1 ; DAF : decay-accelerating factor ou CD55 ; FB : facteur B ; FH : facteur H
; FI : facteur | ; MAC : complexe d'attaque membranaire (C5b-9). Schéma issu de Duval A, et al. AJH 2023.
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Figure 5. Locus RCA (complement regulatory activity)

Plusieurs protéines régulatrices du complément sont codées par le locus « RCA » (complement regulatory
activity), situé en 1g31-1g32. Ce locus comprend notamment les génes codant pour le FH et ses protéines
associées (FHR1-5), C4BP, DAF (ou CD55), CR1 et MCP. Schéma adapté a partir de Garcia-Fernandes, et al.
Method in Molecular biology, 2021.

3.1. Le facteur H, principal régulateur de la voie alterne du complément

Le facteur H (FH) est le principal régulateur de la voie alterne du complément. Son géne (CFH)
est situé au sein du bras long du chromosome 1 (1g32), dans le locus RCA (complement regulatory
activity) (Figure 5). 1l s’agit d’une protéine de 155 kDa (1231 acides aminés, incluant le peptide signal),
circulant dans le plasma a une concentration d’environ 200-500 pg/mL. Sa structure se compose de 20
domaines répétitifs appelés Short Consensus Repeats (SCR) ou Complement Control Protein (CCP)

composés chacun d’environ 60 acides aminés.

Le FH est un puissant régulateur du systéme du complément agissant dans la circulation
(« phase fluide ») et également sur les surfaces du soi (69), en se liant aux glycosaminoglycanes (GAG)
(p.ex. les acides sialiques) membranaires (70). L'activité régulatrice du FH est permise par trois
principales fonctions. Le FH i) prévient la formation de la C3 convertase alterne (C3bBb) par
compétition avec la fixation du FB au C3b, ii) accélére la dissociation de la C3 convertase alterne
(C3bBb) formée a la surface et iii) agit comme cofacteur du Fl pour l'inactivation du C3b en iC3b sur la

surface cellulaire.
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Figure 6. Interaction du FH avec les glycosaminoglycanes membranaires

Illustration de I’hypothése actuelle du positionnement et de I'interaction du FH avec les domaines riches en
sulfates des glycosaminoglycanes (GAG) membranaires. Le FH est représenté en vert et le C3 en gris. Les zones
d’interaction entre le C3b et les SCR 1-4 du FH sont mises en valeur en bleu. Le FH se fixe au C3 par ses SCR 1-4
(C3b, partie C3c) et ses SCR 19-20 (C3b/C3d). Des sites d’interaction membranaires (Glycosaminoglycanes,
héparanes sulfates) supplémentaires sont présents au niveau des domaines centraux SCR 6-8
(verte/jaune/rouge). Schéma adapté a partir du modéle proposé par Prosser, et al. J exp Med, 2007.
Actuellement, le modeéle proposé pour la régulation du C3b par le FH consiste en une fixation
simultanée d’une molécule de C3b par les SCR1-4 et les SCR19-20 (Figure 6) (69,71). Le positionnement
des SCR1-4 du FH sur le C3b interfére avec la fixation du FB et facilite le positionnement du Fl pour
I'inactivation du C3b. Les domaines du FH situés en zone centrale (SCR5-18) auraient un réle de
maintien structurel, formant une boucle permettant le positionnement adéquat du FH sur le C3b. Ceci
serait permis notamment par la formation d’un angle au niveau du SCR 13 et la présence de potentiels

sites additionnels d’ancrage aux GAG ou héparanes sulfates membranaires au niveau des SCR7 et

SCR10-13 (69,71-74). L'interaction des SCR6-10 du FH avec le C3b (partie C3c) a été rapportée dans
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des études in vitro (75,76). Ce site additionnel de fixation du C3b en zone centrale du FH reste
cependant controversé. Les domaines SCR17-18 du FH comporteraient un site permettant la
dimérisation du FH in vitro (77). Ce site potentiel pourrait permettre au FH, ancré par ses SCR19-20 a
la surface cellulaire, de renforcer son role de régulation en recrutant d’autres molécules de FH,
augmentant ainsi sa concentration locale (77). Cette hypothese intéressante reste cependant a mieux

caractériser.

Le FH comporte également plusieurs sites de N-glycosylation. La désialylation du FH in vitro
par la neuraminidase (enzyme notamment produite par les Streptococcus pneumoniae) pourrait
altérer la capacité de régulation du complément par le FH, soulevant I’hypothése d’une possible

importance de ces motifs glycosylés pour sa fonction régulatrice (78).

En plus de son activité de régulation du complément, le FH contribue a I'homéostasie cellulaire,
en participant a la clairance silencieuse des cellules endommagées et des débris cellulaires (70). Le FH
intracellulaire pourrait aussi exercer un role dans I’homéostasie de la cellule endothéliale (79). D’autres
fonctions « non-canoniques », distinctes de la régulation du complément, lui sont également décrites.
Le FH aurait une capacité de fixation a la C réactive protéine (CRP, a concentration forte, sous forme
monomérique) (80,81), a la pentatrexine 3 (PTX3), a certains motifs présents a la surface d’agents
pathogenes (p.ex. Streptococcus groupe B) (82), a des toxines bactériennes (p.ex. Shiga toxine 2) (83),

au complement receptor 3 (CR3) (84) ou encore a I'apolipoprotéine E (ApoE)(85) (Figure 7).
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Figure 7. Principaux ligands du FH et leurs sites d’interaction protéique

Les domaines du FH ayant une importance majeure pour la fonction régulatrice du complément sont en rouge, les
domaines importants pour I'interaction avec la membrane cellulaire ou d’autres protéines circulantes sont en
orange. Les domaines avec un role fonctionnel plus secondaire décrit sont en jaune.

Le FH-like 1 (FHL-1) correspond a un variant protéique de 42 kDa issu d’un épissage alternatif
du gene du FH (CFH). Cette protéine circulerait a des concentrations beaucoup plus faibles que le FH
(environ 10 fois moins) dans le plasma (86). Sa structure protéique comprend les 7 premiers domaines
(SCR) du FH. Le FHL-1 partage donc des sites de fixation au C3b avec le FH (SCR1-4, et dans une moindre
mesure, les SCR5-7) mais ne possede pas de domaine équivalent aux SCR19-20 du FH, limitant son
ancrage membranaire (87). Les rbles du FHL-1 ne sont pas encore complétement caractérisés. Plus
petit que le FH, le FHL-1 pourrait jouer un role de régulation du complément dans les tissus ou les

localisations non accessibles pour le FH (p.ex. membrane de Bruch, dans I'ceil) (87).
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3.2. Les protéines associées au FH : les FHR1-5

Les protéines associées au facteur H (FHR) sont constituées d’'un groupe de 6 protéines
circulantes (FHR1, FHR2, FHR3, FHR4A, FHR4B et FHR5) (88—90). Ces protéines sont codées par les
génes CFHR1-5, situés a I'extrémité 3’ du géne du CFH, dans le locus 1932 (91). Les génes CFHR1-5 sont
les produits de duplications anciennes du gene du CFH (91). Par conséquent, les protéines FHR
arborent une forte homologie avec le FH (91,92). Ceci leur confere des propriétés proches - mais non
complétement équivalentes — a celles du FH. En effet, les FHR1-5 possedent des domaines carboxy-
terminaux (C-ter) fortement similaires aux SCR19-20 du FH permettant leur ancrage membranaire et
leur liaison au C3b/C3d (90). Par exemple, le domaine SCR5 du FHR1 se distingue du SCR20 du FH par
seulement deux acides aminés (L290 et A296 correspondant aux $1191 et V1197 du FH) (88,93,94). A
I'inverse, les FHR ne partagent pas de domaine similaire aux SCR1-4 du FH et n’ont donc pas d’activité

régulatrice du C3b (Figure 8).

Les FHR1, 2 et 5 possédent des domaines de dimérisation au niveau de leur extrémité N-
terminale, permettant la formation d’homo- ou d’hétérodiméres dans la circulation (95,96). La
formation d’hétérodimeres pourrait notamment permettre la modulation de I’activité des FHRs par la
fixation simultanée a différents ligands ou I'augmentation de leur affinité pour la fixation du C3b ou
des héparanes sulfates membranaires (73,95,97). La possibilité de formation d’hétérodimeres de FHR5

in vivo reste incertaine (96-99).

Le role précis des protéines FHR1-5 dans I'activation du complément n’est pas completement
compris. Des fonctions régulatrices du C3b ou des C3/C5 convertases par les FHRs ont été initialement
décrites dans des modeles in vitro. Cependant cette activité potentielle de régulation du complément
par les FHRs se produit le plus souvent a des concentrations bien plus élevées que leurs concentrations

physiologiques plasmatiques.
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Figure 8. Homologie structurelle entre le FH et les FHR1-5

Les protéines FH et FHR1-5 sont composées de domaines CCP (complement control protein) ou SCR. Le FH
contient 20 SCR. Les SCR 1-4 sont essentiels pour I'activité régulatrice du FH : ils permettent la fixation du FH
avec le C3b, son activité de cofacteur du Fl ainsi que de son activité de dissociation de la C3 convertase. Les SCR
19-20 du FH interagissent avec les acides sialiques membranaires. Les domaines centraux SCR 6-9 interagissent
avec différents ligands (glycosaminoglycanes, CRP, etc.), précédemment détaillés. Le FHL-1 correspond a un
variant protéique du FH issu d’un épissage alternatif composés des 7 premiers domaines SCR du FH, dont les
domaines de fixation au C3b SCR 1-4. Les FHR1-5 partagent un haut degré d’homologie avec le FH. Les SCR des
FHR sont alignés verticalement avec les SCR du FH les plus proche structurellement. Le pourcentage d’homologie
entre les séquences peptidiques des SCR du FH et des FHR1-5 est indiqué en gris, au-dessus de chaque domaine.
Les SCR 1 des FHR1, 2 et 5 comportent un site de dimérisation. Figure issue de Cserhalmi, et al. Seminar in
Immunology, 2019.
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L’hypothese actuelle est que les protéines FHR1 et FHR5 moduleraient I'activité régulatrice du
FH au niveau des surfaces cellulaires présentant une densité élevée en C3b/C3d, en agissant comme
des compétiteurs du FH, notamment sur la surface des cellules endothéliales (100). De plus, la petite
taille des FHRs par rapport au FH (37-80 kDa contre 155 kDa, respectivement) pourrait faciliter I'acces
des FHR a certains tissus plus difficilement accessibles pour le FH. Ainsi, il est possible que les ratios
FHR1:FH et FHR5:FH soit augmentés dans certains tissus (p.ex. le glomérule rénal) (97,101,102), et que
I'effet compétiteur de ces FHR sur I'activité régulatrice du FH s’exerce principalement localement
(103). Par exemple, le FHR5 possederait une affinité particuliere pour la laminine, un composant
majeur de la membrane basale glomérulaire et de la matrice extracellulaire mésangiale (104). Des
dépots de FHR5 mésangiaux ont été identifiés dans différentes glomérulopathies (p.ex.
glomérulonéphrite a dépots de C3, GC3 et IgAN). La colocalisation des dépots de FHR5 avec les dépots
de C3b/iC3b soutient un réle du FHR5 dans I'activation ou la régulation locale du complément

(96,102,105). Les roles physiologiques des FHR2, 3 et 4 sont méconnus.

De fagon notable, la concentration plasmatique de différentes FHR (FHR1, 3 et 4) peut étre
influencée par des facteurs génétiques. Dans la population générale, la délétion conjointe des genes
CFHR1-R3 — et par conséquent un déficit protéique total ou partiel de FHR1 et de FHR3 — est fréquente.
La fréquence de la délétion homozygote CFHR1-R3 est d’environ 8% chez les Européens et encore plus
élevée chez les Nigérians ou elle atteindrait une fréquence de 25%. Dans la population Frangaise,
environ 1 individu sur 3 présente une délétion hétérozygote de CFHRI-R3 et 1 individu sur 20
n‘exprime ni FHR1, ni FHR3. La délétion CFHR1-R4, moins fréquente (environ 2% de porteurs
hétérozygotes en Europe) est associée a un déficit de FHR1 et FHR4 (106). L'observation fréquente de
ces délétions géniques en population générale montre que le défaut d’expression des protéines FHR1,
FHR3 et/ou FHR4 n’est pas pathologique per se. Cela appuie I'hypothése que ces FHR n’ont pas de role

biologique majeur.

Génétique du complément et IgAN | Duval A. 2023 37



A l'inverse, un déséquilibre entre le FH et les FHR1,5 a la faveur des FHRs (¥ FH et/ou TFHR1,5)
pourrait étre responsable d’'une amplification du complément (88,103-105,107) (Figure 9). Un
déséquilibre de cette balance a notamment été associé a différentes glomérulopathies, incluant la
GC3, la glomérulonéphrite a dépots denses (DDD), I'lgAN et la glomérulonéphrite a CFHR5
(102,105,107-110). Une vue d’ensemble des principales fonctions biologiques des FHR (décrites ou
suspectées) est présentée dans le Tableau 1. Les autres fonctions spécifiques des protéines FHR

restent toutefois a découvrir.

"High regulators” "Low regulators”
CFH CFHR CFHR
~ Deletion/loss of CFH - )
Normal/Strong +/ function/decrease level Weak + NCLZZ;Z%%ZIJ/

| @

é s
CFHRS5
CFHR3,R2 ?

Figure 9. Hypothéses : la balance FH/FHR

Abréviations : CFH : géne du FH, CFHR1 : complement factor H related protein 1 gene.
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Tableau 1. Principales fonctions décrites des FHR1-5

Protéine

Concentration
plasmatique,

Principaux ligands

Principales fonctions in vitro

Régulation des dépots

PTX3 (115),
HDL (113), CRP (113)

Activité cofacteur du FI***

Activité de dissociation de
la C3bBb***

Ratio FHR:FH* in vitro de C3b C3 convertase (C3bBb) C5 convertase
~70-100 C3b/C3d(111), fﬁg:‘i“opnegTF“Ha;’j%';‘b ? formation (115), 4 | passage de la C3 vers
FHR1 pg/mL Héparanes sulfates membranaire dissociation (116) la C5 convertase et de la
(37-42kDa) (88,111,112) (113) Activité cofacteur du Inhibition de I'activité de la lyse érythrocytaire
(ratio 0.3:1) HDL(113) FI**(114) C3bBb*** (114) (96,111)
C3b/C3d Pas de compet_ltl_on avec o o
FHR2 ~ 50 ua/mL Héparanes sulfates le FH pour le liaison au Inhibition de l'activité de la Pas de donnée
(24-28kDa) M9 P HDL (113) C3b a concentrations C3bBb (114)
physiologiques (96,117)
Compétition avec la
~70-100 fixation du FH au C3b Possible inhibition de la
(35I-:5I-IGRI3Da) pg/mL C3ﬁ/éCC;c:ir(11e18) membranaire C3bBb Pas de donnée
(116) P Activité cofacteur du FI
discutée
FHR4
Non C3b/C3d (118) . . .
86 (OAUZZ iba) déterminée CRP, HDL (88) Uncertain Uncertain Pas de donnée
C3b/C3d &t iC3b Compétition avec la
(96,102) Compétition avec la réqulation de la C3bBb
FHR5 5 ug/mL (115) Héparine (95), fixation du FH au C3b 9 i Pas de donnée
(62 kDa) Mg Laminine (119), membranaire P

***uniquement a concentrations trés élevées. Abréviations : Les cellules en orange indiquent un effet des FHR en faveur d’une augmentation de I'activation du complément.
Les cellules en vert indiquent un réle de régulation ou d’absence de compétition avec I'activité du FH du complément. HUVEC : cellules endothéliales microvasculaires
humaines issues de la veine ombilicale (cellules primaires).
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3.4. Principaux régulateurs des dépots de C3b ou C4b

Le Membrane Cofactor Protein (MCP, ou CD46) est un régulateur transmembranaire exprimé
sur quasi toutes les cellules nucléées se présentant sous 4 isoformes issues d’épissages alternatifs d'un
méme gene de 46 kb (120). MCP possede 4 domaines CCP extracellulaires structurellement similaires
aux domaines SCR 1-4 du FH, permettant a MCP de se lier au C3b et au C4b. MCP constitue donc un

régulateur clé des trois voies d’activation du complément en agissant en cofacteur du FI (Figure 10).

Le facteur | (FI) est une sérine protéase circulante participant a I'inactivation du C3b en iC3b
et du C4b en iC4b par clivage protéolytique, en présence de cofacteurs. Les cofacteurs du Fl sont le
FH, MCP (ou CD46) (précédemment décrits), CR1 (ou CD35) et la C4BP. Le FH interagit avec le Fl par ses
SCR 1-3 et le C3b. Le CR1 est un régulateur membranaire du C3b et du C4b notamment exprimé a la
surface des érythrocytes, des leucocytes et des podocytes. || se compose de 30 domaines CCP

extracellulaires comportant des sites de liaison au C3b et au C4b.

Factor | Factor |
C3f
MCP Factor |
C3b C3b
Cb i )’ C3bi
Factor | Factor |
Factor |
Cdc
‘ Cab C4b 3
C4b i 3

hAns ____ S ___ ,
. B |

Figure 10. Membrane cofactor protein (MCP), un régulateur membranaire clé
des dépots de C3b et de C4b

Abréviations : MCP : membrane cofactor protein. Schéma adapté de Riley-Vargas, et al. Cell 2004.
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Ces cofacteurs sont essentiels pour I'activité protéolytique du Fl. La fixation préalable des
cofacteurs du Fl au C3b ou au C4b permet le recrutement du Fl plasmatique et son bon positionnement
pour la libération de son activité de sérine-protéase. Les produits de dégradation iC3b et iC4b sont
inaptes pour la formation de nouvelles convertases. Le Fl et le CR1 poursuivent ensuite le clivage du

iC3b et du iC4b en C3d et C4d. Ces marqueurs restent alors ancrés a la surface cellulaire.

3.5. Principaux régulateurs de la C3 convertase

Le decay accelerating factor (DAF, ou CD55) est un régulateur membranaire accélérant la
dissociation des C3/C5 convertases formées sur la surface cellulaire. Le FH et |la C4BP possédent une

activité similaire de dissociation de la C3bBb et de la C4b2b, respectivement.

3.6. Les régulateurs de la voie terminale du complément

Le CD59 est un régulateur membranaire prévenant |’ancrage membranaire du C5b-8 et du C5b-
9(121,122). La clusterine (CLU) et |a vitronectine plasmatique se lient aux complexes terminaux (C5b-

7, C5b-8 et C5b-9), les rendant solubles, prévenant ainsi leur insertion membranaire (123).
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5. De la physiologie vers la pathologie

A l'heure actuelle en 2023, plus de 50 pathologies avec I’'émergence d’un réle du complément
ont été décrites, avec des mécanismes d’activation et des degrés d’implication variables (1,22,31,124).
Les maladies liées au complément dépendent de plusieurs facteurs, incluant : i) I'intensité du trigger
activant la cascade du complément (p.ex. présence et nature du pathogene, abondance des PAMPs ou
DAMPs, présence de complexes immuns, voies impliquées) ainsi que ii) des fonctions ou
concentrations relatives des protéines composant la cascade d’activation/régulation du complément.
Ces anomalies de la balance du complément peuvent étre en lien avec des anomalies acquises (125)

ou génétiques.

La voie alterne du complément joue un réle majeur dans I’'hémoglobinurie paroxystique
nocturne (HPN) (126), le syndrome hémolytique et urémique atypique (SHUa)(127) et dans la
glomérulonéphrite a dépots de C3 (GC3) (128,129). La voie classique du complément s’illustre

notamment dans la physiopathologie du lupus (130).

Les microangiopathies thrombotiques (MAT) sont définies par une triade associant une
anémie hémolytique mécanique, une thrombocytopénie et une atteinte d’organe (128,131-133). Le
tableau de MAT est principalement engendré par des lésions endothéliales favorisant la formation de
microthrombi dans les petits vaisseaux de différents organes périphériques et une thrombopénie de
consommation. La formation de thrombi dans le lit vasculaire engendre ensuite la lyse mécanique des
globules rouges passant a travers les thrombi de fibrine (127). Cela conduit a une anémie hémolytique
et a I'apparition de schizocytes dans la circulation. Une dérégulation du complément peut sous-tendre
les mécanismes a I'origine des lésions endothéliales et I'apparition du phénotype pro-thrombotique
dans la MAT (134). Les MAT forment un ensemble hétérogéne de pathologies incluant le SHUa, le
prototype de pathologie médiée par la VA du complément. Dans le SHUa, la dérégulation du
complément est en lien avec une susceptibilité génétique portant sur les génes de la VA du

complément chez 1 patient sur 2 (128,135-137) ou plus rarement par des anomalies acquises (p.ex.

Génétique du complément et IgAN | Duval A. 2023 42



anticorps anti-FH). D’autres formes de MAT secondaires a différents triggers (p.ex. infections, cancers,

transplantation) sont décrites, avec une contribution variable du complément(132,134,136).

La GC3 est une glomérulopathie rare (prévalence <5/10° d’individus) caractérisée par une
dérégulation de la VA du complément dans la circulation et au niveau du glomérule rénal. Cette
activation incontrolée de la VA du complément engendre les dépéts de C3b/iC3b tissulaires rénaux,
associés ou non a une consommation plasmatique du C3. Dans cette glomérulonéphrite, la
dérégulation de la voie alterne peut étre en lien avec des anomalies acquises (p.ex. anticorps
stabilisant la C3bBb convertase, C3 nephritic factor, C3,ef) ou, moins fréquemment, avec un terrain

génétique de susceptibilité (environ 25% des patients) (138).

Dans la section suivante nous nous intéresserons a la génétique du complément et a son

implication en pathologie.
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Il — La génétique du complément et son implication en pathologie

1. Vue d’ensemble

Comme illustré depuis ces dix derniéres années, la génétique est tres diversifiée englobant des
variants rares introniques ou exoniques, des polymorphismes (single nucleotide polymorphism, SNP),
des recombinaisons génétiques ou encore des anomalies du nombre de copies de génes ou d’exons

(délétions, duplications, etc.).

La génétique du complément n’échappe pas a cette logique : toutes les protéines de la cascade
du complément ont des anomalies génétiques décrites. Ces anomalies génétiques peuvent avoir des
conséqguences variables comme des gains ou pertes de fonction ou d’expression protéique ou encore

ne pas avoir de conséquences pathologiques.

2. Définitions et données en population générale

2.1. Variants rares

Les variants rares se définissent comme des variants génétiques ayant une fréquence allélique
mineure (minor allele frequency, MAF) inférieure a 1 % dans la population générale. Ces variants
peuvent avoir ou non des conséquences sur I’'expression, la concentration ou la fonction de la protéine
finale. Tout variant rare n’est donc pas systématiquement pathogeéne (136). En effet, des centaines de
variants rares du complément sont présents sous forme hétérozygote dans la population générale.
Dans la population Européenne issue de la cohorte « 1000 Genomes Project Phase 3 !» (139,140),
18,1% des donneurs présentent au moins un variant rare (faux-sens, non-sens ou frame-shift) avec une

MAF < 1% parmi les six principaux genes du complément (CFH, CFI, CFB, MCP, C3 et CFHR5), dont 8,7%

! Disponible sous ce lien: https://www.internationalgenome.org/data-portal/data-collection/30x-grch38
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portent au moins un variant ultra-rare avec une MAF < 0,1% (données personnelles). Dans la Genome
Aggregation Database (gnomAD)? (137,141), environ 8% des donneurs ont un variant (faux-sens, non-
sens ou frame-shift) sur le géne du CFH, dont 2,3% portent un variant du CFH avec une MAF < 0,1%
(137). Ainsi, dans les pathologies médiées par le complément telles que le SHUa, la GC3 ou encore la
dégénérescence maculaire liée a I’age (DMLA) (142), ce n’est pas la présence isolée de variants rares
du complément, mais plut6t leur fréquence élevée et leur distribution qui constituent des arguments

en faveur d’un réle du complément dans leur développement (136).

2.2. Polymorphismes

Les polymorphismes se définissent comme des variants génétiques communs, ayant une
fréquence alléligue mineure d’au moins 1% dans la population générale. Par définition, les
polymorphismes — fréquents en population générale — ne sont pas pathogenes. En revanche, ceux-ci
peuvent moduler discretement la fonction ou la concentration protéique et ainsi influencer la
susceptibilité au développement de pathologies médiées par le complément, modifier leur pénétrance

ou altérer le phénotype final.

3. Les variants rares du complément

3.1. Impact des variants du complément

Une diminution de I'activation globale du complément en lien avec des déficits protéiques
complets peut étre responsable d’une susceptibilité augmentée aux infections ou aux pathologies
auto-immunes (143). A l'inverse, les variants génétiques du complément, en particulier de la VA,
responsables d’'une dérégulation du complément, peuvent s’associer a des maladies rares (p.ex. SHUa

ou GC3) (132,138) ou plus fréquentes (p.ex. DMLA) (144). L'identification de variants génétiques (rares

2 Disponible sous ce lien : https://gnomad.broadinstitute.org
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ou polymorphismes) portant sur les principales protéines activatrices ou régulatrices du complément
dans ces pathologies ont permis d’enrichir les connaissances sur la physiologie du complément ainsi

gue sur les mécanismes pathogénes propres mis en jeu dans chacune d’entre elles (138).

3.2. Impact des variants rares du complément en pathologie

Des variants rares peuvent favoriser une dérégulation du complément par plusieurs
mécanismes. Ces variants peuvent entrainer un déficit protéique quantitatif ou fonctionnel (p.ex.
variants perte de fonction portant sur les régulateurs de la VA du complément: FH, FI, MCP)
(128,135,136,145) ou encore favoriser la génération d’une C3 convertase « hyperactive », résistant a
la régulation (gain de fonction de protéines activatrices C3 ou de FB) (146,147) (Tableau 2). A l'inverse,
les déficits complets en C3, FD, FB, properdine ou protéines de la voie terminale augmentent la

susceptibilité aux infections (148).

Les variants ultra-rares (MAF<0,1%) se situant dans le gene du CFH sont associés a différentes
pathologies, incluant le SHUa (13-27 % des patients) (129,135,136), la GC3 (149), et, dans une moindre
mesure, la DMLA. Ces variants affectent notamment les domaines fonctionnels C-terminaux (SCR19-
20) (SHUa) ou N-terminaux (GC3) du FH (Figure 11). La distribution différente des variants dans ces
différentes pathologies appuie I’hypothése de différents mécanismes a I’origine de la dérégulation du
complément dans ces pathologies (150), avec une dérégulation du complément principalement a la
surface des cellules endothéliales (SHUa) et/ou une altération de I'activité régulatrice du FH dans la

circulation (GC3).
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Proportion of patients

Factor H with CFH rare variants
SCR 1-4
8.7% patients
C3G - | Meulemann, in press 2023
SCR18-20 ., .., patients
aHUS I - Osborne, et al. J Immunol 2018
Fakhouri et al. Nat Rev Nephrol, 2021
SCR1-4 SCR 6-8 SCR 18-20 Fremeaux-Bacchi CJASN 2013

- 0.7% - 4-5% patients
AMD Triebwasser, et al. Invest Ophthalmol Vis Sci 2015

Figure 11. « Hotspots » des variants du CFH identifiés dans 3 pathologies médiées par le
complément

La protéine du facteur H est représentée en gris. Les numéros correspondent aux domaines SCR. Les
zones en rouge représentent les zones principales de localisation des variants rares identifiés chez les
patients. Abréviations : aHUS : atypical Hemolytic and Uremic syndrome, Syndrome Hémolytique et
Urémique atypique ; AMD : age-related macular degeneration, dégénérescence maculaire liée a I'age,
C3G : glomérulonéphrite a dép6ts de C3, SCR : short consensus repeat region.
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4. Particularités du locus CFH-CFHR1-5 (variants rares et recombinaisons)

Les génes du CFHR1-5 sont issus de duplications anciennes du gene du CFH. Le cluster des
génes CFH-CFHR contient donc une répétition de larges régions nucléotidiques aux séquences
nucléotidiques trés proches, y compris dans les introns et en régions intergéniques. Cette proximité
de séquences favorise la survenue de recombinaisons génétiques ainsi que des variations du nombre
de copies de génes ou d’exons comme des duplications, délétions ou inversions entre les CFH et CFHR
(151). Ces réarrangements génétiques sont notamment responsables de la délétion d’un large
segment d’ADN (environ 84 kb) des génes CFHR1 et CFHR3 (délétion CFHR1-R3). Cette délétion est
associée a une susceptibilité augmentée au développement d’un SHUa médié par des anticorps anti-
FH (152). D’autres réarrangements complexes plus rares entre les génes CFH et CFHR induisent la
formation de genes hybrides CFH::CFHR1, CFH::CFHR3 ou encore CFHRI1::CFH. Ces réarrangements
présents chez 5% des patients porteurs d’un SHUa, conduisent a la production de protéines hybrides
FH/FHR agissant en tant qu'antagonistes compétiteurs du FH (153-156). D’autres réarrangements
(p.ex. duplication d’exon) ou variants rares a I'origine d’un gain de fonction des FHR5 sont associés a

la glomérulopathie a CFHR5 ou encore a la GC3 (157).
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Tableau 2. Principales pathologies associées aux variants génétiques rares du complément

R Déficit quantitatif Gain de fonction
Géne . . .
ou fonctionnel ou Texpression protéique
CFH SHUa, DMLA, GC3, DDD
CFI SHUa, DMLA, GC3
MCP SHUa
C3 Infections* SHUa
CFB Infections* SHUa
IgAN*, DMLA*
SHUa avec Ac anti-FH,
MAT secondaire au Carfilzomib SHUa
CFHR1 ou a I'allogreffe de moelle DMLA
osseuse*
Lupus
CFHR2
IgAN*, DMLA*
SHUa avec Ac anti-FH,
CFHR3 MAT secondaire au Carfilzomib | Méningite a méningocoque
ou a I'allogreffe de moelle
osseuse*
CFHR4
GC3, IgAN,
CFHRS glomérulopathie a CFHR5
Infections a germes encapsulés
(Streptococcus pneumoniae)
C1q, C1r, C1s Pathologies auto-immunes
dont lupus
C2. C4, MBL Infections, notamment
muqueuses
Cor_nposant Infections dont méningites a
terminaux C5- Neisseri D
c9 eisseria meningitidis

Les pathologies en rouge présentent une susceptibilité augmentée, les pathologie pour lesquelles les variants
génétiques du complément sont protectrices sont en vert. * délétion ou déficit homozygote surtout.
Abréviations : GC3 : glomérulonéphrite a dépots de C3, DDD : glomérulonéphrite a dépots denses; IgAN :
néphropathie a dépdts d’IgA, MAT : microangiopathie thrombotique; SHUa: syndrome hémolytique et

urémique atypique.
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5. Polymorphismes et haplotypes

Les genes des principaux régulateurs du complément (dont CFH, CFHR1-5, C4BP1, CR1, CD55
et MCP) se situent au sein du locus 1932, d’une longueur d’environ 12 Mb (137). Compte-tenu de cette
proximité génétique, les polymorphismes situés dans les différents génes sont transmis en
déséquilibre de liaison. La combinaison des polymorphismes transmis « en bloc » au sein d’un bras
allélique forme un haplotype. La fréquence de polymorphismes ou des haplotypes du complément
varie en fonction des populations et des zones géographiques et peut impacter la susceptibilité de

développer une pathologie médiée par le complément (Figure 12).

5.1. Haplotypes du CFH et CFHR

Le CFH est un gene de 95 kb. La combinaison de plusieurs polymorphismes introniques ou
exoniques du CFH et CFHR permet la formation d’haplotypes (H) (158). La formation des haplotypes
au sein de cette région peut étre réalisée en combinant 2, 4, voire plus de 10 SNPs, illustrant ainsi une
grande variété de configurations d’haplotypes possibles. A ce jour, I'haplotype le plus représenté est
issu de la combinaison de 4 SNP situé dans le genes du CFH (figure 12, représenté en fond orange).
Cette combinaison de 4 polymorphismes forme 4 haplotypes dominants, numérotés par ordre de
fréquence. Ces haplotypes se distinguent les uns des autres par la présence ou non de certains
polymorphismes. L’haplotype 1 (CFH-H1) porte le polymorphisme CFH p.Y402H et serait « a risque »
vis-a vis de la susceptibilité au développement de la DMLA. Ce polymorphisme situé en région centrale
du FH (SCR7) moduleraient la capacité du FH a se lier aux GAG (p.ex. héparanes sulfates) membranaires
etala CRP(71,159,160). Cette région centrale du FH (SCR6-8) serait particulierement importante pour
la régulation du complément par le FH a la surface de I'endothélium rétinien et de la membrane de
Bruch au niveau de la macula (160). L’haplotype CFH-H2 porte le polymorphisme CFH p.V62l. Des
études in vitro (161,162) ont montré une capacité de liaison au C3b et une activité cofacteur du FI

augmentée pour le FHe comparé au FHeay. Cet haplotype serait protecteur vis-a-vis du risque de
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développer un SHUa ou une DMLA. L’haplotype CFH-H3 est « a risque » pour le SHUa (particulierement
sous la forme homozygote) (163) et neutre pour la DMLA (160). Le CFH-H4, en déséquilibre de liaison
avec la délétion CFHR1-CFHR3 chez les sujets européens est associé a un risque de développer du SHUa
médié par des anticorps anti-FH et serait protecteur vis-a-vis du développement de la DMLA. La
transmission de ces haplotypes elle-méme en déséquilibre de liaison avec d’autres haplotypes des
genes CFHR situés en 3’ ajoute une complexité supplémentaire (Figures 12 et 13). Il est donc difficile
de déterminer quel(s) polymorphisme(s) module(nt) précisément I'activité du complément ou

modifie(nt) le tropisme des différentes pathologies médiées par le complément pour un organe donné.

5.2. Haplotypes de MCP

Un haplotype de MCP (MCPgyqaac) a été associé a une susceptibilité de développement d’un
SHUa, en particulier quand il est présent sous la forme homozygote et/ou associé a d’autres variants
de la voie alterne (135,137). L’haplotype MCPggeac combine 5 polymorphismes situés en zone
promotrice du gene. Les mécanismes reliant cet haplotype a une dérégulation du complément dans le
SHUa sont actuellement mal compris. Une hypothése est que cet haplotype serait associé a une
diminution de la transcription du géne MCP et, par conséquent, une diminution de son expression
membranaire. Cette hypothese appuyée par une seule étude in vitro (164) reste cependant a vérifier

in vivo.
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Figure 12. Haplotypes du /ocus CFH-CFHR et leur association en pathologie
Abréviations : GC3 : glomérulonéphrite a dépots de C3, DDD : glomérulonéphrite a dépots denses; DMLA :
dégénérescence maculaire liée a I'age, SHUa : syndrome hémolytique et urémique atypique.
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Figure 13. Haplotypes des CFHR1: isoformes FHR1*A et FHR1*B

La combinaison de 3 polymorphismes au niveau de I'exon 4 (codant pour le SCR3) du CFHR1 permettent la
définition de 2 haplotypes de CFHR1: CFHR1*A et CFHR1*B, « A » pour « acide » et « B » pour « basique ».
L'isoforme FHR1*A exprime les acides aminés His/Leu/Glu dans le SCR3 tandis que le FHR1*B exprime le
Tyr/Val/GIn. Ceci confére au SCR3 du FHR1*B une séquence peptidique identique a celle du SCR18 du FH. Le
FHR1*B constituerait un « compétiteur fort » du FH pour la régulation du complément a la surface des cellules

endothéliales, notamment glomérulaires et constituerait un facteur de susceptibilité au développement de SHUa
Figure issue de Garrido, et al. Blood 2009.
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6. Le concept de « complotype »

Le concept de complotype, introduit par Claire Harris (162,165), supporte I’hypothese que la
combinaison de polymorphismes portant sur certains génes du complément pourrait influencer
I'activité de la cascade. En 'occurrence, la combinaison de polymorphismes portant sur trois genes
impliqués dans la formation et la régulation de la C3 convertase alterne C3bBb (FHs2v, C31026 et
FBs2:)(161,166,167) aurait un effet additif, multipliant par 6 I’activité de la C3 convertase générée in
vitro (167). Plus récemment, Arjona, et al. ont montré que la combinaison des haplotypes du CFH (CFH-
H3, gtat), de MCPgqaac €t du nombre de variants rares (suspectés pathogénes) avaient un effet additif sur
la pénétrance du SHUa chez 372 apparentés de patients (163). Dans cette étude, la pénétrance du
SHUa était de 36% a 44 ans chez les porteurs de 2 variants rares du complément. La pénétrance du
SHUa augmentait considérablement a 100% a 44 ans chez les porteurs combinant 2 variants rares et

les haplotypes MCPggaac €t CFH-H3 « a risque » de SHUa.

Ainsi de nombreuses pathologies médiées par le complément pourraient étre la conséquence
d’un réle cumulatif de variants rares, polymorphismes et haplotypes au sein de plusieurs génes du
complément mais aussi non liés au complément (p.ex. génes impliqués dans le métabolisme cellulaire,
maintien de l'intégrité endothéliale, immunité innée / adaptative) (136). Ceci souligne le caractére
intriqué de la génétique du complément. L'impact précis de ces associations complexes sur la
susceptibilité, la pénétrance ou le phénotype d’une pathologie complément-médiée constitue un

terrain de recherche encore peu exploré.

Dans la section suivante, nous nous intéresserons a la néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA

(IgAN) et des arguments appuyant I'implication du complément dans sa pathogénése.
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[l — R6le du complément dans la néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA

1. Aspect épidémiologiques et définition

La néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA (IgAN) est la glomérulonéphrite primitive la plus
fréquente dans le monde et une cause majeure d’insuffisance rénale, notamment chez les jeunes
adultes (168-171). Malgré des progrés récents significatifs dans la compréhension des mécanismes
impliqués dans sa pathogéneése, la physiopathologie de I'lgAN n’est encore que partiellement
comprise. Ceci est en partie en lien avec les multiples visages de cette néphropathie montrant une
grande hétérogénéité dans ses manifestations cliniques, histologiques ainsi que dans les profils
évolutifs des patients. Ces parametres ainsi que sa prévalence varient considérablement selon les
zones géographiques du globe (169,170,172-174). La prévalence de I'lgAN est la plus élevée en Asie
(= 50% des glomérulonéphrites primitives en Chine) (170,175), puis chez les patients Européens (169)
et beaucoup plus faible chez les sujets Africains (173). L'étude de registres européens a permis
d’estimer I'incidence annuelle de I'lgAN a environ 0,76 individu sur 100 000 et sa prévalence a 2-3
individus sur 10 000 (169). En France, I'lgAN représente actuellement 12% des glomérulonéphrites
primitives et la 5°™ cause d’insuffisance rénale terminale (IRCT) (3,9% des patients incidents en
IRCT/an)>. Chez les Asiatiques, le sexe ratio hommes/femmes (H:F) est équilibré, tandis qu’une

prédominance masculine (sexe ratio H:F 2:1) est observée chez les Européens.

L’age médian de survenue de la néphropathie est d’environ 30 ans (169,171,176,177). L'IgAN
peut cependant se développer a tous les ages de la vie. Les manifestations cliniques de I'lgAN sont
multiples. La forme la plus commune est une insuffisance rénale lentement progressive (178). Certains
patients vont présenter des formes « indolentes » avec des altérations urinaires mineures et une

stabilité de la fonction rénale (179,180). L'IgAN peut aussi se manifester par la survenue d’une

3 Données du registre REIN 2021 : https://www.agence-biomedecine.fr/IMG/pdf/rapport_rein 2021 2023-06-26.pdf
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hématurie macroscopique récidivante suite a des infections muqueuses, en particulier chez les enfants
et les jeunes adultes occidentaux (171). D’autres patients présentent une forme plus sévére avec un
tableau de glomérulonéphrite rapidement progressive ou de vascularite a IgA (Purpura Rhumatoide)
avec atteinte rénale (Vascularite a IgA avec atteinte rénale, IgAVN). Ces formes d’IgAN associées a une
prolifération extracapillaire (définies comme > 50% des glomérules avec une prolifération
extracapillaire) ont un pronostic rénal défavorable, et une survie rénale de 57% a 1 an (181,182). Selon
des études de registre, 1 patient sur 3 porteur d’une IgAN développera une IRCT dans les 20 ans suivant
le diagnostic (169,176,183—185), et pres de la moitié des patients évolueront vers une IRCT au cours
de leur vie (185). De plus, la récidive de I'lgAN est fréquente aprés transplantation rénale (10-42% de
récidive histologique a 5 ans) et peut impacter la survie du greffon (186). Ces données
épidémiologiques soulignent toute l'importance de s'attaquer a cette préoccupation de santé

publique.

Le diagnostic de I'lgAN est histologique et basé sur un seul critere : la mise en évidence de
dépots immuns d'IgA dominants (ou codominants) au sein du mésangium glomérulaire (187). Ces
dépots d’IgA sont souvent accompagnés d’une prolifération mésangiale pouvant étre associée a une
expansion de la matrice extracellulaire mésangiale. Ce critere diagnostique histologique quasi unique
contraste avec la grande hétérogénéité clinique et la diversité des données épidémiologiques
observées. Ceci souligne la notion que le diagnostic d’'une IgAN reflete probablement tout un ensemble
de pathologies aux mécanismes proches mais non complétement identiques (172). Cela contribue
notamment a la difficulté rencontrée pour le développement de thérapies spécifiques dans cette

indication.

Les principaux facteurs pronostiques de I'évolution de I'lgAN sont majoritairement communs
aux autres glomérulonéphrites ou maladies rénales chroniques, tels que le débit de filtration

glomérulaire estimé (DFGe), le degré de protéinurie (188) ou encore la présence d’une hypertension
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artérielle non controlée (185,189,190). Une hématurie persistante pourrait constituer un facteur de
risque additionnel favorisant le déclin de la fonction rénale chez les patients IgAN (191).

Plusieurs scores histologiques pronostiques ont été développés dans I'lgAN. Le score MEST-C
de la classification d’Oxford 2016 est actuellement le plus largement utilisé (192,193). Ce score
regroupe 5 parametres histologiques : la présence d’une hypercellularité mésangiale (M), d’une
hypercellularité endocapillaire (E), d’une sclérose glomérulaire segmentaire (S), d’une fibrose
interstitielle / atrophie tubulaire (T) et d’une prolifération extracapillaire (C). Ce score, validé en
population adulte et pédiatrique (194,195) permet de prédire le risque de survenue du critére
composite IRCT ou baisse du DFGe de 50%. Les critéres M, S, T et C sont des facteurs de risque
indépendants d’évolution vers I'IRCT. Le critere E perd sa valeur pronostique en cas de traitement
immunosuppresseur (196). La répétition des biopsies semble améliorer la valeur pronostique du score
MEST-C (197). Ce score montre cependant certaines limites, notamment dans sa reproductibilité selon
les centres (198), dans sa valeur pronostique limitée chez les patients avec un DFGe <
30mL/min/1,73m? et/ou une protéinurie > 0,5g/jour et son absence d’applicabilité pour les formes
d’IgAVN (199).

Enfin, ces différents parametres cliniques, biologiques et histologiques sont incapables de
clairement distinguer les patients qui bénéficieraient ou non d’'une immunosuppression. Ceci souligne

toute I'importance du développement de nouveaux biomarqueurs pronostiques spécifiques a I'lgAN.
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2. Physiopathologie de la néphropathie a dép6ts mésangiaux d’IgA

2.1. Modele physiopathologique actuel

La physiopathologie de I'[gAN est complexe et n'est pas entierement élucidée. Le modéle le
plus largement accepté est multifactoriel et connu sous le nom de modele "multi-hits" (200) (Figure
14). Ce modele, initialement proposé par Suzuki, et al. (200) englobe une combinaison de facteurs
environnementaux, immunologiques et génétiques (8,200,201). Ainsi, la survenue de plusieurs

événements (ou « hits ») serait nécessaire pour le développement de la néphropathie.

Le premier événement (« Hit 1 ») implique la synthese d'une molécule d’IgA1 anormalement
glycosylée, appelée IgAl déficiente en galactose (Gd-lgAl). Le deuxieme évenement (« Hit 2 »)
concerne la production d'anticorps ciblant la Gd-IgA1. Ces (auto)anticorps et les molécules de Gd-IgA1l
forment ensuite des "complexes immuns" dans la circulation (« Hit 3 »)(202). Le dernier événement
(« Hit 4 ») implique le dépot de ces complexes immuns dans le mésangium glomérulaire. La

combinaison de ces événements font de I'lgAN une glomérulonéphrite auto-immune (203).

L'IgAN peut étre primitive ou secondaire. Les formes secondaires sont principalement
associées a des infections, des pathologies inflammatoires ou auto-immunes affectant notamment le
tractus gastro-intestinal, le foie ou la peau (187). Les formes secondaires d’IgAN auraient une
pathogénese également centrée sur la synthese de Gd-IgA1 (205). Pour la suite du manuscrit nous

nous concentrerons sur les formes primitives de la néphropathie.

2.2. Etape 1. Synthése d’IgA galactose déficientes circulantes

Le premier événement consiste en la synthese d’une IgA1 montrant un déficit relatif de O-

glycosylation (206), que nous appellerons Gd-IgA1 (207).
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L’IgA est 'immunoglobuline la plus abondante dans les sécrétions muqueuses, jouant un role
important dans I'immunité des muqueuses. Il existe deux sous-classes d’IgA : I'lgAl et I'lgA2. L'IgA1 est
présente dans les muqueuses (forme polymérique) et dans la circulation (formes monomériques
essentiellement) tandis que [I'lgA2 est principalement retrouvée dans les muqueuses.
Physiologiquement, I'lgAl est principalement synthétisée par le tissu lymphoide associé aux
mugqueuses (MALT) (muqueuses intestinale, respiratoire et nasopharyngée) et par la moelle osseuse
(207). L'isoforme IgA1l se distingue notamment de I'IlgA2 par sa longue région charniére (13 acides
aminés de plus comparé a I'lgA2), largement O-glycosylée (208). Le motif unique de glycosylation de
I'lgAl est construit par I'action séquentielle d’enzymes appelées glycosyltransférases (p.ex. : a-2,6-
sialyltransferase 2, STGGALNAC2 et core 1 B,1,3-galactosyltransferase, CIGALTC1) (Figure 15). Chez les
patients développant une IgAN, une altération de I'activité des différentes glycosyltransférases (209)
ou une modification « acquise » des IgA1 normo-galactosylées serait a I'origine de la production d’IgA1l
présentant un déficit « relatif » en résidus galactoses (Gd-IgA1) (207). Ce déficit de O-glycosylation des
IgA1l serait en lien avec une susceptibilité génétique (210,211). Un autre mécanisme potentiellement
impliqué pourrait étre la digestion enzymatique des résidus galactoses d’IgA1 normo-glycosylées par
des bactéries du microbiote des muqueuses, en particulier de la muqueuse intestinale. Aprés leur
formation, les Gd-IgA1 (polymériques et portant le composant sécrétoire)(212,213) produites dans la
lumiere intestinale pénetreraient dans la circulation sanguine. Cependant, les mécanismes par lesquels

cela se produit ne sont pas encore bien caractérisés (203).
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Figure 14. Les formes et sous classes d'IgA

Panel A. Les IgAl et IgA2 se distinguent par leur région charniére largement O-glycosylée. Panel B. Les IgA
s’associe sous forme dimérique ou polymérique. Les formes sécrétoires s’associent le composant sécrétoire. Le
panel C. représente une vue schématique des 9 sites potentiels de O-glycosylation présents au sein de la région
charniere des IgA1. De fagon physiologique, jusqu’a 6 sites sur 9 sont O-glycosylés. Le nombre total et les patterns
de glycosylations varient entre différentes molécules d’IgAl. Cette hétérogénéité d’O-glycosylation module les
fonctions biologiques des IgA1, notamment dans I'immunité antibactérienne au niveau muqueux. Six différents
motifs de O-glycosylation sont retrouvés dans la région charniére de I'lgAl. Les résidus en jaune sont les sites
présentant le plus fréquemment un déficit d’O-glycosylation dans I'lgAN. Schéma issu de Gentile, et al. 2023.
Abréviations : IgAl : immunoglobuline A1, IgA2 : immunoglobuline A2, HR : hinge region, region charniere.
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Figure 15. Modele « multi-hit » proposé pour la physiopathologie de I'lgAN

Panels a-c. Représentation schématique du modéle “multi-hit” de la pathogénése de I'IlgAN. L'IgAN est
actuellement considérée comme une glomérulonéphrite auto-immune dont le développement nécessite la
combinaison de plusieurs événements ou « hits ». Les patients porteurs d’une IgAN développeraient une réponse
immunitaire anormale a des antigénes muqueux ou a des facteurs environnementaux, résultant en la synthese
d’IgAl galactose-déficients (Gd-IgAl) (« Hit 1 ») et d’autoanticorps, majoritairement IgG et IgM (« Hit 2 »). La
combinaison de ces événements conduit a la formation de « complexes immuns » pathologiques (Gd-IgA1-IC)
dans la circulation sanguine (« Hit 3 »). Ces complexes immuns de haut poids moléculaires vont ensuite se
déposer et s’accumuler dans le mésangium rénal, engendrant un inflammation locale, I'activation du
complément et les dommages glomérulaires (« Hit 4 »). L’activation du systéeme du complément (voie alterne,
voie des lectines essentiellement) se passe majoritairement dans le mésangium rénal au contact des complexes
immuns déposés (« Hit 4 »). Le complément pourrait également étre directement activé dans la circulation
sanguine par les complexes immuns (« Hit 3 »). Les étapes impliquant I'activation du complément sont encadrées
en rouge. Panel b. Principales protéines du complément identifiées par
immunohistochimie/immunofluorescence et protéomique dans les glomérules des patients porteurs d’une IgAN.
Abréviations: AP: alternative pathway, voie alterne; Gd-IgAl: galactose-deficient IgA1, IgAl galactose déficient;
Gd-IgAl-IC: galactose-deficient IgAl-immune complexes, complexes immuns contenant des IgAl galactose
déficients; LP: lectin pathway, voie des lectines. Schéma issus de Duval A, et al. NDT 2023.
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2.3. Etapes 2-4. Formation de « complexes immuns » et dép6t mésangial

La présence de Gd-IgA1 dans la circulation sanguine de maniére isolée n'est pas suffisante pour
déclencher la néphropathie (214). En effet, des Gd-IgA1 peuvent étre notamment détectées chez les
individus (indemnes de néphropathie) apparentés a des patients, soulignant la participation d’une
susceptibilité génétique dans la O-glycosylation des immunoglobulines mais également I'implication
d’autres facteurs (214). Parallelement a la synthése de Gd-IgAl, les patients porteurs d’une IgAN
produiraient des (auto)anticorps (IgG et/ou IgM) ciblant la région charniére des Gd-IgAl riche en
résidus N-acétyl-galactosamine (GalNac) (203,207,215). La fixation des IgG-lgM aux Gd-IgA1 ou I'auto-
agrégation de molécules de Gd-IgAl (216) formerait alors des « complexes immuns » de haut poids
moléculaire (« Hit 3 »), couplés au récepteur FcaRIl (ou CD89)(217). Ces complexes immuns, échappant
a la clairance hépatique (207) s’accumulent ensuite dans le mésangium rénal (« Hit 4 »). Plusieurs
facteurs contribueraient au tropisme mésangial particulier des Gd-IgA1-IC, notamment : la charge
négative de ces complexes d’immunoglobulines, un réle potentiel des récepteurs aux IgA (CD71,
sCD89), la présence d’antigenes locaux spécifiques de I'lgA exprimés sur les cellules mésangiales (BlI-

spectrine) (218) et les propriétés rhéologiques de la microcirculation glomérulaire (219).

La pathogenése multifactorielle de I'IlgAN peut étre influencée par divers facteurs, notamment
I'exposition a des antigénes environnementaux, des infections muqueuses et des facteurs génétiques
potentiels pouvant influencer la réponse humorale (loci HLA) (220-222), I'0-glycosylation de I'lgAl

(211), I'immunité innée et l'inflammation locale (8,10,221,223,224).

Le complément a été identifié comme un des facteurs contribuant a l'inflammation
glomérulaire associée a I'lgAN et a la progression de la néphropathie (1,7,225). L'activation du systeme
du complément se produit dans le mésangium ("Hit 4"), potentiellement directement sur les Gd-IgA1-
IC dans la circulation ("Hit 3"), ainsi qu’au niveau des muqueuses. Le complément présent dans le rein
est principalement supposé d’origine systémique, avec la possibilité d’une contribution

supplémentaire de composants issus d’une synthese locale (226) (Figure 15).
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3. Role du complément dans I'lgAN

Les dép6ts de C3, colocalisant avec les dépots d’IgA au niveau du mésangium rénal chez plus
de 90% des patients, constituent I'empreinte de I'activation du complément dans I'lgAN. Les dépots
de C3 (C3b/iC3b) observés dans le mésangium peuvent provenir i) de |'activité de C3 convertases
locales, ii) du transport de C3 lié aux Gd-IgA1-IC apporté dans le mésangium par les complexes immuns,
iii) avec la contribution potentielle de C3 sécrété localement en réponse aux Gd-IgA1-IC par les cellules

mésangiales notamment (227).

3.1. Ou se produit I'activation du complément ?

L'activation du complément prend essentiellement place dans les glomérules. Des dépots
mésangiaux de protéines des trois voies du complément ont été mis en évidence en
immunomarquage, avec des proportions variables selon les patients (Tableau 3). Chez environ 40-50%
des patients, la colocalisation de dépots de C3 avec des dépots de C4d (sans Clq) suggére une
implication potentielle de la voie des lectines dans I'activation locale du complément (228). Pour
d’autres patients, la présence de C3 sans C4d ni C1q pourrait indiquer une activation de la voie alterne
du complément au premier plan (environ 40-50% des patients) (229). A l'inverse, la fréquence
globalement faible des dépéts de Clqg (~10%), marqueur de l'activation de la voie classique, est
guelque peu inattendue compte tenu du réle central des complexes immuns - composés notamment

d’IgG/IgM - dans I'lgAN.
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Rein
(glomérule)

Dépdts caractéristiques immuns retrouvés en IF/IHC de routine
e Colocalisation des dépots d’IgA et de C3 dans le mésangium (>90% des patients)
e  C4d mésangiallartériolaire (30-64% des patients)
e C1q mésangial/anses capillaires glomérulaires (5-18% des patients)

Autres marqueurs identifiés dans le mésangium en IF/IHC
e VA: Properdine (FP), FB, FHR5
e VL :MBL, MASP1/3, MASP2, L-ficoline, Collectine-11
e VT :dépots fréquents de C5b-9 (MAC)
=> Intensité des dépdts de C3 de de FHRS liés au pronostic rénal
=» Marqueurs d’activation de la voie des lectines (MBL, L-ficoline, MASP2 and MASP1/3) associés a la sévérité de la
néphropathie
Données de transcriptomique et de protéomique
e VA:FHR1, FHR5, FHR2, FHR4
o  Synthese intra-rénale de C3, Collectine-11, C1q

Circulation sanguine

o  Déséquilibre de la balance FH/FHR associé a un pronostic rénal défavorable (Tdu ratio FHR1:FH
ratio,TFHR1-5)

e T duratio Gd-IgA1:C3 chez les patients présentant une forme progressive d’lgAN

. T Composants de la VL (MASP-3, MASP-1, MAp19, L-ficoline, M-ficoline)

o ToulMBL

e | MASP-3 associé avec la sévérité de la néphropathie

Urine e Tdes fragments d'activation de la VA, VL et de la VT dans les urines de patients porteurs d'une
néphropathie a IgA (ELISA, analyses protéomiques)
Muqueuses e  Déficience en MBL pourrait exposer les patients a une forme progressive de la néphropathie, et pourrait étre

en lien avec le phénotype de la néphropathie (prodromes infectieux, hématurie macroscopique) (cohorte
asiatique)

Facteurs génétiques

o  Role protecteur de la délétion CFHR1-R3 vis-a-vis du risque de développement d’une IgAN (GWAS)
e Les variants rares du CFH, CFHR5 et/ou de la voie des lectines seraient liées a une évolution rénale
défavorable et a la survenue d’'une microangiopathie thrombotique ou non thrombotique

Modéles expérimentaux

Modeles cellulaires
¢ L'inhibition thérapeutique des récepteurs au C3a/C5a inhibe la prolifération cellulaire et la production de
cytokines proinflammatoires (IL-6, MCP-1) des cellules mésangiales exposées aux IgA (Lignée HMCs)
Modeéles murins
¢ L'inhibition thérapeutique des récepteurs au C3a/C5a améliore le phénotype de I'lgAN chez la souris
e  Le dépdt mésangial d'IgA polymériques (et non monomériques), engendre des dépdts mésangiaux de C3,
une hypercellularité mésangiale, une expansion de la matrice extra-cellulaire et une protéinurie chez les rats.
o Des dépdts de complément (VA,VC/VL), IgG et IgM colocalisent avec les dépdts d’lgA dans le modele murin
d'lgA spontanée gddY. La codéposition d'lgG, IgM et complément s'atténue chez les souris gddY invalidées
pour CD5L/AIM.

Tableau 3. Principales évidences étayant I'implication du complément dans I'lgAN

Abréviations: FHR: protéine associée au FH; Gd-IgAl: IgAl galactose-déficient; GWAS: genome-wide association studies,
études d’association pangénomique; IgAN: néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA; IL-6: interleukine 6; MAC: complexe
d’attaque membranaire, ou C5b-9; MASP: mannose binding lectin associated serine protéase; MAp19: produit d’épissage
alternatif de MASP-2; MBL: mannose binding lectin; MCP-1: monocyte chemotactic protein-1; VA: voie alterne; VC : voie
classique ; VL : voie des lectines ; VT : voie terminale du complément.
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La détection de biomarqueurs sensibles, tels que le C5a et les produits de dégradation du C3,
dans le plasma des patients porteurs d'une IgAN apporte des preuves supplémentaires de |'activation
du complément dans la circulation sanguine. Chez la majorité des patients porteurs d’une IgAN, le
niveau d’activation du complément au niveau plasmatique serait « subtil », c’est-a-dire n’entrainant
pas de consommation significative de C3 et de C4 (C3 et C4 plasmatiques normaux) (229). Une étude
chinoise portant sur 343 patients porteurs d'une IgAN a révélé une corrélation inverse entre les taux
plasmatiques de C3 et l'intensité du dépodt de C3b/iC3b dans le mésangium. Dans cette étude, les
patients présentant des taux plasmatiques de C3 subnormaux (définis comme C3 <90 mg/dL)
présentaient un déclin plus rapide du DFGe et une survie rénale réduite (230). En lien avec ces
résultats, le ratio Gd-IgA1:C3, qui reflete partiellement cette discréte consommation de C3, pourrait
servir de biomarqueur pour la progression de la néphropathie (231). Ces observations constituent des
preuves indirectes d’'une activation modérée du complément dans la circulation (sans toutefois de

consommation franche du C3) jouant un réle dans le développement et la progression de I'IgAN.

3.2.Quelle(s) voie(s) du complément est/sont activée(s) ?

La voie alterne : la force de frappe

L'implication de la voie alterne du complément dans I'lgAN repose sur un large faisceau
d’arguments (229,232). La détection de dépobts glomérulaires mésangiaux d'autres protéines
composant la convertase alterne du complément, telles que le properdine (FP) et le facteur B (FB),
accompagnant les dép6ts de C3, offre des preuves supplémentaires de |'activation de la voie alterne
dans les tissus rénaux (16,233). La voie alterne pourrait étre directement activée a la surface des Gd-
IgA1-IC de haut poids moléculaire, mais le mécanisme moléculaire exact n’est pas clairement défini.
Une étude in vitro (234), a montré de maniere surprenante que les agrégats d’IgA générés a partir
d’lgA sériques issues de donneurs sains et immobilisés sur plaque, pouvaient activer la voie alterne du

complément in vitro. Dans ces expérimentations, seules les IgA agrégées chimiquement de maniére
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covalente avaient la capacité d’activer la voie alterne. Le degré d’activation de la voie alterne était

positivement corrélé au poids moléculaire des agrégats.

La voie alterne du complément sert de « force de frappe » pour le systeme du complément et
posséde la capacité de s’auto-amplifier ou d’amplifier une activation initiale par d’autres voies en
guelques secondes. Ce processus génére du nouveau C3b, dont l'intensité du dépot est liée a la
progression de I'lgAN (230). Le controle efficace du C3b déposé par le FH est maintenu grace a un
équilibre entre la quantité et la fonction de protéines compétitrices, telles que les FHR1-5. Un
déséquilibre dans la concentration ou la fonction du FH et des FHR (FHR1, FHR5 surtout) dans la
circulation et/ou au niveau tissulaire pourrait perturber I'activité régulatrice du FH a la surface
cellulaire. Plusieurs éléments soutiennent cette hypothése dans I'lgAN. Notamment, le marquage des
FHR1 et FHR5 colocalise avec les dép6ts de C3 et I'intensité du marquage FHR5 glomérulaire serait
corrélée a la sévérité de I'lgAN (16,110). De plus, 'augmentation du ratio FHR1:FH et de la
concentration plasmatique de FHR5 ont également été associés a I'activité de I'lgAN (16,18,110,235).
Ces résultats, confortés par des données de protéomique glomérulaire plus récentes (236,237),
étayent I'hypothese selon laquelle les FHR pourraient jouer un role préjudiciable dans I'IgAN en

modulant subtilement la régulation du complément au niveau glomérulaire.

2.2. Voie des lectines : un facteur associé a la sévérité de I'lgAN

La voie des lectines joue un réle crucial dans I'immunité innée, en particulier au niveau des
mugqueuses. Cette voie est notamment activée lorsque MBL se lie a des résidus de glycation présents
sur les agents pathogenes. Des études in vitro ont démontré que les IgA polymériques (et non
monomériques) se lient a MBL, activant ensuite la voie des lectines du complément, avec une réponse

dose-dépendante et calcium-dépendante (238).
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Dans I'IgAN, la détection de dépo6ts de C4d mésangiaux (sans C1q) combinée a la présence
d'autres initiateurs de la voie des lectines - dont la L-ficoline, le collectine-11, la MBL et MASP - offre
des preuves d'une activation locale de la voie des lectines (233,239-241). Le C4d est un produit
d'activation (et d’inactivation) du C4, dont la liaison covalente a la surface cellulaire peut persister
pendant plusieurs semaines. Le C4d sert alors de marqueur d'une activation passée de la voie des
lectines (en l'absence de C1q). Le C4d mésangial et/ou artériolaire peut étre détecté chez jusqu'a 30-
64 % des patients, et cela pourrait étre lié a une diminution du DFGe, au degré de protéinurie, ainsi
gu’a l'inflammation et a la fibrose interstitielles (16,241,242). De plus, des dépots de C4d artériolaires
et glomérulaires seraient plus fréquemment observés chez les patients porteurs d’'une IgAN associée
a des lésions de microangiopathie histologique, avec ou sans lésions thrombotiques (MAT ou
MA)(239). Cependant, les mécanismes exacts par lesquels l'activation de la voie des lectines elle-
méme, indépendamment de son amplification par la voie alterne, pourrait induire directement une
MA(T) ne sont pas encore compris (239). La synthése locale de composants de la voie des lectines,
notamment de collectine-11 (CL-11), par des cellules mésangiales activées au contact des Gd-IgA1-IC
pourrait jouer un réle dans I'exacerbation des dommages médiés par le complément (240). De plus,
des concentrations élevées de protéines de la voie des lectines dans le plasma (MASP1/3, L-ficoline) et
dans l'urine (MBL) pourraient étre liées a des formes progressives d'IgAN (110,243). Par conséquent,
la voie des lectines est considérée comme un catalyseur de I'activation du complément contribuant a

la sévérité de I'lgAN.

2.4. Faut-il exclure la voie classique de la pathogeneése de I'IlgAN ?

Les complexes immuns contenant des Gd-IgA1 sont placés au centre du modeéle pathologique
actuel de I'lgAN. Ces complexes immuns de poids moléculaire élevé comprennent des IgG et/ou des
IgM (217), des immunoglobulines susceptibles d'initier la voie classique du complément, tandis que les

dépots de Clq sont typiqguement absents (5-18% des patients).
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Des dépots meésangiaux d’lIgG colocalisant avec des dépots d’IgA sont identifiés en
immunofluorescence de routine chez 20-30 % des patients (244). De plus, la présence de ces dépots
serait indépendamment corrélée a un pronostic rénal défavorable (244). Dans cette étude de Shin, et
al., l'intensité du dép6t mésangial d'lgG était corrélée avec la présence de Clq, elle-méme associée a
la sévérité de I'IlgAN (244). Il est possible que I'activation de la voie classique du complément dans les
cas les plus séveres (ou montrant des Iésions de chronicité) puisse résulter de lésions glomérulaires
significatives. De maniére intéressante, Risk et al. (245) ont révélé que les biopsies de patients porteurs
d’une IgAN, considérées négatives pour les IgG en marquage immunofluorescence de routine,
contenaient en réalité des IgG. Cette découverte souligne les limites actuelles des techniques
d'immunofluorescence utilisées en routine, ne détectant qu'une partie des dépbts immuns.
Récemment, Siefert et al. nous ont donné une illustration remarquable des limites des
immunomarquages actuels et la nécessité de techniques de démasquage antigéniques adéquats pour
la révélation des dépots glomérulaires de Clq dans la glomérulonéphrite extra-membraneuse (246).
D’autres données expérimentales dans un modeéle murin d’IgAN spontanée (souris gddY) ont montré
que l'inhibiteur d'apoptose des macrophages (AIM/CD5L) s’avérait crucial pour la liaison des dépots
d’IgA déposés dans le mésangium rénal avec des IgM/I1gG, entrainant I'activation du complément,
I'inflammation glomérulaire et les lésions rénales (247). Dans ce modele, la formation de complexes
immuns aurait lieu dans le tissu rénal. De plus, dans ce modele murin, I'activation du systéme du
complément semble étre déclenchée secondairement aux dépdts d'lgG/IgM, ce qui faciliterait un

processus dépendant de la voie classique du complément.

L'implication potentielle de la voie classique du complément dans I'IgAN est également étayée
par des analyses protéomiques et transcriptomiques menées sur des échantillons de biopsies de
patients. Ces études ont révélé une surexpression de signatures de la voie classique du complément,
en particulier du Clq, suggérant une possible synthése locale (248). Sur la base de ces éléments, il
serait injustifié d'exclure complétement une contribution potentielle de la voie classique du

complément dans I'lgAN.
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3. Conséquences de I'activation du complément

La formation des C3 convertases conduit a la libération des fragments d'activation du C3, C3a
et C3b, au sein des glomérules. Plusieurs cellules du parenchyme rénal expriment des récepteurs aux
fragments d’activation du complément. Les cellules tubulo-épithéliales et les podocytes expriment
notamment le récepteur au C3a (C3aR). La libération locale de C3a et sa liaison a son récepteur
contribuerait aux lésions podocytaires médiées par le complément (249) et faciliterait I'infiltration de
cellules immunitaires sur le site de I'activation du complément (250). Les récepteurs du complément
au C3b (CR1) sont exprimés sur les podocytes, tandis que les cellules myéloides expriment des
récepteurs au iC3b (p.ex. Complement receptor 3, CR3). Une étude en immunohistochimie a révélé
une diminution de I'intensité du marquage du CR1 au niveau glomérulaire chez les patients porteurs
d'une IgAN, identifiant une relation inverse entre les dépots glomérulaires de C5b-9 et I'intensité de
CR1 (251). Chez le rat, I'inhibition thérapeutique des récepteurs C3a/C5a atténuerait le phénotype de
I'lgAN, soutenant un réle des récepteurs aux anaphylatoxines du complément dans la genése des

|ésions rénales (252).

Des dépo6ts mésangiaux de complexe d’attaqgue membranaire (MAC, ou C5b-9) ont été
identifiés en immunohistochimie sur des petites séries de patients porteurs d’une IgAN (253), avec une
fréquence estimée chez jusqu’a 100% des patients. La fréquence relativement importante de ce
marqueur d’activation de la voie terminale constitue une indication de I'activation de I'ensemble de la
cascade du complément au sein des glomérules. Dans I'lgAN, le MAC s’insére a la surface des cellules
mésangiales, podocytaires, endothéliales et au niveau de la membrane basale glomérulaire. L'insertion
du MAC sur ces cellules nucléées ne provoque pas de lyse cellulaire, mais peut cependant entrainer
des dommages cellulaires irréversibles en modifiant le phénotype de la cellule cible (64). L'insertion
du C5b-9 a la surface des cellules mésangiales stimule I'activation cellulaire, la synthése de la matrice
extracellulaire, la production de cytokines (TGF-B, IL-6), de facteurs profibrotiques et I'apoptose

cellulaire (254—258). Le C5b-9 peut également attaquer directement les podocytes (251). L'insertion
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d’'un MAC a la surface d’'un podocyte engendre, entre-autres, la production de cytokines
inflammatoires, d'oxydants et de composants de la matrice extracellulaire. Ces phénomenes
contribuent a la perte d’intégrité de la barriere de filtration glomérulaire et a I'apparition ou a
I’aggravation de la protéinurie. L'interaction entre les cellules mésangiales et les cellules endothéliales
glomérulaires activées crée un micro-environnement inflammatoire, intensifiant I’agression

podocytaire.

La présence de C5b-9 soluble (sC5b-9, issu de la formation et de la régulation du C5b-9 déposé
en surface tissulaire) peut étre détectée dans les urines de patients porteurs d’une IgAN. Ce sC5b-9,
potentiellement libéré dans la chambre urinaire par les podocytes, serait corrélé au degré de

protéinurie. Sa valeur pronostique reste cependant incertaine (259).

Simultanément, I'activation mésangiale du complément et la production de cytokines pro-
inflammatoires et profibrotiques exacerbent la fibrose tubulointerstitielle, participant au déclin

irréversible de la fonction rénale.
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4. Génétique du complément dans I'lgAN

4.1. Loci de susceptibilité

Les études d'association pangénomiques (GWAS) ont renforcé I'hypothese d’un réle de
I’activation (et de I'amplification) du complément dans I'lgAN en identifiant le Jocus RCA (1g32) comme
locus de susceptibilité de I'lgAN (8-10). Comme précédemment décrit, ce locus contient des génes
régulateurs de la voie alterne du complément, en particulier les génes CFH et CFHR1-5. De fagon
intéressante, un polymorphisme (single nucleotide polymorphism, SNP) (rs6677604) localisé dans cette
région est I'un des polymorphismes le plus fortement associé a la susceptibilité de développer la
néphropathie chez les Européens et les Asiatiques (10). Ce polymorphisme présente un fort
déséquilibre de liaison avec la délétion des genes CFHR1-R3. Cette délétion CFHR1-R3 (associée a
I'allele rs6677604-A) serait quant a elle protectrice vis-a-vis de la susceptibilité de développer une
IgAN, en particulier sous la forme homozygote (16) (Tableau 4). D'autres genes du complément (CFB)
et des genes associés au complément (ITGAM, ITGAX) ont également été identifiés comme autres loci

de susceptibilité (260).

4.2. Influence des polymorphismes des génes du complément : facteur de sévérité/progression ?

Dans I'lgAN, des polymorphismes portant sur différents génes de la voie alterne et de la voie
des lectines ont été identifiés comme potentiels facteurs de progression ou de sévérité de I'atteinte
rénale. Ces polymorphismes sont associés a une modification subtile du niveau d’expression ou de
fonction de différentes protéines intervenant dans la cascade, comme des SNP portant sur des génes
de la voie des lectines (MBL2, p.G54D et FCN2, p.A258S) ou de la voie alterne (CFH, p.V62l; CFB,
p.R32W et le polymorphisme rs4151657 situé en zone intronique du gene CFB), identifiés dans la
population chinoise (220,261-263). Le polymorphisme C3 p.R102G a été associé a un déclin plus rapide

du débit de filtration glomérulaire dans une population européenne (264).
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Tableau 4. Données en faveur d'un role de la délétion CFHR1-R3 dans I'IgAN

Nombre de Fréq. Fréq. des porteurs (%)
Méthode patients ACFHR1-R3 de la ACFHR1-R3 Association de la ACFHR1-R3 dans I'lgAN
. d’évaluation et de controles (%) Ho/He/non porteurs
Référence de la N Score Dépéts
_ " IgAN Controles o Controéles . | Séveérit . . [FH, C3, Survie post
ACFHR1-R3 IgAN | Contréles (%) (%) IgAN (%) (%) sus’ce’pt.lblllte é MEST | mésangiau C3ajpasms | transplantation
génétique -C x de C3
rs667760 .
Gharavi, et (GWAS) 1194 902 4.1 7.3 N/A N/A v/
al. 2011 (8) rs667760
(GWAS) 1238 1172 17 23 N/A N/A v
rs6677604 11/3.7/9
. (GWAS 1185* 882 4.0 7.2 A 1.2/7.1/91.7 v/ X v/
Xie, et al. +MLPA) 5.2
2016 (9)
rs6677604 1.8/4.6/9
(GWAS) 1472 722 5.1 7.0 36 1.5/5.9/92.6 v/ X v/
rs6677604 0/10.7/89
Zhu, et al. (GWAS) 365 117 5.3 28.2 3 4.3/47.9/47.9 v/ X X v/ v
2015(17) rs6677604 *
(GWAS) 1178 N/A N/A N/A N/A N/A v X X v X
Meilleure
Pesce, et al. rs6677604 67 0/32.8/67 - .
! ?
2020 (265) (Sanger) KTR N/A 16.4 N/A 5 N/A X X ? fonction/survie
du greffon
Tortajada, et
al. 2017(16) MLPA 106 188 15.0 229 0.9/28/71 5.9/34/60.1 v/ X X X v
Jullien, et al.
2013 (266) ¢PCR/Blot 639 N/A 19.5 N/A 4/29/65 N/A X X X v/
Kang, et al. rs6677604
2023 (267) TagMan assay 1781 N/A 6.0 N/A 0,3/11/89 N/A X X V4

Abréviations : CFHR1 : complement factor H related protein 1 gene, ACFHR1-R3 : délétion CFHR1-CFHR3, Freq. : fréquence, IgAN: néphropathie a dépbts mésangiaux d’IgA,
Ho : homozygotes, He : hétérozygotes, + diminution, MEST-C : score histologique de la classification d’Oxford 2016, FH : facteur H, N/A : absence de donnée. v présence
d’une association X absence d’association
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4.2. Les variants rares du complément

Dans une cohorte espagnole, des variants rares (MAF<0.1%) dans les génes de régulation de
la VA du complément ont été identifiés chez cinq patients présentant une concentration de FH
plasmatique basse (16). Parmi ces patients, 4 portaient un variant portant sur le CFH et 1 avait un
variant portant sur le CFl. Trois des quatre variants du CFH identifiés dans cette cohorte se situaient
dans I'extrémité N-terminale du FH (SCR1-4). De fagon intéressante, 4/5 patients portant un variant
rare du complément ont présenté un tableau de microangiopathie thrombotique biologique et/ou
rénale durant le suivi (16). Dans une autre cohorte chinoise de 94 cas présentant des lésions de
microangiopathie artériolaire, pres de la moitié des patients présentaient des variants rares dans des
génes liés au complément, en particulier au sein des CFHRs (268). D’autres variants rares portant
principalement sur les génes des CFH et CFHR ont été rapportés chez les patients IgAN. Une vue
d’ensemble des cas décrits est présentée dans les tableaux 5 et 6. De fagon intéressante, les patients
IgAN porteurs de ces variants présentaient un phénotype de MA(T) ou d’hypertension artérielle
maligne (HTAm), avec le plus souvent un pronostic rénal défavorable. Ces observations suggérent que

ces variants rares pourraient intensifier I'activation du complément déclenchée par les Gd-IgA-IC.

Cependant, les voies spécifiques par lesquelles les polymorphismes et les variants rares des
génes du complément influencent la progression de I'lgAN ou modifient le phénotype final nécessitent

d’étre précisés.
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Géne

Référence

Cohorte d’étude

Tableau 5. Variants rares des genes CFH-CFHR1-5 précédemment rapportés chez des patients IgAN

Méthode

Principaux résultats

Variants identifiés

CFH

CFHR1

Tortajada, et al. (16)

49 patients IgAN insuffisant rénaux
chroniques, cohorte espagnole

94 patients IgAN avec MA

Séquengage
direct

Variants rares du CFH chez 4 patients avec un
FH plasmatique bas. MAT chez 3/4 patients

p.V17G (He, pathogénique)
p.C66Y (He, pathogénique)
p.C205* (He, pathogénique)

Li, et al. (269)

Nakamura, et al. (270)

histologique, cohorte chinoise

Exome

59% des patients avec un variant sur les génes
associés au complément,
1/94 avec un variant CFH

p-W978L (He, pathogénique)

p.P606H (He, VUS) (1 patient)

Manenti, et al. (271)

1 cas reporté de MAT-IgAN
1 cas d'IgAVN avec MAT

Panel ngs

p.R1215Q (He, pathogénique) (1 patient)

Manenti, et al. (272)

biologique et rénale

Panel ngs

CFH-H3 gtgt (Ho) + MCP ggaac (He)

Schmitt, et al. (12)

Série de 6 cas MAT + IgAN
1 cas rapporté IgAN + MAT

Panel ngs

Séquengage

2/6 patients avec un variant rare du CFH

Pas de variant rare
p.N516K (He, VUS)

(enfant)

direct

p.S883Hfs (He, pathogénique)
p.A48S, he, VUS

CFHR2

Li, et al. (269)

94 patients IgAN avec MA

Pas de donnée

CFHR3

histologique, cohorte chinoise

Exome

CFHR4
(A ou B)

Li, et al. (269)

Cavero, et al. (273)

94 patients IgAN avec MA
histologique, cohorte chinoise

7 patients IgAN avec MAT

Exome

c.59_63delCAATG (splice, He, VUS)
p.S153F (He, VUS) (1 patient)
p.P212S, (He, VUS) (1 patient)

biologique en contexte ’HTAm

Pas décrit

Variants portant sur les génes associés au
complément chez 4/7 patients

Chez un patient: CFHR4: p.Ser233Thr (He,
VUS), combiné a un MCP ggaac (Ho) et
CFHR1-R3 délétion (Ho)

CFHRS

Zhai, et al. (14)

500 patients IgAN
576 controles
Cohorte Chinoise

Séquengage
direct

43/500 patients porteurs d’un variant rare
CFHR5 (He)

Variants rares du CFHR5 associés a une
susceptibilité de développer une IgAN

- 6 variants non-synonymes: p.\V170M,
p.Q111P, p.N178S, p.N178S, p.E274D dont
3/6 pathogénes in vitro (T fixation au C3b pour

p.V170M, p.N178S et p.E274D)
- 1 variant faux-sens : p.Leu259* (6 patients,
aucun contrble)
- 1 variant avec perte de codon stop
p.ter570R (patients et contrdles)

Li, et al. (269)

Guzzo, et al. (15)

94 patients IgAN avec MA
histologique, cohorte chinoise

Exome

3/94 porteurs d’'un variant rare du CFHR5

- 2 splice-site variants
p.V170M (He, pathogénique)
p.P453S (He, VUS)

1 cas rapporté de IgAN + MAT

Panel ngs

p.N178S, (He, pathogénique)
c.361delC, p.Q121Yfs*10 (He, MAF<0.01%)

CFH-H3 gtgt (Ho) + MCP ggaac (Ho)
Abréviations : CFH : géne du facteur H du complément ; CFHR1-5 : genes des protéines associées au FH, FHR1-5, HTAm : Hypertension artérielle maligne, IgAN : néphropathie
a dépots mésangiaux d’IgA. MA(T) : microangiopathie (thrombotique), ngs : next generation sequencing.
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Tableau 6. Eléments en faveur d'un rdle des FH, FHR1-5 dans I'lgAN

Protéine

Compartiment

Données génétiques

Concentration plasmatique

Glomérule

Urines

Variants rares

Polymorphismes

FH

FHR1

FHR2

[FH] normale (16,18,274)
T [FH] chez les IgAN + MA (262)
[FH] patients IgAVN > IgAN (275)

Pas de valeur pronostique

T FHR1 chez les patients comparés
aux contréles (PKRAD) (16)

T FHR1:FH (formes progressives)
(16,18)

Absence de donnée

d dépéts FH (formes
progressives) (110)

T FHR1 (IgAN>IgAVN)
(protéomique) (233,237,279)

Pas d’association avec le
pronostic ni la sévérité (110)

Présence de FH (276),
corrélation avec la
créatininémie
(protéomique) (277)

Absence de donnée

Associés avec une V[FH] et/ou un
phénotype de MA(T) (16,269)

Absence de donnée

rs800292-GG (FHezv) associé a un C3 plasmatique
subnormal,T dépéts de C3 (278), prévalence plus élevée
chez les patients avec IgAN + MA (262)

rs412852-G (intronique) associé a survie rénale (262)

Role protecteur de la délétion CFHR1-R3 (ou
rs6677604-AA) (Ho)(8-10,260,280,281)
rs6677604-AA ou délétion CFHR1-R3 (Ho) associés a
des ¥ dépoéts de C3b/iC3b (11,266)

T FHR2 (protéomique)(279)

Présence de FHR2
(276), corrélation avec la
créatininémie et au
degré de FI/AT
(protéomique) (277)

1 cas reporté IgAN et MA (269)

2 copies de CFHR1-R3 associée a une moins bonne
survie du greffon (265)

Absence de donnée

FHR3

Absence de donnée

T FHR3 (protéomique)(279)

Absence de donnée

1 cas reporté IgAN et MA (269)

Role protecteur de la délétion CFHR1-R3 (ou
rs6677604-AA) (Ho)(8-10,260,280,281)
rs6677604-AA ou délétion CFHR1-R3 (Ho) associé a
des ¥ dépéts de C3b/iC3b (11,266)

FHR4

(A ou B)

FHR5

Les données en

Absence de donnée

T FHRS5 (formes progressives) (18)

Absence de donnée

- Dépdts en IHC/IF (101,278) et
identification en protéomique
(237,279)

- T dépéts FHRS5 (formes
progressives) (110)

Présence de FHR4 (276)

Absence de donnée

1 cas reporté IgAN, HTA maligne et
MAT (282)

T susceptibilité vis-a-vis du
développement de IgAN (14)
Absence d’impact sur le phénotype
clinique ni la progression de 'lgAN
(14,15,283)

2 copies de CFHR1-R3 associée a survie du greffon
(265)

Absence de donnée

Absence de donnée

sont associées a : une susceptibilité génétique augmentée vis-a-vis du risque de développement d’une IgAN, un pronostic rénal défavorable ou a la

sévérité de la présentation clinique. Les éléments en vert sont protecteurs vis-a-vis de la susceptibilité génétique au développement d’une IgAN, un pronostic rénal favorable
ou a une présentation clinique moins sévére. En absence d’'impact sur ces paramétres, les éléments sont présentés en noir. Abréviations : HTA : hypertension artérielle ;
MA(T) : microangiopathie (thrombotique) ; PKRAD : polykystose rénale autosomique dominante, VUS : variant de signification indéterminée.
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5. Thérapies ciblant le complément dans I'lgAN

5.1. Nouvelles perspectives thérapeutiques dans I'lgAN

L'avenir du traitement de I'lgAN pourrait bientdt changer. A I'heure actuelle, I'approche principale
pour ralentir la progression de la néphropathie vise principalement a controler la protéinurie et
I'hypertension artérielle. Malgré la nature (auto)-immune présumée de [I'IgAN, I'utilisation
d'immunosuppresseurs reste controversée (284). Les résultats récents de I'étude NeflgArd ont mis en
évidence les avantages potentiels de |'utilisation de stéroides a libération locale intestinale chez les patients
IgAN a risque de progression pour la prévention du déclin de la fonction rénale (285). Le mycophénolate
mofétil pourrait constituer une solution d'épargne de corticoides pour les patients asiatiques porteurs
d'une IgAN a risque de progression (286). Le complément, un autre facteur contribuant aux lésions
glomérulaires, émerge comme une nouvelle cible potentielle pour le traitement de I'lgAN. Actuellement,
12 thérapies ciblant le complément sont en phase Il ou Il d’essais cliniques dans I'lgAN. Ces thérapies et

leurs mécanismes d’action sont détaillés dans les tableaux 7 et 8 et dans |a Figure 16.

5.2. Niveaux d’action des thérapies ciblant le complément dans I'lgAN

Blocage de la voie terminale

L'éculizumab constitue la molécule pionniere des thérapies ciblant le complément. Cet anticorps
monoclonal humanisé se lie avec la molécule C5 du complément, inhibant son clivage par la C5 convertase
et les dommages engendrés par les effecteurs terminaux du complément (C5a, C5b-9). Le blocage du C5
prévient I'engagement de la voie terminale commune, indépendamment de la voie initiatrice. L'utilisation
de cette molécule a révolutionné la prise en charge des patients porteurs d’'un SHUa, en améliorant

considérablement leur survie globale et rénale. L'utilisation de I’éculizumab est actuellement validée pour
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4 indications : I'hémoglobinurie paroxystique nocturne, le SHUa, la myasthénie acquise généralisée et la

neuro-myélite optique.

L'observation d’une fréquence relativement élevée des dépots glomérulaires de C5b-9 chez les
patients IgAN ainsi que I'étude des conséquences tissulaires en lien avec la libération d’effecteurs terminaux
(role de I'axe C5a/C5aR, C5b-9) dans les différents modeéles expérimentaux soutiennent I'engagement de
I'intégralité de la cascade du complément dans I'lgAN. Par conséquent, l'inhibition de la voie terminale du

complément au niveau du C5 pourrait a priori sembler bénéfique pour les patients.

L'utilisation de I'éculizumab a été rapportée chez des cas anecdotiques de patients IgAN présentant
un tableau de glomérulonéphrite rapidement progressive en lien avec une prolifération extracapillaire (Voir
Annexe n°3) ou une IgAN s’associant a un tableau de microangiopathie thrombotique. Dans ces différents
cas, I"éculizumab (parfois débuté tardivement dans la prise en charge) a montré une efficacité variable. Des

petites séries de cas rapportés associant une IgAN avec une MAT répondraient a I’éculizumab (16,272).

Actuellement, deux molécules inhibant la voie terminale du complément sont testées dans I'lgAN :
le ravulizumab et I'avacopan. Le ravulizumab, un anticorps monoclonal anti-C5 proche de I'éculizumab avec
une longue durée d'action, est en cours d’essai thérapeutique de phase Il dans I'IlgAN (NCT04564339). De
plus, une étude pilote en ouvert a évalué I'efficacité a court terme de I'avacopan (CCX168), un antagoniste
du récepteur C5a (C5aR), chez des patients ayant un rapport protéinurie/créatininurie (UPCR) supérieur a
1 g/g malgré un traitement par un bloqueur du systéme rénine-angiotensine (NCT02384317). Les résultats
a 3 mois de cette étude semblent encourageants avec une réduction de la protéinurie de 50% chez 3 des 7

patients.
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Thérapeutiques pour prévenir la formation des C3 convertases

La voie alterne, pivot de I'activation du systéme du complément, représente la cible principale
d’intervention thérapeutique. Contrairement au blocage de la voie terminale, I'inhibition de la voie alterne
en amont de la C3 convertase pourrait aider a prévenir la libération des produits d'activation du C3 (C3a,
dépots de C3b) et leurs effets potentiels. L'iptacopan (LNP023) est une petite molécule administrée par voie
orale ciblant le FB et inhibant le clivage du C3 par la C3 convertase alterne. Une étude de phase Il
(NCT03373461) portant sur 58 patients a montré une diminution du ratio UPCR a 3 mois (-23% ICsoy [8-
34%]) comparé au groupe placebo. La diminution de la protéinurie était dose-dépendante et se poursuivait
a 6 mois (-28 a -40%) de traitement par Iptacopan 200mg 2/jour avec un bon profil de sécurité. Ces résultats
ont motivé le lancement d'un essai thérapeutique de phase Ill, APPLAUSE-IGAN (NCT04578834), en cours
de recrutement (Tableaux 7 et 8). D'autres stratégies actuellement a I'étude comprennent : i) le ciblage du
C3 en interférant avec sa production, ii) la prévention de |'activation et de I'assemblage des composants de
la C3 convertase alterne (inhibition de C3, FB et FD), et iii) I'accélération de la dissociation de la C3

convertase (Tableau 7).

La voie des lectines constitue une autre cible thérapeutique potentielle. Le narsoplimab (OMS721),
un anticorps monoclonal IgG4 entiérement humain, cible spécifiquement la protéine MASP-2. Une étude
de phase Il (NCT02682407) a montré une réduction significative de 61,4% de la protéinurie des 24 heures
avec une stabilité du DFGe chez cing patients. Actuellement, I'essai ARTEMIS-IGAN, un essai clinique de
phase Il randomisé, en double aveugle et contrélé par placebo (NCT03608033), évalue cette biothérapie

chez les patients présentant une protéinurie supérieure a 1 g/jour.

Les résultats de l'efficacité a long terme de ces inhibiteurs du complément sur le phénotype

clinique, les lésions histologiques et le pronostic rénal sont attendus avec impatience.
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Figure 16. Vue d’ensemble des inhibiteurs du complement en essai thérapeutique (phase Il, phase lil) dans I'IgAN

La cascade d’activation du complément offre de multiples cibles thérapeutiques potentielles. Les molécules actuellement en
phase en cours d’essais thérapeutiques dans I'lgAN et leur cible sont représentées en vert. Parmi ces molécules, deux inhibiteurs
du complément, I'iptacopan et le narsoplimab, ciblant respectivement le FB et MASP-2 sont actuellement en phase lIl.

* Molécules dont le mécanisme d’action est I'inhibition de I'expression du géne de la protéine d’intérét. Abréviations : FB :
facteur B ; FD : facteur D ; Gd-IgA1-IC : complexe d’IgA1 galactose déficiente ; MAC : complexe d’attaque membranaire ou C5b-
9 ; MASP : mannose binding lectin associated serine protease ; MBL : mannose binding lectin. Schéma issu de Duval A, et al. NDT
2023.
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Cible

N°

Voie du . . o — Agent Compagnie Type Schéma et mode Phase d’essai enregistrement Principaux résultats
. thérapeutiq Mécanisme d’action . . . b e X . . L s .
complément ue thérapeutique pharmaceutique d’inhibiteur d’administration clinique de I'essai (statut de recrutement)
thérapeutique
Phase Ill
. . Inhibition de MASP-2 et de ['initiation de la Narsoplimab . IV, 4 mg/kg une fois par FDA - NCT03608033 Pas de résultat disponible
Vole des lectines MASP-2 voie des lectines (OMS721) Omeros Anticorps semaine “Breakthrough ARTEMIS-IgAN (recrutement en cours)
therapy”
_— , . R Arrowhead ) NCT05083364 Résultats intermédiaires sur les volontaires sains
c3 Inhibition de F'expression du géne C3 ARO-C3 Pharmaceuticals ARNI SC, 1 0u2 doses Phase I/l AROC3-1001 (partie 1): bon profil de sécurité et de tolérance.
Inhibition de la fixation/clivage de C3 par Pegcetacoplan Apellis Pentide SC. deux fois par semaine Phase | NCT03453619 Six patients porteurs d'IgAN inclus,
la C3 convertase (APL-2) P P ’ P DISCOVERY Pas de résultat disponible A
lonis Premiers résultats chez 10 patients :J 44% de la
Inhibition de I'expression du gene CFB IONIS-FB-LRx . ARNi SC, tous les mois Phase Il NCT04014335 protéinurie des 24h par rapport a la protéinurie de
Pharmaceuticals N . ) P
. base a la semaine 29, bon profil de sécurité B
Vole alterne Facteur B Inhibition de la sérine protéase FB et du
clivage de C3 et C5 e?r les convertases Iptacopan Novartis Petite molécule Oral, 200 mg, deux fois par Phase Ill NCT04578834 Pas de résultat disponible
9 alterﬁes (LNP023) jour APPLAUSE IgAN (recrutement en cours)
Vemircopan . . . Pas de résultat disponible
o . (ALXN2050) AstraZeneca Petite molécule Oral, 180 mg/jour Phase I NCT05097989 (recrutement en cours)
Facteur D Inhibition du clivage du FB par le FD - n -
. . . . . NCT05162066 Pas de résultat disponible
BCX9930 BioCryst Petite molécule Oral, deux fois par jour Phase I
RENEW (recrutement en cours)
_ Biothérapie
Voiealteme et |  C5/C5b et Inhibition des C3/C5 convertases Kira bifonctionnelle o . NCT05517980 .
. . (domaines du FH) et inhibition du clivage KP104 ) ; SC/IV, 1 a 2 fois par semaine Phase | Recrutement non encore débuté
voie terminale C3bBb Pharmaceuticals (Anticorps + SYNERGY-1
de C5 par la C5 convertase .
peptide)
Cemdisiran Alnylam . . . —
(ALN-CC5) Pharmaceuticals ARNi SC, toutes les semaines Phase I NCT03841448 Pas de résultat disponible
_— . Gefurulimab Alexion Astra ) . . . .
5 Inhibition du clivage de C5 par la C5 (ALXN1720) Zeneca Anticorps SC/IV, toutes les semaines Phase | NCT05314231 Pas de résultat disponible
convertase IV, doses d'induction puis
Vole terminale Ravulizumab Alexion Astra Anticorps mayintenance tous les geux Phase Il NCT04564339 Pas de résultat disponible
Zeneca P s SANCTUARY P
Avacopan Réduction du ratio protéinurie/créatininurie urinaire
C5aR1 Inhibition du récepteur 1 au C5a (C5aR1) (CCX1%8) ChemoCentryx Petite molécule Oral, deux fois par jour Phase Il NCT02384317 chez 6/7 patients (~50% chez 3/7) & la semaine 12,
maintenue a la semaine 24 chez 5/7 participants ©

Tableau 7. Thérapies ciblant le complement en cours d’essais thérapeutiques phases I1/11l dans I'IgAN

Abréviations : ASN: American Society of Nephrology; C3bBb: C3 convertase alterne; C5aR1: Récepteur 1 au C5a; FB: facteur B; FD: facteur D; FDA: Food and Drug
Administration; FH: facteur H; IV: intraveineux; MASP: Mannan-associated serine protease; SC: sous-cutané; A. Résultats présentés au congres ASN de 2019, PO1852, B.

Résultats présentés au congrés ASN, SA-PO714 C. Bruchfeld, et al. Clinical Kidney Journal 2022.
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NO
enregistrement
Cible, agent de I'essai Critére
thérapeutique thérapeutique Phase Design de I'étude Principaux critéres d’'inclusion d’évaluation Nombre de patients Résultats principaux Références
Zizﬁ;ih':agzosgm:a L\; ?OT\%E Partie 1: réduction médiane de la PU
' ) . . A .
décroissance de stéroids, 6 semaines de Partie 1: 4 patients 24 h de 72% aux semaines 13-15 Lafayete, of al, Kidney It Rep
?‘2“‘;';:]’2;22?03’3:2)5'0" addionnelle de AN g 216 ans Partie 2: 9 patients (5 | Partie 2 réduction médiane de la PU 2020
' 9 lagnostiquee histologiquement dans le groupe 24h de 61.4% aux semaines 51-54
NCT02682407 I Partie 2): Narsoplimab IV 370 mg (dose PU> 1 g/24h Sous SRA PU 24.h’ narsoplimab et 4 dans le Résultats présentés lors du congrés
) ) DFGe > 30 mL/min/1.73m2 12 semaines . .
. fixe) ou placebo 12 semaines (double- groupe placebo : tous A long terme (n=12, ~3 ans de suivi) : | de 'lERA EDTA 2021 (Session « Late
Anti MASP-2 o . PA <150/90 mmHg ; I . L )
Narso Iimaby aveugle, randomization 1:1), 6 semaines Corticoides > 10mgj (Partie 1) les patients ont regu du stabilization du DFGe (n=9), Breaking Clinical Trials », Barratt J,
(OMSp721) de suivi avec un extension additionnel de narsoplimab dans la augmentation du DFGe (n=3), et al)(s2)
12-semaines (ouvert). phase d’extension) réduction médiane de la PU 24h de
38%
Age = 18 ans
IgAN diagnostiquée histologiquement
NCT03608033 m Narsoplimab IV 4 mg/kg une fois par <8ans PU 24 h, 450 patients Y — Lafayette, et al. Kidney Int Rep
ARTEMIS-IgAN semaine ou placebo, randomisation 1:1. PU 24 h > 1 g/j < 6 mois avant l'inclusion 12 semaines (225 par bras) 2022(83)
ou de base
DFGe = 30 mL/min/1.73m?2
Age = 18 ans
IgAN diagnostiquée histologiquement
Partie I: Iptacopan 10 mg, 50 mg, 100mg, <3ans
200 mg 2/jour, 90 jours PU = 0.8 g/g ou = 0.75g/24h Partie 1: n=46, . S o Résultats présentés au World
NCT03373461 " DFGe 2 30mL/min/1.73m2 PU(glg)a12 | Partie 2: n=26 avec i%%g:lg fg‘;“|;>P'S‘;“ft2'°S"egfaﬁif Congress of Nephrology 2022
NCT04557462 Partie II: Iptacopan 10mg, 50 mg, 100 mg, Sous SRA, antihypertenseurs et/ou semaines 200mg 2/jour, 25 avec P . 5 : (Barratt, et al. Kidney Int Rep 2022)
. . - R . " réduction de PU continuant a 6 mois
200 mg 2/jour ou placebo, 180 jours, diurétiques & la dose maximale tolérée = placebo &4
analyse intermédiaire a 90 jours 90 jours avant l'inclusion
Vaccination contre N. meningitidis, S.
pneumoniae, et H influenzae
Facteur B,
Iptacopan
(LNP023)
Age = 18 ans
IgAN diagnostiquée histologiquement PU (g/g)a 9
NCT04578834 Tt o T80 () R it DFGe 2 30mL/min/1.73m2 mois, 450 patients
APPLAUSE I Iasebo ‘;an o aﬁ’.onl 11 ot e PU>1glg Pente de 015 par - Recrutement en cours Rizk, et al. Kidney Int Rep 2023(9)
IgAN PEER) ization 1:1, 24 mois | g,.c SRA 4 la dose maximale tolérée | DFGe en 24 (1l par o)
Vaccination contre N. meningitidis, S. mois
pneumoniae, et H. influenzae

Tableau 8. Caractéristiques et résultats des essais cliniques des molécules ayant atteint la phase 3 des essais thérapeutiques dans I'IgAN.

Abréviations : DFGe: débit de filtration glomérulaire estimé, IgAN: néphropathie a IgA, : PU : protéinurie ; SRA: inhibiteurs du systéeme rénine angiotensine.
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5.4. Spécificité des stratégies ciblant le complément dans I'IlgAN

La perspective d’utilisation de thérapies ciblant le complément dans I'IgAN illustre la
problématique de la translation de thérapies novatrices, efficaces et colteuses initialement
développées pour des affections rares potentiellement mortelles, a des pathologies chroniques plus
répandues. Par ailleurs, I'IgAN constitue une néphropathie hautement complexe et hétérogene, dans
laquelle I'activation du complément constitue seulement I'un des nombreux facteurs contributifs. De
plus, le degré d’activation du complément rencontré dans I'lgAN peut étre influencé par divers
facteurs, tels que : i) I'intensité d’exposition a des facteurs déclenchants ou environnementaux (p.ex.
infections notamment muqueuses) engendrant la synthése de Gd-IgAl et de complexes immuns et
leur dép6t mésangial, ii) 'implication et le degré d’activation des différentes voies du complément, et
iii) des facteurs génétiques modulant la capacité a réguler le complément et l'inflammation

glomérulaire a long terme.

Dans des conditions chroniques comme [I'IgAN, des stratégies qui ajustent délicatement
I'activation du complément de maniére ciblée pourraient s'avérer avantageuses pour les patients.
L'objectif est alors de « rééquilibrer » la balance d’activation/régulation du complément, en faveur
d’une amélioration de la régulation. Néanmoins, il est essentiel de peser les bénéfices attendus d'une
inhibition prolongée du complément par rapport aux risques potentiels d'infection, et éventuellement,
d'autres effets secondaires a long terme encore inconnus. L’identification de réles non canoniques de
différentes protéines du complément rend les conséquences de la modulation thérapeutique de la

cascade du complément d’autant plus imprévisibles.

L'obtention d’une inhibition compléte d’une ou des voies de la cascade du complément n’est
potentiellement pas souhaitable ni appropriée pour des affections nécessitant un traitement a long
terme. De plus, il est également possible que le degré d’implication du complément et la contribution

relative de ses différentes voies d’activation different d’un individu a un autre, ou méme, varie au cours
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de I’évolution de la néphropathie chez un méme individu. Chez certains autres patients, tels que ceux
présentant une hématurie macroscopique récurrente isolée, le complément pourrait ne pas étre

impliqué du tout, et par conséquent, ces patients n’auraient aucun bénéfice a recevoir ces thérapies.

Plusieurs questions se posent a I'heure des premiers résultats des essais thérapeutiques des
molécules ciblant le complément dans I'lgAN. Premierement, déterminer le moment idéal et le niveau
optimal de blocage du complément devient impératif. Ensuite, un autre défi majeur réside désormais
dans l'identification et la validation de biomarqueurs non invasifs pour sélectionner en toute sécurité
les patients qui pourraient bénéficier des thérapies ciblant le complément. De plus, ces biomarqueurs
pourraient aider pour le monitorage thérapeutique du niveau de blocage du complément, le suivi des
effets collatéraux non désirés ainsi qu’a élaborer une approche thérapeutique hautement

individualisée (10).

6. Conclusions

Le complément contribue a la pathogenese multifactorielle de I'IlgAN. Les avancées dans la
compréhension des mécanismes régissant l'activation du complément et ses conséquences néfastes
au niveau rénal ont ouvert la voie a de nouvelles approches thérapeutiques qui pourraient
révolutionner la prise en charge de I'lgAN. Une meilleure compréhension du réle précis du complément
dans I'lgAN est aujourd’hui indispensable pour cibler les patients qui bénéficieront de ces thérapies et

pour mieux prévoir les effets de la modulation thérapeutique du complément chez ces patients.
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Hypotheses de travail

La voie alterne constitue une voie centrale dans I'activation du systeme du complément,
capable de s’activer quelle que soit la voie initialement engagée. Une des étapes fondamentales pour
le maintien de I'activité physiologique du complément et la prévention d’une activation inappropriée
passe par le contrble de la boucle d’auto-amplification destructrice de la voie alterne. Cette auto-
amplification du systeme du complément par la VA est notamment freinée par i) I'inactivation du C3b
déposé sur la surface cellulaire par différents régulateurs circulants (FH, FI) et membranaires (MCP,
CR1) et i) I'accélération de la dissociation des C3 convertases formées (FH, DAF) (Figure 17). L’activité
de ce systéme, en balance perpétuelle entre activation et régulation est régie par I'activité respective

des différents acteurs, pouvant notamment étre modulée par des facteurs génétiques.

Un large faisceau d’arguments soutient un role de I'activation du systeme du complément
(VA/VL) dans I'IgAN. Cette activation, prenant essentiellement place au niveau tissulaire rénal,
participe a la progression de la néphropathie par le biais de mécanismes micro-inflammatoires. Ces
arguments sont appuyés par lidentification d’un Jlocus de susceptibilité génétique en 1qg32
comprenant les principaux genes régulateurs de la VA, en particulier les genes CFH et CFHR1-5. Ces
données génétiques renforcent I’'hypothése d’un role propre du FH et de ses protéines associées FHRs
dans la régulation locale du complément chez les patients porteurs d’'une IgAN. De plus, les variants
génétiques (rares ou fréquents) mis en évidence dans ce méme locus 1932 sont également associés a
d’autres pathologies médiées par le complément.

Cependant, la relation entre la génétique du complément et le développement ou I’évolution

de I'lgAN n’est pas complétement élucidée (Figure 18).
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Nous souhaitions tester les hypotheéses :

1) que les patients porteurs d’une IgAN présenteraient une activation « sous-optimale » du
complément au niveau de la circulation, mesurable au niveau plasmatique et dans un modeéle
fonctionnel endothélial ex vivo ;

2) que l'existence d’une susceptibilité génétique modulant la cascade d’activation du complément

pourrait influencer la progression de I'lgAN, en particulier dans les formes séveres .
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Figure 17. L'inactivation des dépots de C3b en iC3b, une étape clé dans le contréle de

I'activation du complément

L'étape d’inactivation du C3b déposé sur la surface cellulaire (cellules endothéliales, cellules mésangiales) est
pivotale dans I’équilibre de la balance d’activation du complément. Dans I'lgAN, I'activation du complément
serait déclenchée par les complexes immuns contenant des IgAl déficientes en résidus galactose (Gd-IgAl). Ceci
conduit a la génération de C3b se déposant majoritairement dans le mésangium et dans les espaces endo-
capillaires glomérulaires. Le dépdt tissulaire de C3b (conjointement a la libération de son anaphylatoxine C3a)
participe a I'attrait de cellules immunitaires sur le site d’activation du complément, a I'inflammation locale, ainsi
gu’a la production de facteurs pro-fibrotiques détruisant progressivement le glomérule. La régulation du C3b est
permise par I'activité serine protéase du Fl en présence de ses cofacteurs circulants (FH) ou membranaires (MCP,
CR1). L'expression de ces derniers varie en fonction des types cellulaires : la cellule endothéliale notamment
glomérulaire exprime tres faiblement le CD35. Le CD46 n’est pas exprimé a la surface des érythrocytes. En cas
de dépbts de C3b sur les cellules du soi, les dépots sont inactivés par les différents régulateurs en iC3b puis en
C3dg. En cas de dysfonction de I'activité de régulation du complément a la surface cellulaire (p.ex. variant
pathogéne du FH ou présence d’anticorps anti-FH), les dépdts de C3b peuvent initier la formation de C3
convertases, amplifiant a leur tour I'activation du complément aboutissant in fine a I'insertion d’'un complexe
d’attaque membranaire. Abréviations: CD46 : membrane cofactor protein (MCP), CR1: complement receptor 1.
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Figure 18. Hypothéses de travail concernant le role de la génétique du complément dans I'lgAN

Représentation schématique des potentiels facteurs contribuant a I'activation du complément et a la progression de I'lgAN. Une
activation importante et/ou prolongée du complément joue un réle important dans l'induction de I'inflammation glomérulaire et
dans la progression des Iésions rénales. Le niveau d’intensité d’activation du complément chez chaque patient pourrait étre
influencée par une interaction complexe de facteurs génétiques, immunologiques et/ou environnementaux. Les infections
muqueuses, la présence d’une dysbiose intestinale, ainsi que d'autres facteurs environnementaux et immunologiques,
contribuent a la production d'IgAl déficientes en galactose (Gd-IgAl) et de complexes immuns pathologiques. Ces derniers
constituent un trigger de I'activation du complément, notamment de la voie alterne et de la voie des lectines. Les facteurs
génétiques modulant subtilement la réponse immunitaire et la capacité de régulation du complément pourraient influencer le
degré d’inflammation glomérulaire engendré par le dépots de complexes immuns et, par conséquent, la progression de la
néphropathie. Abréviations : AP : voie alterne ; CP : voie classique ; Gd-IgA1-IC : complexes immuns contenant de I'lgA1 déficiente
en galactose ; IgAN : néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA ; LP : voie des lectines. Schéma issu de Duval A, et al. NDT 2023.
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Les objectifs de mon travail étaient :

Objectif 1. D’explorer des biomarqueurs d’activation du complément chez les patients IgAN. Dans ce
cadre, nous avons étudié : I- les biomarqueurs plasmatiques d’activation du complément chez les
patients IgAN ; lI- et complété cette analyse par I’étude fonctionnelle de la capacité du sérum issu de
patients a induire ex vivo des dépots de complément a surface de cellules endothéliales en culture.
Pour mener cette analyse, nous avons mis au point, standardisé et validé un modele d’activation ex
vivo du complément comme outil de mesure de l'activité infraclinique du complément chez les

donneurs sains (A) puis évalué des sera provenant de patients IgAN dans ce modeéle (B).

Objectif 2. D’étudier I'impact de la génétique de la voie alterne du complément chez les patients
porteurs d’une IgAN dans la susceptibilité, la sévérité et la progression de la néphropathie. A) Dans
ce travail, nous avons étudié les principaux genes de la voie alterne impliqués dans la formation et la
régulation de la C3 convertase alterne et des dép6ts de C3b, précédemment associés a des pathologies
rénales médiées par le complément : les genes CFH, CFl, CFB, C3, MICP et CFHR5. Nous avons étudié la
fréquence des variants rares, des polymorphismes et des principaux haplotypes portant sur ces
différents génes et leur impact sur le pronostic rénal des patients. Nous avons comparé la cartographie
de la génétique du complément des patients porteurs d’une IgAN a des données génomiques issues
d’une population européenne. B) Nous avons complété cette analyse génétique par une étude
approfondie des conséquences fonctionnelles des variants du CFH identifiés sur la régulation du

complément et leur potentielle contribution dans la progression de la néphropathie.
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Partie 1. Etude des biomarqueurs
d’activation/régulation du complément
chez les patients porteurs d’'une IgAN
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I-Biomarqueurs plasmatiques
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| — Biomarqgueurs plasmatiques d’activation du complément dans I'lgAN

1. Introduction

Nous avons exploré les biomarqueurs plasmatiques d’activation du complément chez des
patients porteurs d’une IgAN. Ces biomarqueurs comprenaient : 1) les fragments d’activation (Ba, Bb,
C3a, C5a, sC5b-9) ; 2) les concentrations plasmatiques des protéines natives : FH, FI, C3, C4, IgA, 1gG,

IgM et properdine ; 3) le taux plasmatique d’IgA1 galactoses-déficientes (Gd-IgA1l).

Pour mener ce travail, nous avons préalablement défini les valeurs de référence des
concentrations plasmatiques des différents fragments d’activation du complément chez 124 donneurs

sains.

Nous avons ensuite analysé ces différents biomarqueurs chez 87 patients transplantés rénaux
pour une IgAN et 30 patients transplantés rénaux pour une polykystose rénale autosomique
dominante (PKRAD) (néphropathie génétique non médiée par le complément). Enfin, nous avons
complété cette analyse par I'’étude des biomarqueurs plasmatiques d’activation du complément chez

20 patients IgAN non transplantés.

Génétique du complément et IgAN | Duval A. 2023 97



2. Patients et méthodes

2.1. Cohortes d’étude

Nous avons analysé les biomarqueurs plasmatiques d’activation du complément chez des
patients porteurs d’une néphropathie a dép6ts mésangiaux d’IgA transplantés rénaux (n=87) ou non
(n=20) inclus dans la cohorte ICONE (NCT05234463). Les sujets contrbles étaient des patients
transplantés rénaux pour une polykystose rénale aux Hopitaux universitaires de Strasbourg (DC-2013-
1990) (30 contrdles). Nous avons exclu les patients transplantés 1) présentant un syndrome
inflammatoire biologique au moment du prélévement ou 2) ayant présenté un rejet cellulaire/humoral

dans I'année précédent ou suivant le prélevement.

Les principales données épidémiologiques et cliniques étaient collectées. Ces données
comprenaient : I'dge, le sexe, le délai du prélévement aprés la transplantation, la présence d’une
récidive histologique de la néphropathie initiale en post transplantation, la fonction rénale ou du
greffon au moment du prélévement, la pente de DFGe, le ratio protéinurie/créatininurie urinaire
(mg/mmol), la présence d’'une immunisation ou d’un DSA, ainsi que les antécédents de rejet. La
récidive de la néphropathie initiale était définie comme l'identification de dépots mésangiaux d’IgA

sur la biopsie du greffon.

2.2. Conditions pré-analytiques

Apres prélévement sur tube EDTA, les échantillons sanguins étaient centrifugés pendant 5
minutes a +4000 tr/min a +4°C. Les plasma collectés étaient ensuite aliquotés et immédiatement
congelés a -80°C jusqu'a leur analyse. Les échantillons utilisés pour le dosage des biomarqueurs
d’activation du complément par ELISA Multiplex MicroVue (Quidel Ortho®, A900, panel 1) et de la

properdine n'avaient subi aucun cycle de congélation/décongélation avant |'expérimentation.
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2.3. Mesure des fragments d’activation du complément par ELISA Multiplex

Le panel MicroVue (Quidel Ortho®, A900, panel 1) permet la mesure simultanée de plusieurs
protéines du complément dans le méme échantillon biologique (8 analytes par puit) selon une
méthode basée sur le principe de I'ELISA. Le Panel 1 mesure les fragments d'activation du complément

: C3a, C5a, C4a, Ba, Bb, C5b-9 soluble (sC5b-9) ainsi que le facteur H (FH) et le facteur | (Fl).

Lors de I'expérimentation, les échantillons de plasma ont été décongelés extemporanément
et conservés sur glace. Les échantillons de plasma ont été dilués au 1:100 dans le diluant fourni par le
kit (Specimen diluent 1X, complété par I'ajout d’un inhibiteur du FH et du FI) pour la mesure des
fragments d'activation du complément puis ajoutés sur la plague 96 puits (50 pL/puit), conformément
aux instructions du fournisseur. Les 6 calibrateurs et les contréles haut/bas ont été dilués et déposés
extemporanément sur les plaques (50 pL/puit). Le contrdle blanc consistait en 50 pL de diluant. Chaque
condition expérimentale a été testée en simplicat. Aprés une incubation de 120 + 10 minutes, les
plaques ont été lavées avec le tampon de lavage 1X (3 x 300 pL/puit). Aprés lavage, la plaque est
incubée pendant 60 + 10 minutes avec 50uL/puit de solution de détection. Aprés 3 autres étapes de
lavages, I'analyte lié est révélé par une réaction enzymatique avec 50 pl de streptavidine-HRP
(horseradish peroxydase) incubée pendant 20 + 1 minutes. Apres 6 nouvelles étapes de lavage, 50 pL
de substrat par puit est ajouté puis la chémiluminescence est lue extemporanément sur un automate
dédié (Q-View™ Imager LS). L'intensité des spots correspondant a chaque analyte dosé est mesurée
et les concentrations sont calculées en fonction des valeurs des calibrateurs a I'aide du logiciel Qview?®.
Une soustraction négative des intensités mesurées pour le contréle blanc a été réalisée pour corriger

le signal non spécifique.

Les valeurs de référence pour les différents paramétres de I'ELISA Multiplex ont été établies
dans notre laboratoire chez 124 donneurs sains et correspondent a la moyenne + 2 déviations
standards (DS) des valeurs mesurées chez ces donneurs (Meuleman MS, Duval A, et al. Usefulness and

analytical performances of complement multiplex ELISA, Manuscrit en préparation).
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2.4. Mesure des concentrations plasmatiques de C3, C4 et immunoglobulines (IgA, 1gG, IgM) totales

Les concentrations plasmatiques de C3, C4 et immunoglobulines totales (IgA, 1gG et IgM) ont
été mesurées sur plasma EDTA par immuno-néphélométrie selon des procédures standardisées

(Atellica NEPH 630, Siemens®).

2.5. Mesure de la concentration plasmatique de Properdine

La concentration plasmatique de properdine a été évaluée par un ELISA maison. Des plaques
96 puits (Thermo Scientific™ Nunc™) sont coatées avec un anticorps polyclonal anti-properdine (A239,
CompTech®) a 2 ug/mL dans du tampon PBS 1X (50 pL/puit), et incubées une nuit a +4°C. Aprés 1 heure
de blocage a +37°C dans du PBS — BSA 1% (50 uL/puit), les plagues sont lavées (3 x 300 uL) avec du
PBS-Tween 0,1%. Les plasmas de patients sont dilués au 1:50 et au 1:400 dans du PBS-BSA 1% (50
pL/puit). La gamme de standard correspond a un pool de plasma de donneurs sains dilués en cascade.
Le controle blanc correspond a 50 pL de PBS-BSA 1%. La plaque est ensuite incubée 1 heure a +37°C.
Toutes les conditions sont testées en duplicats. Apres I'incubation, les plaques sont lavées avec du PBS-
Tween 0,1% (3 x 300 pL/puits), puis incubées avec 50 uL d'anticorps polyclonal anti-properdine
biotinylé "maison" a 3,3 pg/mL (A239, CompTech®) pendant 1 heure a +37°C. Apreés lavage, I'anticorps
lié est rendu visible aprés 30 minutes d'incubation a +37°C avec de la streptavidine (Agilent
Technologies), suivie de 50 pL de dihydrochlorure d'o-phénylénediamine (OPD) dilué dans du substrat
1X (Sigma Aldrich®). La réaction colorimétrique est arrétée avec 25 puL d'HCI 3N et les densités optiques

(OD) sont lues immédiatement sur un lecteur de microplagues a 490 nm.
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2.6. Mesure de la concentration plasmatique de Gd-IgA1l

La concentration plasmatique d’IgAl galactose déficientes (Gd-IgAl) a été mesurée sur
échantillons de plasma EDTA des patients et des contréles a I'aide du kit ELISA utilisant le clone KM55

(IBL, Fujioka, Japon) selon les instruction données par les fabricants.

2.7. Analyse statistique

La normalité de distribution des variables continues a été testée par un test de Shapiro-Wilk.
Les variables de distribution normale sont présentées sous forme de moyenne + écart-type (SD)
médiane et intervalle interquartile (IQR) le cas échéant. Les caractéristiques des groupes de patients
ont été comparées en utilisant un test de Fisher pour les variables qualitatives et un test de Student
ou le test U de Mann-Whitney pour les variables continues. Les comparaisons intergroupes ont été
réalisées par une ANOVA (distribution normale) ou un test de Kruskal-Wallis, le cas échéant. Les
corrélations entre les biomarqueurs plasmatiques d’activation du complémente et les paramétres
cliniques a été évaluée avec une corrélation de Spearman. Une valeur de p <0,05 était considérée
comme statistiquement significative. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a I'aide du

logiciel R (version 4.2.2) avec le package ggplot et le logiciel GraphPad Prism (version 9.5.1).
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3. Résultats

3.1. Détermination des valeurs de référence pour les concentrations plasmatiques des fragments
d’activation du complément

Nous avons déterminé les valeurs de référence pour les fragments d’activation du complément
(C3a, C5a, C4a, Ba, Bb, sC5b-9) et les protéines Fl et FH mesurés par ELISA Multiplex (Quidel, ortho®).
Les valeurs de référence correspondent aux valeurs moyennes +/- deux déviations standard des
valeurs mesurées chez 124 donneurs sains (Tableau 9, Figure 19). Les concentrations de C4a mesurées
chez les individus sains s'étendent sur toute la gamme de détection du kit. Cet intervalle large de
valeurs ne permet pas d'établir des valeurs de références fiables et complique I'interprétation de cet

analyte. Par conséquent, nous n’avons pas inclus le C4a pour la suite des analyses.

Tableau 9. Valeurs de référence pour le multiplex ELISA

Valeurs Valeurs de Interprétabilité pour une
Min - Max référence détection d'une:
Facteur H (ug/mL) 174 -654 174-544 Netd
Facteur | (ug/mL) 5,2—-60,0 4,1-41,4 Netd
Ba (ng/mL) 246 -970 221-727 Netd
Bb (ug/mL) 0,3-3,1 0.2-2.4 1
C3a (ng/mL) 21-270 0-166 1
C4a (ng/mL) 73 —5807 0-4723 Indéterminée
C5a (ng/mL) 1.0-35.8 0-16 1
sC5b-9 (ng/mL) 127 - 686 43 - 465 T

Les valeurs de référence correspondent a la moyenne +/- deux déviations standard des concentrations
mesurées pour les différents parameétres chez les 124 donneurs sains. Les valeurs du C4a mesurées chez les
donneurs sains recouvre I'ensemble de la gamme de détection du kit. Ces valeurs ne permettent pas
d’établir de normes pour ce parameétre. Abréviations: 1 : augmentation, { diminution de Ia
concentration.
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Figure 19. Valeurs de référence des concentrations plasmatiques des biomarqueurs d'activation du
complément (ELISA Multiplex) chez les 124 donneurs sains

Les valeurs de référence des différents biomarqueurs correspondent a la concentration moyenne + ou - 2 déviations
standards des concentrations plasmatiques mesurées chez 124 donneurs sains. Les valeurs de référence sont notées
en rouge. Abréviations : FH : facteur H, Fl : facteur I.
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3.2. Caractéristiques clinico-biologiques des patients transplantés IgAN et PKRAD

Les patients transplantés rénaux pour une IgAN étaient principalement des hommes (sexe
ratio hommes/femmes 3:1), prélevés aprés un délai médian de 49 [19-102] mois aprés la
transplantation. Les patients transplantés pour une PKRAD étaient plus agés que les patients porteurs
d’une IgAN au moment de la transplantation rénale (45,0 + 12,2 ans, versus 53,8 + 9,3 ans, p<0,001) et
au moment du prélévement (p<0,001). Le prélévement biologique était réalisé plus tardivement apres
la transplantation chez les patients polykystiques (77 [32-126] mois versus 49 [19-102] mois post
transplantation, p=0,044). Il n’y avait pas de différence concernant le sexe ratio, le degré

d’immunisation anti-HLA ni les parameétres de fonction du greffon entre les deux groupes (Tableau 10).

Les concentrations plasmatiques d’immunoglobulines totales (IgA, 1gG et IgM) et d’IgAl
galactose-déficientes (Gd-IgA1) ont été évaluées chez 41 patients transplantés pour une IgAN et 17
patients transplantés pour une PKRAD. Les IgA totales plasmatiques et les Gd-IgA1 étaient plus élevées
chez les patients transplantés rénaux pour une IgAN (2,6 [1,7-3,2] versus 1,4 [1,1-1,8] g/L, p<0,001 ; et
15,1 [10,2-32,9] versus 9,1 [4,0-14,7] ug/mL, p=0.0043, respectivement). Il n’y avait pas de différence

concernant la concentration plasmatique des IgG ou IgM (p=0,568 et p=0,234) (Figure 20).
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Tableau 10. Caractéristiques des cohortes d'étude

IgAN PKRAD wvalue$
(n=87) (n=30) P
Age au prélévement, années 50,6 (12,4) 61,4 (10,5) <0,001
Sexe masculin, n (%) 66 (75,9) 19 (61,2) 0,235
Age a la transplantation, années 45,0 (12,2) 53,8 (9,3) <0,001
Rang de transplantation
1 81 (93,1) 28 (93,3) >0,999
>2 6 (7,4) 2(6,5)
Délai post-transplantation, mois 49 [19-102] 77 [32-126] 0,044
Immunisation anti-HLA*
Patient immunisé, n (%) 49 (56,3) 12 (38,7) 0,142
Présence d’'un DSA, n (%) 18 (20,7) 3 (9,6) 0,272
Donnée manquante, n (%) 0(0) 13,2)
Récidive de la néphropathie initiale, n (%) 42 (48,3) - -
Si oui, délai aprés transplantation, mois 8,9 [3,2-54,5] - -
Parametres de fonction du greffon
Créatininémie (umol/l) 122 [106-153] 123 [106-150] 0,947
DFGe (ml/min/1,73m?) 57 [41-68] 50 [33-60] 0,092
Ratio protéinurie/créatininurie (mg/mmol) 22 [10-48] 19 [10-41] 0,861

Les variables continues avec une distribution normale sont présentées en moyenne (déviation standard) ou en
médiane [intervalle interquartiles] le cas échéant. *Présence d’une immunisation anti-HLA au moment du
préléevement. S variables continues comparées par un test de Student (distribution normale) ou de Mann-
Whitney le cas échéant. Variables qualitatives comparées avec un test de Fisher. Abréviations : DFGe : débit de
filtration glomérulaire estimé, DSA: donor specific antibody, anticorps anti-HLA dirigé contre le donneur, HLA :

human leucocyte antigen.
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Figure 20. Concentrations plasmatiques d'immunoglobulines totales (IgA, 1gG, IgM) et de

Gd-IgAl

Comparaison des groupes avec un test de Mann-Whitney. Les valeurs de référence sont notées en
rouge. Abréviations : IgAN : patients transplantés rénaux pour une néphropathie a dép6ts mésangiaux
d’IgA, ADPKD : patients transplantés rénaux pour une polykystose rénale autosomique dominante

(PKRAD).
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3.2. Biomarqueurs plasmatiques d’activation du complément des patients transplantés IgAN et
PKRAD

Concentrations de C3, C4, Fl, Fl et properdine

Le C3 plasmatique était normal chez I'ensemble des patients. Le C4 plasmatique était normal
chez 39/41 patients IgAN (95,2%) et chez les 18 patients polykystiques. Ces résultats signent I'absence
de consommation plasmatique franche du C3 et du C4 par les différentes voies du complément chez
les patients IgAN (Figure 21). Les concentrations plasmatiques du FH, du Fl étaient augmentées chez
les patients transplantés pour une IgAN comparé aux patients PKRAD (p=0,0013, p=0,0134 et
p=0,0133, respectivement) (Figure 22). Deux patients IgAN (2,3%) avaient un FH plasmatique
subnormal. Les concentrations de properdine étaient augmentées chez les patients IgAN comparé aux

polykystiques (p=0,0113) avec des valeurs restant dans les normes.

Concentrations des fragments d’activation du complément (Ba, Bb, C3a, C5a, sC5b-9)

Les concentrations de C3a et le Bb plasmatiques étaient augmentées chez les patients
transplantés pour une IgAN comparés aux patients polykystiques (respectivement: 161 [98-227]
versus 102 [66-172] ng/mL, p=0,007 et 3,0 [2,6-4,0] vs 2,5 [2,0-2,8] pg/mL, p<0,0001) (Figure 23).

Au total, 70/87 patients IgAN (80,5%) avaient un Bb plasmatique élevé. La proportion de
patients avec un Bb augmenté était plus importante chez les patients IgAN comparé aux patients
polykystiques (70/98, 80,5% versus 16/30, 55,3%, p=0,0073). Parmi les 70 patients IgAN avec un Bb
plasmatique élevé, 42 patients IgAN (60,0%) présentaient également un C3a anormal.

La concentration du C5a plasmatique était augmentée chez les patients IgAN comparé aux
polykystiques (6,3 [3,8-9,2] vs 4,9 [2,8-6,3] ng/mL, p=0,0274), avec des valeurs restant dans les normes
de référence pour 92,0% des patients IgAN. Il n’y avait pas de différence concernant les biomarqueurs
d’activation et de régulation de la voie terminale du complément (sC5b-9) au niveau plasmatique entre
les deux groupes (p=0,186). Ces biomarqueurs sont augmentés chez 72/93 patients IgAN (82,5%) dont

12 patients avec un sC5b-9 trés élevé (>2000ng/mL).
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Figure 21. C3, C4 et ratio IgA:C3 plasmatiques chez les patients transplantés IgAN et PKRAD

Le C3 et C4 plasmatiques sont normaux chez I’'ensemble des patients IgAN et polykystiques (panel A)
(panel B), excepté deux patients IgAN avec un C4 subnormal. Le ratio plasmatique d’IgA et de C3 (g/g)
est augmenté chez les patients IgAN (panel C) comparé aux polykystiques. Comparaison des groupes
avec un test de Mann-Whitney. Les valeurs basses de référence des différents parametres sont
indiquées en rouge. Abréviations : 1IgAN : patients transplantés rénaux pour une néphropathie a dépots
mésangiaux d’IgA, ADPKD : patients transplantés rénaux pour une polykystose rénale autosomique
dominante (PKRAD).
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Figure 22. Concentrations plasmatiques des régulateurs plasmatiques du complément FH,
Fl et properdine

Comparaison des groupes avec un test de Mann-Whitney. Les valeurs de référence des différents
parametres déterminées chez des donneurs sains sont indiquées en rouge. Abréviations : IgAN :
patients transplantés rénaux pour une néphropathie a dépots mésangiaux d’lgA, ADPKD : patients
transplantés rénaux pour une polykystose rénale autosomique dominante (PKRAD).
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Figure 23. Fragments d'activation du complément plasmatiques chez les patients
transplantés pour une IgAN ou une PKRAD

Les patients transplantés rénaux pour une IgAN présentent des marqueurs d’activation des voies
initiales du complément avec des signes d’activité de C3 convertases (libération de C3a, panel A) et de
dissociation de C3 convertases alternes (libération de Bb, panel B). Il n'y a pas de différence
concernant les marqueurs d’activité de C5 convertases (libération de C5a, panel C) ou
d’engagement/régulation de la voie terminale (libération de sC5b-9, panel D). Comparaison des
groupes avec un test de Mann-Whitney. Les valeurs de référence des différents parametres
déterminées chez des donneurs sains sont indiquées en rouge. Abréviations : IgAN : patients
transplantés rénaux pour une néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA, ADPKD : patients transplantés
rénaux pour une polykystose rénale autosomique dominante (PKRAD).
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Il existe une franche corrélation entre les biomarqueurs d’activité de C3 convertases (C3a) et
de dissociation de C3bBb (Bb) chez les patients IgAN (p<0,001, r?> 0,67). De méme, le sC5b-9 était

positivement corrélé a la concentration du Bb (p<0,001, r?0,64) et du C3a (p=0,019, r2 0,26).

Les concentrations plasmatiques du fragment Ba était augmentées chez 66,7 et 70,0% des
patients IgAN et PKRAD transplantés rénaux, sans différence entre les deux groupes (p=0,283). La
corrélation inverse du Ba avec la fonction du greffon pour I'ensemble des patients transplantés
(p<0,001, r?0,42, non retrouvée pour le Bb), complique son interprétabilité en tant qu’indicateur direct

de I'activité du complément (Figure 24). Ce biomarqueur n’a pas été inclus pour la suite des analyses.
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Figure 24. Corrélation entre les fragments d’activation du facteur B (Bb, Ba) et la fonction
du greffon

Abréviations : eGFR : débit de filtration glomérulaire estimé ou DFGe, IgAN : patients transplantés
rénaux pour une néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA, PKRAD : patients transplantés rénaux pour
une polykystose rénale autosomique dominante.
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3.3. Corrélation avec les parameétres clinico-biologiques des patients transplantés IgAN et PKRAD

Seul le C3a était positivement corrélé au degré de protéinurie (p<0,001, r? 0,33) chez les
patients IgAN. Cette association n’était retrouvée chez les patients polykystiques (p=0,26). Les
concentrations plasmatiques de Gd-IgA1l et des fragments d’activation du complément n’étaient pas
corrélés.

Les biomarqueurs d’activation du complément (Bb, C5a, sC5b-9) n’étaient pas associés a I’age,
au délai post-transplantation rénale, aux parametres de fonction du greffon, ni a la présence d’une

immunisation anti-HLA (Figure 25).
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Figure 25. Matrice de corrélation entre les biomarqueurs d'activation du complément
et d'activité de I'lgAN et les parameétres de fonction du greffon

Matrice de corrélation entre les biomarqueurs d’activation plasmatiques du complément (Bb, C3a, C5a,
sC5b-9), les biomarqueurs d’activité de I'lgAN (Gd-IgAl, ratio IgA:C3 plasmatiques) et les paramétres de
fonction du greffon. Les parameétres associées avec une p-value < 0.01 (méthode de Spearman) sont
représentées par des cercles. Les valeurs du coefficient de corrélation r? sont représentées en couleur (bleu
pour les associations positives, rouge pour les variables inversement corrélées). Abréviations : Gd-IgAl : IgAl
galactose-déficiente ; UPCR : ratio protéinurie/créatininurie, sC5b-9 : C5b-9 soluble.
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3.4. Profils d’activation du complément au niveau plasmatique chez les patients transplantés IgAN

Nous avons combiné 3 biomarqueurs signant I’activité de C3 convertases alternes et classiques
(C3a), la dissociation de C3 convertases alternes préalablement formées (Bb) et I'engagement de la
voie terminale du complément (sC5b-9). La combinaison de ces 3 biomarqueurs permet d’identifier 4

profils de patients (Figure 26).

Au total, 48 patients (55,2%) présentent des signes d’activité de C3 convertases au niveau
plasmatique (clusters 3 et 4), dont 16 patients (18,4%) présentent les concentrations plasmatiques les
plus élevées de sC5b-9, C3a et de Bb. A I'inverse, 15 patients (17,2%, cluster 1) n’activent pas (ou trés
peu) le complément. Le dernier groupe (n=32, 36,8%, cluster 2) présente une augmentation isolée du

sC5b-9, sans signe d’activité de C3 convertases plasmatiques.

La protéinurie était significativement augmentée dans les groupes 3 et 4 présentant des
concentrations de C3a les plus élevées comparée aux groupes 1 et 2 (p=0,0051). Les concentrations
plasmatiques de C5a étaient plus élevées chez les patients des groupes 2 et 4 (sC5b-9 augmenté)
(p=0,017). Aucune différence concernant les caractéristiques cliniques et les autres parameétres de

fonction du greffon entre les 4 groupes de patients n’a été identifiée.

Les patients du cluster 4 présentaient un profil inflammatoire avec un C4 plasmatique plus
élevé (p=0,004), et une tendance a un C3 augmenté (p=0,076) (Tableau 11). Parmi les 16 patients du
cluster 4, 8 patients (50,0%) ont présenté une histologique récidive de I'lgAN (dont 1 forme avec une
prolifération mésangiale en microscopie optique). Dans ce groupe de patients I'lgAN s’était
initialement manifestée par une prolifération extracapillaire chez 5 patients et un syndrome

néphrotique chez 3 patients.

Génétique du complément et IgAN | Duval A. 2023 112



o

gé,‘o' P C?"b

Figure 26. Profils d'activation du complément chez les patients IgAN transplantés

Heatmap représentant les profils d’activation du complément au niveau plasmatique chez les patients IgAN
transplantés rénaux. L'analyse permet de définir 4 clusters de patients. Les clusters 1 et 2 n’ont pas de signe
d’activité ou de dissociation de C3 convertases. Les clusters 3 et 4 présentent des signes d’activité / dissociation
de C3 convertases. Le cluster 4 (18,4 % des patients) est un activateur fort et présente la combinaison des trois
biomarqueurs augmentés. Abréviations : sC5b-9 : C5b-9 soluble.
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Tableau 11. Description des parametres clinico-biologiques selon le cluster

p-
(n=15) (n=24) (n=32) (n=16) value®
Age au prélevement, années 48,8 (11,5) 50,0 (12,9) 50,3 (13,1) 53.6 (11,7) 0,740
Sexe masculin, n (%) 11 (73,3) 16 (66,7) 25 (78,1) 14 (87,5) 0,487
Age a la transplantation, années 445 (12,6) 42,8 (10,6) 45,9 (13,9) 46.8 (11,1) 0,738
Rang de transplantation
14 (93,3) 20 (83,3) 31 (96,9) 16 (100) -
1(6,7) 4(16,7) 1(3,1) 0(0)

Délai post-transplantation, mois 32 [12-88] 57 [17-127] 45 [17-66] 51 [38-128] 0,292
Immunisation anti-HLA*

Patient immunisé, n (%) 9 (60,0) 18 (75,0) 14 (44,8) 8 (50,0) 0,122

Présence d’'un DSA, n (%) 3(20,0) 7(29,2) 7(21,9) 1(6,3) -
Parameétres de fonction du greffon

Créatininémie (umol/l) 109 [100-130] 121 [102-156] 126 [103-156] 137 [112-159] 0,411

DFGe (ml/min/1,73m?) 65,5 (26,8) 55,6 (21,8) 53,2 (17,1) 51,8 (17,6) 0,220

UPCR (mg/mmol) 10,6 [7,0-14,7] 12,1 [8,6-47,1] 31,2 [15,5-47,4] 37,4 [12,1-170] 0,011
Marqueurs d’activité de I'lgAN

Récidive de 'lgAN**, n (%) 5(33,3) 16 (66,7) 13 (40,6) 8 (50,0) 0,147

Ratio IgA:C3 (g/g) 1,7 [1,3-4,3] 1,7 [1,4-2,8] 2,1[1,7-3,2] 2,3[1,4-4,7] 0,621

Gd-IgA1 plasmatiques (ug/mL) 22,3 [11,7-49,5] 14,2 [9,3-26,8] 16,6 [12,9-30,7] 9,9 [5,3-82,9] 0,612
Complément plasmatique

C3 (mg/mL) 1205 [1085-1318] | 1140 [993-1460] 1280 [965-1335] | 1880 [1440-2110] 0,075

C4 (mg/mL) 257 [230-314] 287 [245-456] 246 [185-380] 563 [549-988] 0,004

C3a (ug/mL) 104 [63-121] 88 [66-118] 199 [165-240] 352 [247-480] <0,001

Bb (ng/mL) 2,2[1,9-2,4] 2,9[2,5-3,6] 3,1[2,8-3,5] 5,3 [4,8-6,6] <0,001

sC5b-9 (ng/mL) 398 [218-564] 1345 [1088-1699] 604 [502-788] 1888 [1409-2349] | <0,001

C5a (ng/mL) 4,7 [2,9-9,5] 8,0 [6,1-12,0] 5,6 [3,2-7,0] 6,3 [3,7-13,0] 0,017

FH (ug/mL) 386 [253-507] 454 [385-583] 472 [316-655] 567 [373-781] 0,296

FI (ug/mL) 20,1 [15,8-41,9] 18,8 [14,7-21,0] 44,9 [23,9-65,5] 37,7 [24,3-59,0] <0,001

Les variables continues avec une distribution normale sont présentées en moyenne (déviation standard) ou en
médiane [intervalle interquartiles] le cas échéant. *Présence d’une immunisation anti-HLA au moment du
préléevement.** Présence d’une récidive histologique de I'lgAN au moment du prélévement. $ variables
continues comparées par une ANOVA (distribution normale) ou un test de Kruskal-Wallis le cas échéant.
Variables qualitatives comparées avec un test du Chi-2. Abréviations : DFGe : débit de filtration glomérulaire
estimé, DSA: donor specific antibody, anticorps anti-HLA dirigé contre le donneur, HLA : human leucocyte antigen,
IgAN : néphropathie a dépots mésangiaux d’IgAN, UPCR : ratio protéinurie/créatininurie urinaire.
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3.5. Fragments plasmatiques d’activation du complément chez les patients IgAN non transplantés

Nous avons mesuré les fragments d’activation du complément C3a, C5a, Bb et sC5b-9 chez 20

patients porteurs d’une IgAN non transplantés.

Les 20 patients IgAN non transplantés étaient principalement des hommes (17/20, 85,0%),
agés de 50 [36-66] ans au moment du prélevement. Le prélevement était réalisé apres un délai médian
de 5,7 [2,1-13,2] années aprées le diagnostic. Le DFGe et le ratio protéinurie sur créatininurie au
moment du prélévement étaient de 33,3 [18,0-76,0] mL/min/1,73m? et de 239 [112-326] mg/mmol.
Trois patients étaient dialysés au moment du prélevement. Parmi ces patients, les manifestations
cliniques de I'lgAN étaient : une hématurie macroscopique récidivante aprés des épisodes infectieux
mugqueux (n=3), un syndrome néphrotique impur (n=2), une forme extracapillaire ou IgAVN (n=4) dont
un patient ayant présenté une HTA maligne, une insuffisance rénale aigue avec hématurie (n=1), ou

un tableau de glomérulonéphrite chronique (n=10).

Les profils plasmatiques d’activation du complément étaient globalement similaires entre les
patients IgAN transplantés ou non, avec une élévation du C3a, du Bb et du sC5b-9 sans élévation

franche du C5a plasmatique (Figure 27).

L’analyse des profils d’activation du complément dans le plasma des patients porteurs d’une
IgAN (transplantés ou non) confirme la présence d’une activation subtile du complément au niveau
plasmatique chez les patients. Cette activation génére la formation de C3 convertases, dont des C3bBb
clivant de faibles quantités de C3 (élévation modérée de C3a). Chez les patients IgAN, la cascade
d’activation est cependant régulée dans la circulation limitant la génération de C5 convertases

plasmatiques et le clivage de C5.
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Figure 27. Fragments d'activation plasmatiques du complément chez les patients IgAN
transplantés rénaux ou non

Comparaison des groupes avec un test de Mann-Whitney. Abréviations: IgAN: patient porteur d’une

néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA non transplanté, IgAN KTR : patient transplanté pour une IgAN, KTR :
kidney transplant recipient.
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4. Conclusions

Fragments d’activation du complément

Notre étude est la premiére a évaluer de maniére combinée 5 fragments d’activation du
complément (C3a, Bb, Ba, C5a, sC5b-9) plasmatiques chez des patients IgAN. Nos résultats confirment
la présence d’une activation du complément a bas bruit mesurable dans le plasma des patients, avec

des profils similaires entre les patients IgAN transplantés et non transplantés.

Dans notre cohorte, 80,5% des patients IgAN transplantés rénaux ont un Bb plasmatique élevé
et 47,1% ont un C3a et un Bb élevés. L'augmentation conjointe des concentrations plasmatiques du
C3a et du Bb indique i) la présence de C3 convertases actives chez ces patients et ii) la contribution de
la voie alterne dans I'activation/I’'amplification du complément. Cette activation reste cependant
d’intensité modérée, n'entrainant pas de consommation franche du C3 ni du C4 plasmatiques.

L'augmentation limitée des biomarqueurs d’activité des C5 convertases (C5a) indique une
régulation des C3 convertases formées dans la circulation et une implication plus restreinte de la voie
terminale du complément chez les patients. Ces résultats montrent une activation du complément
principalement dépendante des C3 convertases et de leur régulation, prévenant la formation de C5

convertases chez les patients IgAN.

Profils d’activation du complément

Nous avons identifié 4 profils de patients avec différents degrés d’activation du
complément au niveau plasmatique : un profil de patients activateurs du complément avec des signes
d’activité de C3 convertases et de régulation des C3 convertases alternes (C3bBb) (cluster 4, 18,4% des
patients), un profil avec une activation plus modérée du complément (36,8% des patients) et un profil

de patients non activateurs (17,2%). L'identification de ces différents profils souligne la complexité des
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mécanismes contribuant a l'activation du complément dans I'lgAN et la difficulté posée par
I'interprétation isolée des différents biomarqueurs du complément, en particulier du sC5b-9 chez les

transplantés.

Nos résultats apportent des informations sur la mécanistique de I'activation du complément
dans I'IlgAN et repositionne I'importance du role de la voie alterne (et de sa régulation) dans la
physiopathologie de cette néphropathie. Les fragments mesurés peuvent étre le reflet d’'une activation
du complément prenant place dans la circulation et/ou dans le glomérule rénal. Chez les patients
porteurs d’une IgAN, la formation de C3 convertases directement dans la circulation pourrait étre

facilitée par la présence de surfaces activatrices tels que les complexes immuns circulants.

Les cellules endothéliales glomérulaires sont a l'interface entre la circulation et le mésangium
rénal. Ces cellules sont notamment en contact étroit avec les complexes immuns circulants et exposées
aux fragments d’activation du complément (p.ex. C3b) générés dans la circulation et se déposant a leur
surface. La régulation efficace des dépots de C3b a leur surface est donc primordiale pour limiter

I"amplification du complément et les Iésions endothéliales liées au complément.

Nous avons ensuite évalué la capacité des sera issus de patients IgAN a induire une activation

ex vivo du complément a la surface des cellules endothéliales.
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Il — Activation du complément ex vivo a la surface
des cellules endothéliales par le sérum
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Il — Modéle ex vivo d’activation du complément a la surface des HMEC-1

1. Introduction

Actuellement, I'appréciation de I'implication du complément et de son degré d’activation dans
une pathologie donnée peut étre évaluée par différentes méthodes utilisées en routine ou en
laboratoire spécialisé (131). Comme réalisé dans la section précédente, les composants de la cascade
du complément (p.ex. consommation de C3, C4) et leurs fragments d’activation (p.ex. augmentation
du C5a, C3a) peuvent étre dosés dans le plasma par ELISA ou par immuno-néphélométrie (287).
D’autres outils consistent en la réalisation de tests fonctionnels hémolytiques évaluant la capacité du
plasma issu de patients a induire la lyse d’érythrocytes sensibilisés (288), I'évaluation de dépots
tissulaires de complément en immunohistochimie (IHC) ou en immunofluorescence (IF) sur la biopsie
(289), ou encore l'identification de variants génétiques affectant les protéines de la cascade du
complément (131).

Ces outils diagnostiques ont cependant plusieurs limites. En effet, les tests hémolytiques et la
mesure quantitative des fragments d’activation du complément constituent uniquement des preuves
indirectes d’activation récente. Par ailleurs, I'activation du complément peut étre présente de maniére
« sous-optimale », avec des niveaux plasmatiques de C3 et de C4 normaux. De plus, la biopsie des
tissus cibles de I'activation du complément n’est pas toujours réalisable. Enfin, I'analyse de la
génétique du complément n’est pas disponible immédiatement (290). La recherche de variants
génétiques peut également s’avérer infructueuse (p.ex. recherche de variants rares négative dans pres
de 40% des cas de SHUa (137)) ou identifier des variants de signification indéterminée (VUS), sans
preuve d’'implication directe dans la symptomatologie (291). Enfin, la négativité de I'analyse génétique
ciblée ne permet pas d’exclure formellement un terrain de susceptibilité sous-tendant une

dérégulation du complément. De nouveaux outils fonctionnels pour diagnostiquer I'implication du
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complément et son degré d’activation — y compris infraclinique — dans une pathologie a un moment
donné sont nécessaires.

Notre objectif était de développer un test fonctionnel de mesure de I’activation de la cascade
du complément ex vivo, en nous basant sur sa physiopathologie (Figure 29)(292). Le complément,
présent dans le sérum, s’active sous forme de cascade engendrant des fragments d’activation libérés
dans la circulation ou se déposant a la surface des tissus. Dans notre modeéle d’étude, les cellules
endothéliales quiescentes servent de surface régulatrice du complément. L’analyse quantitative des
dépots de fragments d’activation (et dégradation) du complément a leur surface est utilisée comme
indicateur de I'activité globale de la cascade d’activation du complément du sérum étudié.

L’activation du systéme du complément contribue a la progression et a la sévérité de I'lgAN.
Cette activation prend essentiellement place au niveau tissulaire rénal, avec une fréquence tres élevée
des dépots de C3b/iC3b glomérulaires chez les patients. En revanche, les signes d’activation du
complément sont en général absents ou peu marqués au niveau plasmatique (absence de
consommation du C3, élévation modérée du C3a). L’hypothése actuelle selon laquelle I'activation du
complément dans la circulation serait potentiellement déclenchée par les complexes immuns
pathologiques repose sur un nombre limité d’études in vitro (217,234,293), et les mécanismes précis
de cette activation ne sont pas connus. Nous avons testé des sera de patients porteurs d’une IgAN
dans notre modéle et évalué la capacité d’activation du complément a la surface des cellules
endothéliales en culture.

Pour mener cette analyse, nous avons mis au point et validé un modeéle endothélial chez les
donneurs sains puis évalué des sera de patients porteurs d’'une IgAN dans ce modele. Nous discuterons
des principaux résultats obtenus et de la pertinence de ce modele pour la détection d’une

susceptibilité a I'activation/dérégulation ex vivo du complément, en particulier chez les patients IgAN.
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Figure 28. Principes de mesure de I'activation ex vivo du complément dans un modeéle
endothélial

Vitronectin

Le test consiste a détecter et quantifier les dépots de fragments d’activation du complément a la surface des
cellules endothéliales en culture apres incubation avec du sérum humain. La cellule endothéliale est utilisée
comme surface régulatrice. (A) En conditions physiologiques, la voie alterne, faiblement active, génére de faibles
quantités de C3b. En absence de surface activatrice, le C3b déposé en surface cellulaire est rapidement inactivé
par les régulateurs circulants (du sérum) et membranaires (des cellules endothéliales). Une augmentation des
dépots de complément en surface cellulaire (B) pourrait résulter i) d'une suractivation du complément qui
dépasse la capacité de régulation des EC (orange) ou ii) d'un défaut de régulation du complément. Les fleches
orange représentent certains mécanismes impliqués dans la suractivation du complément dans le sérum (1) : la
participation d'une co-activation des voies classique/lectine et de la voie alterne par des immunoglobulines
pathologiques ou des complexes immuns (2), une augmentation de la formation de C3 convertases en phase
fluide en présence d'héme ou d'une surface activatrice, ou encore une stabilisation des C3 ou C5 convertases (3,
4) par des immunoglobulines pathologiques (C3 nef et C5 nef). Les croix rouges représentent des mécanismes
pouvant induire une dérégulation de la voie alterne du complément en phase fluide (1) et a la surface cellulaire
(2, 3). Ces mécanismes comprennent : une inhibition du FH par des auto-anticorps anti-FH (p.ex. SHUa), un déficit
quantitatif ou fonctionnel des régulateurs du complément (p. ex. variants pathogénes du CFH ou CFl). *CR1 :
faible expression de CR1 par les HMEC-1. Abréviations : CR1 : complement receptor 1 (CD35) ; FB : facteur B; FD :
facteur D ; FH : facteur H ; FI : facteur | ; FP : properdine ; MCP : membrane cofacteur protein (ou CD46).
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2. Patients et méthodes

2.1. Cohortes d’étude

Mise au point et validation du modeéle endothélial

Contréles internes

Nous avons utilisé du sérum provenant de donneurs de I’établissement francais du sang (EFS,
convention n°18EFS033) pour la mise au point des conditions expérimentales et comme contréles pour
la validation des expérimentations. Le sérum d’un donneur de I'EFS était utilisé comme contréle
interne (testé sur chaque plaque) et comme condition positive (sérum de I'EFS en présence d’une
condition de dérégulation du complément). Ces conditions sont plus amplement détaillées dans la
section suivante. Les sera provenant des différents donneurs de I'EFS sont nommeés « S » suivi d’'un

chiffre.

Validation des valeurs de référence

Nous avons défini les scores de niveau de dépots de fragments d’activation du complément
(C3c, C5b-9) mesurés a la surface des cellules endothéliales en testant des sera provenant d’un panel
de 38 donneurs. Ces donneurs correspondaient a des candidats éligibles au don de rein, ayant fait
I’objet d’'une évaluation médicale extensive avec un bilan biologique et rénal complet. Les informations
épidémiologiques concernant le donneur et le receveur potentiel ainsi que leur lien de parenté étaient
collectées. Les donneurs présentant un ADN disponible en biotheque de I'établissement francais du
sang (EFS) (n=33/38 donneurs) ont bénéficié d’un séquencage génétique ciblé sur les différents génes
de la voie alterne du complément en next generation sequencing. Tous les donneurs avaient signé un
consentement pour la collection biologique de sérum et d’ADN et son utilisation a des fins de

recherche (Biotheque n° DC-2013-1990).
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Spécificité de la détection des dépdts de C5b-9

Des sera provenant de 10 patients traités par éculizumab ont été utilisés pour la validation du
modele. Les sera de ces patients ont été testés dans le modele en condition ou non de dérégulation

du complément.

Evaluation du modéle ex vivo en conditions pathologiques

Cohorte de patients porteurs d’une IgAN

Des sera provenant de patients transplantés rénaux porteurs d’une IgAN ont été collectés

durant le suivi, a distance du diagnostic d'IgAN (Biotheques n° DC-2013-1990, NCT05234463).

Cohorte contréle

Des sera provenant de 13 patients transplantés rénaux pour une pathologie non médiée pas
le complément ont été sélectionnés comme population contrble. Les néphropathies initiales des
patients étaient : une polykystose rénale autosomique dominante (PKRAD) (n=8), une néphropathie
diabétique (n=2), une réduction néphronique post-néphrectomie pour un carcinome a cellules claires
rénales (n=1), une cystinose (n=1) et une néphropathie tubulo-interstitielle chronique secondaire au

lithium (n=1).

Les patients ayant présenté dans I'année précédent ou suivant le prélevement un évenement
infectieux majeur, un rejet, ou un cancer ont été exclus. Les données épidémiologiques, cliniques
biologiques concernant la fonction du greffon et de 'immunosuppression ont été collectés (Biotheque

n° DC-2013-1990).
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Validation du modeéle en conditions pathologiques

Nous avons testé le sérum provenant d’un patient porteur d’'un SHUa présentant un déficit

hétérozygote du FH issu de la cohorte du Centre de Recherche des Cordeliers.

2.2. Modele endothélial

Conditions pré-analytiques

Les sera étaient collectés sur tubes secs puis placés a température ambiante (maximum 30
min). Aprés coagulation, les tubes étaient centrifugés a +4°C, 1500 tr/min, pendant 5 min puis le sérum
était immédiatement aliquoté et conservé a -80°C jusqu’a I'expérimentation. Les sera utilisés pour la
mesure de |'activation ex vivo du complément du cellules endothéliales n’avaient pas subi de cycle de
congélation/décongélation. Lors de I'expérimentation, les sera étaient décongelés aprés immersion
rapide au bain marie a +37°C, centrifugés 2 min, puis immédiatement déposés sur les cellules
endothéliales en culture. Tous les sera utilisés pour cette étude ont fait 'objet du méme traitement

pré-analytique.

Principe expérimental

Nous avons mesuré |'activation ex vivo du complément a la surface de cellules endothéliales
guiescentes en culture induite par le sérum de donneurs sains ou de patients porteurs d’une IgAN par
un marquage en immunofluorescence (IF) (Figure 30).

Dans notre modele, les cellules endothéliales microvasculaires humaines d’origine dermique
(HMEC-1, ATCC®) sont cultivées sur des lamelles de verre dans des plaques de culture a 24 puits selon
les instructions du fabricant. Une fois qu'elles ont atteint une confluence d’environ 80-90 %, les cellules

sont placées en incubation pendant une nuit dans un milieu sans sérum (OptiMEM®, Gibco™). Aprés
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incubation, les cellules sont lavées avec du PBS1X +/+ (Gibco™) puis incubées en présence du sérum
de patient ou de donneur sain dilué au 1:3 dans un milieu de culture dépourvu de sérum de veau fecetal
(SVF) (volume final 300uL/puit) (MCDB 131, Gibco™ ; L-glutamine 10 mM, ATCC® ; pénicilline 100
Ul/mL et streptomycine 100 pg/mL, Thermofisher® ; EGF 10 ng/mL, Thermofisher® ; hydrocortisone 1
pg/mL, Sigma®) pendant 60 ou 180 minutes pour évaluer les dépdts membranaires de C3b/iC3b ou de
C5b-9, respectivement. Chaque condition expérimentale est testée en duplicats. Afin de limiter la
variabilité inter-expérimentation, nous avons ajouté un contrdle interne correspondant a un sérum
d’un donneur provenant de I'EFS testé dans chaque expérimentation. La condition positive de
dérégulation du complément correspond au méme sérum témoin dans lequel a été ajouté un anticorps
monoclonal murin anti-FH humain (OX-24) (concentration finale de 75 pg/mL/puit). Les conditions
négatives comprenaient : i) des cellules incubées sans sérum et ii) des contréles du marquage en
immunofluorescence avec des anticorps primaires non spécifiques (1gG de lapin, Jackson).

Apres l'incubation, les surnageants sont collectés et conservés immédiatement a -80°C, pour
le dosage ultérieur des fragments d’activation du complément C3a et C5a par ELISA (kits C3a et C5a
EIA, Microvue®, Quidel). Les cellules sont fixées dans du paraformaldéhyde (PFA) a 4% pendant 15
minutes avant la réalisation d’'un marquage par immunofluorescence pour la détection des dépots de
C3b/iC3b et de C5b-9 a la surface des cellules endothéliales. Les étapes du marquage en IF
comprennent : 1) un blocage avec ProtBlock™ (ENZO™) pendant 30 minutes, 2) une incubation avec
un anticorps polyclonal (pAb) de lapin anti-C3c humain (rabbit anti-C3c pAb, A032, Dako®, 1:500) ou
un anticorps polyclonal de lapin anti-C5b-9 humain (rabbit anti-C5b-9 pAb, 204903, Merck®, 1:100)
pendant 2 heures, 3) suivie d'une incubation avec un anticorps secondaire couplé a 'AF647 (chicken
anti-rabbit, AF647 Alexa Fluor, 1:500) pendant 1 heure. Les noyaux ont été colorés avec le 4',6-
diamidino-2-phénylindole (DAPI, 1:500, Invitrogen®). Les lamelles sont ensuite montées sur des lames

de microscope (milieu de montage Prolong Antifade, Dako), puis scannées (Axioscanner, Zeiss).
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Figure 29. Mesure d'activation du complément ex vivo a la surface d'"HMEC-1 quiescentes

Principe expérimental de la mesure de I'activation ex vivo du complément a la surface de cellules endothéliales microvasculaires humaines (HMEC-1) quiescentes en culture exposées a du sérum de
donneurs sains ou de patients. Durant I'incubation, la cascade du complément s’active et les fragments d’activation du complément C3b/iC3b et C5b-9 se déposent en surface. Aprés l'incubation, les
surnageants sont collectés pour la mesure des fragments d’activation C3a et C5a par ELISA. Les dépdts membranaires sont révélés par un immunomarquage anti-C3c et anti C5b-9. La quantification est
ensuite informatisée sur lames numériques. Les résultats sont exprimés en H-score, reflétant I'intensité d’activation du complément a la surface cellulaire. Abréviations : HMEC-1 : human microvascular
endothelial cells, lignée de cellules endothéliales microvasculaires humaines d’origine dermique. PFA : paraformaldéhyde.
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Quantification des dépots et analyse des résultats

Les dépobts de complément a la surface des HMEC-1 sont quantifiés informatiquement sur
I’ensemble de la surface de la lamelle (environ 1 cm?) (logiciel Halo®, Indica Labs). Chaque cellule est
classée en l'une de quatre catégories en fonction de la taille et de l'intensité des dép6ts immuns
détectés au niveau membranaire : cellules négatives (0), faiblement positives (1+), modérément
positives (2+) ou fortement positives (3+). Les résultats obtenus sont exprimés sous la forme d'un H-
score, qui correspond a la somme pondérée du pourcentage de cellules dans chaque catégorie (H-
score = 0 x % de cellules (0+) + 1 x % de cellules (1+) + 2 x % de cellules (2+) + 3 x % de cellules (3+),

avec une valeur théorique allant de 0 a 300).

Nous avons établi les valeurs seuil de H-score pour définir une activation augmentée du
complément a la surface cellulaire en testant 38 donneurs sains. Les normes de H-score sont définies
comme la moyenne du H-score + deux écarts-types du sérum des donneurs sains : un H-score > 50

indique des dépo6ts augmentés de C3b/iC3b et un H-score > 35 indique des dépbts élevés de C5b-9.

Les critéres de validation de I'expérimentation étaient : i) une valeur mesurée du H-score du
sérum témoin (contrdle interne) pour les dépots de C3b/iC3b ou de C5b-9 inférieure a la moyenne +
deux écarts-types de I'ensemble des expérimentations était exclue de I'analyse (H-score C3b/iC3b <17
et/ou un H-score C5b-9 <15) ; ii) une augmentation des dépodts de C3b/iC3b et C5b-9 du sérum témoin
dans la condition positive (OX-24), avec un H-score*2 ; iii) une densité cellulaire de 1000 + 500
cellules/mm? en fin d’expérimentation. Toute expérimentation ne remplissant pas ces critéres était

exclue de I'analyse finale.
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2.3. Tests d’activation du complément par les IgA1 purifiées

Purification des IgA1 sériques

Les IgA1 sériques ont été purifiées a partir de sérum de patients porteurs d’une IgAN (n=15) et de
donneurs sains provenant de I'EFS (n=8) par chromatographie d’affinité en utilisant de la résine
jacaline. Cette résine lie I'lgA1 humaine mais pas I'lgA2 ni les IgG. Brievement, des colonnes Pierce de
2mL (référence 89896) sont préparées avec un lit de résine jacaline (Pierce, référence 20395, 2mL de
volume de lit de résine) puis équilibrées avec 10mL de PBS 1X. Les sera sont décongelés puis dilués au
demi dans du PBS 1X et déposés sur les colonnes. Aprés décantation du sérum, I’éluat est éliminé puis
les colonnes sont lavées par 10 mL de PBS 1X au minimum, jusqu’a obtention d’une absorbance a 280
nm (Azso) nulle (spectrophotométre NanoDrop 2000). Les IgA1 fixées a la résine de Jacaline sont ensuite
éluées par un tampon PBS1X 0,1 M alpha-galactose (tampon d’élution) avec un fractionnement des
fractions d’élution par 1 mL (6 fractions d’élution). Un aliquot de chaque fraction est conservé pour le
dosage ELISA et SDS-Page. Les 3 fractions présentant des Ajso les plus élevées sont poolées puis
dialysées contre du PBS 1X une nuit a +4°C (cassettes de dialyse 10k, 3mL), puis concentrées apres
centrifugation (tubes Amicon Ultra 4mL 30kDa). Les produits finaux de purification sont dosés par
ELISA, aliquotés et conservés a -20°C jusqu’a leur utilisation. La vérification de la qualité des IgAl
purifiées est évaluée par SDS-Page (Bis Tri 4-12% gradient NUPAGE Invitrogen en conditions réductrices

(500 mM dithiothréitol, DTT) ou non réductrices suivi d’une coloration au Bleu de Coomassie.
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Tests d’activation du complément en phase fluide

Pour ces expérimentations, 150 pg d’IgAl purifiées de patients (n=15) ou de donneurs sains
(n=8) sont ajoutées dans le sérum d’'un méme donneur sain (150 pg dans 300uL de sérum) et incubées
au bain marie sous agitation a +37°C pendant 30 minutes. La condition positive d’activation du
complément est le sérum du donneur testé en présence d’une condition de dérégulation de la voie
alterne du complément (OX-24 150ug/mL). Les fragments d’activation du complément C3a et C5a sont

dosés extemporanément par ELISA (EIA MicroVue C3a C5a ELISA assay,

d’expérimentation pour chaque condition expérimentale (Figure 31).

Ces conditions expérimentales permettent I’activation des 3 voies du complément.

Incubation +37°C
t=30 min

Purified IgA1
(150u9)

Healthy donors (n=8)
IgAN patients (n=15)

Serum from 1 healthy
donor (300pL)

Positive condition
+ 0X-24 (150pg/mL)

v

Complement activation
fragments
C3a and C5a
(ELISA, Microvue, Quidel)

Figure 30. Tests d'activation du complément en phase fluide par les IgA1 purifiées

Abréviations : IgAN : néphropathie a IgA, OX-24 : anticorps monoclonal murin anti FH humain.
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Activation ex vivo du complément par les IgA1 purifiées a la surface des cellules endothéliales

L'activation ex vivo du complément a la surface des cellules endothéliales par les d’IgAl
purifiées issues de patients (n=6) ou de donneurs sains (n=2) a été mesurée dans le modele
précédemment décrit. Pour ces expérimentations, 150 pg d’IgAl purifiées de patients ou de donneurs
sains sont ajoutées dans le sérum d’un méme donneur sain (150 pg dans 100uL de sérum/puit, dilution
finale au 1/3 dans du milieu de culture). Le sérum supplémenté en IgA1 est ensuite incubé 120 minutes
avec des HMEC-1 en culture en présence ou non d’une dérégulation du complément (OX-24). Les
dépbts de C3b/iC3b sont ensuite révélés selon la procédure habituelle. Les surnageants de culture
cellulaire ont été collectés en fin d’incubation et congelés immédiatement a -80°C pour la mesure

ultérieure des fragments d’activation C3a et C5a par ELISA (EIA MicroVue C3a C5a ELISA assay, Quidel).
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3. Manuscrit 1
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Abstract (250 words)

Background. Functional approaches to properly examine individual’s susceptibility to
complement dysregulation are limited. Methods. We assessed ex vivo complement activation
induced by sera from 38 healthy donors on resting microvascular endothelial cells (HMEC-1)
with or without complement dysregulation (OX-24 mAb). Following incubation,
immunofluorescence was used to reveal and quantify membrane-bound C3c (evaluating
C3b/iC3b) and C5b-9 with a computer-assisted method (H-score). Additionally, complement
anaphylatoxins (C3a and C5a) were quantified in cell supernatants by ELISA. Further
exploration of ex vivo complement activation profiles were conducted by next generation
sequencing of a panel of alternative pathway genes in 32 donors. Results. Increase in
complement deposition on HMEC-1 surface was defined for a H-scorecs. > 50 and/or a H-
scorecsp.9 > 30. Combined analysis of C3b/iC3b and C5b-9 deposition in 35 donors showed that
one donor (2.8%) had an isolated increase in C3b/iC3b deposits, 3 (8.6%) had an isolated
increase in C5b-9 deposits and one other (2.8%) had both increased C3b/iC3b and C5b-9
deposition. Genetic analysis of 32/38 donors revealed 3 heterozygous rare or low frequency
missense variants in CFH (p.N1050Y and p.R1210C) and CFI (p.A76G) in 3/5 donors (60%)
with increased complement deposition. Conclusion. Our ex vivo complement activation model
allowed the identification of distinct complement activation profiles among healthy donors,
revealing genetic susceptibility in 3 donors. This new dynamic and functional model provides
an exciting avenue for exploring the mechanisms governing complement dysregulation in
various pathologies. Funding: This work was supported by a grant from the Fondation pour la

Recherche Médicale (FDM202006011155).
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Introduction

Maintaining a fine balance between activation and regulation of the complement system
on the surface of endothelial cells is essential for maintaining physiological integrity (1,2).
However, this finely tuned compromise can be disrupted, resulting in increased complement
activation and potential self-inflicted damage. Complement dysregulation is best exemplified
by atypical hemolytic and uremic syndrome (aHUS), a prototypical complement dysregulation
disorder that is often due to genetic susceptibility in approximately 50% of patients (3—7). In
addition, complement dysregulation is involved in a wide range of pathologies, with varying
degrees of involvement (8—12).

An individual’s susceptibility to develop a complement-mediated disease may be
influenced by a genetic predisposition that slightly alters the overall activity of the complement
cascade. Too little activation may predispose to infections (13,14), while too much may
predispose to the development of complement-mediated diseases such as aHUS, C3
glomerulonephritis (C3G) or age-related macular degeneration (AMD) (15-19). However, the
intricate mechanisms underlying the observed inter-individual differences in susceptibility to
complement dysregulation remain incompletely understood. This limited understanding may
be attributed, at least in part, to the significant challenge associated with the diagnosis of
complement dysregulation.

Currently, biological assessment of the involvement of the complement system and its
activation level in an individual is based on different methods used in specialized laboratories
(20,21). These methods include the quantification of complement cascade components (e.g.,
C3 and C4 consumption) and their activation fragments (e.g., increased sC5b-9) in plasma using
ELISA or immuno-nephelometry and the performance of functional hemolytic assays to

measure the ability of plasma to induce lysis of sensitized red blood cells (RBCs) (22).
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100 Nonetheless, quantification of complement activation fragments and hemolytic tests
101 provide only indirect evidence of past or recent complement activation. Furthermore, these tests
102  may give normal results, particularly when complement activation occurs at suboptimal
103 levels(3).

104 New functional tools are then needed to diagnose complement dysregulation and to
105  assess the dynamics of the complement cascade in an individual. Ex vivo models to measure
106  serum-induced complement activation hold intriguing potential(23-29). However, models to
107  properly evaluate healthy donors’ susceptibility to complement activation are limited(30).

108 In this study, we present a functional assay designed to measure serum-induced ex vivo
109  complement activation, based on complement physiology(29). The complement system present
110 in serum activates in a cascade process, resulting in the release of complement activation
111  fragments into the supernatant and complement deposition on the cell surface. In our
112 experimental model, quiescent endothelial cells serve as a regulatory surface for complement.
113 Quantitative analysis of membrane-bound complement activation fragments (C3b/iC3b and
114 C5b-9) on endothelial cells is used as an indicator of the overall capacity of the complement
115  cascade to self-activate during the incubation period.

116 In this model, we aimed to explore the inter-individual susceptibility to complement
117  activation of healthy donors. To enhance our comprehension of the observed disparities in ex
118  vivo complement activation among donors, we integrated a genetic approach, revealing a
119 genetic susceptibility in half of donors with an increased ex vivo complement activation.

120

121
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122 Methods

123

124 Study cohort

125 Healthy donors corresponded to eligible candidates for living kidney donation. Donors
126  were included prior to donation or during the follow-up at distance from kidney donation. All
127 donors have undergone a comprehensive medical evaluation and follow-up with a complete
128  biological and renal work-up. Epidemiological information about the donor and the potential
129  recipient, as well as their relationship was collected. Potential donors for a relative suffering
130 from a renal disease, possibly linked to a genetic susceptibility affecting complement genes
131  (e.g.,atypical hemolytic and uremic syndrome or C3 glomerulonephritis), were not considered.
132 Written consent was obtained from all tested donors for blood and DNA collection (DC-2013-
133 1990).

134 To validate the ex vivo model, we additionally tested the sera from patients. Sera from
135 10 patients treated with eculizumab were used to validate the specificity of the C5b-9 detection
136 on endothelial cells. To assess the relevance of the model under pathological conditions, we
137  additionally tested the sera from one patient with aHUS collected in the acute phase.

138

139 Sample collection

140 Whole blood from healthy donors or patients were collected in BD vacutainer collection
141  tubes and centrifuged at + 4°C. Sera were aliquoted and promptly frozen at -80°C until
142 utilization. Sample that are hemolyzed, icteric or lipemic were not considered for biological
143 assessment.

144

145  Measurement of ex vivo complement activation on endothelial cells and in supernatants
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146 We measured ex vivo complement activation on resting endothelial cells after incubation
147  with sera from healthy donors or patients (Supplemental Figure S1). To ensure accurate
148  results, all sera assayed in this model were free from freeze-thaw cycles prior to testing.

149 Briefly, human dermal microvascular endothelial cells (HMEC-1, ATCC®) were
150  cultured on glass coverslips in 24-well plates according to the manufacturer's instructions. The
151  cells were regularly tested for mycoplasma and manipulated between 3 and 10 passages. After
152 reaching 80-90% confluence, the cells were incubated overnight in serum-deprived medium
153  (OptiMEM®, Gibco™). The cells were then washed with PBS1X +/+ (Gibco™). During the
154  experiment, the sera tested were rapidly thawed and immediately applied to the cultured cells
155 at a final dilution of 1:3 in culture medium (MCDB 131, Gibco™; L-glutamine 10 mM,
156  ATCC®; penicillin/streptomycin 100 UI/mL/100xg/mL, Thermofisher®; EGF 10 ng/mL,
157  Thermofisher®; hydrocortisone 1xg/mL, Sigma®). Each condition was tested in duplicate.
158  HMEC-1 cells were then incubated for either 60 or 180 minutes to assess C3b/iC3b or C5b-9
159  deposition, respectively. One healthy donor serum was used as an internal control in each
160  experiment. The positive condition indicating complement dysregulation was replicated by
161  adding a mouse anti-human FH monoclonal antibody (OX-24, final concentration 75y g/mL) to
162  the healthy donor serum. Negative conditions included: i) cells incubated without serum and ii)
163  immune labelling controls with irrelevant antibodies (rabbit IgG, Jackson). After incubation,
164  cells supernatants are collected and immediately frozen at -80°C for subsequent measurement
165 of complement anaphylatoxins (C3a and C5a) by ELISA. Cells were fixed in 4%
166  paraformaldehyde for 15 minutes and immunofluorescence staining was used to detect
167  C3b/iC3b and C5b-9 deposition on the HMEC-1 surface. This was achieved by a series of steps
168  including blocking with ProtBlock™ (Enzo™) for 30 minutes, incubation with rabbit polyclonal
169  anti-human C3c antibody (Dako®, 1:500) or rabbit polyclonal anti-human C5b-9 antibody

170  (Merck®, 1:100) for 2 hours, followed by incubation with chicken anti-rabbit antibody (AF647,
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171 Alexa Fluor, 1:500) for 1 hour. Cell nuclei were stained with 4',6-diamidino-2-phénylindole
172 (DAPI, 1:500, Invitrogen®). The coverslips were then mounted on microscope slides.
173 Automated image acquisition of the slides was carried out using a fluorescence scanner
174 (Axioscanner, Zeiss). Complement deposition on the endothelial cells was then quantified on
175  the digital slides using standardized computer-assisted analysis (Halo® software, Indica Labs).
176 Uniform image acquisition protocols and quantification algorithms were applied consistently
177  across all experiments. Deposits were quantified over the entire surface of the slide
178  (approximately 1 cm?), excluding any areas affected by artefacts. Each cell was classified into
179  one of four categories based on the size and intensity of the immune deposits on its surface:
180  negative (0), weak (14), moderate (2+) or strong (3+) positive cell. The final results were
181  expressed as an H-score, which is the weighted sum of the percentage of cells in each category.
182  Further details about the control conditions of the ex vivo complement activation model are
183  given in the Supplementary Figure S2.

184

185  Measurement of complement anaphylatoxins C3a and C5a in the supernatants

186 Supernatants obtained after 60 minutes and 180 minutes of incubation were quantified
187  for C3a and CS5a anaphylatoxins levels by ELISA (C3a and C5a EIA MicroVue, Quidel®).
188  Concentrations are presented in yg or ng/mL of serum. Complement anaphylatoxins were
189  assessed under conditions with or without complement dysregulation. Elevated complement
190 activation in supernatants was defined as concentrations exceeding the mean plus two standard
191  deviations (SD) of those measured in sera from healthy donors.

192

193 Genetic analysis

194 Patients with available DNA sample were included for a genetic sequencing of a home-

195  made panel of the main alternative pathway genes (CFB, C3, CFH, CFI, CFHRS) by next
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196  generation sequencing, as previously described (31). Variant with a minor allele frequency
197 (MAF) bellow 1% in the Genome Aggregation database (GnomAD, available from:
198  https://gnomad.broadinstitute.org) were defined as rare variants. Variants with a low frequency
199  (defined for MAF between 1 and 5%) were also reported.

200

201  Definition of a threshold for ex vivo complement activation measurement

202 The threshold for increased complement activation in the ex vivo model was defined as
203  the mean H-score plus two standard deviations (SD) from the sera of healthy donors. Donors
204  with rare or low frequency variants in the complement genes CFH, CFI, and the two extremes
205  were not considered for threshold determination for complement deposition.

206

207  Statistical Analyses

208 Variables are reported as median and interquartile range [IQR] or means and standard
209  deviation (SD) as indicated. Comparison of the level of complement activation biomarkers was
210  performed using a Mann-Whitney test (unpaired data) or a Wilcoxon test (paired data). The
211  correlation between the level of complement anaphylatoxins and complement deposition on
212 HMEC-1 surface was analyzed using the Pearson’s correlation. The level of complement
213 deposition between groups donors catrying or not a variant in the complement alternative
214  pathway genes were compared using an ANOVA. For all analysis, a two-tailed alpha risk of p
215 < 0.05 was considered as statistically significant. All analysis were performed with GraphPad
216  Prism Software V9.3.1 (San Diego, CA).

217

218  Data availability

219 The dataset and experimental protocol supporting the findings of this study are available

220  on reasonable request from the corresponding author AD.
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221
222 Results

223

224 Study cohort

225 Forty donors were enrolled in this study. Two of them were excluded due to a hemolyzed
226  aspect of the collected serum. Consequently, a definitive group of 38 healthy donors were
227  evaluated for ex vivo complement activation upon thawing. Detailed characteristics of the study
228  cohort are given in Table 1. The overall sex ratio was balanced (19 males and 19 females).
229  Serum collection was performed prior to kidney donation in half of them. The median age at
230  serum collection was 56.5 [45.3-62.9] years. Overall, 29 donors (76.3%) were first-degree
231  related with their recipient. The initial nephropathies of the related recipient predominantly
232 included: diabetic nephropathy (n=5), IgA nephropathy (n=7) and autosomal dominant
233 polycystic kidney disease (n=5). Extensive medical check-up was negative in all donors and
234 all were eligible for kidney donation. Post-operative recovery was straightforward and none of
235  the donors experienced any noticeable complications. None of the donors showed signs of
236  thrombotic microangiopathy following kidney donation.

237
238  Ex vivo complement activation on endothelial cells in healthy donors

239 Ex vivo complement activation has been investigated in 38 healthy donors. The median
240  H-scorecs. was 18.3 [12.6-35.2] and the median H-scorecs,o was 14.2 [10.8-20.9] with
241  heterogenous intensities between donors.

242 To validate the sensitivity of our model in detecting complement activation, we
243 introduced a complement dysregulation condition by adding an anti-FH antibody (OX-24) for
244 each tested serum. This antibody targets the N-terminal domains of FH, which are critical for
245  its binding to C3b. The addition of OX-24 then alters the FH capacity to downregulate the

246  complement alternative pathway and its amplification loop in the supernatant and on the

10
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247  endothelial surface. The addition of OX-24 to sera significantly increased the deposition of C3b
248  and C5b-9 in healthy donors (p<0.001) (Figure 1. Panels A-C). This finding illustrates the
249  ability of the complement cascade to become activated within the sera analyzed. Moreover, this
250  also shows that complement activation measured on the HMEC-1 surface is dependent on FH
251  regulatory activity and involves the complement alternative pathway.

252

253  Ex vivo complement activation on endothelial cells in patients treated with eculizumab show
254  efficient blockade of the terminal pathway

255 Ten patients treated with eculizumab were tested for ex vivo complement activation.
256  These patients were treated with C5-blockade for: aHUS (n=6), post-transplant thrombotic
257  microangiopathy (n=2) and progressive C3 glomerulonephritis (n=2). In patients treated with
258  eculizumab, the median C3b/iC3b deposition (H-scorecs.) was 17.1 [14.1-23.1] and the median
259  C5b-9 deposition (H-scorecsy.9) was 5.2 [4.2-6.0]. The overall intensity of C3b/iC3b and C5b-9
260  deposition was similar between the 10 patients treated with eculizumab and healthy donors
261  (p=0.66 for the C3c and p=0.37 for C5b-9 H-scores, respectively). In patients under C5-
262  blockade, the addition of OX-24 significantly enhanced C3b/iC3b (p<0.0020) but not C5b-9
263  deposition on the endothelial surface (p=0.56) (Figure 1. Panels D-F). This confirms the
264  efficient blockade of terminal pathway engagement and the specificity of the measured C5b-9
265  deposition in this model.

266

267  Complement anaphylatoxins in supernatants and complement deposition on HMEC-I are
268  positively correlated

269 Addition of OX-24 significantly increased the release of complement anaphylatoxins
270  C3aand C5a in the supernatants (42.1 [31.2-50.9] mg/mL vs 8.4 [5.2-13.0], p<0.0001 and 718

271  [561-1111] vs 104 [80-143] ng/mL, p<0.0001), providing a sign of the formation of active
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272 complement C3 and C5 convertases during the incubation time (Figure 2, Panels A-B). Signs
273 of activity of the C3 and C5 convertases (release of C3a and C5a in the supernatants were
274  positively correlated (p<0.001, > 0.46) (Figure 2, Panel C).

275 Furthermore, complement activation measured on the solid phase and in supernatants
276  C3a and C3b/iC3b, as well as terminal pathway components C5a and C5b-9 were positively
277  correlated (p-value <0.001) (Figure 3). Nonetheless, the correlation between terminal pathway
278  components C5a and C5b-9 was more accurate than the correlation between C3b/iC3b and C5b-
279 9 (120.65 and 12 0.19, respectively). This substantiates the reliability of C5b-9 measurement on
280  the cell surface.

281

282  Distinct complement activation profiles amongst heathy donors

283 Increased complement C3b/iC3b deposition was defined for a H-scorec;. above 50 and
284  increase C5b-9 deposition was defined for a H-scorecsy.9 above 30. Thirty-five donors were
285  evaluated for both C3b/iC3b and C5b-9 deposition. One additional donor with an increase in
286  C3b/iC3b deposition could not be tested for C5b-9 deposition (insufficient material).

287 Combined analysis of membrane-bound C3b/iC3b on the endothelial cell surface using
288  these thresholds allowed us to distinguish several complement activation profiles among the
289  tested healthy donors. Overall, 30/35 donors (85.7%) presented both C3c and C5b-9 deposition
290  considered in the normal range. By contrast, 5 donors (14.3%) showed elevated complement
291  deposition on HMEC-1 surface. Four of them had either an isolated increase in C3b/iC3b
292  deposition (n=1) or in C5b-9 deposition (n=3) (Figure 4. Panel A). One donor showed both
293  increased C3b/iC3b and C5b-9 deposits.

294 In condition of complement alternative pathway dysregulation by OX-24, all but 3
295  donors showed both increased C3b/iC3b and C5b-9 deposition on the cell surface above defined

296  thresholds (p<0.001) (Figure 4. Panel B).
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297

298  Complement alternative pathway genetics.

299 Genetic sequencing of a panel of alternative pathway genes was performed in 32/38
300  donors (84.2%). Genetic analysis revealed that 7 donors were heterozygous for a rare variant
301  (MAF <1%) in the complement genes (Table 2 and 3), two of them carried two rare variants
302  (donors D2, D21) (Supplemental Table S1). Seven donors harboured at least one variant with
303 alow frequency (MAF 1-5%), the majority of them (n=5) had a CFB variant. Two donors
304  carried a heterozygous missense variant located in the CFH gene (CFH p.R1210C, MAF
305  0.015% previously described as pathogenic (30,32-36), CFH p.N1050Y, MAF 1.47%) and 3
306  carried a heterozygous variant in the CFI gene (CFI p.A76G, novel, and CFI p.P553S, MAF
307  0.136% in two donors).

308

309  Identification of different levels of endothelial cell protection amongst healthy donors

310 The combined analysis of complement activation profile in our ex vivo model revealed
311  that 3 of the 5 donors (60%) with increased levels of complement activations fragments detected
312 on HMEC-1 surface, in fact had a variant affecting genes of the complement alternative
313  pathway (Figure 4). Two of them were the 2 carriers of CFH variants and the other one had a
314  combination of two rare variants (CFI p.A76G, novel and C3 p.D1457H, MAF 0.036%). The
315  factor I (FI) plasmatic level of the donor with the CFI p.A76G variant was normal. Moreover,
316  the two donors with a CFH variant showed a similar pattern of complement deposition on the
317  endothelial cell surface: both of them showed high levels of C5b-9 deposition (H-scorecsy,.o>30)
318  but normal C3b/iC3b deposition. By contrast, C3b/iC3b but not C5b-9 tended to be higher in
319  donors carrying a variant of CFI (p=0.080). All the other donors carrying a rare or low
320  frequency variant in the other genes (C3, CFB, CFHRS5) had complement deposition measured

321  in the normal range. No variant was identified in the 3 donors with an isolated increased
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322 C3b/iC3b and in the donor with elevated C5b-9 and C3b/iC3b. No variant was identified in the
323 3 donors whom serum did not activate ex vivo following addition of OX-24.

324

325  Applicability of the model in complement-mediated diseases

326 We further validated this ex vivo complement activation model in a pathological context
327 by testing serum taken from one aHUS patient in acute phase. Genetic analysis revealed a rare
328  pathogenic nonsense variant in the CFH gene (p.R215%, heterozygous), leading to a FH
329  quantitative and functional defect. Study of complement activation fragment deposits in the ex
330  vivo model demonstrated significant spontaneous deposits of C3 (H-scorecs. = 180) and an

331 increase in C5b-9 deposition (H-scorecs,o = 39) (Supplemental Figure S4).

332  Discussion

333 A complement dysregulation is involved in many pathologies. However, functional
334  models to properly evaluate the precise mechanisms are lacking, particularly when routine
335  complement assessments appear strictly normal. Here, we present a novel ex vivo model for
336  studying complement activation, which combines the analysis of C3 and C5b-9 endothelial
337  depositions. This FH-dependent model has allowed us to differentiate distinct ex vivo profiles
338  of complement activation and regulation amongst healthy donors. Moreover, this model has
339  unveiled a possible genetic susceptibility in three donors (60%) exhibiting elevated complement
340  deposition.

341 In the proposed model, microvascular endothelial cells (HMEC-1) are exposed to sera
342  from healthy donors. Complement cascade activation spontaneously occurs within the tested
343  serum during incubation, resulting in the generation of complement activation and degradation

344  fragments measurable in the supernatants and on the surface of endothelial cells.
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345 In this model, the substantial increase in complement activation fragments either on
346  solid phase or in supernatant following FH inhibition by OX-24 confirms the FH-dependence
347  of the model and experimental conditions conducive to complement alternative pathway
348  activation (37). This pathway plays a pivotal role in complement activation, initiating and
349  amplifying itself within minutes, irrespective of the initial pathway, unless effectively and
350  promptly regulated. Complement activation within the serum generates variable amounts of
351  C3b which deposits on the cell surface. Endothelial cells must then regulate these C3b deposits
352 to prevent complement amplification. This key control step is facilitated by the recruitment of
353  circulating regulators such as FH and FI to the cell surface and by membrane regulators (38).
354 Quiescent endothelial cells serve as a regulatory surface for complement. Remarkably,
355 HMEC-1 express membrane regulators including Membrane Cofactor Protein (MCP, or
356  CD46), Decay-Accelerating Factor (DAF, or CD55) and CD59. This cell line exhibits minimal
357  expression of Complement Receptor 1 (CR1, or CD35) (29). Consequently, this regulatory
358  surface remains consistent across all experimental conditions. The complement activation
359  biomarkers measured on the HMEC-1 surface mirror the overall potential of the complement
360 cascade within the studied sera to activate and regulate. Complement activation on the
361  endothelial cell surface is, therefore, heavily reliant on circulating regulators (e.g. FH and FI)
362  provided by the tested serum.

363 The analysis of complement activation profiles allowed us to distinguish three activation
364  profiles: a balanced activation and regulation profile with normal levels of C3b/iC3b and C5b-
365 9 deposits (85.7%), a profile with predominant C3 deposits (5.7%), and a profile with
366  predominant C5b-9 deposits (8.6%). Interestingly, three patients exhibited remarkably elevated
367 levels of C5b-9 deposits compared to C3 deposits. This activation profile supports the
368  hypothesis of a rapid propensity for the transition from C3 to C5 convertases on the endothelial

369  cell surface in these patients. Noticeably, 2/3 patients with this profile exhibited a variant in the
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370  C-terminal region of FH, a region particularly important for the FH regulatory activity on the
371  endothelium. One of these two identified variants, the CFH p.R1210C may increase the
372 susceptibility to develop aHUS, a condition in which terminal pathway components have a
373  substantial role in complement-induced endothelial injury (2,39,40). This variant has been
374  proven as pathogenic in in vitro functional studies (33,35,36). The CFH p.R1210C variant
375  considerably alters the FH ability to bind to C3b, to dissociate formed C3 convertases and to
376  inactivate membrane-bound C3b with FI. The presence of the CFH p.R1210C in the healthy
377  donor could have favorized the engagement of the terminal pathway and C5b-9 deposition. The
378  CFH p.N1050Y variant was found in another donor. This variant may be protective regarding
379  the susceptibility to develop AMD (41). This variant, classified as a variant of unknown
380  significance (VUS), has, to date, no functional impact identified in vitro (42). This does not rule
381  out, however, the possibility of more subtle functional impairments that are not assessed by
382  current functional tests. Conversely, the three patients having a CFI variant tended to have
383  increased C3b/iC3b deposition without increased C5b-9. It is plausible that minor alterations in
384  Flregulatory capacity participates in the delayed elimination of C3b/iC3b from the cell surface.
385  This warrants further investigations.

386 Endothelial models have been previously proposed to explore genetic susceptibility to
387  complement activation. In a recent study (30), relatives of aHUS patients carrying variants in
388  aHUS associated genes exhibited increased C5b-9 deposits on adenosine-diphosphate (ADP)-
389  preactivated HMEC-1 compared to controls. The applicability of our model in detecting genetic
390  susceptibility to complement ex vivo activation beyond from CFH and CFI genes requires
391  further clarification.

392 However, it is important to emphasize that interpreting the disparities observed between
393  donors solely based on complement gene variants may offer an incomplete view of the intricate

394  phenomena involved in complement activation and regulation on the endothelial surface. This
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395

396

397

398

399

400

401

402

403

404

is exemplified by the observation of donors (n=2) with elevated endothelial deposits, despite
the absence of identified genetic susceptibility factors. These observations underscore the
complexity of factors influencing cascade activity, with genetic factors being just one of the
contributors. This highlights the potential of endothelial models, which provide a dynamic and
physiologically relevant perspective on complement cascade function.

In conclusion, the novel insights offered by this ex vivo complement activation model
hold potential for discerning interindividual differences in degrees of endothelial protection
against complement activation. This model could be a valuable tool for studying a multitude of

complement-linked disorders.
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550 Legend to figures

551  Figure 1. Measurement of complement activation deposition C3b/iC3 and C5b-9 in donors

552  and patients under eculizumab

553  Panel A. Representative images of digital slides from the conditions tested. Negative controls
554 include conditions with cells incubated in culture medium without serum (“no serum”) and the
555  immunolabelling control of the primary antibody by an irrelevant antibody (rabbit isotype). The
556  tested serum is incubated with cultured microvascular endothelial cells (HMEC-1) for 60 min
557  to measure C3b/iC3b deposition and for 180 min to detect C5b-9. The addition of OX-24, a
558  monoclonal antibody directed against the N-terminal domains of FH, is used as a condition of
559  complement dysregulation. After incubation, complement activation fragments are revealed by
560  immunofluorescence staining (AF647, red). HMEC-1 nuclei are stained with 4',6-diamidino-
561  2-phenylindole (DAPI). A positive condition of complement dysregulation is tested in each
562  experiment. All sera from tested donors and patients were performed in five independent
563  experiments. Each condition was performed in duplicate wells in the same experiment. To limit
564  inter-assay variability, one serum from a healthy donor was tested as an internal control in each
565  experiment. Digital slides obtained with the Axioscanner (Zeiss) and Halo® software (x10
566  magnification in Halo®. Further data on inter- and intra-assay variability are shown in
567  Supplemental Figures S2. Panel B. Quantitative measurement of complement C3b/iC3b
568  deposition on HMEC-1 surface in healthy donors with or without condition of dysregulation by
569  0OX-24. Each circle corresponds to the average of complement deposition measured in
570  duplicates. The addition of OX-24 significantly enhanced iC3b/iC3b deposition on HMEC-1
571  surface (p<0.001), Wilcoxon test. Panel C. Quantitative measurement of complement C5b-9
572 deposition on HMEC-1 surface in healthy donors with or without condition of dysregulation by

573  OX-24. The addition of OX-24 significantly enhanced C5b-9 deposition on HMEC-1 surface
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574  (p<0.001), Wilcoxon test. Panels D-F. Ex vivo complement activation on HMEC-1 surface of
575 serum taken from patients treated with eculizumab. Complement alternative pathway
576  dysregulation by inhibition of the FH by OX-24 in eculizumab-treated patients induced an
577  increase in C3b/iC3b deposition but not C5b-9 (p=0.5566, Wilcoxon test). Abbreviations:
578  AF647: fluorescent labelled antibody from Alexa Fluor®; DAPI: 4'.6-diamidino-2-
579  phenylindole; HMEC-1: human microvascular endothelial cells, a human microvascular
580  endothelial cell line of dermal origin, MCDB: HMEC-1 culture medium MCDB131; OX-24:

581 murine monoclonal antibody anti human FH, final concentration 75p g/mL.

582  Figure 2. Complement activation in the supernatants

583  Panel A. Measurement of complement anaphylatoxin C3a in the supernatants collected at 60
584  minutes of incubation, with or without OX-24 (ELISA C3a EIA, Microvue®, Quidel). Each
585 circle corresponds to the average of the concentrations measured in the duplicates of each
586  experimental condition. The dashed lines represent the threshold values for anaphylatoxin
587 elevation. The concentrations are reported in ug/mL of serum. A complement alternative
588  pathway dysregulation by OX-24 significantly enhanced the release of C3a in the supernatants
589  (p<0.001), Wilcoxon test. Panel B. Measurement of complement anaphylatoxin C5a in the
590  supernatants collected at 180 minutes of incubation, with or without OX-24 (ELISA C5a EIA,
591  Microvue®, Quidel). The concentrations are reported in ng/mL of serum. A complement
592  alternative pathway dysregulation by OX-24 significantly enhanced the release of C5a in the
593  supernatants (p<0.001), Wilcoxon test. Panel C. Anaphylatoxins C3a and C5a in the
594  supernatants are positively correlated (Pearson’s correlation coefficient 12 0.46). The empty
595  circles correspond to the values measured in the supernatants in the reference condition, and

596  the circles with a dot in the middle correspond to the values measured for the anaphylatoxins
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597  in the supernatants in the presence of OX-24. Abbreviations: OX-24: murine monoclonal

598  antibody anti human FH, final concentration 75 g/mL.

599

600 Figure 3. Correlation of complement activation fragments in the supernatants and

601 HMEC-1 surface.

602  Panel A. Correlation of C3 activation fragment: complement anaphylatoxin C3a in the
603  supernatants and C3b/iC3b deposition (H-scorecs.) on the cell surface. Panel B. Correlation of
604  complement terminal pathway components: complement anaphylatoxin C5a in the supernatants
605  and C5b-9 deposition (H-scorecsy.9) on the cell surface. Complement activation on solid phase
606  and in the supernatant is positively correlated (Pearson’s correlation coefficient 1> = 0.19 for
607  C3a/H-scorecs. and r2=0.65 for C5a/H-scorecsy9). Each circle corresponds to the average of the
608  concentrations and complement deposition measured in duplicates. The empty circles
609  correspond to the values measured in the supernatants in the reference condition, and the circles
610  with a dot in the middle correspond to the values measured for the anaphylatoxins in the
611  supernatants in the presence of OX-24. Abbreviations: OX-24: murine monoclonal antibody

612 anti human FH, final concentration 75pg/mL.

613  Figure 4. Ex vivo complement activation on endothelial cells reveals distinct complement

614  activation profiles.

615  Panel A. Correlation of complement C3b/iC3b and C5b-9 deposition on HMEC-1 surface. We
616  defined as elevated a H-scorecs. above 50 and a H-scorecs, o above 30. The grey area represents
617  the values for H-scores considered in the normal range. Each circle corresponds to the average
618  of C3b/iC3b and C5b-9 deposition measured in duplicates. Donors harboring a variant in the

619  CFH gene are highlighted in green (donor (D)2, D2 and D38). Donors with a CFI variant are
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620  highlighted in red. D3 carried the heterozygous missense variant p.A67G in the CFI and the C3
621  p.D1457H. The two others (D21 and D31) were heterozygous for the CFI p.P553S variant. The
622  two donors carrying a variant affecting the CFH had an isolated increase in C5b-9 deposition
623  on the endothelial cell surface. One out of the three donors with a CFI variant had increased
624  C3b/iC3b deposition. Panel B. In condition of alternative pathway dysregulation (0X-24),
625  complement C3b/iC3b and C5b-9 deposition increased for all donors. Complement deposition
626  in condition of FH-inhibition with OX-24 stayed in the normal ranges for 3 donors. The p-value
627  <0.001 corresponds to the Wilcoxon test comparing the H-score measured with and without
628  complement dysregulation. Panels C-D. Levels in membrane-bound complement activation
629  fragments measured on HMEC-1 surface according to the presence of variants (MAF<5%) in
630  the complement genes. Groups are compared with an ANOVA. There was a trend for increased
631  C3b/iC3b deposition in donors with a CFI variant and in enhanced C5b-9 deposition in donors

632  with a CFH variant (not significant).

633

634

635

636

637
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Table 1. Characteristics of the study cohort (n=38)

Healthy donors (n=38)

Sex, male, n (%)
Age at sampling, median [IQR]
Time of serum collection, n (%)

- Prior to donation
- After donation, delay (years)
1 year
5 years
> 10 years
Age at donation, years, median [IQR]

Relationship with the recipient, n (%)

- First-degree relatives
Donation to a brother/sister
Donation to a parent
Donation to a child
- Unrelated (spouse, friend)

If relatives, nephropathy of the recipient, n (%)
IgA nephropathy
Diabetic nephropathy
ADPKD
Interstitial nephropathy
Other glomerulopathies™*
Others®

19 (50.0)

56.5 [45.3-62.9]

19 (50.0)

7(18.4)
5(13.2)
7(18.4)
53.9 [42.2-63.9]

29 (76.3)
21(55.3)
6(15.8)
2(53)
9(23.7)

7(24.1)
5(12.2)
5(12.2)
3(10.3)
4(138)
5(12.2)

* Other glomerulopathies included: membrano-proliferative glomerulonephritis (n=1), membranous nephropathy
(n=1), lupus nephropathy (n=1), focal segmental glomerulosclerosis (n=1). * Other nephropathies included ANCA
vasculitis (n=1), Polyarteritis nodosa (n=1), unknown etiology (n=1), nephrectomy for Wilms tumor (n=1) and
porphyria (n=1). Abbreviations: ADPKD: autosomal dominant polycystic kidney disease, IQR: interquartile range.

Génétique du complément et IgAN | Duval A. 2023 166

27



Table 2. Description of the complement variants with MAF<1% identified in donors

Allele
Donor  Gene Variant Transcript ~ Status Domain figqmaiey IFEGRIRIES 2 Wi VeIl
in GnomAD® functional studies classification
(%)
Yes, pathogenic .
D38 CFH ¢.3826C>T p.R1210C He SCR20 0.015 (30.34-36) Pathogenic
Light .
D21 . Yes, no impact
D31 CFI c.1657C>T  p.P553S He cl;z;n 0.136 identified (43—46) Vvus
D3 CFI c227C>G  p.AT6G# He I:Ei:;y novel None vUs
D3 C3 c4369G>C  p.DI1457TH He MG8 0.036 None VvUS
D18 C3 c463A>C  pKI55Q He MG2 0.271 None VUS
D34 C3  ¢/1909G>C  p.G637R  He ];‘e“gl;i)‘;g 0.022 None vUS
DI4 C3  cI898A>G pK633R  He Lrggg;g 0.046 None vUS
D21  CFHRS  c¢.136C>T p.P46S He SCR1 0.659 None VvUsS

$: allele frequency according to the Genome aggregation Database in the overall population (ALL). #The FI
plasmatic level measured by ELISA was normal in patient’s serum. Abbreviations: C3: complement C3 gene,
CFH: complement factor H gene, CFIL: complement factor I gene, GnomAD: Genome aggregation Database, He:
heterozygous, MG: macroglobulin domain, SCR: short consensus repeat region, SP: serine-protease domain, VUS:
variant of unknown significance.
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Supplemental material

Supplemental Figure S1: Experimental principle of ex vivo complement activation
measurement.

Experimental principle of the measurement of ex vivo complement activation on the surface of
quiescent cultured human microvascular endothelial cells (HMEC-1) exposed to serum from
healthy donors or patients. During incubation, the complement cascade is activated and
complement activating fragments C3b/iC3b and C5b-9 are deposited on the endothelial cell
surface. After incubation, supernatants are collected for measurement of C3a and C5a activation
fragments by ELISA. After incubation, the membrane-bound deposits are revealed by anti-C3c
and anti-C5b-9 immunostaining. Quantification was then computerized on digital slides
(Axioscanner, Zeiss; Halo® Software, Indica Labs). The results are expressed as an H-score,
reflecting the intensity of complement activation on the cell surface. Abbreviations: HMEC-1:
human microvascular endothelial cells, a human microvascular endothelial cell line of dermal

origin. PFA: paraformaldehyde. This figure was created with BioRender.com.

Supplemental Figure S2: Interexperimental variability and intra-experimental
reproducibility of the replicates.

Panel A. Interexperimental variability of the reference serum. Each point represents the mean
of two duplicates performed on the same plate. Five independent experiments were performed
to assess ex vivo complement activation in all donors and patients. Some experiments included
several duplicate of the reference serum in independent plates. The dashed grey line
corresponds to the mean plus 2 standard deviations of all the H-score values measured for all
experiments. Any experiment with a H-score above this threshold was not included in the final

analysis. The bars in orange represent the positive condition, corresponding to a complement
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alternative pathway of the reference serum. A two-fold change increase in complement
deposition in the tested serum after addition of OX-24 was considered as a positive response.
Panel B. Bland-Altman plots representing the intra-assay variability of duplicates wells
performed in each donor. The reproducibility of duplicates was generally excellent (<20 points
of H-score values). In cases of significant discrepancies between measurements, the images of
the digital slides were reviewed and corrected for possible artifacts. Additional control
conditions included 1) incubation of HMEC-1 with culture medium, 2) immunolabelling
controls with 1) incubation of the reference serum and revelation of membrane-bound deposition
by the secondary antibody without anti-C3c / anti-C5b-9 primary antibody or ii) replacement
of the primary antibody by an irrelevant antibody from the same species (“isotype control”).
All H-score values measured for these experimental conditions were strictly below <0.1%

across all experiments.

Supplemental Figure S3: Kinetic of complement anaphylatoxins C3a and C5a release in
supernatants during the incubation

Panel A. Quantification of complement C3a anaphylatoxin levels by ELISA in HMEC-1
supernatants during incubation. Incubation triggers a modest release of C3a anaphylatoxin into
the supernatant. The release of C3a anaphylatoxin increases significantly in conditions of
alternative complement pathway dysregulation by FH inhibition (OX-24, final concentration
75ug/mL). Panel B. C5a levels in HMEC-1 culture supernatants. The introduction of
complement dysregulation through FH inhibition using OX-24 leads to an elevated release of
C5a in the supernatant, indicating the formation of C5 convertases. The stability of C5a in the
supernatant under conditions of complement dysregulation highlights complement regulation

(e.g. C3b/C3bBb regulation) on the HMEC-1 cell surface. Kinetic curves were generated from
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samples of four donors. The p-value represents ANOVA analysis between groups with and

without complement dysregulation.

Supplemental Figure S4: Applicability of the ex vivo complement activation model in
aHUS patient

Panel A. We tested a serum taken from a patient with atypical hemolytic and uremic syndrome
(aHUS) (acute phase) in the ex vivo assay. Genetic analysis with next generation sequencing
revealed a heterogeneous rare nonsense variant in the CFH gene (p.R215%). This pathogenic
variant leading to a premature stop codon strongly impacts the FH complement alternative
pathway regulatory activity (quantitative defect and lack of endothelial cell surface anchoring).
Incubation of the tested serum showed spontaneous intense C3b/iC3b deposition (no
complement dysregulation was added in this experiment) and a moderate spontaneous
deposition of C5b-9. Negative controls include conditions with cells incubated in culture
medium without serum (“no serum”) and the immunolabelling control of the primary antibody
by an irrelevant antibody (rabbit isotype). The tested serum is incubated with cultured
microvascular endothelial cells (HMEC-1) for 60 min to measure C3b/iC3b deposition and for
180 min to detect C5b-9. Complement activation fragments (C3b/iC3b and C5b-9) are in red
and HMEC-1 nuclei are in blue. Each condition was performed in duplicate wells. Digital slides
obtained with the Axioscanner (Zeiss) and Halo® software (x10 or x20 magnification in Halo®.
Panel B. The quantification of complement deposition on the HMEC-1 surface induced by the
serum from the aHUS patient showed both enhanced C3b/iC3b and C5b-9 deposition.
Abbreviations: AF647: fluorescent labelled antibody from Alexa Fluor®; CFH: complement
factor H gene; DAPI: 4'6-diamidino-2-phenylindole; FH: factor H; HMEC-1: human
microvascular endothelial cells, a human microvascular endothelial cell line of dermal origin;

0OX-24: murine monoclonal antibody anti human FH, final concentration 75y g/mL.
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Supplemental Table S1: Complement deposition fragments and complement genetics in each

donor
Donor’s main characteristics Complement alterpatlve pathway Ex vivo 'corqplement
genetics activation
First-degree related to Variant Variant ];Bb/ iC?’b . CSbf9_
ipi eposition  Deposition
Donor Sex, age the recipient (yes/no), MAF<1% MAF1-5% oy s
nephropathy <50) 0
Yes, interstitial CFB p.K565E
D1 Male, 40 yo nephritis No CFB p.ES66A 42.0 6.2
D2 Female, 50 yo Yes, Diabetic No CFH p.N1050Y 18.3 583
nephropathy
Yes, Lupus CFI p.A76G
D3 Female, 36 yo nephropathy C3 p.D1457H No 65.6 247
D4 Female, 44 yo No No No 104.8 32.7
D5 Female, 58 yo Yes, MPGN No No 73 85
D6 Male, 63 yo Yes, Porphyria No No 26.1 139
D7 Female, 77 yo Yes, [gAN No CFB p.G252S 333 8.7
D8 Female, 34 yo Yes, unknown No No 18.3 12.8
D9 Female, 65 yo No No No 264 823
D10 Female, 51 yo No No CFB p.K565E 20.2 8.7
DIl Male, 40 yo Yes, ADPKD No CFB p.G252S NA 85
DI2  Female,53yo Yes, Diabetic NA NA 150 147
nephropathy
D13 Female, 80 yo Yes, IgAN No No 11.6 17.7
D14 Female, 69 yo Yes, ADPKD p-K633R No 17.5 12.7
D15 Male, 41 yo Yes, IgAN No No 11.9 15.3
D16 Female, 57 yo Yes, ADPKD NA NA 14.3 15.6
D17 Male, 42 yo Yes, Polyarteritis No No 3338 102
nodosa
D18 Male, 48 yo Yes, FSGS C3 pK155Q No 429 134
D19 Male, 68 yo Yes, Wilms tumor No No 12.5 143
D20 Male, 55 yo Yes, [gAN No No 9.5 144
CFI p.P553S
D21 Male, 49 yo No CFHRS p.P46S No 483 10.0
D22 Male, 58 yo No No No 142 20.7
D23 Female, 51 yo No NA NA 144 15.6
D24 Male, 41 yo Yes, I[gAN No No 35.7 240
D25 Male, 27 yo R e No No 20 108
nephritis
D26 Male, 57 yo Yes, ANCA vasculitis No No 132 29.8
D27 Female, 62 yo No NA NA 169 137
D28 Female, 43 yo Y WDiabetic No No 78 113
nephropathy
D29 Male, 74 yo Yes, ADPKD No No 76.4 NA
D30 Male, 58 yo Yes, Membranous NA NA 296 156
nephropathy
D31 Male, 62 yo Yes, [gAN CFI p.P553S No 40.2 250
D32 Female, 57 yo No No No 13.0 124
D33 Male, 65 yo Yes, interstitial NA NA 80 133
nephritis
D34 Female, 65 yo Yes, ADPKD C3 p.G637R No 55 15.5
D35 Female, 60 yo No NA NA NA 10.7
D36 Female, 63 yo Yes, Diabetic No No 193 21.1
nephropathy
D37 Male, 55 yo Yes, [gAN No CFHRS p.R356H 6.3 8.9
D38 Male,53yo Yes, Diabetic | cpgy | R1210C No 459 43
nephropathy

All variants are heterozygous. Abbreviations: ADPKD: autosomal dominant polycystic kidney disease, FSGS:
focal segmental glomerulosclerosis, MAF: minor allele frequency, yo: years old.
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4. Profils d’activation ex vivo du complément chez les donneurs sains

Profils d’activation ex vivo du complément

Nous avons mis au point et validé un modeéle d’étude de I'activation ex vivo du complément a
la surface de cellules endothéliales microvasculaires (HMEC-1) quiescentes en culture. Ce modéle FH-
dépendant nous a apporté deux informations principales. Premiérement, qu’il existe une
hétérogénéité dans le niveau de dépots de C3b/iC3b et C5b-9 induits a surface des HMEC-1 chez les
donneurs sains. Secondairement, que le niveau d’activation du complément mesuré en fin
d’incubation a la surface endothéliale, dans ce modele FH-dépendant, est dépendante de I'activité des
régulateurs circulants (p.ex. FH, Fl) apportés par le sérum testé. Cette hypothese est renforcée par
I'identification de variants génétiques du FH et du Fl chez 3 des 6 donneurs présentant des dépots
augmentés dans le modeéle endothélial. Ceci suggere une potentielle part génétique dans la
dérégulation du complément observée a la surface endothéliale chez ces donneurs sains.

Dans notre modele, la mesure des dépo6ts de C5b-9 semble plus précise pour l'identification
d’une dérégulation du complément. Cependant, il est tout a fait possible qu’une dérégulation isolée
des voies initiales de la cascade du complément survienne sans entrainer la formation de dép6ts de
C5b-9 en raison d’une régulation efficace des convertases et de la voie terminale. L’ utilisation conjointe
d’un marquage anti-C3c (utilisant un anticorps polyclonal reconnaissant des épitopes communs entre
le C3, le C3H,0, le C3b et le iC3b) permet d’évaluer I'activité des phases initiales d’activation du
complément et d’obtenir une vision de I'activité globale de la cascade.

L’analyse en composante principale des biomarqueurs d’activation du complément en surface
cellulaire et dans les surnageants nous a permis de définir 3 profils d’activation ex vivo du complément
(Figure 32). La majorité des donneurs présentent un profil d’activation/régulation équilibré (zone
grise) tandis que certains présentent une propension plus importante a une induction de dépots de
C3b et a une formation de C3 convertases (zone rouge) et d’autres présentent une activité des C5

convertases plus importante (zone verte).
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Figure 31. Profils d'activation ex vivo du complément chez les donneurs sains: hypothéses

L’analyse en composante principale des biomarqueurs d’activation ex vivo du complément (C3a, C5a, dépots de C3c
et de C5b-9) mesurés dans le modele endothélial permet d’identifier trois clusters de profils d’activation du
complément chez les donneurs sains. Le majorité des donneurs sains sont localisés dans le cluster gris, avec une
équilibre de la balance d’activation et régulation du complément. Les donneurs présents dans la zone rouge ont des
marqueurs d’activité de la C3 convertase (C4a, dépots de C3b) au premier plan et les donneurs en zone verte ont des
signes plus important de I'activité de la C5 convertase (C5a), suggérant un changement rapide de la C3 vers la C5
convertase. Abréviations : PCA : principal component analysis, analyse en composante principale. PC: principal
component
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Les différences subtiles dans I'activité du complément observées a la surface endothéliale en
condition ou non de dérégulation de la voie alterne révelent différents degrés de protection de
I’endothélium chez les donneurs sains. Les résultats obtenus dans ce modéle FH-dépendant
soutiennent I'hypothése d’un impact des variants du FH dans la protection efficace de I'endothélium

vis-a-vis de I'attaque du complément.

Association des dépéts endothéliaux et des haplotypes du CFH

Les différents haplotypes du FH sont associés a une susceptibilité au développement de
pathologies médiées par le complément (GC3, SHUa et DMLA) et pourraient influencer le tropisme
tissulaire de ces pathologies.

Nous avons exploré la distribution des haplotypes du CFH (combinant les polymorphismes :
rs800292, rs1061170, rs375336, rs1065489) chez les donneurs sains en fonction de l'intensité des
dépbts mesurés a la surface des cellules endothéliales (Figure 33). Les trois donneurs présentant un
variant du CFH ou du CFl avec des dépots augmentés ont été exclus pour cette analyse. Les donneurs
ont ensuite été séparés en deux groupes selon l'intensité médiane des dépdts : C3b/iC3b « hauts » ou
« bas » et dépo6ts de C5b-9 « hauts » ou « bas ». Nous avons observé une tendance a une fréquence
des haplotypes du CFH différente entre les groupes de patients (p=0.16 pour les dépbts de C3b/iC3b
et p=0.13 pour le C5b-9, Chi, comparant la distribution globale). L’haplotype H3 (gtgt), haplotype « a
risque » pour le SHUa, était plus fréquent chez les donneurs avec des dép6ts endothéliaux de C5b-9
plus importants (28,6% versus 7,4%, p=0,036), suggérant une propension plus importante a
I’engagement de la voie terminale du complément chez les donneurs portant cet haplotype. Ces
résultats obtenus en population de donneurs sains pourraient soutenir I’hypothése d’une contribution
des haplotypes du CFH dans le niveau de régulation du complément a la surface des HMEC-1. Des
investigations supplémentaires sont nécessaires pour préciser les mécanismes sous-tendant ces

hypothéses.
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En conclusion, I'analyse des dépo6ts de complément induits par le sérum a la surface des
cellules endothéliales semble étre un test prometteur pour I’évaluation dynamique de I'activation de

la cascade du complément. Nous avons donc évalué des sera de patients IgAN dans ce modele.
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Figure 32. Fréquences des haplotypes du CFH selon l'intensité des dépo6ts de complément
endothéliaux

L’analyse porte sur les donneurs sains ayant bénéficié d’'une analyse génétique du complément. Les 3 donneurs avec un
variant du CFH et ou du CFl et des dépots de complément augmentés ont été exclus de I'analyse. Les graphiques en barre
représentent la médiane et le rang interquartile des dépots de C3b/iC3b et de C5b-9 mesurés aprés I'exposition aux sera
de donneurs sains. La valeur médiane des dép6ts de C3b/iC3b et de C5b-9 sont indiquées en lignes pointillées rouges.
Nous avons comparé répartition des haplotypes du CFH entre les groupes de donneurs séparés selon I'intensité médiane
des dépots mesurés a la surface des HMEC-1. Les fréquences globales des 4 haplotypes dominants du CFH étaient
similaires entre les groupes. La fréquence de I’haplotype H4 (associée a la délétion CFHRI-CFHR3) était plus importante
chez les donneurs avec des dép6ts de C3b/iC3b plus marqués (7,4% versus 28,6%, p=0,036). L’haplotype H3, a risque de
SHUa, était fréquent chez les donneurs avec des dépdts de C5b-9 plus importants (28,6% versus 7,4%, p=0,036). Test du
Chi2.
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5. Activation ex vivo du complément chez les patients porteurs d’une IgAN

5.1. Cohortes d’étude

Nous avons testé dans le modeéle endothélial des sera provenant de patients transplantés
rénaux pour une IgAN (n=41) ou transplantés rénaux pour une autre néphropathie (n=13). Les

caractéristiques principales des patients étudiés sont présentées dans le Tableau 12.

Les patients IgAN étaient majoritairement des hommes (68,2%), avec un age médian de 50,9
[44,9-61,1] ans au moment du prélévement. Il s’agissait d’'une premiéere transplantation rénale pour
38 (92,6%) d’entre eux. Le sérum avait été collecté apres un délai post-transplantation médian de 38,6
[21,3-103,1] mois. Au total, 25 patients transplantés pour une IgAN (61,0%) avaient présenté une
récidive de la néphropathie initiale sur le greffon. Il n’y avait pas de différence concernant I'dge au
prélévement, le sexe ratio homme/femme, le délai post-transplantation et les paramétres de fonction
du greffon entre les patients transplantés pour une IgAN et les patients transplantés pour une autre

étiologie.
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Tableau 12. Caractéristiques des patients transplantés testés dans le modéle endothélial

Ratio protéinurie/créatininurie (mg/mmol)

20,9 [10,5-41,5]

IgAN Autre néphropathie ; $
(n=41) (n=13) p-value
Age, années 50,9 [44,9-61,1] 54,6 [48,0-67,3] 0,22
Sexe masculin, n (%) 28 (68,2) 8 (61,5) 0,74
Rang de transplantation :
1 38 (92,6) 13 (100) >0,99
2 3(7.3) 0(0)
Délai post transplantation, mois 38,6 [21,3-103,1] 48,9 [26,5-84,7] 0,46
Patient immunisé, n (%) 20 (48,7) 5(38,5) 0,52
Présence d’'un DSA, n (%) 9(21,9) 1(7,7) 0,25
Traitement immunosuppresseur de
maintenance 25 (60,1) 6 (46.2)
Tacrolimus 11 (26,2) 2(15,4)
Ciclosporine 8 (19,5) 3(23,1) -
mTORi 2(4,9) 1(7,7)
Bélatacept 22 (81,5) 10 (76,9)
Cellcept 38 (92,7) 8 (61,5)
Corticoides
Récidive de la néphropathie initiale, n (%) 25 (60,1%) - -
Si oui, délai aprés transplantation, mois 8,9 [3,3-49,7] - -
Créatininémie (umolll) 110 [86-140] 134 [112-160] 0,51
21,0 [10,2-44,3] 0,96

Comparaison des variables qualitatives par un test exact de Fisher et des variables continues par un test de Mann-
Whitney. Abréviations : DSA : donor specific antibody, anticorps anti-HLA dirigés contre le greffon, mTORi :

inhibiteurs de mTOR.
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5.2. Activation ex vivo du complément a la surface endothéliale

Nous avons comparé l'intensité des dépots de C3b/iC3b (H-scorecsc) et de C5b-9 (H-scorecsp-o)
induits a la surface des cellules endothéliales quiescentes aprés exposition a du sérum provenant des

patients transplantés rénaux pour une IgAN (n=41) et pour une autre néphropathie (n=13).

Les donneurs sains inclus dans cette analyse correspondaient a la cohorte de donneurs de rein
préalablement présentée pour la validation du modele (n=38), aprés exclusion des 3 donneurs
présentant des dépots de C3b/iC3b ou de C5b-9 augmentés et un variant du complément (donneurs
porteurs des variants hétérozygotes du CFH p.N1050Y, CFH p.R1210C et CFl p.A76G). La cohorte finale
des donneurs sains incluait 35 donneurs, dont 32 ont été évalués pour les dépots endothéliaux de

C3b/iC3b et de C5b-9.

Dans le modele d’activation ex vivo du complément, les H-scorecs. et H-scorecsp-9 médians
apres exposition des HMEC-1 a du sérum provenant de patients IgAN transplantés rénaux étaient de
27,1 [15,8-55,9] et 22,7 [11,9-49,4], respectivement. Les dépots de C5b-9 étaient plus intenses apres
exposition des HMEC-1 a du serum de patients IgAN transplantés rénaux qu’aprés exposition a du
serum issu des patients transplantés non IgAN (22,7 [11,9-49,4] versus 14.8 [9,7-18,6], p=0,012), ou de
donneurs sains (22,7 [11,9-49,4] versus 13.8 [10,6-16,1], p=0,0015). On note une tendance a une
intensité des dépots de C3b/iC3b augmentée chez les patients transplantés IgAN comparés aux
patients transplantés rénaux non IgAN (27,1 [15,8-55,9] versus 23,2 [12,2-37,8], p=0,31) et aux

donneurs sains (27,1 [15,8-55,9] versus 17,5 [12,2-33,6], p=0,069) (Figure 34).

L'intensité des dépots de C3b/iC3b et C5b-9 induits a la surface des cellules endothéliales était
similaire entre les patients transplantés non IgAN et les donneurs sains (H-scorecsc 17,5 [12,2-33,6]
versus 23,2 [12,2-37,8], p=0,98, et H-scorecsps 13,8 [10,6-16,1] versus 14,8 [9,7-18,6], p=0,96,

respectivement).
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Figure 33. Activation ex vivo du complément chez les patients transplantés IgAN

Chaque cercle correspond aux valeurs moyennes de H-score mesurés sur des duplicats. Les résultats
correspondent a 8 expérimentations indépendantes, avec I'ajout d’un sérum utilisé comme controle interne dans
chaque expérimentation. Les valeurs seuils de H-score sont indiquées en rouge. Les proportions de patients ou
donneurs ayant des marqueurs d’activation du complément en surface cellulaire considérés comme positifs les
valeurs seuils de H-score sont indiquées en noir. La cohorte des donneurs sains correspond a la cohorte utilisée
pour la validation du test endothélial aprés exclusion des trois donneurs présentant un variant du CFH ou du CF/
et des dépots augmentés. Un donneur sain présentant des dépots de C3b/iC3b élevés n’a pas été testé pour le
C5b-9. Comparaison des groupes par une ANOVA. Abréviation : HD : healthy donor, donneur sain (n=35), IgAN :
patients avec une néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA transplantés rénaux (n=41), Non-IgAN : patients
transplantés rénaux pour une autre étiologie (n=13).
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L’ajout d’'une condition de dérégulation du complément (inhibition du FH par OX-24) dans le
sérum de patients porteurs d’une IgAN (n=26) induisait une augmentation des dépdts de C3b/iC3b et
de C5b-9 a la surface des cellules endothéliales (H-scorecs. 22 [8-82] versus 67 [35-120], p<0,0001 et
H-scorecshs 11 [6-57] versus 51[21-89], p<0,0001). L'amplitude de réponse a une dérégulation de la
voie alterne du complément par I'OX-24 était similaire chez les patients transplantés pour une IgAN et

les donneurs sains (p=0.47 pour le H-scorecsc, p=0,12 pour le H-scorecsp-o).

5.3. Analyse des profils d’activation ex vivo du complément

L’analyse combinée des dépots endothéliaux de C3b/iC3b et de C5b-9 montre des profils
d’activation ex vivo du complément différents entre les patients transplantés pour une IgAN comparés

aux patients transplantés rénaux non IgAN testés (p<0,001) et aux donneurs sains (p=0,0188).

Au total, 19/41 des patients transplantés IgAN testés (46,3%) présentent une activation ex vivo
du complément a la surface des HMEC-1 considérée comme augmentée (H-scorecsc > 50 et/ou H-
scorecsp-g >30). Cette proportion est plus importante que celle observée chez les donneurs sains (2/32,
6,3%) ou chez les transplantés rénaux non IgAN (1/13, 7,7%) (Figure 35). Parmi les patients
transplantés pour une IgAN, 9 patients (22,0%) induisent des dépots de C5b-9 élevés et 10 patients
(24,3%) induisent a la fois des dépots endothéliaux de C3b/iC3b et de C5b-9 augmentés. Aucun des 13

transplantés rénaux du groupe controle ne présentait de H-scorecsp-g supérieur a 30.

Nous n’avons pas observé de différence sur les principaux parametres cliniques (p.ex. délai
post transplantation, traitement immunosuppresseur de fond) ou de fonction du greffon entre les

patients IgAN transplantés rénaux présentant ou non des dépots de complément augmentés ex vivo.

Génétique du complément et IgAN | Duval A. 2023 185



H-score ;4

Chez les patients transplantés IgAN, les H-scorecs. et H-scorecsy-9 €taient positivement corrélés
(p<0,001, r20,59). A I'inverse, il n’y avait pas de corrélation entre les H-scorecs. et H-scorecsp. chez les

donneurs sains (p=0,26), ni chez les patients transplantés pour une autre néphropathie (p=0,80).
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Figure 34. Activation ex vivo du complément chez les patients transplantés rénaux pour une IgAN

Corrélation des dépodts de C3b/iC3b et de C5b-9 a la surface des HMEC-1 induits par le sérum des donneurs sains, des
patients transplantés pour une IgAN (n=41) ou transplantés rénaux pour une autre néphropathie (n=13). La cohorte des
donneurs sains correspond a la cohorte utilisée pour la validation du test endothélial aprés exclusion des trois donneurs
présentant un variant du CFH ou du CFl et des dépdts augmentés. Un donneur sain présentant des dépéts de C3b/iC3b
élevés n’a pas été testé pour le C5b-9, soit une cohorte finale de 32 donneurs sains. La corrélation entre les dépobts de
C3b/iC3b et de C5b-9 est évaluée dans chaque groupe par une corrélation de Pearson, avec indication du r2. Les profils
d’activation du complément son comparés entre les différents groupes par un Chi?en regroupant les patients présentant
au moins un des H-scores supérieurs au seuil (groupes jaune, orange et rose) comparés aux patients présentant des
biomarqueurs d’activation du complément dans les valeurs de références (groupe gris). Une valeur de p<0.05 est
considérée comme significative.
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Ces données suggérent que chez les patients IgAN testés, le défaut de régulation du dépot de
C3b en quantité importante a la surface des cellules endothéliales permet la formation de C3
convertases (C3bBb) actives puis de C5 convertases, favorisant ainsi I'engagement de la voie terminale

du complément. Ces résultats nous permettent d’émettre deux hypotheses.

Premierement, qu’il existerait chez certains patients transplantés pour une IgAN un défaut de
régulation du C3b/C3bBb a la surface des cellules endothéliales. Les capacités de régulation du
complément a la surface des cellules endothéliales pourraient notamment étre impactées par une
susceptibilité génétique en lien avec des variants portant sur les régulateurs circulants du complément

(p.ex. Fl, FH et FHR).

Deuxiemement, que la formation de C3/C5 convertases alternes puis I'engagement de la voie
terminale serait en lien avec une activation du complément se produisant dans le sérum des patients
IgAN transplantés et générant de grandes quantités de C3b. Le C3b généré pendant I'incubation se
déposerait ensuite en quantité importante a la surface des cellules endothéliales, dépassant ainsi les
capacités de régulation du complément par les régulateurs circulants (Fl, FH issus du sérum testé) et

les régulateurs membranaires des cellules endothéliales.

Pour tester ces hypotheses, nous avons : 1) recherché des facteurs de susceptibilité génétique
favorisant une dérégulation du complément a la surface cellulaire chez les patients porteurs d’une
IgAN. Nous avons concentré notre analyse sur les génes du CFH et du CFHR5 pour deux raisons : i) les
variants génétiques portant sur ces deux génes ont précédemment été associés a des pathologies
rénales médiées par le complément (IgAN, SHUa et/ou GC3) et ii) le locus 1932 contenant les génes
CFH-CFHR a été identifié comme locus de susceptibilité vis-a-vis du développement de I'lgAN. 2) Nous
avons ensuite recherché des facteurs favorisant I’activation du complément directement au sein du
sérum des patients porteurs d’une IgAN, en corrélant les dépbts de complément induits a la surface
des HMEC-1 par le sérum de patients avec des biomarqueurs d’activité de I'lgAN et les biomarqueurs

d’activation du complément plasmatiques.
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5.4. Recherche d’une susceptibilité génétique : étude ciblée sur le CFH et le CFHR5

Nous avons réalisé un séquencage direct des exons des génes CFH et CFHR5 chez les 41
patients IgAN transplantés étudiés dans le modéle. L'étude génétique du CFH a révélé 4 variants du
CFH chez 3 patients, dont deux variants ultra-rares faux-sens (MAF<0.1%) chez deux patients (CFH,
p.N516K, hétérozygote et CFH, p.G117R, hétérozygote) (Tableau 13). Nous avons caractérisé I'impact
fonctionnel in vitro de ces deux variants. Le variant CFH p.G117R était associé a un déficit quantitatif
du FH et a un impact fonctionnel majeur in vitro sur les capacités de régulation du FH a la surface
endothéliale (diminution de la capacité de fixation au C3b, diminution de I'activité cofacteur du Fl et
diminution de I'activité de dissociation de la C3 convertase alterne). Aucun impact fonctionnel n’a été
identifié in vitro pour le variant CFH p.N516K. Les deux patients porteurs d’un variant ultra-rare faux-
sens sur le géne du CFH avaient des dépo6ts de complément augmentés dans le modéle endothélial,
avec : des dépots de C3b/iC3b et de C5b-9 augmentés chez le patient porteur du variant pathogéne
CFH p.G117R, et des dépbts de C5b-9 isolément élevés chez le patient portant le variant hétérozygote
du CFH p.N516K. Le patient porteur des polymorphismes CFH p.5890I et p.V1007L (VUS, association

fréquente en population africaine) présentait des dépots de complément normaux.

Les trois patients portant le polymorphisme du CFHR5 p.R356H (MAF 1,6%, VUS) avaient des
dépots de C5b-9 augmentés (Tableau 13). Un des patients (P22) combinait un variant CFHR5 p.R356H
et un variant rare du CFH p.N516K. Les deux patients (P15, P35) étaient porteurs homozygotes de
I’haplotype CFH-H3 (gtgt) a risque de SHU atypique. Ces deux patients (P15, P35) ont présenté un
tableau de microangiopathie thrombotique biologique et rénale dans les suites post-transplantation

(résolu au moment du prélevement).

Au total, 4/19 (21.1%) des patients transplantés IgAN présentant des dépots de C5b-9 élevés
a la surface des HMEC-1 portaient un variant du CFH ou du CFHR5. En revanche, l'intensité des dépots

endothéliaux chez les patients porteurs ou non d’un variant était similaire (Figure 36).
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Tableau 13. Variants identifiés chez les patients IgAN transplantés évalués dans le modéle endothélial

. . . Domaine o Classification H-scorecsc H-scorecsp-g
$

Patient Gene Variant Transcrit Statut protéique MAF (%) du variant (N<50) (N<30)
P22 CFH c.1546A5T p.Asn516Lys He SCR9 0.030 vus 47 41(1)
PO7 CFH ¢.349G>A p.Gly117Arg He SCR2 novel Pathogeéne* 59 (1) 48 (1)
028 CFH €.2669G>T p.Ser890lle He SCR15 213 vus 6 5

CFH .3019G>T p.V1007Leu He SCR17 2.81 vUS

P15 40 44 (M)
P35 CFHR5 ¢.1067G>A p.Arg356His He SCR5 1.62 VUS 76 (1) 57 (1)
P22 41 41(1)

*Variant que nous avons identifié comme pathogéne in vitro. Abréviations : CFH : complement factor H gene, CFHR5 : complement factor H related-protein 5 gene,
SCR : short consensus repeat domain, VUS : variant de signification indéterminée.
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Figure 35. Dépots de C3b/iC3b et C5b-9 chez les patients IgAN porteurs d'un variant du CFH
ou du CFHR5

Panel A. Corrélation des dépdts de C3b/iC3B et des dépdts de C5b-9 mesurés a la surface des HMEC-1 en fin
d’incubation. Panels B et C. Intensité des dépots de C3b/iC3b et de C5b-9 chez les patients transplantés rénaux
pour une IgAN selon la présence ou non d’un variant du CFH ou de CFHR5. Comparaison des groupes par un
ANOVA. Abréviations : CFH : complement factor H gene, CFHR5 : complement factor H related protein 5 gene,
MAF: minor allele frequency, fréquence de I'alléle mineur.
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5.5. Recherche de facteurs favorisant I’activation ex vivo du complément par le sérum des patients
IgAN

Nous avons dosé les biomarqueurs d’activation du complément et d’activité de I'lgAN sur des
échantillons de plasmas prélevés a la méme date que le sérum testé dans le modele ex vivo chez 26

des 41 patients IgAN transplantés rénaux.

Activation du complément ex vivo et biomarqueurs plasmatiques d’activation du complément

Les niveaux plasmatiques de C3, C4 étaient normaux pour I’'ensemble des 26 patients analysés,
avec des valeurs médianes de 1210 [982-1540] mg/ml pour le C3 et de 281 [235-450] mg/ml pour le
C4. Les concentrations plasmatiques de FH, Fl et properdine étaient normales. Malgré I'absence de
consommation des protéines C3 et C4 au niveau plasmatique, 96% des patients présentaient au moins

marqueur augmenté parmi les fragments d’activation Bb, C3a, C5a et/ou sC5b-9.

Nous avons comparé les concentrations plasmatiques des fragments d’activation du
complément chez les patients transplantés IgAN présentant ou non une activation ex vivo du
complément augmentée (définie comme un H-scorecsp.s>30) dans le modele endothélial. La
concentration de C5a plasmatique était plus importante chez les patients présentant une activation ex
vivo augmentée du complément a la surface des HMEC-1 (5,4 [2,9-7,6] versus 8,0 [6,6-12,5) ng/mL,
p=0,0310). Ces valeurs restent cependant dans les normes de valeurs de C5a. La discréte élévation du
C5a dans le plasma des patients présentant des dépo6ts de C5b-9 augmentés a la surface des cellules
endothéliales suggere la présence de C5 convertases en petites quantités ou modérément actives chez
ces patients. Les concentrations plasmatiques des autres biomarqueurs étaient similaires entre les

deux groupes (Figure 37).
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Figure 36. Biomarqueurs d'activation du complément selon l'intensité des dépots de C5b-9

Les lignes en pointillés indiquent les valeurs de références définies dans un panel de 124 donneurs sains. Les
graphiques en barre correspondent a la moyenne et déviation standard. Comparaison des groupes avec un test
de Mann-Whitney. Abréviations : FH : facteur H, Fl : facteur |, sC5b-9 : C5b-9 soluble.
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5.6. Corrélation entre I’activation du complément ex vivo et les biomarqueurs d’activité de I'IgAN

Nous avons mesuré le taux plasmatique de Gd-IgA1 et le ratio IgA:otales:C3 plasmatique comme
marqueurs d’activité de I'lgAN chez les 26 patients. Au total, 13 patients (50,0%) présentaient des
concentrations plasmatiques de Gd-IgA1 élevées (> 15ug/mL). Les concentrations plasmatiques de Gd-
IgAl étaient similaires chez les patients induisant ou non des dépots élevés de C5b-9 (H.core >30) a la
surface des cellules endothéliales (15,2 [9,8-43.8] ug/mL versus 16,7 [12,3-46,9] ug/mL, p=0.98). Nous
avons observé une tendance a I’élévation du ratio IgA:otales :C3 plasmatique chez les patients induisant

des dépots de C5b-9 élevés dans le modéle endothélial (ratio 2,8 [1,6-4,5] versus 1,6 [1,5-2,7], p=0,12).

L’analyse combinée des biomarqueurs d’activation du complément a la surface des cellules
endothéliales (H.scores) €t des biomarqueurs d’activité de I'lgAN permet de différencier 3 clusters de
patients (Figure 38). Le cluster 1 regroupe des patients avec des taux de Gd-IgA1l et ratio IgA :C3 faibles
et un faible niveau de dépéts de C3b/iC3b et C5b-9 induits a la surface des cellules endothéliales. Aucun
de ces patients ne présente de variant du CFH ou du CFHR5. Le cluster 2 possede des signes d’activité
de I'lgAN faibles et des dépots de C5b-9 isolément élevés a la surface endothéliale. Deux des neuf
patients de ce groupe portent un variant du CFHR5. Le groupe 3 présente une combinaison de
marqueurs d’activité de I'lgAN et un haut niveau de dépots de C3b/iC3b induits en surface endothéliale
avec des profils d’activation de la voie terminale du complément (dépo6ts de C5b-9) inconstants. Le
patient porteur du variant rare hétérozygote pathogéne du CFH p.G117R présente a la fois des signes

d’activité de I'lgAN et une dérégulation du complément a la surface des cellules endothéliales.

Ce modele d’étude offre une perspective générale de I'activation ex vivo du complément.
L'association entre I'intensité d'activation ex vivo du complément a la surface des cellules endothéliales
HMEC-1 et les parametres d'activité de I'lgAN ne permet donc pas d’établir de lien direct entre ces

biomarqueurs. Ces observations nous ont conduit a explorer I'hypothése selon laquelle les IgAl
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présentes dans le sérum des patients (contenant les Gd-IgAl et potentiellement les complexes
immuns) pourraient constituer un trigger de I’activation ex vivo de la cascade du complément.
Nous avons ensuite étudié I'intensité de I'activation ex vivo du complément d’un sérum de

donneur sain enrichi en IgA1 purifiées a partir de patients IgAN ou de donneurs sains.
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Figure 37. Association du profil d’activation ex vivo du complément et des biomarqueurs
d'activité de I'lgAN

Heatmap représentant I'association entre les biomarqueurs d’activité de I'lgAN (taux de Gd-IgA1 circulants, ratio
IgA totales/C3 et les profils d’activation du complément ex vivo dans le modéle endothélial. L’analyse permet de
définir 3 clusters de patients. Le cluster 1 regroupe des patients avec des taux de Gd-IgA1l et ratio IgA :C3 faibles
et un faible niveau de dépots de C3b/iC3b et C5b-9 induits a la surface des cellules endothéliales. Aucun de ces
patients ne présente de variant du CFH ou du CFHR5. Le groupe 2 possede des signes d’activité de I'lgAN faibles
et des dépots de C5b-9 isolément élevés a la surface endothéliale. Deux des neuf patients de ce groupe portent
un variant de CFHR5. Le groupe 3 présente une combinaison de marqueurs d’activité de I'lgAN et un haut niveau
de dépbts induits en surface endothéliale. Abréviations : CFH : complement factor H gene, CFHR5 : complement
factor H related protein 5 gene, Gd-IgA1l : IgA1 galactose déficiente.
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2.4. Etude de I'activation ex vivo du complément par les IgA1 purifiées issues de patients ou de
donneurs sains.

Nous avons purifié des IgAl sériques provenant de 15 patients porteurs d’'une IgAN et de 8
donneurs sains provenant de I'EFS par chromatographie d’affinité (résine Jacaline). Les SDS-Page avec
coloration au Bleu de Coomassie des produits de purification sont montrés dans la figure 39. Les profils
des SDS-Page étaient similaires entre les produits de purification des IgA1 sériques provenant de
patients ou des contréles, compatible avec la présence d’IgA1 monomériques et dimériques. Nous
n’avons pas évalué la présence de complexes immuns de haut poids moléculaire dans les produits de

purification.

Activation ex vivo du complément a la surface des cellules endothéliales par les IgA1 purifiées

Nous avons testé la capacité d’activation ex vivo du complément a la surface d’'HMEC-1 par les
IgA1 purifiées (150 pg/100 pL de sérum) a partir de sérum de 6 patients IgAN et de 2 donneurs sains.
L’objectif était d’identifier si I'enrichissement d’'un sérum de donneur sain en IgA1 purifiées issues de
patients permettait la formation de C3 convertases et la génération de fragments d’activation du C3.

Les dépodts de C3b/iC3b ont été mesurés aprés 120 minutes d’incubation (Figure 40) et les
surnageants de cultures cellulaires ont été collectés en fin d’incubation pour le dosage de
I’anaphylatoxines C3a par ELISA (Microvue, Quidel). Une condition de dérégulation de la voie alterne
par de 'OX-24 a été ajoutée en condition positive d’activation de la voie alterne du complément.

Le H-scorecsc mesuré a la surface des cellules endothéliales était similaire pour le sérum
supplémenté en IgA1 provenant de patients ou de donneurs sains (p=0,99). L’ajout d’'une condition de
dérégulation du complément dans le sérum provenant d’un donneur supplémenté en IgA1 de donneur

sain induisait une augmentation importante des dép6ts de C3b/iC3b (p<0,001).
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Figure 38. SDS-Page des produits de purification des IgA1 sériques de patients et de
donneur sains

Pureté des IgAl purifiées par chromatographie d’affinité (résine Jacaline) évaluée par SDS-Page 4-12% avec
coloration au Bleu de Coomassie en conditions non réductrices (a gauche) et en conditions réductrices (DTT, a
droite). Les poids moléculaires (en kDa) sont indiqués en blanc. Abréviations: IgA: IgA monomérique
commerciale Sigma. HD : produit de purification des IgA1 a partir d’'un sérum de donneur sain, P1 : produit de
purification des IgAl a partir d’un sérum de patient porteur d’une IgAN. PM : marqueur de poids moléculaire.
HC : heavy chain = alpha chain = chaine lourde alpha, LC: light chain, chaine légére, J chain: chaine J, SC:
secretory component, composant sécrétoire, S-IgA : IgA sécrétoires, dimériques.
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Figure 39. Activation ex vivo du complément a la surface des HMEC-1 aprés incubation
avec du sérum de donneur sain supplémenté en IgA1l purifiées

Panels A et B. Mesure des marqueurs des dépo6ts de C3c a la surface des HMEC-1. Chaque point
représente la moyenne de duplicats (n=1 expérimentation). Les conditions en gris sont les conditions
contrdles (sérum de donneur sain en présence ou non d’une dérégulation du complément). Les
conditions en rouge représentent du sérum du méme donneur sain supplémenté en IgA1 provenant
de patients. Les conditions en bleu représentent le sérum de donneur sain enrichi en IgA1 purifiées
provenant de donneurs sains. Panels C et D. Mesure de I'anaphylatoxine C3a libérée dans le
surnageant de culture cellulaire par ELISA. Abréviations : IgA1 : immunoglobuline Al purifiée a partir
de patients (rouge) ou de donneurs sains (bleu), 150pug/100ul de sérum. OX-24 : anticorps murin anti-
FH humain, utilisé a la concentration finale de 75ug/mL. Les données appariées sont comparées par
un test de Wilcoxon. Les groupes sont comparés par un test de Mann Whitney.
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De fagon surprenante, l'addition d’OX-24 n’entrainait pas de majoration des dépots de
C3b/iC3b induit par le sérum supplémenté en IgA1 provenant de patients. Ce profil était similaire pour
les IgA1 des 6 patients testés. En revanche, I’étude de la concentration en C3a dans les surnageants
montre une libération plus importante de C3a dans le surnageant des HMEC-1 exposées a du sérum
de donneur supplémenté en IgAl de patients en présence d’IgAl de donneurs sains (p=0,0193).

Cette libération de C3a témoigne de la formation et de I'activité de C3 convertases dans nos
conditions expérimentales en présence d’IgAl de patients, mais pas de contréles. L’absence
d’augmentation des dépo6ts de C3b détectable dans notre modéle pourrait étre compatible avec une
activation du complément prenant lieu a la surface des IgA1, jouant alors un réle de surface activatrice.

Ces résultats expérimentaux intéressants restent cependant a confirmer.

Etude de ’activation du complément en phase fluide par les IgA1 purifiées

Nous avons testé la capacité des IgAl provenant de patients ou de donneurs sains a activer le
complément dans le sérum en phase fluide, c’est-a-dire, en I'absence de surface cellulaire. Pour cette
expérimentation, des IgAl purifiées a partir de donneurs sains (n=8) ou de patients (n=15) ont été
ajoutés dans du sérum d’un méme donneur sain, aux mémes concentrations que précédemment et
incubées pendant 30 minutes a 37°C. Les anaphylatoxines C3a et C5a sont mesurées en fin d’incubation
par ELISA (MicroVue, Quidel). Ces conditions expérimentales permettent |’activation des 3 voies du

complément.

L'ajout d’'IgA1 purifiées de patients dans du sérum conduit a une libération hétérogene de C3a
(p=0,99) avec une génération modérée de C5a comparée aux IgAl de donneurs sains (p=0,018). La
génération trés modérée de C5a est en faveur de la formation de C5 convertases dans les conditions

expérimentales (Figure 41).
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Figure 40. Activation du complément en phase fluide par les IgA1l purifiées de patients ou
de donneurs sains

Mesure des anaphylatoxines C3a et C5a par ELISA libérées a 30 minutes d’incubation dans le sérum
d’un sain enrichi en IgA1 purifiées de patients ou de donneurs sains. Les conditions en gris sont les
conditions controéles (sérum de donneur sain en présence ou non d’une dérégulation du complément).
Les conditions en rouge représentent du sérum du méme donneur sain supplémenté en IgAl
provenant de patients. Les conditions en bleu représentent le sérum de donneur sain enrichi en IgAl
purifiées provenant de donneurs sains. Ces résultats sont issus de 3 expérimentations indépendantes.
Abréviations : 1gA1 : immunoglobuline Al purifiée a partir de patients (rouge) ou de donneurs sains
(bleu), 150ug/100pul de sérum. OX : anticorps murin anti-FH humain, utilisé a la concentration finale de
75ug/mL, S4 : sérum du donneur sain n°4, DS : donneur sain. Les données appariées sont comparées
par un test de Wilcoxon. Les groupes sont comparés par un test de Mann Whitney.
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2.5. Conclusion — Susceptibilité a I'activation ex vivo du complément chez les patients IgAN

L’étude de l'activation ex vivo du complément dans notre modele endothélial a permis de
révéler une susceptibilité a I'activation du complément chez 19/41 des patients transplantés pour une
IgAN testés dans le modeéle (46,3%). Les résultats obtenus dans ce modele complétent les dosages des
biomarqueurs plasmatiques d’activation du complément, en apportant une vision dynamique sur
« I'activabilité » globale de la cascade du complément dans le sérum des patients.

Nos résultats concernant |’évaluation globale des biomarqueurs d’activation du complément
mettent en valeur I'importance de I'activation du complément dans la physiopathologie de I'lgAN :
avec la présence de signes d’activation du complément a bas bruit au niveau systémique et/ou une
propension a I'activation ex vivo a la surface de cellules endothéliales.

Une régulation imparfaite du complément, notamment de la voie alterne, pourrait catalyser
I'activation du complément et son impact négatif sur la progression de la néphropathie. L’activation
du complément pourrait étre d’autant plus importante chez les patients présentant un terrain

génétique de susceptibilité a une régulation insuffisante du complément.

Nous avons ensuite exploré I'impact des variant rares et des polymorphismes des genes
impliqués dans I'activation et la régulation du complément a la surface tissulaire chez les patients
porteurs d’une IgAN ainsi que I'impact de la génétique du complément sur la susceptibilité vis-a-vis du

risque de développement d’une IgAN et sur le pronostic rénal.
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Partie 2. Impact de la génétique du
complément dans I'lgAN
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lIl — Analyse de la génétique du complément dans I'lgAN

1. Introduction

Nous avons analysé la génétique de six génes du complément impliqués dans la formation ou
la régulation des C3 convertases et/ou précédemment associés a des néphropathies médiées par le
complément (CFH, CFl, MCP, C3, CFB et CFHR5) dans une cohorte frangaise de 270 patients porteurs
d’une IgAN primitive (260 adultes, 10 enfants). Nous avons mené une analyse génétique extensive i)
des variants rares du complément, ii) des polymorphismes et haplotypes du CFH et de MCP, iii) du
nombre de copies des genes CFHR1-5, et de leur impact sur la susceptibilité vis-a-vis du risque de

développement d’une IgAN, le phénotype clinique et/ou sur le pronostic rénal des patients.

Nous avons combiné une approche fonctionnelle a I'analyse génétique en testant I'impact des
variants rares faux-sens du CFH identifiés sur les capacités de régulation du FH in vitro en employant

de nouveaux tests fonctionnels utilisant la technologie du Luminex®.
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2. Méthodes : analyse génétique

2.1 Cohortes d’études

Patients porteurs d’une IgAN

Nous avons étudié 270 patients non apparentés porteurs d’une IgAN issus de deux centres
francais (HOpitaux Universitaires de Saint-Etienne, en collaboration étroite avec Pr Nicolas Maillard et
Pr Christophe Mariat ; et les Hopitaux Universitaires de Strasbourg) par séquencage d'un panel de
génes de la voie alterne du complément. Le diagnostic d’IgAN devait étre confirmé histologiquement,
et basé sur la mise en évidence de dépo6ts dominants ou codominants d’IgA au niveau du mésangium
glomérulaire par immunomarquage effectué en routine.

Les patients porteurs de formes secondaires d’IgAN, en particulier les formes associées a une
cirrhose, a des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin ou a d'autres maladies auto-immunes,
ont été exclus.

Les données cliniques, biologiques et de survie rénale ont été collectées rétrospectivement.
Tous les patients ont signé un consentement pour la collecte de données cliniques et biologiques ainsi

gue pour les tests génétiques (NCT05234463).

Patients porteurs d’une néphropathie médiée par le complément

Nous avons étudié les fréquences des polymorphismes et haplotypes du CFH chez les patients
porteurs d’'une néphropathie médiée par le complément ayant bénéficié d’une exploration génétique
au Service d’Immunologie Biologique de I'Hopital Européen Georges Pompidou (Dr Véronique
Frémeaux-Bacchi et Dr Sophie Chauvet, Assistance Publique des Hopitaux de Paris, Paris) : une cohorte
de patients porteurs d’une glomérulonéphrite a dépots de C3 (GC3) (n=231) et une cohorte de patients

porteurs d’'un SHU atypique (SHUa) (n=228 adultes).
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Population de référence

Les données de GWAS de 503 donneurs d'origine européenne (EUR) issus de la base « 1000
Genomes Phase 3 Project » (1000 Genomes 30X GRCh38)* (294) (1kGe) ont été utilisées comme
population de référence pour la comparaison de la distribution alléligue des différents
polymorphismes étudiés ainsi que des haplotypes. L’extraction des données d’intérét a été réalisée en
étroite collaboration avec I'équipe du Pr Sophie Limou (Centre de Recherche en Transplantation et
Immunologie, Inserm, Université de Nantes, Nantes) (Interface Python, outil BCFtools). Brievement,
les données sont téléchargées, filtrées pour les différents grandes populations (EUR, EAS, AMR, SAS,
AFR) et les genes d’intéréts. Les variants sont ensuite annotés puis filtrés selon leur fréquence (<1% ou
21%). Pour ce travail, nous avons porté notre attention sur les variants non synonymes situés dans les
régions codantes et les polymorphismes précédemment décrits comme associés a des pathologies
médiées par le complément. Nous avons donc exclu les variants situés en zone intergénique,
intronique, en régions non traduites (untranslated regions, UTR) ainsi que les variants situés en amont

ou en aval des genes d’intérét (variants down-stream ou up-stream).

4 Données accessibles sur: https://www.internationalgenome.org/data-portal/data-collection/30x-grch38
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2.2. Séquencgage génétique

Extraction d’ADN

L'ADN génomique a été extrait a partir d’échantillons de sang total a I'aide de I'extracteur
Maxwell® (Promega), selon une procédure standardisée. L'ADN extrait a été quantifié a I'aide du

fluorométre Qubit (dsDNA HS Assay kit, Invitrogen) préalablement aux analyses génétiques.

Séquencage d’un panel ciblé sur les génes de la voie alterne du complément

Un panel comprenant six genes de la voie alterne du complément (CFH, CFB, CFl, MCP, C3,
CFHR5) associés a des néphropathies médiées par le complément a été analysé par next generation

sequencing chez 197 patients, comme précédemment décrit (153).

2.3. Polymorphismes et haplotypes

Sélection des polymorphismes d’intérét et définition des haplotypes

Nous avons porté notre analyse sur différents polymorphismes (SNP) précédemment associés
a des néphropathies médiées par le complément (137). Nous avons sélectionné quatre SNP du gene
CFH: rs800292 ¢.184G>A p.V62l ; rs1061170 ¢.1204T>C p.Y402H ; rs3753396 c.2016A>G G672G et
rs1065489 ¢.2808G>T p.E936D (38,48). Ces quatre polymorphismes (rs800292, rs1061170, rs3753396,
rs1065489) ont été combinés pour former des haplotypes (H) du géne CFH.

Nous avons procédé de maniére similaire pour les haplotypes des génes MCP et CFB en
combinant cing SNP du gene MCP (rs2796267-652A>G ; rs2796268 —366A>G ; rs1962149 IVS9 -78G>A
; rs859705 IVS12 +638G>A ; rs7144 c.4070T>C) et trois SNP du géne CFB (rs4151667 c.26T>A p.L9H ;

rs12614 c.94C>T p.R32W ; rs641153 ¢c.95G>A p.R32Q).
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L'analyse génétique a été complété par I'’étude de deux polymorphismes supplémentaires
ayant été décrits précédemment comme associés a I'lgAN (295,296): le SNP du C3 (rs2230199
€.304C>G p.R102G) et le SNP intergénique rs7542235 (chr1:196854483 A>G) dont l'alléle G est
transmis en déséquilibre de liaison avec la délétion CFHR1-CFHR3.

Nous avons également défini les haplotypes CFHR1*A (c.469C, c.475C, c.523G) et CFHR1*B
(c.469T, c.475G, c.523C) dans le sous-groupe de patients ayant bénéficié d’un séquengage complet du

géne CFHRI.

Phasing et Imputation des polymorphismes pour la génération d’haplotypes

Les génotypes des différents polymorphismes identifiés dans la cohorte de patients porteurs
d’une IgAN, d’une GC3 et d’'un SHUa ont été phasés et imputés a 'aide du serveur d'imputation de
I’Université du Michigan® (297) et Eagle v2.4, aprés une étape préalable de contréle de la qualité du
jeu de données. Ces critéres comprenaient : moins de 50% de SNP avec des données manquantes pour
un méme patient et moins de 10% de génotypes manquants pour un polymorphisme donné. La
cohorte 1kGe a été utilisée comme panel de référence (apps@1000g-phase-3-v5, version hgl9) pour
I'imputation des haplotypes de CFH, MICP et CFB dans les cohortes d’étude respectives. L'obtention de
données génétiques phasées dans nos populations de patients nous permettait ensuite la définition
des haplotypes d’intérét. Les haplotypes montrant une fréquence de plus de 1% dans la population de

référence (1kGe) ou dans la population de patients IgAN ont été analysés.

3 Disponible sur : https://imputationserver.sph.umich.edu
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2.4. Variants rares

Nous avons défini comme ultra-rares les variants présentant une fréquence allélique mineure
(MAF) inférieure a 0,1 % dans la population européenne de la base de données genome Aggregation
Database (gnomAD)°® (298). Les variants avec une MAF entre 0,1-1% étaient définis comme rares. Les
variants avec une MAF >1 % étaient défini comme des polymorphismes. Les fréquences alléliques et
des haplotypes des populations d’étude ont été comparées a celles de la population de référence
(1kGe)(294).

Le caractére pathogéne potentiel des variants génétiques a été évaluée par différents outils.
L'impact des variants ultra-rares faux-sens identifiés sur le CFH a été étudié fonctionnellement in vitro.
Les scores des différents algorithmes prédictifs in silico des conséquences pathogénes potentielles des
différents variants (Combined Annotation Dependent Depletion, CADD’ (299); Sorting Intolerant From
Tolerant, SIFT® (300); et Polymorphism Phenotyping v2, PolyPhen-2°(301)) ont été calculés.

Tous les variants rares ont été classés selon la classification de I'American College of Medical
Genetics and Genomics (ACMG). Pour la classification des variants, nous nous sommes inspirés de la
proposition d’adaptation de la classification pour les variants rares des principaux génes du

complément appliquée au SHUa, récemment publiée!? (136).

2.5. Nombre de copies de CFH-CFHR par Multiplex Probe Ligation Assay

L'analyse génétique a été complétée par technique de Multiplex Ligation-dependent Probe-
Amplification assay (MLPA) pour détecter les hybrides CFH-CFHR et les variations du nombre de copies

des CFHR1-5 a I'aide du kit SALSA MLPA P236 (MRC Holland) complété par un kit de sondes CFHR4-

% Disponible sur : https://gnomad.broadinstitute.org

7 Calculable sous ce lien : https://cadd.gs.washington.edu

8 Calculable sous ce lien : https://sift.bii.a-star.edu.sg

9 Calculable sous ce lien : http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/

19 pisponible sous ce lien : https://static-content.springer.com/esm/art%3A10.1038%2Fs41581-021-00424-
4/MediaObjects/41581 2021 424 MOESM1 ESM.pdf
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CFHR5 maison. Les contrdles étaient des individus avec 2 copies des genes CFH et CFHR1-5 (n=3), une

délétion homozygote CFHR1-CFHR3 (n=1) ou porteurs d’un hybride CFH::CFHR1 (n=1).

2.6. Statistiques

La normalité de distribution des variables continues a été testée par un test de Shapiro-Wilk.
Les variables de distribution normale sont présentées sous forme de moyenne * écart-type (SD) ou de
médiane et intervalle interquartile [IQR] le cas échéant. Les caractéristiques des groupes de patients
ont été comparées en utilisant un test exact de Fisher pour les variables qualitatives et un test de
Student ou un test de Mann-Whitney pour les variables continues, comme indiqué. Les fréquences
alléliques et des haplotypes ont été comparées entre les patients et la population de référence avec
test exact de Fisher avec le calcul des odds ratios (OR) et des intervalles de confiance a 95% (IC95%).
La procédure de Benjamini-Hocheberg a été appliquée pour tenir compte des tests multiples.
L'équilibre de Hardy-Weinberg (HWE) des polymorphismes d’intérét a été évalué dans la population
de cas par un test du Chi?, avec une valeur de p>1.107 (test bilatéral) considérée comme indiquant le

respect de I’'HWE.

La survie rénale a été définie comme le temps écoulé apres le diagnostic jusqu’a la survenue
d’une insuffisance rénale terminale (IRCT), définie comme la nécessité de débuter une suppléance
rénale (dialyse, transplantation). Nous avons évalué I'association entre les genes du complément et la
survie rénale chez les adultes ayant un DFGe>15 mL/min/1,73m? au moment du diagnostic, en utilisant
une représentation de Kaplan-Meier avec le test du log-rank. Les données de survie rénale étaient
censurées par : i) le décés du patient, ii) la derniére consultation de suivi, ou iii) au plus tard 15 ans
apres le diagnostic. Nous avons appliqué un modéle de Cox pour I'analyse des facteurs associés a la
survie rénale. Les résultats sont exprimés en Hazard Ratio (HR) et intervalles de confiance a 95%
(1C95%). Toutes les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide de R (version 4.2.2) avec le package

« survival », ainsi que du logiciel GraphPad Prism (version 9.5.1).
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3. Méthodes : analyse fonctionnelle des variants recombinants du FH

3.1 Production des variants recombinants du FH (rFH)

Création du plasmide

La séquence ADN de I'’ensemble des exons du géne du CFH a été synthétisée et clonée dans un
vecteur plasmidique (pcDNA3.1(+)) obtenu chez GeneArt® (division de Thermo Scientific, Regensburg,
Allemagne) (Figure 42). La séquence des codons du gene du CFH a été optimisée pour améliorer son
expression in vitro en lignée humaine Expi293™. La protéine recombinante obtenue correspond au FH
entier (1231 acides aminés), que nous avons couplé a un « tag » 6xHis (« His-tag ») a son extrémité
carboxylique (Cter) pour faciliter la purification de la protéine. La séquence de la protéine recombinante

correspondant au FH de référence ou « wild-type » (rFH-WT) est donnée dans la Figure 43.

CMV enhancer

PCDNA™3.1(+) +CFH WT2

9052 bp

Figure 41. Structure du plasmide pcDNA3.1(+)CFH-WT-His-Tag
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Figure 42. Séquence protéique du FH recombinant utilisé comme référence (rFH-WT)

Le His-Tag ajouté a I'extrémité carboxy-terminale de la séquence protéique est indiqué en gras. *Codon
stop. La séquence protéique du rFH de référence correspond a la séquence de I’haplotype 1 (H1) du CFH,
correspondant a I’haplotype du CFH le plus fréquent dans la population européenne.

MRLLAKICLMLWAICVAEDCNELPPRRNTEILTGSWSDQTYPEGTQAIYKCRPGYRSLGNVIMVCRKGEWVALNP
LRKCOKRPCGHPGDTPFGTFTLTGGNVFEYGVKAVYTCNEGYQLLGEINYRECDTDGWTNDIPICEVVKCLPVTAPE
NGKIVSSAMEPDREYHFGQAVRFVCNSGYKIEGDEEMHCSDDGFWSKEKPKCVEISCKSPDVINGSPISQKIIYKENE
RFQYKCNMGYEYSERGDAVCTESGWRPLPSCEEKSCDNPYIPNGDYSPLRIKHRTGDEITYQCRNGFYPATRGNTA
KCTSTGWIPAPRCTLKPCDYPDIKHGGLYHENMRRPYFPVAVGKYYSYYCDEHFETPSGSYWDHIHCTQDGWSPA
VPCLRKCYFPYLENGYNQNHGRKFVQGKSIDVACHPGYALPKAQTTVTCMENGWSPTPRCIRVKTCSKSSIDIENGF
ISESQYTYALKEKAKYQCKLGYVTADGETSGSITCGKDGWSAQPTCIKSCDIPVFMNARTKNDFTWFKLNDTLDYEC
HDGYESNTGSTTGSIVCGYNGWSDLPICYERECELPKIDVHLVPDRKKDQYKVGEVLKFSCKPGFTIVGPNSVQCYH
FGLSPDLPICKEQVQSCGPPPELLNGNVKEKTKEEYGHSEVVEYYCNPRFLMKGPNKIQCVDGEWTTLPVCIVEEST
CGDIPELEHGWAQLSSPPYYYGDSVEFNCSESFTMIGHRSITCIHGVWTQLPQCVAIDKLKKCKSSNLIILEEHLKNKK
EFDHNSNIRYRCRGKEGWIHTVCINGRWDPEVNCSMAQIQLCPPPPQIPNSHNMTTTLNYRDGEKVSVLCQENYL
IQEGEEITCKDGRWAQSIPLCVEKIPCSQPPQIEHGTINSSRSSQESYAHGTKLSYTCEGGFRISEENETTCYMGKWSSP
PQCEGLPCKSPPEISHGVVAHMSDSYQYGEEVTYKCFEGFGIDGPAIAKCLGEKWSHPPSCIKTDCLSLPSFENAIPM
GEKKDVYKAGEQVTYTCATYYKMDGASNVTCINSRWTGRPTCRDTSCVNPPTVQNAYIVSRQMSKYPSGERVRY
QCRSPYEMFGDEEVMCLNGNWTEPPQCKDSTGKCGPPPPIDNGDITSFPLSVYAPASSVEYQCQNLYQLEGNKRIT
CRNGQWSEPPKCLHPCVISREIMENYNIALRWTAKQKLYSRTGESVEFVCKRGYRLSSRSHTLRTTCWDGKLEYPTC

AKRHHHHHH*
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Nom variant | Sens Nom Séquence 5' =>3' Tm (°C)
S CFH-p.3V-a CATGAGAGTGCTGGCCAAG 60
p.Leu3Val
AS CFH-p.3V-b CTTGGCCAGCACTCTCATG 60
S CFH-p.23K-a | GATTGCAATAAGCTGCCTCCT 62
p.Glu23Lys
AS CFH-p.23K-b | AGGAGGCAGCTTATTGCAATC 62
S CFH-p.117R-a CGAGCGATATCAGCTGCTG 58
p.Gly117Arg
AS CFH-p.117R-b CAGCAGCTGATATCGCTCG 58
S CFH-p.161S-a GTGTCCAGCTCCATGGAAC 60
p.Ala161Ser
AS | CFH-p.161S-b GTTCCATGGAGCTGGACAC 60
S CFH-p.400E-a | GGCTACAACGAGAACCACGG 64
p.GIn400Glu
AS CFH-400E-b CCGTGGTTCTCGTTGTAGCC 64
S CFH-p.405N-a CGGCAGAGAGTTCGTGCAG 62
p.Lys405Asn
AS CFH-p.405N-b CTGCACGAACTCTCTGCCG 62
S CFH-p.516K-a | GTGTTCATGAAGGCCCGGAC 64
p.Asn516Lys
AS CFH-p.516K-b | GTCCGGGCCTTCATGAACAC 64
S CFH-p.579A-a GTGCACCTGGCGCCTGAC 62
p.Val579Ala
AS | CFH-p.579A-b GTCAGGCTCCAGGTGCAC 62
S CFH-p.650V-a GAGGAATACGTCCACAGCG 62
p.Gly650Val
AS CFH-p.650V-b CGCTGTGGACGTATTCCTC 62
S CFH-p.686M-a | GTGTGTATCTTGGAAGAGTCC 62
p.Val686Met
AS CFH-p.686M-b | GGACTCTTCCAAGATACACAC 62
S CFH-p.1072G-a GGCGAGGGCGTCAGATAC 60
p.Arg1072Gly
AS | CFH-p.1072G-b| GTATCTGACGCCCTCGCC 60
S CFH-p.1086E-a| TGTTCGGCGAGGAAGAGGT 60
p.Asp1086Glu
AS | CFH-p.1086E-b | ACCTCTTCCTCGCCGAACA 60
S CFH-p.1210C-a| CTGAGCAGCTGATCTCACAC 62
p.Arg1210Cys
AS | CFH-p.1210C-b | GTGTGAGATCAGCTGCTCAG 62
S CFH-p.58S-a CAGAGCCCTGGGCAACGTG 64
p.Ser58Ala
AS CFH-p.58S-b CACGTTGCCCAGGGCTCTG 64
S CFH-p.174l-a CCAGGCCATCAGATTCGTG 60
p.Val174lle
AS CFH-p.174l-b CACGAATCTGATGGCCTGG 60
S CFH-p.823l-a | CACAACATCACCACCACACTG 62
p-Met823lle
AS CFH-p.823l-b | CAGTGTGGTGGTGATGTTGTG 62
S CFH-p.868N-a | GTGGAAAAGAACCCCTGCAG 62
p.lle868Asn
AS CFH-p.868N-b | CTGCAGGGGTTCTTTTCCAC 62
S CFH-p.880S-a | GAGCACGGCAGCATCAATAG 60
p.Thr880Ser
AS | CFH-p.880S-b | CTATTGATGCTGCCGTGCTC 60
S CFH-p.960S-a | CAAGTGCTCCGAAGGCTTCGG 62
p-Phe960Ser
AS CFH-p.960S-b | CCGAAGCCTTCGGAGCACTTG 62
S CFH-p.1119G-a | GACAACGGCGGTATCACCAGC 64
p-Asp1119Gly
AS | CFH-p.1119G-b | GCTGGTGATACCGCCGTTGTC 64

Tableau 14. Amorces utilisées pour la génération de FH mutants (rFH) par mutagéneése dirigée

Abréviations : AS : antisens, S : sens, Tm° : température d’hybridation
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Production de facteur H recombinant (rFH)

Les variants ultra-rares non-synonymes du CFH (MAF <0,1 %) identifiés chez les patients IgAN
et chez les individus du panel de référence (1kGe) ont été produits de fagcon recombinante pour une
étude fonctionnelle in vitro. La mutageneése dirigée pour la génération des différents variants du CFH
a été réalisée a 'aide du kit de mutagénése du kit Clone Tech®, selon les instructions données par le
fabricant. Chaque mutagenése a été confirmée par séquencage Sanger. La liste des mutants générés

par mutagenese dirigée et les amorces utilisées sont présentées dans le tableau 14.

Les plasmides ont été amplifiés en Escherichia coli Top®® (Clone Tech®), purifiés (kits Mini,
Maxiprep, Ozyme®) puis produits dans le systéme Expi293™ (lignée humaine, Thermofisher®) selon la
procédure indiquée par les fournisseurs. Le plasmide de référence pcDNA3.1(+)CFH-WT-His-Tag était
transfecté lors de chaque expérimentation de production. Les surnageants ont été collectés au 6™
jour apreés la transfection, correspondant au pic de production de notre protéine recombinante.

Apres collection, les surnageants sont immédiatement centrifugés a +4°C, puis filtrés
séquentiellement (de 5 um a 0,2 um) et conservés a -80°C jusqu'a la purification de la protéine

recombinante secrétée.

Les protéines rFH marquées par un tag 6xHis ont été purifiées a partir des surnageants avec
une résine de purification His-Tag (cOmplete™ His-Tag Purification Resin, Roche®) a +4°C dans des
conditions natives suivant la procédure indiquée. La concentration de chaque fraction d’élution était
estimée par mesure de I'absorbance a 280 nm en spectrophotométrie (NanoDrop 2000). Un gel SDS-
Page 4-12% avec coloration au Bleu de Coomassie était ensuite réalisé pour estimer la pureté et la
concentration en FH des différentes fractions d’élution. Les fractions d'élution (1mL) présentant la plus
grande pureté et quantité de rFH ont été poolées pour chaque variant (3-4 fractions en moyenne) et
dialysées pendant une nuit dans du PBS-/- a +4°C (4kDa, 2mL). La concentration de rFH dans les

surnageants, les fractions d'élution et les produits finaux de purification a été mesurée par un ELISA
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"maison" (protocole décrit dans la section suivante). La pureté et la taille du produit final rFH ont été
évaluées par un gel SDS-PAGE 4-12% dans des conditions non réductrices avec une coloration au bleu
de Coomassie. Des aliquots de chaque protéine rFH produite sont conservés a -80°C jusqu'a

I'exploration fonctionnelle.

Mesure de la concentration de rFH dans les surnageants d’Expi293™ (ELISA)

La concentration de rFH dans le produit final de purification et dans les surnageants
d’Expi293™ a été mesurée par un ELISA "maison". Pour ce faire, des plaques 96 puits (Thermo
Scientific™ Nunc™) sont coatées avec un anticorps polyclonal anti-FH (A312, Quidel) a 3,3 pg/mL dans
du tampon PBS 1X (50 plL/puit), et incubées une nuit a +4°C. Aprés 1 heure de blocage a +37°C dans du
PBS — BSA 1% (50 uL/puit), les plaques sont lavées (3 x 300 uL) avec du PBS-Tween 0,1%. Les
surnageants d'Expi293™ (collectés 6 jours aprés la transfection) et les produits de purification des
différents rFH sont dilués au 1:50 000 dans du PBS-BSA 1% (50 uL/puit) et incubés pendant 1 heure a
+37°C. La gamme de standards correspond a du FH purifié commercial (A137, CompTech®) dilué en
cascade dans du PBS-BSA 1%, avec des concentrations finales de 100 a 3,1 ng/mL. Le contrdle blanc
correspond a 50 plL de PBS-BSA 1%. Toutes les conditions sont testées en duplicats. Apres l'incubation,
les plaques sont lavées avec du PBS-Tween 0,1% (3 x 300 pL/puits), puis incubées avec 50 pL
d'anticorps polyclonal anti-FH biotinylé "maison" a 2 pg/mL (A312, Quidel) pendant 1 heure a +37°C.
Aprés lavage, l'anticorps lié est rendu visible aprés 30 minutes d'incubation a +37°C avec de la
streptavidine (Agilent Technologies), suivie de 50 plL de dihydrochlorure d'o-phénylénediamine (OPD)
dilué dans du substrat 1X (Sigma Aldrich®). La réaction colorimétrique est arrétée avec 25 pL d'HCI 3N
et les densités optiques (OD) sont lues immédiatement sur un lecteur de microplagques a 490 nm.

Un déficit quantitatif d'expression du rFH est défini comme une concentration dans les
surnageants d'Expi293™ inférieure a la moyenne moins deux écarts types (SD) de la concentration du

rFH-WT de référence, contrdolée dans une deuxiéme production indépendante de rFH.
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3.1. Tests fonctionnel des rFH in vitro

Test 1. Capacité de fixation du FH au C3b (ELISA)

La capacité de liaison au C3b de chaque variant recombinant rFH a été mesurée par un ELISA
"maison", adapté du protocole publié par Martin Merinero, et al. (302)(Figure 44). Des plaques 96
puits (Thermo Scientific™ Nunc™) sont coatées par i) 50 puL de C3b purifié a 5 ug/mL (A114,
CompTech®) dilué dans du PBS-/- ou ii) par du PBS-/- (c6té de plaque « non-coaté ») pendant une nuit
a + 4°C. Apres 1 heure de blocage dans une solution de Tris-NaCl-Tween-BSA 1% (50 mM Tris pH 7,4,
150 mM NaCl, 0,2 % Tween 20, 1 % BSA) a température ambiante (TA), les plaques sont lavées (3 x 150
uL) avec une solution de Tris-NaCl-Tween. Ensuite, 100 ul de dilutions en cascade de chaque variant
recombinant rFH et du rFH-WT dans du Tris-NaCl-Tween-BSA 1 % sont incubées pendant 1 heure a TA.
Le controle blanc consiste en 100 pl de solution tampon Tris-NaCl-Tween-BSA 1%. Chaque condition
est déposée en triplicats en zone de plaque coatée en C3b et en zone non coatée pour évaluer la liaison
non spécifique du rFH sur la plaque. Apres I'incubation, les plaques sont lavées avec une solution de
Tris-NaCl-Tween (3 x 300 pl) et incubées avec 50 pL d'anticorps polyclonal anti-FH biotinylé "maison"
a1,5pug/mL (A312, Quidel) pendant 1 heure a +37°C. Aprés une autre étape de lavage, I'anticorps anti-
FH biotinylé lié est révélé aprés I'addition de streptavidine (Agilent Technologies) et d’OPD (Sigma
Aldrich®). La réaction colorimétrique est arrétée avec 25 plL de HCl 3N et les OD sont lues
immédiatement sur un lecteur de plaques ELISA a 490 nm. La capacité de fixation au C3b pour chaque
variant rFH est évaluée par deux expérimentations indépendantes. Les valeurs d’OD des zones non
coatées sont soustraites pour corriger la liaison non spécifique des rFH sur la plaque.

La concentration relative de rFH-WT nécessaire pour se lier a 50% du C3b immobilisé (BDso) est
calculée pour chaque expérimentation. La concentration BDso de référence correspond a la moyenne
+ 2 écarts-types (SD) de I'ensemble des BDso calculées pour le rFH-WT, soit une valeur de BDsg

considérée comme normale entre 0,30 et 1,70 ng/mL. La concentration de rFH nécessaire pour obtenir
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la méme liaison que 50 % du C3b immobilisé par la protéine rFH-WT (BDso) est calculée pour chaque

variant. Un variant avec un BDsp > 1,70 ng/mL est considéré comme pathogéne.

Biotinylated
3& Anti-FH pAb o L FI
/AN 8
FH ‘ iC3b
‘ C3b Bb -_— C3b cab FH
ELISA Magnetic bead Magnetic bead
Liaison au C3b Dissociation de la Activité cof
immobilisé C3 convertase alterne Ct“"tz coFlacteur
(ELISA) (C3bBb) (Luminex®) u
(Luminex®)

Figure 43. Evaluation fonctionnelle des variants du FH in vitro

Représentation schématique des trois principales fonctions régulatrices du complément évaluées pour les différents variants
du recombinants du FH. Abréviations : C3bBb : C » convertase alterne. FH : facteur H, Fl : facteur |, pAb : anticorps polyclonal.

Test 2. Activité de dissociation de la C3 convertase alterne (C3bBb)

Principe global

L'activité de dissociation (DAA) de la C3 convertase alterne C3 (C3bBb) est évaluée a l'aide de
la technologie Luminex® (Figure 45). Le principe de cette expérimentation consiste en la formation
d’une C3 convertase alterne (C3bBb) de longue demi-vie (C3bBb-Nickel) sur des billes magnétiques.
Ces convertases alternes stables sont formées puis incubées avec les variants rFH. En cas de variant
fonctionnel, le rFH dissocie la C3 convertase en C3b (restant sur la bille) et Bb (libéré dans le tampon
de dilution). La quantité de C3bBb résiduelle en fin d’expérimentation est révélée par un anticorps

anti-Bb néoépitope. Si le variant est fonctionnel, la quantité de C3bBb résiduelle est attendue nulle.
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Figure 44. Mesure de I'activité de dissociation de la C3bBb convertase par le FH par Luminex®

3. Revelation of the Bb

Biotinylated IgG anti Bb (neo
Streptavidin PE

L —

PBS-BSA 1%

Biotinylated IgG anti Bb (neo
Streptavidin PE

 —

PBS-BSA 1%

Abréviations : Bb : fragment d’activation du FB apres clivage par la FD, C3bBb : C3 convertase alterne, FB : facteur B, FD : facteur D.
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Protocole expérimental

Du C3b purifié (A114, CompTech®) est couplé de maniére covalente a des billes magnétiques
(Bio-Rad) selon la procédure indiquée par les fournisseurs. Les billes-C3b sont ensuite stockées a +4°C
et en opacité jusqu'a leur utilisation. Les billes-C3b sont mises en suspension puis diluées dans du
DGVB-Ni** (2,5% de dextrose, solution tampon Veronal 1X, 1% de gélatine, 10 mM de nickel Ni**) a une
concentration finale de 8 10° billes/mL, puis incubées pendant 30 minutes a +37°C sous agitation et
opacité avec 300 ng/mL de FB purifié (CompTech®) et 100 ng/mL de FD purifié (CompTech®) pour la
formation de convertases C3bBb sur les billes. La concentration optimale de FB nécessaire pour la
formation de convertases C3bBb sur les billes magnétiques a été déterminée précédemment lors d'une
expérience indépendante avec une dose-réponse de FB. Les billes-C3b incubées avec du FB (mais sans
FD) correspondent au controle C3bB (témoin proconvertase). Aprés l'incubation, les billes sont
réparties dans une plaque 96 puits (Thermo Scientific™) (~4000 billes dans 50 plL dans chaque puit),
lavées avec du GVB-EDTA (Veronal Buffer Saline, VBS 1X, 1% de gélatine, 40 mM d'acide
éthylenediaminetétraacétique EDTA, 3 x 150 pl, sur support magnétique) pour arréter la formation
des convertases C3bBb. Apres trois étapes de lavage avec du GVB-EDTA (3 x 150pl sur support
magnétique), les billes sont incubées avec un anticorps 1gG biotinylé anti-Bb néoépitope (A712,
Quidel®, 1:400) et de la streptavidine phycoérythrine (PE) (L0O08432, Bio-Rad, 1:100) dilués dans du
PBS-BSA pendant 15 minutes a température ambiante et sous agitation. Les anticorps secondaires non
liés sont éliminés par trois autres étapes de lavage dans du PBS-Tween-BSA-0,1% et les billes sont
resuspendues dans 50 uL de PBS-Tween-BSA-0,1% et lues extemporanément sur le lecteur Luminex
(Bio-Plex® 200 System, Bio-Rad). Les résultats sont exprimés en intensité de fluorescence moyenne
(MFI) qui reflete les convertases C3bBb résiduelles présentes a la surface des billes apres la période de
dissociation. La condition positive est représentée par la MFI des C3bBb résiduelles apres une
dissociation spontanée (incubation sans rFH, condition en triplicat). La condition de référence
correspond aux C3bBb résiduelles aprés dissociation par le rFH-WT (conditions en triplicat). Les

variants recombinants de FH (rFH) sont considérés comme pathogeénes si leur activité de dissociation
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de la C3bBb est réduite, correspondant a une MFI de C3bBb résiduelles supérieure a la moyenne + 2

SD de la MFI de la condition de référence (rFH-WT).

Test 3. Activité cofacteur du FI

Principe global

L'activité cofacteur du Fl des rFH est évaluée par technique Luminex® (Figure 46). Le principe
de cette expérimentation consiste a préincuber les billes C3b en présence de Fl et rFH. Durant cette
préincubation, le C3b a la surface des billes est dégradé en iC3b par le Fl et son cofacteur FH. Les billes-
iC3b sont ensuite inutilisables pour la formation de C3 convertases C3bBb. En cas d’activité cofacteur

du rFH préservée, la quantité de C3bBb formées en fin d’expérimentation est attendue nulle.

Protocole expérimental

Le C3b purifié (A114, CompTech®) est couplé de maniére covalente a des billes magnétiques
(Bio-Rad) selon la procédure du fabricant. Les billes-C3b sont ensuite stockées a +4°C et en opacité
jusqu'a leur utilisation. Les billes-C3b sont placées en suspension puis diluées dans du DGVB** (2,5 %
de dextrose, VBS 1X, 1 % de gélatine, 0,15 mM de Ca%, 0,5 mM de Mg?*) & une concentration finale de
8 10° billes/mL. Aprés resuspension, les billes-C3b sont réparties dans une plaque a 96 puits (Thermo
Scientific™) (~4000 billes dans 50 pL / dans chaque puit) et incubées pendant 30 minutes a +30°C sous
agitation et en opacité avec ou sans Fl purifié (50 ng/puit, A138, CompTech®) et/ou rFH (100 ng/puit)
dilués dans du DGVB**. Pendant ces étapes d'incubation, le C3b a la surface des billes magnétiques est
clivé et inactivé par le Fl et le FH en iC3b. Apres l'incubation, les billes sont lavées dans du DGVB** (3 x
150 pL/puit) pour arréter le clivage protéolytique du C3b par le Fl et le FH. Aprés le lavage, du FB (1000
ng, CompTech®) et du FD (10 ng, CompTech®) dilués dans du DGVB** sont ajoutés dans chaque puit.
Les convertases C3bBb se forment pendant 30 minutes sous agitation. Apres l'incubation, la formation

de la convertase C3bBb est arrétée par I'ajout de GVB-EDTA, suivi de trois étapes de lavage avec du
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GVB-EDTA (3 x 150 pl, sur support magnétique). Enfin, les billes sont incubées avec un anticorps I1gG
biotinylé anti-Bb néoépitope (A712, Quidel®, 1:400) et de la streptavidine PE (L008432, Bio-Rad, 1:100)
dilués dans du PBS-BSA 0,1% pendant 15 minutes a TA et sous agitation. Les anticorps secondaires non
liés sont éliminés par trois autres étapes de lavage dans du PBS-Tween-BSA-0,1% et les billes sont
resuspendues dans 50 uL de PBS-Tween-BSA-0,1% pour étre immédiatement lues sur le lecteur
Luminex (Bio-Plex® 200 System, Bio-Rad). Les résultats sont exprimés en intensité de fluorescence
moyenne (MFI) qui reflete la quantité de convertases C3bBb formées a la surface des billes. La
condition positive est représentée par la MFI résultant de la formation de C3bBb apres préincubation
avec Fl en I'absence de rFH. La condition de référence est la quantité de convertases C3bBb formées
apres préincubation en présence de Fl et le rFH-WT (condition en triplicat). Les variants recombinants
de FH (rFH) sont considérés comme pathogeénes si la quantité de C3bBb formée apres préincubation

avec Fl et du rFH testé est supérieure a la moyenne + 2 SD de la MFI obtenue pour le rFH-WT.

2.4. Classification des variants

Les variants ont été considérés comme "pathogenes" s'ils présentaient un défaut d’expression
protéique (déficit quantitatif) et/ou un déficit dans au moins deux tests fonctionnels. Les variants
recombinants du FH qui présentaient une altération dans une seule fonction régulatrice du FH étaient

classés comme ayant un "impact mineur".
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Figure 45. Mesure de I'activité cofacteur du Fl du FH par Luminex®
Abréviations : Bb : fragment d’activation du FB apres clivage par la FD, C3bBb : C3 convertase alterne, FB : facteur B, FD : facteur
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4. Données en population générale

4.1. Variants rares

Parmi les 503 donneurs de la population 1000 Genomes Phase 3 (1kGe) d’origine Européenne,
91/503 individus (18,1%) portent au moins un variant rare (MAF<1%) non-sens, faux-sens ou frame-
shift sur 'ensemble des 6 génes CFH, CFl, MCP, C3, CFHR5 et/ou CFB. Au total, 16 donneurs (3,2 %)
portent au moins deux variants rares : 13 ont 2 variants (2,6%), 2 ont 3 variants (0,4%) et 1 porte 4
variants). Dans cette population de donneurs, les variants rares portent essentiellement sur le géne du
CFHR5 (44/503, 8,7%), avec 2,6% des individus portant des variants perte de fonction (variant non-
sens, frame-shift) aboutissant a un déficit quantitatif protéique partiel en FHR5. Dix-Huit donneurs
(3,6%) ont un variant rare du CFH. A I'inverse, les variants rares faux-sens de MCP ne concernent que

0,4% de la population (2 individus).

Si 'on considére les variants ultra-rares (MAF <0,1%), 44/503 individus (8,9%) portent au
moins un variant ultra-rare sur au moins I’'un des six génes. Seulement deux donneurs combinent deux
variants ultra-rares (0,4%). Neuf donneurs (1,8%) présentent un variant ultra-rare du CFH, dont 1

donneur porte un variant du CFH prouvé pathogéne in vitro (CFH, p.D1119G) (Tableau 15).

Selon la classification de 'ACMG, 6 donneurs (1,2%) ont un variant ultra-rare considéré

comme pathogeéne sur le CFH (0.2%), le CFI (0,2%), MCP (0,2%) ou le CFHR5 (0,8%).
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Tableau 15. Répartition des variants rares des 6 génes du complément dans la population
européenne de référence

Variants
Gene MAF (%) Variants, pathogénes
° n (%) selon FACMG
n (%)
<1 18/503 (3.6)
CFH
<0.1 9/503 (1.8) 1/503 (0.2)
<1 19/503 (3.8)
CFlI
<0.1 8/503 (1.6) 1/503 (0.2)
<1 17/503 (3.6)
CFB
<0.1 5/503 (0.99) 0/503 (0)
c3 <1 19/503 (3.6)
<0.1 12/503 (2.4) 0/503 (0)
<1 2/503 (0.4)
MCP (CD46)
<0.1 2/503 (0.4) 1/503 (0.2)
< 1 44/503 (8.7) 13/503 (2.6)
Frame-shift or nonsense variant 13/503 (2.6)
Missense variant 34/503 (6.8)
CFHR5
< 0.1 11/503 (2.2) 3/503 (0.6)
Frame-shift or nonsense variant 3/503 (0.6)
Missense variant 9/503 (1.8)

Abréviations : 1kGe : population 1000 Genomes d’origine Européenne, ACMG : classification de

I"’American College of Medical Cenetics ; MAF : fréquence de I'allele mineur.
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4.2. Polymorphismes et haplotypes

Les fréquences des polymorphismes étudiés dans les génes CFH, CFB, MCP et C3 sont
présentées dans le Tableau 16. Les SNP en rose correspondent aux polymorphismes combinés pour la

formation des haplotypes du CFH, CFB et MCP.

Les quatre polymorphismes du CFH (rs800292, rs1061170, rs3753396 et rs1065489)
s’organisent en 4 haplotypes majeurs (>97% des haplotypes), numérotés selon leur ordre de fréquence
(Tableau 17). Dans la population de référence, I’'haplotype du CFH-H1 (gcag, haplotype « a risque de
DMLA ») est le plus fréquent. Soixante-treize donneurs (14,5%) portent cet haplotype sous la forme
homozygote. L’haplotype « a risque de SHUa », CFH-H3 gtgt est le troisieme haplotype le plus

fréquent. Cet haplotype est porté sous la forme homozygote chez 2,0% de la population générale.

L’haplotype MCP ggaac (MCP-H2) a risque de SHUa est le deuxieéme haplotype de MCP le plus
fréquent. Cet haplotype est porté sous la forme homozygote chez 79 donneurs (15,7%). Aucun

donneur ne porte I'association des haplotypes MCP ggaac et le CFH-H3 gtgt sous la forme homozygote.

L'observation des fréquences respectives de ces variations génétiques (variants rares,
polymorphismes et haplotypes) en population générale soulignent la diversité des anomalies
génétiques du complément. Ces données montrent que la présence isolée d’anomalies génétiques ou

d’haplotypes « a risque » n’est pas automatiquement pathologique.
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Tableau 16. Fréquence des polymorphismes étudiés dans la population de référence

1kGe
Gene rsiD Transcrit Protéine Allcle (n=503)
a/b MAF ala alb b/b
n (%) n (%) n (%)

CFH rs800292 c.184G>A p.V62I G/A 0.260 269 (53.5) 206 (41.0) 28 (5.6)
CFH rs1061170 c.1204T>C p.Y402H CIT 0.362 216 (42.9) 210 (41.7) 77 (15.3)
CFH rs3753396 c.2016A>G p.G672G AIG 0.176 340 (67.6) 149 (29.6) 14 (2.8)
CFH rs1065489 .2807G>T p.E936D G/T | 0177 339(67.3) 150(29.8) 14 (2.8)
Intergénique*  rs7542235 | 1:196854483 A>G -- AG | 0192 329(654) 155(30.8) 19 (3.8)
MCP rs2796267 -652A>G - AIG 0.391 194 (38.6) 225 (44.7) 84 (16.7)
MCP rs2796268 -366A>G - AIG 0.398 182 (36.2) 242 (48.1) 79 (15.7)
MCP rs1962149 IVS9 -78G>A - G/A 0.397 183 (36.4) 241 (47.9) 79 (15.7)
MCP rs859705 IVS12 +638G>A - G/A 0.392 185 (36.8) 242 (48.1) 76 (15.1)
MCP rs7144 .4070T>C = T/IC |0.395 183(36.4) 243(48.3) 77 (15.3)
CFB rs4151667 c.26T>A p.L9H T/IA |0.047 458 (91.1)  43(8.55) 2 (0.40)
CFB rs12614 c.94C>T p.R32W C/IT |0.133 374 (74.4) 124 (247)  5(0.99)
CFB rs641153 c.95G>A p.R32Q G/A |0086 422(83.9)  75(14.9) 6 (1.19)
C3 rs2230199 c.304 C>G p.R102G C/IG 0.275 282 (56.1) 165 (32.8) 56 (11.1)

* polymorphisme intergénique dont I'allele G est associé en déséquilibre de liaison avec la délétion CFHR1-
CFHR3.

Tableau 17. Fréquence et distribution des haplotypes du CFH dans la population générale.

rs800292 rs1061170 | rs3753396 rs1065489 Fréq. Nombre de porteurs, n (%)
Haplotype | 24G>A, | c.1204T5C, | c.2016A>G, | ¢.2807G>T Ho He Non

p.V62l p.Y402H p.G672G p.E936D porteurs

H1 G A G 0,352 73 (14,5) | 208 (41.4) | 222 (44.1)

H2 A A G 0,240 27 (5,4) 187 (37,2) | 289 (57,5)

H3 G T G T 0,164 10 (2,0) 145 (28.8) 176 (3,5)

H4 G T A G 0,223 24 (4,8) 176 (3,5) 303 (6,1)

H5 A [ A G 0,009 0(0,0) 9(1,8) 494 (98,2)
Autres haplotypes 0,013 0(0,0) 13 (2,6) 490 (99,2)
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5.1. Cohorte d’étude

Patients with a biopsy-proven
IgAN (primary form)

5. Génétique du complément chez les patients porteurs d’'une IgAN

n=270
> Pediatric-onset IgAN
n=10
\ 4
Adult patients
with a primary IgAN
n=260
|
v v !
Direct sequencing CFH and Next generation sequencing g
CFHRS genes + MCP, CFB, C3 CFH, CFI, CFB, MCP, C3, CFHR5 CFH ‘(’::"1 g‘;‘LPA)
polymorphisms (n=63) (n=197)
I

]
I
y v l
CFH, CEB, CFI, C3, MCP, CFHR5 Rare variants MAF<0.1 and <1% CFH-CFHR copies number

N _ CFH, CFHR5 (n=260) variations
polymorphisms (n=260) CFB, CFl, C3, MCP (n=197) (n=114)

Phasing
imputation
v

CFH, MCP and CFB Haplotypes
(n=260)

Figure 46. Etude génétique des patients porteurs d'une IgAN primitive

Abréviations : CFB : génes du facteur B, CFH : géne du facteur H, CFH : géne du facteur |, CFHR5 : géne de la
protéine associée au facteur H 5, MAF : fréquence de I'allele mineur, MCP : membrane cofacteur protéine
(ou CD46).
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Un total de 270 patients IgAN ont bénéficié d’une étude de la génétique du complément, dont
10 patients avec une IgAN de début pédiatrique et 260 patients ayant développé une IgAN a I'age
adulte (Figure 47). Ces patients ont été étudiés soit par next generation sequencing pour les 6 genes
(CFH, CFI, CFB, MCP, C3 et CFHR5) (n=197), soit par séquencage Sanger des genes CFH et CFHR5 (n=63).
Cent quatorze patients de cette cohorte ont été additionnellement étudiés pour le nombre de copies

d’exons des génes du locus CFH-CFHR1-5 par MLPA.

Le groupe de patients adultes (n=260) était principalement composé d’hommes (80,4%). L'age
médian au moment du diagnostic était de 42,2 [31,4-55,8] ans. Au moment de la présentation initiale,
196 patients (78,1%) porteurs d’une IgAN étaient hypertendus, et présentaient un débit de filtration
glomérulaire estimé (DFGe) médian de 42,0 [19,0-61,0] mL/min/1,73m?2. Parmi eux, 32 patients
(12,3%) avaient un DFGe inférieur & 15 mL/min/1,73m?. Le rapport protéine/créatinine urinaire
médian au diagnostic (UPCR) était de 1,88 [0,79-3,50] g/g. Une hématurie microscopique ou
macroscopique a été observée chez 104 patients (75,4%). Quatre-vingt-un patients (38,6%) ont regu

des stéroides, associés a un traitement immunosuppresseur chez 11 patients (5,3%).

Le suivi médian était de 15,8 [9,2-22,5] ans aprés le diagnostic. Notre cohorte regroupait des
formes d’IgAN globalement sévéres : 194 patients (74,6 %) ont évolué vers une IRCT au cours du suivi,
avec une survie rénale médiane de 7,4 [5,2-8,7] années. Au cours du suivi, 164 patients (63,1 %) ont
été transplantés et 36 patients (10,0 %) sont décédés. Dans I'analyse univariée, les facteurs associés a
la survie rénale 15 ans apres le diagnostic de I'lgAN comprenaient : le sexe masculin, le DFGe, un degré
de protéinurie, la présence d'une hypertension et les parameétres histologiques (score MEST-C : M1,

T1-2, C1-2) lors de la premiere biopsie rénale.
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5.2. Variants rares des CFH/CFHR5 : une balance déséquilibrée ?

Variants ultra-rares du CFH

Au total, 33 patients IgAN portaient au moins un variant sur les 6 genes du complément. Tous
sont portés sous la forme hétérozygote. Si I'on considere les patients IgAN évalués pour I’'ensemble de
ces 6 genes (n=197), la prévalence estimée des variants ultra-rares est de 15,7%. Cette prévalence est
augmentée par rapport a la population de référence (30/197, 15,7% vs 44/503, 8,9%, p=0,0121).

L'augmentation de la fréquence des variants du complément chez les patients était
principalement portée par une prévalence augmentée des variants ultra-rares du CFH (12/260
patients 4,6 % contre 9/503, 1,8 % contrdles, p=0,034). La prévalence des variants ultra-rares dans les
cing autres geénes n’était pas statistiquement différente entre les patients et les controles.

La présence d’un variant portant sur le CFH ou sur les autres génes étudiés n’était pas associée
au phénotype clinique au diagnostic, ni a la survie rénale.

En revanche, la localisation de ces variants est particuliere. Premiérement, ces variants sont
principalement situés dans les domaines fonctionnels du FH (53% des variants) qui sont importants
pour son interaction avec le C3b/C3d et son activité de régulation du complément (Figures 47 et 48).
Parmi les 11 variants faux-sens identifiés, 7 sont localisés dans les domaines Nier et Cier du FH et un
variant (p.L3V) est localisé dans le peptide signal. Deuxiemement, nous avons identifié un cluster
atypique de variants (5 variants : p.Q400E, p.K405N, p.N516K, p.V579A et p.G650V) localisés en zone
centrale (SCR6-11) du FH. Deux de ces 5 variants (p.N516K et p.G650V) sont partagés entre les patients
et les controles.

L’étude fonctionnelle in vitro des variants recombinant a permis de prouver une altération des
capacités de régulation du FH pour 5/11 variants du CFH (45,5%). Deux de ces variants sont fortement
pathogenes (p.G117R, nouvellement identifié, et p.1210C, connu pathogéne) et trois montrent des
capacités fonctionnelles modérément altérées (p.E23K, p.A161S, p.D1086E) (Figures 49 et 50). Le

variant p.G117R est également associé a un déficit quantitatif du FH in vivo.
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Figure 47. Variants du SCR1-4 et SCR19-20 du CFH identifiés chez les patients porteurs
d'une IgAN

Vue du complexe facteur H (FH) / Facteur | (FI) et C3b. Seuls les SCR1-4 et les SCR19-20 du FH sont représentés.
Parmi les variants identifiés dans ces domaines, le variant p.R1210C est situé dans le domaine d’ancrage du
FH aux polyanions membranaires. Les variants p.E23K, p.A58S, p.G117R, p.A161S sont localisés dans les zones
d’interaction entre le FH et le C3b et/ou le FI. Abréviations : FH : facteur H, FI : facteur I.
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Figure 48. Localisation des variants faux-sens, non-sens et frameshift du CFH (MAF<0,1%) et du
CFHR5 (MAF<1%) chez les patients et les controles

Les variants en rouge sont retrouvés exclusivement chez les patients IgAN. Les variants en gris sont retrouvés
chez les donneurs du panel de référence 1kGe EUR ou partagés entre les patients IgAN et les controles.
Abréviations : 1kGe EUR : cohorte européenne 1000 Genomes Phase 3 Project. CFH : géne du facteur H;
CFHR5 : géne de la protéine associée facteur H 5. IgAN : néphropathie a dépots mésangiaux d’IgA.
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Figure 49. Production de facteur H recombinant (rFH) par les Expi293™

Panel A. Concentrations de rFH dans les surnageants de culture cellulaire des Expi293TM collectés 6
jours apreés la transfection. Tous les variants sont exprimés de fagcon recombinante dans les
surnageants de culture cellulaire. La production est diminuée pour deux variants (p.G117R et
p.R1210C). Un seul de ces deux variants (p.G117R est associé a un déficit quantitatif in vivo. Panel B.
Western blot du FH des différents variants produits de facon recombinante. Il n’existe pas de
protéine rFH tronquée. Abréviations : FH : facteur H, rFH : facteur H recombinant, rFH-WT : FH wild
type, facteur H recombinant de référence, MW : molecular weight, poids moléculaire en kDa.
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Figure 50. Tests fonctionnels des variants recombinants du FH (rFH)

Trois fonctions de régulation du complément du FH ont été testées in vitro. La fixation au C3b a été mesurée par
ELISA, I'activité de dissociation de la C3 convertase alterne et I'activité cofacteur du Fl ont été évaluée par la
technique du Luminex®. Les valeurs normales sont indiquées en zones grises et correspondent aux valeurs
moyennes obtenues pour le rFH-WT (triplicats). Quatre variants p.G117R, p.A161S, p.R1210C, p.E23K (en rouge)
ont une diminution de fonction de régulation du complément in vitro et sont donc classés comme pathogénes.
Un variant additionnel p.D1086E montre une capacité de fixation au C3b tres discretement altérée. Abréviations :
BDso : concentration nécessaire (en fold change) pour obtenir une liaison de 50% du C3b immobilisé par le rFH
de référence ; rFH : facteur H recombinant, rFH-WT : facteur H wild type ou rFH de référence.
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Variants rares MAF <1% du CFHR5

De facon notable aucun des 260 patients IgAN ne portait de variant de CFHR5 avec une
MAF<1% susceptible d’entrainer un déficit quantitatif protéique partiel de FHR5 (variant non-sens, ou
frame-shift) alors que ces variants étaient présents chez 2,6% de la population contréle (p=0,006)
(Figure 49). Nos données appuient I’hypothese qu’un déficit partiel en FHR5 pourrait conférer une

protection modérée vis a vis du risque du développement d’une IgAN.

5.3. La délétion CFHR1-CFHR3

Dans notre cohorte d’IgAN séveéres, la présence de I’haplotype CFH-H4 et du polymorphisme
intergénique rs7542235-G, tous les deux associés a la délétion CFHR1-R3 avaient une prévalence
similaire entre les patients et les contrbles (p=0,388). Quinze patients (5,8%) étaient porteurs
homozygotes du rs7542235-G. Ce polymorphisme et I’haplotype CFH-H4 n’étaient pas associés a la

survie rénale dans notre cohorte de formes séveres.

Dans le sous-groupe de 114 patients IgAN transplantés rénaux étudié par MLPA, 5 patients
(4,3%) portaient une délétion CFHR1-R3 homozygote et 20 patients étaient hétérozygotes pour la
délétion CFHR1-CFHR3 (17,5%) (Figure 51). Cinq patients (4,3%) portaient une délétion CFHR1-CFHR4

hétérozygote, combinée a une délétion CFHR1-R3 chez deux patients.

Un patient présentait 3 copies de CFHR1 et 3 copies de CFHR3 (rouge, figure 3). Ce patient,
sans variant rare identifié sur les 6 génes du complément étudiés, a présenté un table de MAT

biologique et rénale avec une hypertension artérielle maligne au moment du diagnostic.

Aucun hybride CFH:CFHR n’a été détecté.

Génétique du complément et IgAN | Duval A. 2023 236



Dans ce sous-groupe de patients, on observe une tendance a une survie rénale altérée pour
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Figure 51. Nombre de copie des genes CFH, CFHR1-5 étudié par MLPA

Abréviation : MLPA : multiplex ligation-dependant assay, ACFHR1-R3: délétion CFHR1-CFHR3, ACFHR1-R4:

délétion CFHR1-CFHR4
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5.4. Les haplotypes du CFH influent sur la susceptibilité au développement d’une IgAN sévere

Identification d’un haplotype protecteur CFH-H2

L’analyse de la fréquence des haplotypes du CFH combinant les 4 polymorphismes (rs800292,
rs1061170, rs3753396 et rs1065489) a permis d’identifier I’haplotype du CFH-H2 comme un haplotype
protecteur vis-a-vis de la susceptibilité au développement d’une IgAN. En modele dominant (un seul
haplotype suffit pour conférer un pouvoir protecteur), I'haplotype CFH-H2 contenant le
polymorphisme CFH p.V62l est protecteur avec un OR de 0,52 [0,34-0,79] (p=0,034) (Tableau 18). Les
haplotypes CFH-H3 gtgt et CFH-H4 gtag (en déséquilibre de liaison avec la délétion CFHR1-R3) sont

neutres pour I'lgAN.
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Traits génétiques communs entre 3 néphropathies médiées par le complément : IgAN, GC3 et SHUa

Nous avons comparé la fréquence des haplotypes du CFH et CFHR en combinant trois
polymorphismes (rs800292 p.V62l, rs1061170 p.Y402H et le polymorphisme intergénique rs7542235,
dont I'allele G est associé a la délétion CFHR1-R3) dans 3 cohortes de néphropathies médiées par le
complément (Tableau 19). L’étude des haplotypes CFH-CFHR chez les patients porteurs d’une IgAN
(n=260), d’'une GC3 (n=231) ou d’'un SHUa (n=228) permet d’identifier des traits génétiques communs

entre ces trois pathologies.

L’haplotype h2 (ATA) contenant le polymorphisme p.V62l est retrouvé protecteur dans les trois
pathologies. En revanche, I'haplotype hl (GTA, sans délétion CFHRI-R3), a risque pour le
développement d’une GC3, est protecteur pour le SHUa et neutre pour I'lgAN. L’haplotype h3 (GTA,
en I'absence de délétion CFHR1-R3) est a risque pour le SHUa et pour I'lgAN (OR 1,47 [1,15-1,88],

p=0,0022). Cet haplotype est neutre pour la GC3.

Nos résultats marquent I'existence de traits génétiques partagés dans le locus CFH-CFHR entre
les patients IgAN porteurs d’'une forme sévere et les patients porteurs d’'un SHUa. Ces résultats
soutiennent I'hypothése que la génétique du CFH pourrait influencer la susceptibilité au
développement de formes séveres d’IgAN. Dans notre cohorte de 260 patients, ces différents

haplotypes n’étaient pas retrouvés associés au pronostic rénal.

Le role précis de la balance des différents haplotypes du CFH dans la modulation de la

susceptibilité au développement de ces trois néphropathies n’est pas encore caractérisé.
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Tableau 18. Fréquence des haplotypes du CFH chez les patients porteurs d'une IgAN (n=260) et le panel de référence (n=503)

Modeéle
Hag‘ggpe Additif Dominant Récessif
OR [IC 95%]* p-value* OR [IC 95%]* p-value* OR [IC 95%]* p-value*
H1 GCAG | 1.05[0.39-3.00] 0.918 0.53 [0.34-0.86] 0.068 1.29 [0.40-3.01] 0.495
H2 ATAG | 0.88[0.33-2.56] 0.869 0.52 [0.34-0.79] 0.034 1.10 [0.32-2.55] 0.869
H3 GTGT 1.47[0.53-4.31] 0.703 0.95[0.62-1.45] 0.869 2.78 [0.53-4.31] 0.167
H4 GTAG | 1.24[0.46-3.56] 0.869 0.78 [0.51-1.20] 0.494 1.68 [0.46-3.56] 0.388
H5 ACAG 2.42[0.58-10.6] 0.495 1.58 [0.54-4.59] 0.654 2.56 [0.57-10.6] 0.259

Les 5 haplotypes du CFH présents avec une fréquence supérieure a 1% dans la population de référence ou chez les patients sont analysés dans des modeéles
additifs, dominants et récessifs (modele régression logistique prenant en compte le sexe en covariable).* Une correction des valeurs du p a été appliquée pour
tenir compte des comparaisons multiples. Les polymorphismes ou associations de polymorphismes caractérisant les différents haplotypes sont présentés en
rouge. Abréviations : CFH : géne du facteur H, H : haplotype, OR : odds ratio.
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Tableau 19. Distribution des haplotypes des CFH-CFHR entre 3 néphropathies médiées par le complément

Contrdles GC3 IgAN aHUS
(n=503) (n=231) (n=260) (n=228)

Ha:lzl:ype ve2l Y402H clif:ll:;i;):s Freq. Freq. OR[IC95%]  p-value* Freq. OR[IC95%] p-value* Freq. OR (1€95%) p-value*
H1 G C No 0,351 0,435 1,4 [1.14-1.78] 0.0020 0,338  0,94[0,75-1,18] 0,6494 0.241  0.58 (0.46-0.76) <0.0001
H2 A T No 0,239 0,149 0.56 [0.42-0.75] <0.001 0,170 0,65 [0,50-0,86] 0.0020 0.167 0.63 (0.48-0.85) 0.002
H3 G T No 0,211 0,245 1.3[0.95-1.80] 0.1138 0,282 1,47[1,15-1,88] 0,0022 0.390 2.40 (1.88-3.05) <0.0001
H4 G T Yes 0,176 0,130 0.69 [0.50-0,96] 0.026 0,166 0,67 [0,70-1,24] 0,6679 0.186  1.07 (0.80-1.43) 0.63
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5.5. ’haplotype MCP ggaac comme facteur de risque indépendant de progression de I'lgAN

La fréquence des variants rares, des polymorphismes et des haplotypes de MCP était
globalement similaire entre les patients et la population de référence. Ces données soutiennent
I’'hypothése que la génétique de MCP n’influence pas la susceptibilité vis-a-vis du développement

d’une IgAN.

En revanche, nous avons identifié¢ que I’haplotype MCP ggaac porté sous la forme
homozygote impacte fortement le pronostic rénal des patients porteurs d’une IgAN. En analyse
multivariée (modeéle de Cox) prenant en compte I'dge, le sexe, le DFGe, le degré de protéinurie,
I’hypertension artérielle et les parametres histologiques (score MEST-C) de la biopsie initiale, porter
I’haplotype MCP ggaac homozygote est un facteur de risque indépendant de progression de la
néphropathie. L’haplotype MCP ggaac homozygote multiplie le risque d’évolution vers I'IRCT 15 ans

apres le diagnostic par 2,83 [1,73-5,67] (p<0,001).
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Figure 52. Probabilité de survie rénale en fonction du nombre d'haplotypes
de MCP ggaac

Représentation Kaplan-Meier de la probabilité de survie rénale (années) aprés le diagnostic initial de I'lgAN
chez les patients ayant un débit de filtration glomérulaire estimé (DFGe) supérieur 3 15 mL/min/1,73m? au
moment du diagnostic selon le nombre d'haplotypes MCP ggaac. Le nombre d'haplotypes MCP ggaac était
corrélé a une survie rénale altérée (log-rank p-value 0,049), en particulier sous la forme homozygote (p-
value 0,015).
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5. Manuscrit 2
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Abstract

Background. Complement activation plays a role in the severity of IgA nephropathy (IgAN). Indeed,
genome-wide association studies have identified a susceptibility locus for IgAN in the CFH-CFHR
genes. However, the relationship between complement genetics and the progression of IgAN is not
established. Methods. We sequenced 260 adults with a primary IgAN by next-generation sequencing
of the CFH, CFI, CFB, MCP, C3 and CFHRS5 genes. The frequencies of rare variants (MAF<0.1%) and
CFH, MCP and CFB haplotypes were compared with the European population from the 1000 Genomes
Phase 3 Project. Functional studies were performed on recombinant full-length FH variants in
vitro. Results. Genetic analysis revealed a higher prevalence of rare CFH non-synonymous variants in
patients with IgAN compared to controls (4.6% versus 1.8%, p=0.034). In vitro studies showed impaired
complement regulatory activity for 4 variants. The CFH-H2 haplotype was protective regarding to IgAN
susceptibility (OR 0.52 [0.34-0.79], p=0.034, dominant model). Moreover, multivariate analysis
revealed that the homozygous MCP ggaac haplotype was an independent risk factor for end-stage-renal
disease 15 years after diagnosis (HR 2.83 [1.20-6.68]). Conclusion. Our study shed light on the dual
role of complement genetics in IgAN. While the CFH-H2 haplotype is identified as a protective factor
against IgAN susceptibility, homozygosity for the MCP ggaac haplotype accelerates the progression of

the nephropathy.

Keywords: IgA nephropathy, genetics, complement, haplotypes, factor H, MCP
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89  Introduction

90 IgA nephropathy (IgAN) is a common type of autoimmune glomerulonephritis worldwide and

91  afrequent cause of renal failure (1-3). Although the diagnosis of IgAN is based on the identification of

92 (co)dominant IgA deposits in the glomerular mesangium, it is now well established that this nephropathy

93  forms a highly heterogenous family of clinical manifestations, histological patterns and renal outcomes

94 (1,4,5). In addition, the prevalence, presentation, and course of IgAN vary significantly between

95  different geographical regions and ethnic populations. Asians have the highest prevalence, followed by

96  Europeans, while this condition is uncommon in patients of African descent (2,6—10). These variations

97  suggest the involvement of genetic and environmental factors in the susceptibility, the risk of

98  progression and the final phenotype of IgAN (2,4,6-8,11-18).

99 A growing body of evidence has highlighted the role of complement system activation in the
100  intricate pathogenesis of IgAN and its impact on kidney damage (4,19-24). Specifically, the
101 complement alternative and lectin pathways (AP and LP) play a prominent role in IgAN. The
102 complement system (AP, LP) occurs in the kidney tissue due to the deposition of pathological galactose-
103 deficient IgA1 (Gd-IgAl)-containing immune complexes (4,25,26). Detection of mesangial C3b/iC3b
104  and Gd-IgAl co-deposition in the glomerular mesangium in over 90% of patients, serves as a key
105  indicator of complement activation (27-29). To prevent inadvertent self-harm caused by complement
106  activation in the kidneys, maintaining strict control over C3b deposition and avoid the complement AP
107  self-amplification becomes paramount. Individual ability to manage exposure to a complement trigger
108  may be influenced by a genetic predisposition modulating the capacity to effectively downregulate
109  complement activity in the long term.

110 Genome-wide association studies (GWAS) have reinforced the hypothesis that complement
111 genetics may influence the susceptibility to [gAN in European and Asian populations, by identifying a
112 susceptibility locus on 1q32 comprising CFH and CFHR genes (13,14,18,30). The Factor H (FH) is a
113 glycoprotein encoded by the CFH gene and serves as the primary regulator of the complement AP,
114  functioning both in the circulation and on the cell surface (31,32). This circulating protein prevents the
115  formation of alternative C3 convertases by binding to C3b, acting as a competitor for factor B (FB)

116  binding to C3b. In addition, FH facilitates the rapid decay of formed AP convertases on the cell surface
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117  and acts as a cofactor for Factor I (FI) proteolytic inactivation of C3b into iC3b. Complement factor H
118  related proteins 1-5 (FHR1-5) are similar to FH in structure, but lack C3b regulatory activity (33). These
119 proteins are thought to function as competitors to complement regulation by FH on cell surfaces with
120 increased density of C3b/C3d deposits and to finely adjust complement activity (33-36). The potential
121 importance of the delicate balance between FH/FHR in IgAN has been raised by the discovery of a top
122 signal single nucleotide polymorphism (SNP) (rs6677604, intronic) in linkage disequilibrium with a
123 CFHRI-3 deletion (CFHR1-R3A) which may confer a protective effect against susceptibility to IgAN
124 (13,14,30,37,38). However, the connection between complement AP genetics and the progression of
125  IgAN has not been clearly established yet (12,37,39-42). To address this, our objective was to
126  investigate the impact of complement genetics on renal outcomes in a French cohort of patients with
127  IgAN.

128

129  Methods

130 Study participants

131 Unrelated patients with a biopsy-proven IgAN from two French centers (University Hospital of
132 Saint Etienne and University Hospital of Strasbourg) were included for sequencing of a panel of
133 complement alternative pathway genes. The diagnosis of [IgAN was defined on the basis of predominant
134 or codominant IgA deposition in the glomerular mesangium identified by routine immunostaining.
135  Patients with secondary forms of the nephropathy — including cirrhosis, chronic inflammatory bowel
136  disease, or other coexisting autoimmune condition — or a pediatric-onset [gAN were excluded. Clinical,
137  biological and renal/graft survival data were collected retrospectively. All patients signed an informed

138  consent for clinical and biological data collection and genetic testing (NCT05234463).

139 Complement genetics

140 Genomic DNA was extracted from whole blood using standard procedures. All coding regions
141  from a panel of six complement genes (CFH, CFB, CFI, MCP, C3, CFHRS5) associated with a
142 complement-mediated kidney diseases were analyzed by or next generation sequencing (n=197) as

143 previously described (43—45). The cohort was completed with 63 patients who underwent Sanger
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144 sequencing of the relevant polymorphisms and of the coding sequences of CFH and CFHRS5. Variants
145  with a minor allele frequency (MAF) below 0.1% in the European population from the genome
146 Aggregation Database (gnomAD) were considered as rare and variants with a MAF between 0.1-1%
147  were termed as “low frequency variants” (46). Single nucleotide changes with a MAF above 1% were
148  defined as single polymorphisms (SNPs). All rare and low frequency variants were classified according
149 to the American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) classification (47). Allele and
150  haplotype frequencies were compared with the reference population of European descent from the 1000
151  Genomes Project Phase 3 (1000 Genomes 30x GRCh38, n=503) (48).

152

153 Analysis of complement polymorphisms and phasing for haplotype definition

154 Four SNPs in the CFH gene were studied (rs800292 c.184G>A p.V62I; 151061170 ¢.1204T>C
155  p.Y402H; rs3753396 ¢.2016A>G G672G and rs1065489 ¢.2808G>T p.E936D) and combined to form
156  CFH haplotypes (H) (38,49). We proceeded similarly for MCP and CFB haplotypes by combining five
157  polymorphisms in the MCP gene (rs2796267-652A>G; rs2796268 —366A>G9/7/23 11:27:00 PM;
158  1s1962149 IVS9 —78G>A, rs859705, IVS12 +638G>A; rs7144, ¢.4070T>C) and three polymorphisms
159  inthe CFB gene (rs4151667 ¢.26T>A p.L9H; rs12614 ¢.94C>T p.R32W; rs641153 ¢.95G>A p.R32Q)
160 Two additional SNPs were included in this study: one in the C3 gene (rs2230199 ¢.304C>G
161  p.R102G) and one intergenic (rs7542235 chr1:196854483 A>G) to tag the CFHRI-R3A.

162 Data phasing was performed in the IgAN cohort using the Michigan imputation server (50) and
163 Eagle v2.4. The pre-phasing quality control criteria for dataset required over 90% of genotyped data per
164  SNP and over 50% of available SNP data for a given individual. The 1000 Genomes Project Phase 3
165  cohort (1kGe) was used as a reference panel (reference panel: apps@1000g-phase-3-v5, build GRCh38)
166  for the phasing of CFH, MCP and CFB haplotypes. All haplotypes with a frequency above 1% are

167  displayed.

168  Functional study of identified CFH rare variants

169 CFH rare missense variants (MAF <0.1%) identified in IgAN patients were considered for

170 recombinant protein production. Full-length His-tagged FH-variants were produced and tested
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171  functionally in vitro for C3b binding (ELISA), alternative C3 convertase (C3bBb) decay-accelerating
172 activity (DAA) and FI-cofactor activity with new functional assays using the Luminex® technology.
173 Details about the methods of recombinant FH production (rFH) and functional assays are provided in
174  Supplemental methods. The functionality of each rFH variant was compared with a reference
175  recombinant FH protein (fFH “wild type”, rFH-WT). Variants were considered as “pathogenic” if they
176  displayed a quantitative and/or functional defect in at least two of the functional assays (defined as a
177  functional capacity outside the mean + 2 standard deviations (SD) of the function of rFH-WT).
178  Recombinant FH variants that exhibited a slight decrease in one FH regulatory function were classified

179  as having a "minor impact".

180  Statistical analysis

181  Genetic exploration

182 Deviation from the Hardy Weinberg Equilibrium (p-value >1.10"%) was evaluated using a Chi-
183  square test in IgAN population. Allele and haplotypes frequencies and distribution were compared
184  between patients and controls using a logistic regression model using gender as a covariate. Benjamini-
185  Hochberg procedure was applied for correcting multiple testing. A corrected p-value less than 0.05 was

186  considered as statistically significant.

187  Analysis of clinical data and renal survival

188 Normality distribution of continuous variables was tested by Shapiro-Wilk. Normally
189  distributed variables are expressed in mean + standard deviation (SD) and non-normally distributed
190  variables are expressed in median and interquartile range [IQR]. The characteristics were compared
191  between groups using the Fisher exact test for the qualitative variables and the Mann-Whitney U test for
192 quantitative variables. Renal survival corresponded to the time between the IgAN diagnosis and the
193 occurrence of end-stage renal disease (ESRD) defined as the requirement of renal replacement therapy
194  (dialysis or kidney transplantation). Renal survival was censored at time of patient’s death, last follow-

195  up or 15 years after the diagnosis. Cox proportional hazard models have been performed to analyze the
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196  factors associated with renal survival at 15 years, expressed in hazard ratios (HR) and 95% confidence
197  intervals (Closy). Variables associated with renal survival with a p-value <0.1 in univariate analysis were
198  included in the multivariate Cox model. All statistical analyses were performed with R (version 4.2.2)

199  with the survival package and GraphPad Prism software (version 9.5.1).

200  Results

201

202 Characteristics of the study population

203

204 A total of 270 IgAN patients were studied for complement genes sequencing. Among them, 10
205  patients (3.7%) had a pediatric-onset IgAN (Figure 1). The characteristics and outcomes of these 10
206  patients can be found in Tables S1-S3. The adult IgAN group (n=260) was predominantly composed of
207  male individuals (male/female ratio 209/51, 80.4%) (Table 1). The median age at diagnosis was 42.2
208  [31.4-55.8] years. At the time of initial presentation, 196 patients (78.1%) with IgAN had hypertension,
209  with a median eGFR of 42.0 [19.0-61.0] mL/min/1.73m? (32 patients (12.3%) had an eGFR below 15
210  mL/min/1.73m2) and a urine protein-to-creatinine ratio (UPCR) of 1.88 [0.79-3.50] g/g. Microscopic or
211 gross hematuria was observed in 104 patients (75.4%). Eighty-one patients (38.6%) received steroids,

212 completed by immunosuppressants courses in 11 patients (5.3%).

213 Detailed histological data of the diagnostic kidney biopsy was available in 199 patients (76.5%).
214 Overall, 167 biopsies (83.9%) met the criteria for Oxford 2016 MEST-C score classification. Mesangial
215  proliferation (M1) accompanied IgA immune deposition in 40.1% of biopsy specimens. Crescentic

216  forms (C1, C2) were found in 22.8% of biopsy specimens (Table 1).

217 Renal outcomes

218 Patients were followed during a median of 15.8 [9.2-22.5] years after the diagnosis. In our series,
219 194 patients (74.6%) evolved to ESRD during the follow-up, with a median renal survival of 7.4 [5.2-
220  8.7] years and a median eGFR slope of -1.2 [-2.3 — -0.10] mL/min/1.73m?/year (Figure S1). During the

221  follow-up, 164 patients (63.1%) underwent kidney transplantation, at 46.8 [36.0-57.9] years. Sixty-
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222 seven transplant recipients (40.9%) displayed a histological recurrence of IgAN in the graft, with 26 of
223 them (38.8%) being diagnosed in the first year following kidney transplantation. Twenty-six patients
224 (10.0%) died during the follow-up with a median age of 74.3 [68.4-78.3] years and a median delay of
225  16.6 [8.6-23.7] years after the diagnosis. Among them, 24/26 (92.3%) have previously reached ESRD.
226 In univariate analysis, factors associated with renal survival 15 years after the diagnosis of IgAN
227  included: male gender, a reduced eGFR at the time of diagnosis, a high degree of proteinuria, the
228  presence of hypertension, the eGFR slope and MEST-C score parameters (M1, T1-2, C1-2) at first

229  kidney biopsy (Table S4).

230

231 Complement CFH, MCP and CFB polymorphisms and haplotypes frequencies
232
233 The genotype and allelic frequencies of all tested SNPs of the CFH, CFB, MCP and C3 genes

234 are presented in supplemental Table S5. All polymorphisms followed HWE expectations.

235 CFH Haplotypes (H) were differentially distributed between patients and controls (p=0.495)
236  (Table 2). In a dominant model adjusting for sex, the CFH-H2 haplotype was protective against IgAN
237  susceptibility (OR 0.52 [0.34-0.79], p=0,034) (Table 3). By contrast, the CFH-H3 and the CFH-H4 (in
238  linkage disequilibrium with CFHR1-R3 deletion) were neutral for [gAN. Other complement haplotypes

239 inthe MCP and CFB were not associated with IgAN susceptibility (Table 4, Table S6).

240 However, in patients with an eGFR above 15 ml/min/1.73m* at diagnosis, having the
241 homozygous MCP ggaac haplotype was associated with reduced kidney survival (HR 2.85 [1.73-5.67],
242 p<0.001) (Figure 2). No association was found between different CFH or CFB haplotypes and renal

243 survival in IgAN patients (Figures 3 and S2).

244

245
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246  Rare non-synonymous variants in the six complement genes

247

248 Overall, 33 patients with IgAN were identified to carry at least one rare missense variant in any
249  of'the six studied genes (CFH, CFI, MCP, CFB, C3 and CFHRS5) (Table 5, Figure 3). When considering
250  the 197 patients sequenced for all the 6 complement genes, the proportion of patients with I[gAN with at
251 least one rare non-synonymous variant (MAF <0.1%) in any of the six genes was higher than the one
252 observed in the reference panel (30/197, 15.7% vs 44/503, 8.9%, p=0.0121). Three individuals carried
253 two rare variants (MAF<0.1%): two patients had rare variants in both CFH and C3 genes and one patient

254 had two rare variants in the CFHRS gene.

255 The observed difference in rare variants prevalence between patients and controls mainly
256  concerned the CFH gene, with an increased proportion of IgAN patients harboring a rare CFH variant
257  (one splice-site and 11 missense variants) compared to the reference panel (12/260, 4.6% versus 9/503,
258  1.8%, p=0.034). Two rare CFH variants were shared between the adult [gAN patients and the reference
259  panel (CFH. p.S58A and p.G650V) (Figure 4, panel A). The prevalence of variants with MAF<0.1%

260  in the five other genes were similar between patients and controls (Table S7-9).

261 Remarkably, we noticed a notable disparity in the nature of CFHRS variants between IgAN
262  patients and the control group (Figure S3, panel A). Importantly, none of the 260 studied IgAN patients
263  from our cohort carried a nonsense nor frameshift rare or low frequency CFHRS5 variant which would
264  result in a deficiency in the FHRS5 levels. However, these specific variants were present in the control

265 group (0/260, 0% versus 13/503, 2.6%, p=0.006) (Table S7).

266 At the time of diagnosis, there were no discernible clinical or histological differences between

267  patients with or without rare variant(s) in the six studied genes at the diagnosis (Tables S10-11).

268

269
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270 Comprehensive study of CFH rare missense variants

271

272 We conducted further studies on the 11 rare CFH missense variants identified in adult IgAN
273  patients. We extended the functional analysis by including two additional rare CFH missense variants
274 identified in patients with pediatric-onset IgAN (p.1086E and p.N516K) (Table S2). Overall, two rare

275  missense CFH variants were newly described (p.G117R and p.D1086E).

276 The majority of rare CFH missense variants identified in [gAN patients were located within FH
277  functional domains that are crucial for FH regulatory activity and anchoring on the cell surface (9/13,
278  69.2% versus 3/9, 33.3%, p=0.19). These variants were found in the short consensus repeat (SCR)
279  domains 1-4 (n=4), in SCR6-8 (n=2) and in the SCR18-20 (n=3). One variant was situated within the
280  signal peptide (CFH p.L3V). The remaining variants were in the mid-region of FH, specifically in the
281  domains SCR9-11 whose functions are not fully characterized. No rare variant was identified in the

282 SCRI12-17 domains of FH (Figure 4, panel A).

283 Among the 13 rare missense variants found in IgAN patients, only six have been previously
284  studied functionally in vitro: one has been described as pathogenic (CFH p.R1012C)(51-55), no
285  functional impact was found for two variants (p.L3V, p.G650V)(51,56,57) while the previous functional
286  explorations of three variants yielded conflicting results (p.A161S, p.S58A, p.N516K)(51,55,57-60)

287  (Table S12).

288 Overall, twelve CFH variants were recombinantly produced for in vitro functional
289  characterization. Two recombinant FH variants (rFH) (p.G117R and p.R1210C) were generated with a
290  below-average yield. The patient who was heterozygous for the p.G117R variant exhibited plasma FH
291  levels in the lower range of normal values, indicating a potential quantitative defect in FH production.
292 Invitro functional assessment of CFH rare missense variants revealed impaired FH regulatory activity
293 invitro for 6/13 (46.2%) rFH variants. Four variants (p.E23K, p.A161S, p.D1086E, p.N516K) displayed
294  a minimal functional impairment and two variants (p.G117R and p.R1210C) were identified as

295  pathogenic (Figure 4, panel B).
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Association of complement genetics and renal survival

In a multivariate Cox proportional hazards model, the presence of homozygous MCP ggaac
haplotypes was identified as independent risk factor for the development of ESRD at 15 years after the
diagnosis in adult IgAN patients (HR: 2.83, 95% CI 1.20-6.68, p=0.018). Rare variants in the 6

complement genes were not associated with renal survival.
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303

304  Discussion

305 The pathogenesis of IgAN is intricated and influenced by the interplay of multiple genes and
306  environmental factors, collectively affecting the development and/or the progression of the nephropathy
307  and modifying the final phenotype (13). Our study presents a comprehensive analysis of six complement
308  genes involved in the formation of alternative C3 convertases (C3, CFB) and the regulation of cell
309  surface C3b deposition (MCP, CFI, CFH, CFHRS5) in a French cohort of adult patients with IgAN. Our
310  findings shed light on the significant role of complement genetics in IgAN. Specifically, we identified
311  a protective CFH haplotype (CFH-H2), which reduces susceptibility to IgAN. Conversely, we found
312 that individuals with the homozygous MCP ggaac haplotype face an elevated risk of end-stage renal
313  disease (ESRD) 15 years after diagnosis, with their risk being 2.83 times higher. Additionally, we
314  observed an increased prevalence of rare missense CFH variants in 4.6% of patients, although these

315  variants did not affect renal survival. The key findings from our study are summarized in Box 1.

316 In our IgAN cohort, we consistently observed a lower renal survival rate compared to previous
317  reports (1,61-64), underscoring the severity of our patient population. Hence, it is plausible that the
318  increased prevalence of rare CFH variants in our cohort is primarily linked to the overall severity of the
319  nephropathy rather than being a direct susceptibility factor for the development of IgAN. However,
320  precise conclusions about this discovery are restrained by the absence of appropriate control population

321  in this study.

322 Previous studies have demonstrated that CFH haplotypes can influence the susceptibility to
323 complement-mediated diseases such as age-related macular degeneration (AMD) and atypical hemolytic
324  and uremic syndrome (aHUS)(65-67). In our cohort, we observed a lower prevalence of the CFH-H?2
325  haplotype in patients with IgAN compared to the reference panel, suggesting a potential protective effect
326  against IgAN susceptibility. Notably, this haplotype has been associated with protection against aHUS
327 and AMD (65-69) and includes the FH-gue which may enhance FH regulatory activity (moderate

328  increases in C3b binding and in FI-cofactor activity compare to the FH-62Val)(70). Conversely, CFH-
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329  HI (“at-risk” of AMD) and CFH-H3 (“at risk” of aHUS) were neutral for IgAN susceptibility. The
330  CFH-H4 haplotype and rs7542235-G, which are in linkage disequilibrium with CFHRI-R3A, were not

331  found to be associated with IgAN susceptibility or progression in our cohort.

332 Few studies have investigated the impact of rare CFH/CFHR variants on the phenotype or renal
333 prognosis of patients with IgA nephropathy (40,71,72). In a Spanish cohort, five patients with low FH
334 levels were identified to have rare variants (MAF <0.1%) in complement AP regulatory genes (four had
335  rare CFH variants, one had a CFI variant)(40). Four of these patients showed signs of thrombotic
336  microangiopathy (TMA) during the follow-up period. In a separate Asian cohort of 94 IgAN cases with
337  arteriolar microangiopathic lesions, 56 patients (59.6%) were found to harbor rare variants (MAF
338  <0.01%) in complement-related genes (72). Notably, in this study, the variants were predominantly
339  found in CFHR2, 3 and 5 genes (6/59, 10.2% of patients carrying a variant) whereas only one patient
340  carried a rare variant in the CFH gene (p.P606H). In our cohort, patients with a rare CFH missense
341  wvariant did not exhibit any discernible clinical or histological differences compared to non-carriers at
342 the time of diagnosis. Moreover, the rare CFH missense variants identified were located in domains that
343  are crucial for FH regulatory activity on C3b (SCR1-4, SCR18-20)(57,65). Additionally, a cluster of
344 variants was found in the mid-region of FH, a region with limited known functions (72,73). This region
345  potentially plays a role in maintaining the FH conformation for effective C3b binding while interacting
346  with polyanions on cell surface (74-76). As the functional tests employed in this study primarily
347  evaluated the known activities of FH, the possibility of another functional impact specific to IgAN of
348  these mid-region variants cannot be ruled out. The overrepresentation of rare CFH variants combined
349  with the lower frequency of CFHRS variants leading to FHRS deficiency found in our cohort support
350  the notion that rare variants affecting the balance of FH/FHR (FHR5 notably) might intensify

351  complement activation triggered by the Gd-IgA-IC in IgAN (39,41,73,77-79).

352 In our study, membrane cofactor protein (MCP, or CD46) genetics has been identified as another
353 risk factor for developing ESRD. The gene for MCP, a transmembrane complement regulatory protein,
354  issituated in the complement regulatory locus (1g32) (65,68). MCP is expressed in nearly all nucleated

355  cells, including mesangial and endothelial cells (65). It serves as a cofactor for proteolytic inactivation
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356  of C3b and C4b by serum FI. Consequently, MCP assumes a crucial role as a regulator of all three

357  complement pathways on the cell surface (31,32,80).

358 MCP ggaac haplotype comprise five SNPs, including two SNPs (1s2796267-G and rs2796268-
359  G) located in the MCP promotor. One in vitro study suggested that the combination of these two
360  polymorphisms in promotor could negatively influence the MCP transcription level and, possibly, the
361  expression level of MCP on cell surface (68). In a cohort of 157 patients with I[gAN from European
362  centers of the VALIGA network, Coppo, et al. (81) showed that patients with progressive IgAN (defined
363 by annual eGFR decline greater than -0.41 mL/min/1.73m?) displayed a lower MCP expression in
364  peripheral blood cells. Interestingly, MCP expression was not correlated with eGFR at sampling but
365  with a faster annual loss of eGFR. This suggests that a defect in MCP transcription, and subsequent
366  impaired control of complement activation, may accelerate the decline of renal function. Unfortunately,
367  the absence of genetic information and protein-level data on MCP expression in the kidney in the
368  aforementioned study hinders us from establishing a direct link between MCP expression on peripheral

369  blood cells and its potential impact on complement regulation efficiency at the glomerular level.

370 MCP ggaac haplotype has been associated with aHUS(47,69), particularly when combined with
371  a causative variant in another complement AP gene (65,82). In our study, the frequency of ggaac
372 haplotypes was similar between patients and controls, and rare MCP variants were not overexpressed in
373 our cohort with severe forms of IgAN. These findings emphasize that MCP genetics may not influence
374  the susceptibility to develop IgAN, but MCP ggaac haplotype may accelerate the eGFR decline after
375  the onset of IgAN. Noteworthy, MCP (CD46) acts at the interface of innate and adaptive immunity (83).
376  The multiple roles of MCP in the immune response to invading pathogens, the modulation of immune
377  signal and immune response as well as intracellular functions let us speculate that the role of MCP and

378  IgAN pathogenesis might possibly not be limited to complement regulatory functions.

379 Our study has several limitations. First, the unique severity of our cohort makes it challenging
380  to generalize the findings to the broader population of European patients with IgAN. Therefore, it is

381  essential to validate the genetic associations in a larger, independent IgAN cohort, encompassing various

Génétique du complément et IgAN | Duval A. 2023 262



382
383
384

385
386
387

17

severity profiles. Second, we could not establish any genotype-phenotype correlation for rare variants.
Conducting additional functional in vitro studies on complement haplotypes and rare variants outside

the CFH gene is necessary to understand their precise role in IgAN.

In conclusion, our results highlight the potential role of complement genetics in creating a
polygenic complotype that modifies the individual response to a complement trigger (i.e. Gd-IgAl-

containing immune complexes) and accelerates the progression of IgAN.
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640  Legend to figures:
641
642  Figure 1: Flow chart of the study cohort

643  Intotal, 270 patients were genetically analysed, of which 260 were adults included in the final analysis.
644  Among these 260 patients, 197 were studied using a next-generation sequencing panel targeting six
645  genes involved in the activation or regulation of the complement system (CFH, CFI, CFB, C3, MCP,
646  CFHR)5), while 63 others were genotyped for CFH and CFHRS5 genes (all exons) and the relevant
647  polymorphisms in CFH, CFB, MCP, and C3 genes by Sanger sequencing. Haplotypes of CFB, CFH,
648  and MCP were defined for the entire population. Moreover, MLPA was conducted on 114 patients from
649  the cohort to detect copy number variations of the CFH-CFHR locus genes. Abbreviations: IgAN: IgA
650  nephropathy, CFB: complement factor B gene, CFH: complement factor H gene, CFHRS5: complement
651  factor H related protein 5; MAF: minor allele frequency, MCP: membrane cofactor protein gene, or
652  CD46; MLPA: multiplex probe ligation assay.

653

654  Figure 2. Renal survival (years) after the diagnosis in adult patients with IgAN according to the
655  CFH haplotype (n=260)

656  Kaplan-Meier representation of the probability of renal survival (years) after the initial diagnosis of IgA
657  nephropathy (IgAN) in patients with an estimated glomerular filtration rate (eGFR) above
658  15mL/min/1.73m’ at diagnosis according to CFH haplotypes. No correlation was found with renal
659  survival.

660
661  Figure 3. Association of homozygous MCP ggaac haplotype and renal survival in IgAN patients

662  Kaplan-Meier representation of the probability of renal survival (years) after the initial diagnosis of IgA
663  nephropathy (IgAN) in patients with an estimated glomerular filtration rate (eGFR) above
664 15mL/min/1.73m’ at diagnosis according to the number of MCP-H2 ggaac haplotypes. The number of
665  MCP ggaac haplotypes correlated with a poor renal survival in IgAN patients (Log rank test p-value
666  0.049), particularly when homozygous (Log rank test p-value 0.015).

667

668

669  Figure 4. Functional study of identified rare missense CFH variants in IgAN patients

670  Panel A. Summary of CFH rare missense variants identified in IgAN patients (n=260) and in the
671  reference panel (1kGe) (n=503). Variants shared between IgAN patients and 1kGe controls are shown
672  ingrey. Variants exclusively found in IgAN patients are shown in red. Panels B-D. Rare CFH missense
673  variants were produced recombinantly (rFH) and studied in vitro. All recombinant FH mutants were
674  expressed by Expi293™ cells. There was no truncated protein. A functional defect was defined as having
675  a functional capacity outside the range of the mean + 2 standard deviations (SD) (corresponding to the
676  grey area) of the function of the wild-type recombinant Factor H (fFH-WT). Variants were classified as
677  "pathogenic" if they exhibited a quantitative defect or functional defect in at least two of the functional
678  assays. The four identified variants considered as “pathogenic” or “minor impact” are highlighted in
679  red. Panel B. FH binding to the C3b measured by ELISA assay. BDsy corresponds to the
680  concentration fold of rFH mutant needed to reach similar binding to C3b compared to the reference rFH-
681  WT. Three variants (p.G117R, p.R1210C and p.E23K) showed a marked decrease in C3b binding in
682  vitro. One variant (p.A161S) displayed a minimal impairment in C3b binding. Panel C. FH decay
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accelerating activity. Measurement of the capacity of rFH variants to dissociate an alternative C3
convertase (C3bBb) formed on beads using the Luminex® technology. Three CFH variants: p.R1210C,
p-G117R and p.A161S impacted the capacity of FH to dissociate C3 convertases formed on beads. Panel
D. FI-cofactor activity. Measurement of FH capacity to act as a Fl-cofactor for C3b inactivation into
iC3b. Two rFH variants strongly impacted the Fl-cofactor activity of FH (p.G117R, p.R1210C). The
methods employed for the functional analysis are detailed in Supplementary materials.
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Table 1. Patients baseline characteristics at time of ISAN diagnosis (n=260)

IgAN patients
(n=260)

At diagnosis

Male, n (%)

Age (years), median [IQR]

SBP (mmHg), median [IQR]

DBP (mmHg), median [IQR]

Hypertension, n (%)

Serum creatinine level (umol/L), median [IQR]
eGFR at diagnosis (mL/min/1.73m?), median [IQR]
Stage of CKD, n (%)

209 (80.4)
42.2 [31.4-55.7]
150 [130-160]
85 [80-100]
196 (78.1)
160 [116-295]
42.0 [19.0-61.0]

eGFR <15 mL/min/1.73m? 32 (12.3)
eGFR 15-30 mL/min/1.73m? 93 (40.8)
eGFR 30-60 mL/min/1.73m? 77 (33.8)
eGFR >60 mL/min/1.73m? 58 (25.4)
Proteinuria (g/g), median [IQR] 1.88 [0.79-3.50]
Hematuria®, n (%) 104 (75.4)
RAS inhibitors, n (%) 94 (51.1)
Steroids and/or immunosuppressants, n (%) 92 (35.4)
ESRD during follow-up, n (%) 194 (74.6)
Age at ESRD (years), median [IQR] 46.5 [36.2-59.9]
Delay between the diagnosis and ESRD (years), median [IQR] 3.9[1.0-9.3]
ESRD < 5 years after the diagnosis, n (%) 112 (57.7)
Biopsy meeting criteria for MEST-C score at diagnosis, n (%) 167 (64.2)
Glomerular sclerosis (%), mean (SD) 27.9 (25.0)
Mesangial hypercellularity - M1, n (%) 67 (40.1)
Endocapillary hypercellularity - E1, n (%) 45 (26.9)
Segmental Glomerulosclerosis - S1, n (%) 118 (70.7)

Tubular atrophy / interstitial fibrosis (TO / T1 /T2), n (%)

Fibrocellular or cellular crescents (C>1), n (%)
Glomerular staining

IgA /1gG /IgM positive™, n (%)

C3 / C1q positive, n (%)

67 (39.6) / 61 (36.1) / 41 (24.3)

38 (22.8)

199 (100) / 16 (8.2) / 63 (32.4)

185 (93.4) / 15 (7.8)

At first kidney transplantation (KT)

Kidney transplantation (KT), n (%) 164 (63.1)
Age at first KT (years), median [IQR] 46.8 [36.0-57.9]
IgAN recurrence after KT, n (%) 67 (40.9)

Delay of recurrence after KT (months), median [IQR]

34.5[20.3-49.8]

Data are medians [interquartile range] or percentages when indicated. *Micro or gross
hematuria. Abbreviations: DBP: diastolic blood pressure; E1: Endocapillary hypercellularity;
eGFR: estimated glomerular filtration rate according to the MDRD formula; ESRD: end-stage
renal disease; I[gAN: IgA nephropathy; KT: kidney transplantation; IQR: interquartile range;
M1: mesangial hypercellularity; RAS: renin angiotensin system; SBP: systolic blood pressure;
S1: Segmental glomerulosclerosis; SD: standard deviation; T1-T2: tubular atrophy/interstitial
fibrosis.
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Box1. Key messages

1. Activation of the complement system is a contributor to the severity and progression
of IgA nephropathy (IgAN).

2. Complement lectin and alternative pathways are key players in the pathogenesis of
IgAN.

3. In our French cohort of patients with IgAN:

a) The CFH-H2 haplotype, protective against AMD and aHUS may be protective
against IgAN susceptibility,

b) The prevalence of rare CFH variants (MAF<0.1%) was increased in patients
compared to the reference panel,

¢) Rare CFH variants were notably situated in FH regulatory domains.

4. MCP ggaac haplotype was an independent risk factor for developing ESRD at 15
years after diagnosis,
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Figure 1.
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Figure S1. Time to end-stage renal disease (years) after the diagnosis in adult IgAN patients
(n=260)
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Supplemental methods

1. Full-length recombinant FH (rFH) production

Codon-optimized DNA coding region of full-length C-terminal His-tagged FH (rFH-
WT) was synthetized and cloned into a mammalian plasmid vector (pcDNA3.1(+) plasmid)
purchased in GeneArt (division of Thermo Fisher Scientific, Regensburg, Germany). Site-
directed mutagenesis was performed according to the manufacturers’ instructions (site-directed
Mutagenesis kit, Clone Tech®) to generate recombinant FH mutants (rFH). The mutagenesis
was confirmed by Sanger sequencing. Plasmids were amplified in Escherichia coli (Clone
Tech®), purified (Mini, Maxiprep kits, Ozyme®) and produced in Expi293™ system
(Thermofisher®). Supernatants were collected at day 6, immediately centrifuged at +4°C,
sequentially filtered (from Spum to 0.2um) and stored at -80°C until purification. His-tagged
rFH proteins were purified from supernatants with a His-Tag purification resin (cOmplete™
His-Tag Purification Resin, Roche®) at +4°C under native conditions following indicated
procedure. Elution fractions (ImL) with the highest purity and amount of rFH estimated on
SDS-Page 4-12% gel were pooled together and dialysed overnight in PBS-/- at +4°C. The
concentration of rFH in supernatants, in elution fractions and in final products of purification
was assessed by an “in-house” ELISA (protocol described in the following section). The purity
and length of rFH final product was evaluated on SDS-PAGE 4-12% gel in non-reducing
conditions with Coomassie Blue staining. Aliquots of each produced rFH protein are stored at
-80°C until functional exploration. The amino-acid sequence of FH wild-type protein (rFH-
WT) and the list of the mutants generated by site-directed mutagenesis are provided at the end

of supplemental materials section (Figure S1 and Table S15).
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2. Quantitative study of rFH variants (ELISA)

The rFH concentration in the final product of purification and supernatants was
measured by a “in house” ELISA. Briefly, 96-wells immuno plates (Thermo Scientific™
Nunc™) are coated with 50uL of 3.3pg/mL anti-FH polyclonal antibody (A312, Quidel) in
phosphate-buffered saline (PBS) -/- overnight at +4°C. After 1 hour blocking in 50uL PBS-
bovine-serum albumin (BSA) 1% at +37°C, plates are washed (3 x 150uL) in PBS-Tween 0.1%.
Supernatants from Expi293™ (collected at day 6) and rFH products are diluted 1:50,000 in
PBS-BSA 1% (final volume 50ul) and incubated 1 hour at +37°C. Standards are purified FH
(A137, CompTech®) diluted in PBS-BSA1% from 100 to 3.1 ng/mL final concentrations.
Blank control is 50 pL PBS-BSA 1%. All conditions are tested in duplicate. After incubation,
plates are washed in PBS-Tween 0.1% (3 x 300 pL/well), and incubated with 50 pL of “in
house” biotinylated anti-FH polyclonal antibody at 2 pg/mL (A312, Quidel) 1 hour at +37°C.
After washing, the antibody bound is made visible after 30 minutes incubation at +37°C with
Streptavidin (Agilent technologies) followed by 50 pl o-phenylenediamine dihydrochlorhyde
(OPD) diluted in 1X Substrate (Sigma Aldrich®). Colorimetric reaction is stopped with 25 puL
3N HCI and the optical densities (OD) are read immediately on a microplate reader at 490 nm.
Quantitative defect in TFH expression was defined as a concentration in Expi293™ supernatants
lower than the mean less two standard deviations (SD) from the reference rFH-WT
concentration in two independent rFH production experiments. The rFH level of production in

Expi293™ supernatant is presented in Figure S6.
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3. Functional study of rFH variants

3.1. C3b binding assay (ELISA)

The capacity of each rFH variant to bind C3b is measured by a “in house” ELISA assay,
adapted from Martin Merinero, et al. (1). For this assay, 96-well immuno plates (Thermo
Scientific™ Nunc™) are coated with S0uL of Sug/mL purified C3b (A114, CompTech®) in
PBS-/- or PBS-/- (uncoated plate) overnight at +4°C. After 1 hour blocking in Tris-NaCl-
Tween-BSA (50 mM Tris pH 7.4, 150 mM NaCl, 0.2% Tween 20, 1% BSA) at room
temperature (RT), plates are washed (x3) in Tris-NaCl-Tween. Then, 100 pl of serial dilutions
of each rFH variant and rFH-WT in Tris-NaCl-Tween-BSA1% are incubated 1 hour at room
temperature (RT). Blank control is Tris-NaCl-Tween-BSA1% alone. Non-specific binding of
each rFH to ELISA plate is evaluated in non-C3b-coated wells. All conditions are tested in
triplicate in two independent experiments. After incubation, plates are washed in Tris-NaCl-
Tween (x3), and incubated with 50uL of 1.5ug/mL “in house” biotinylated anti-FH polyclonal
antibody (A312, Quidel) 1 hour at +37°C. After another washing step, the anti-FH bound
antibody is made visible after addition of streptavidin (Agilent technologies) and o-
phenylenediamine dihydrochlorhyde (OPD) (Sigma Aldrich®). Colorimetric reaction is
stopped with 25uL 3N HCl and the OD are read immediately on a microplate reader at 490 nm.
The relative amount of rFH needed to provide the same binding of 50 % immobilized C3b by
the rFH-WT protein (BDso) is calculated for each variant. BDso value is considered as normal
between 0.30 and 1.70 ng/mL, corresponding to the mean BDso = 2 standard deviations (SD)

of rFH-WT.
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3.2. C3bBb decay-accelerating activity (DAA) (Luminex® assay)

The alternative C3 convertase (C3bBb) decay-accelerating activity (DAA) is assessed
using the Luminex® technology. Purified C3b (A114, CompTech®) is covalently coupled on
magnetic beads (Bio-Rad) according to the manufactures’ procedure and stored at +4°C until
utilization. C3b-coated beads are resuspended, diluted in DGVB-Ni?* (2.5% Dextrose, Veronal
Buffer saline 1X, 1% gelatine, 10mM Nickel) at final concentration of 8.10% beads/mL, and
incubated 30 minutes at +37°C under agitation and opacity with 300 ng/mL of purified FB
(CompTech®) and 100 ng/mL of FD (CompTech®) for the formation of C3bBb convertases
on beads. The optimal concentration of FB needed for the formation of C3bBb convertases on
magnetic bead has been previously determined in an independent FB dose-response
experiment. C3b-coupled beads incubated with FB (without FD) corresponds to the C3bB
(proconvertase) control. After incubation, the beads are distributed in a 96-well plate (Thermo
Scientific™) (~4000 beads in 50puL / in each well), washed with GVB-EDTA (Veronal Buffer
saline 1X, 1% gelatine, 40mM ethylenediaminetetraacetic acid, 3x150ul on magnetic support)
to stop the formation of C3bBb convertases. After three wash steps with GVB-EDTA (3x150pl
on magnetic support), the beads are incubated with a biotinylated IgG anti-Bb neoepitope
(A712, Quidel®, 1:400) and streptavidin PE (L008432, Bio-Rad, 1:100) diluted in PBS-BSA
15° at RT and under agitation. Unbound secondary antibodies are eliminated by three other
washing steps in PBS-BSA-0.1% Tween and resuspended in 50ul PBS-BSA-0.1% Tween for
immediate lecture on the Luminex reader (Bio-Plex® 200 System, Bio-Rad). Results are
expressed in mean fluorescence intensity (MFI) which reflects the residual C3bBb convertases
that remain on the surface of the beads after the dissociation time. The positive condition is the
MFI from residual C3bBb dissociated spontaneously (without rFH, mean of triplicate wells).
The reference condition is the residual C3bBb convertases after dissociation with the rFH-WT

(triplicate conditions). Recombinant variants of FH (rFH) are considered pathogenic if their
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DAA activity is reduced, corresponding to a residual C3bBb MFI above the mean + 2 SD of

the MFI from the reference condition (rfFH-WT).

3.3. Fl-cofactor activity (Luminex® assay)

Purified C3b (A114, CompTech®) is covalently coupled on magnetic beads (Bio-Rad)
according to the manufactures’ procedure and stored at +4°C until utilization. C3b-coated beads
are resuspended, diluted in DGVB++ (2.5% Dextrose, Veronal Buffer saline 1X, 1% gelatine,
0.15 mM Ca?*, 0.5 mM Mg?") at final concentration of 8.10° beads/mL. After suspension, the
C3b coated beads are distributed in a 96-well plate (Thermo Scientific™) (~4000 beads in 50uL
/ in each well) an incubated 30 min at +30°C under agitation and opacity with or without
purified FI (50 ng/well, A138, CompTech®) and/or rFH (100 ng/well) diluted in DGVB++.
During this incubation steps, the C3b coated on magnetic beads may be cleaved and inactivated
by the FI and the FH into iC3b. After incubation, the beads are washed in DGVB++ (3 x 150
uL/well) to stop the proteolytic cleavage of C3b by FI and FH. After washing, FB 1000ng and
FD 10ng diluted in DGVB++ are added in each well. C3bBb convertases are formed at 30’
during 30min under agitation. After incubation, the formation of C3bBb convertase is stopped
by the addition of GVB-EDTA, followed by three wash steps with GVB-EDTA (3 x 150 ul on
magnetic support). Finally, the beads are incubated with a biotinylated IgG anti-Bb neoepitope
(A712, Quidel®, 1:400) and streptavidin PE (L008432, Bio-Rad, 1:100) diluted in PBS-BSA
15’ at RT and under agitation. Unbound secondary antibodies are eliminated by three other
washing steps in PBS-BSA-0.1% Tween and resuspended in 50ul PBS-BSA-0.1% Tween for
immediate lecture on the Luminex reader (Bio-Plex® 200 System, Bio-Rad). Results are
expressed in mean fluorescence intensity (MFI) which reflects the amount of C3bBb
convertases formed on the surface of the beads. The positive condition is represented by the

MFTI resulting from the formation of C3bBb after preincubation with FI in the absence of rFH.
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The reference condition is the amount of C3bBb convertases formed after preincubation with
FI and rFH-WT (triplicate conditions). Recombinant variants of FH (rFH) are considered
pathogenic if the amount of C3bBb formed after preincubation with FI and tested rFH is above

the mean + 2SD of the MFI from the reference condition (rfFH-WT).

4. FH plasmatic level in patients with IgAN

FH plasmatic levels from patients carrying a rare CFH missense variant was measured by a
Multiplex ELISA (A900, Quidel Ortho®) on EDTA-plasma samples collected during patient follow-up
— when available — according to the manufacturers’ instructions. Normal range (175 — 545 pg/mL) for

this assay has been previously validated in 124 healthy controls.

Supplemental references:
(1) Martin Merinero H, Zhang Y, Arjona E, ef al. Functional characterization of 105 factor H
variants associated with aHUS: lessons for variant classification. Blood. 2021 Dec

2;138(22):2185-2201.
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Supplemental materials

Supplemental figures:

Figure S1. Time to end-stage renal disease (years) after the diagnosis in adult patients

with IgAN (n=260)

Figure S2. Time to end-stage renal disease after the diagnosis (years) in adult patients

with IgAN according to the CFB haplotype (n=260)

Figure S3. Mapping of rare variants (MAF<0.1%) identified in CFB, CFI, MCP, C3 and
CHFHS in patients with IgAN

Summary of CFHR5 (Panel A), C3 (Panel B), CFI (Panel C), CFB (Panel D), and MCP (Panel E) rare
missense variants identified in IgAN patients (n=260 for CFHRS variants, n=197 for C3, CFB, CFI and
MCP variants). Variants shared between IgAN patients and 1kGe controls are shown in grey. All
variants of CFI were found within the heavy chain of FI, particularly in the SRCR domain (domain of
interaction with C3b). CFI p.G119R and p.K73fs variants are associated with a quantitative FI defect
and classified as potentially pathogenic. Abbreviations: 1kGe: 1000 Genomes Phase 3 population of
European descent; ANA: anaphylatoxin domain, corresponding to C3a; CFB: complement factor B
gene; CCP: complement control protein repeat; CF/: complement factor I gene; FI: factor I; IgAN: IgA
nephropathy; LDLR: Low-Density Lipoprotein Receptor 1; MAF: minor allele frequency; MG:
macroglobulin domain; SCR: short complement regulator domain; SP: signal peptide; SRCR: Scavenger
Receptor Cysteine-Rich, TED: thioester containing domain, TM: transmembrane.
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Patients with
pediatric-onset
IgAN
(n=10)
/At diagnosis
Male, n (%) 6 (60.0)
/Age (year), median [IQR] 15.9[12.0-17.0]
SBP (mmHg), median [IQR] 135[127-142]
DBP (mmHg), median [IQR] 75 [67-82]
Hypertension, n (%) 6 (60.0)
Serum creatinine level (umol/L), median [IQR] 115[71.0-172]
eGFR (mL/min/1.73m?), median [IQR] 90 [40.0-120.0]
Proteinuria (g/g), median [IQR] 2.4[1.7-2.9]
Hematuria®, n (%) 4/5 (80.0)
RAS inhibitors, n (%) 5 (50.0)
Steroids, n (%) 4/8 (50.0)
ESRD, n (%) 10 (100)
/Age at ESRD (years), median [IQR] 22.1[19.2-40.2]
Delay after the diagnosis (years), median [IQR] 8.4 [3.0-23.5]
ESRD < 5 years after the diagnosis, n (%) 4 (40.0)
/At first kidney transplantation (KT)
First kidney transplantation, n (%) 10 (100)
/Age at first (years), median [IQR] 23.3[21.2-40.4]
Recurrence after transplantation, n (%) 8 (80.0)
Delay of recurrence (months), median [IQR] 112 [25 - 130]

Table S1. Clinical characteristics of patients with a pediatric-onset IgAN (n=10)

Data are medians (interquartile range) or percentages when indicated. SMicroscopic or gross
hematuria. Abbreviations: CKD: chronic kidney disease; DBP: diastolic blood pressure, cGFR:
estimated glomerular filtration rate MDRD, ESRD: end stage renal disease, KT: kidney
transplantation, IQR: interquartile range, RAS: renin angiotensin system inhibitors, SBP:
systolic blood pressure.
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1 Table S4. Factors associated with ESRD at 15 years after the diagnosis

2
Number in Univariate analysis Multivariate analysis
Variables analysis HR 95% CI p-value HR 95% ClI p-value*
Age at diagnosis (years) 260 1.00 [0.99-1.01] 0.389 0.98 [0.97-1.00] 0.058
Male sex 260 1.53 [1.01-2.33] 0.044 1.24 [0.68-2.29] 0.480
Hypertension 260 3.43 [2.16-5.43] <0.001 0.93 [0.47-1.86] 0.844
eGFR at diagnosis 260 0.76  [0.73-0.80] <0.001 0.82 [0.76-0.89] <0.001
(/5mL/min/1.73m?)
Proteinuria (/1g/g) 260 1.31 [1.23-1.39] <0.001 1.15 [1.03-1.29] 0.017
MEST-score at first biopsy
Mesangial proliferation (M1) 167 2.39 [1.63-3.54] <0.001 1.95 [1.24-3.08] 0.004
Endocapillary proliferation (E1) 167 1.36 [0.73-0.90] 0.147
Segmental sclerosis (S1) 167 1.21 [0.83-1.86] 0.385
Interstitial fibrosis (T1-T2) 167 2.92 [2.25-3.77] <0.001 1.49 [1.01-2.20] 0.047
Crescents (C1-2) 167 1.90 [1.24-2.90] 0.003 1.00 [0.97-1.03] 0.997
Complement genetics 260
Polymorphisms and haplotypes
CFH-H1
0 129 1.00 -- --
1 84 1.40 [1.00-1.95] 0.051
2 126 1.15 [0.76-1.74] 0.517
CFH-H2
0 175 1.00 -- --
1 73 0.73 [0.54-1.08] 0.130
2 11 1.28 [0.62-2.61] 0.505
CFH-H3
0 169 1.00 -- --
1 79 0.81 [0.58-1.14] 0.234
2 2 1.38 [0.72-2.63] 0.329
CFH-H4
0 184 1.00 -- --
1 63 0.81 [0.58-1.14] 0.234
2 12 1.38 [0.72-2.63] 0.329
rs7542235 (CFHR1-R3 deletion)
AA 175 1.00 -- --
AG 69 1.19 [0.84-1.70] 0.325
GG 15 0.91 [0.42-1.95] 0.809
MCP ggaac haplotype
0 128 1.00 -- -- 1.00 - -
1 104 1.16 [0.84-1.61] 0.325 1.01 [0.84-1.61] 0.964
2 24 285 [1.73-4.67] <0.001 2.83 [1.20-6.68] 0.018
rs2230199 (C3 p.R102G)
CcC 167 1.00 -- --
GC 82 117 [0.85-1.62] 0.335
GG 11 63 [0.82-3.21] 0.161
Rare variants (MAF <0.1%)
Rare missense CFH variant 260 1.08 [0.56-2.1] 0.789
(MAF<0.1%)
Rare variant (MAF<0.1%) in the 197 1.1 [0.68-1.80] 0.679
5 other complement genes

0NN bW

Abbreviations: DBP: diastolic blood pressure, eGFR: estimated glomerular filtration rate
according to the MDRD formula, ESRD: end stage renal disease; RAS: renin angiotensin
system inhibitors, SBP: systolic blood pressure.
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1
2
3 Table S6. CFB haplotypes distribution in IgAN patients and in the reference panel.
4
rs4151667 rs12614 rs641153 Haplotypes frequency
CFB Reference  IgAN OR - Global
Haplotype | C:26T>A  c.94C>T  c.95G>A panel pa%ients [95% P, Ad“‘s‘ef distribution
p.L9H p.R32W  p.R32Q (n=1006)  (n=520)  CI] value* p-value p-valuet
0.98 | 0.806
CFB-H1 T C G 0.734 0.727 [0.76- 0.806
1.23]
0.93 | 0.686
CFB-H2 T T G 0.133 0.125 | [0.67- 0.806
1.28
1.32] 0.137 0.400
CFB-H3 T C A 0.086 0.111 [0.92- 0.548
1.87]
0.80 | 0.505
CFB-H4 A C G 0.047 0.038 [0.47- 0.806
1.35]
5
6  The reference panel corresponds to the population of European descent from the 1000 Genomes
7  Project Phase 3 (1kGe controls, n=503). Minor alleles exclusively found in these haplotypes
8 are highlighted in red. *Haplotypes frequencies are compared between IgAN patients and the
9  reference panel with a Fisher’s exact test with the calculation of odds ratio (OR) and 1C95%.

10 Benjamini-Hochberg procedure has been applied for multiple testing. £ The global distribution
11 of CFB haplotypes was compared using a Chi-square-test between patients with [gAN and the
12 reference panel, with a p-value <0.05 considered as statistically significant. Abbreviations:
13 CFB: complement factor B gene; H: haplotype; minor allele frequency; rsID: variant identifier
14 (rs number).

15

16

17
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Table S11. Patients baseline characteristics according to the presence of a rare variant
MAF<0.1% in the CFH, CFI, CFB, MCP, C3 and/or CFHR5 genes.

. Rare variant p-value
No variant MAF<0.1%
Clinical parameters at diagnosis Identified "
(n=163) 5 gines CFH_gene
(n=21) (n=12)
Male, n (%) 127 (77.9) 20 (95.2) 9(75.2) 0.166
/Age (years), median [IQR] 46.2[34.4-59.3] 41.9[30.0, 46.7] 55.6 [42.6-60.8] 0.136
SBP (mmHg), median [IQR] 150 (130-166] 44 1140-150) 140 [135-155] 0.761
DBP (mmHg), median [IQR] 85 [80-100] 80 [80-94] 80 [74-90] 0.454
Hypertension, n (%) 111 (70.7) 15 (78.9) 8 (72.7) 0.718
Serum creatinine level (umol/L), median [IQR] 145 [105-244] 173 [133-550] 190 [123-228] 0.272
eGFR (mL/min/1.73m?), median [IQR] 49.0 [22.0-65.0] 37.5[11.3,54.8] 38.5[25.8-54.8] 0.429
Stage of CKD, n (%)
eGFR <15 mL/min/1.73m? 14 (8.6) 1(4.8) 0 (0) 0.798
eGFR 15-30 mL/min/1.73m? 52 (34.9) 8 (40.0) 4(33.3)
eGFR 30-60 mL/min/1.73m? 49 (32.9) 7 (35.0) 2(16.7)
eGFR >60 mL/min/1.73m? 48 (32.2) 5(25.0) 6 (50.0)
Proteinuria (g/g), median [IQR] 161060355  2001:0:37] 135 [0.69-2.21] 0-504
Hematuria®, n (%) 59 (75.6) 8 (100.0) 6 (85.7) 0.242
RAS inhibitors, n (%) 52 (41.3) 4(308) 6 (60.0) 0.363
Steroids and/or immunosuppressants, n (%) 63 (42.6) 9 (42.9) 5(41.7) 0.919
ESRD during the follow-up period n (%) 106 (65.0) 13(61.9) 10 (83.3) 0.412
Age at ESRD (years), median [IQR]) 53.0 [39.5-64.1] 46.0 [43.2, 54.2] 61.9 [43.2-67.6] 0.238
Delay after the diagnosis (years), median [IQR] 4.6 [2.0-9.8] 1.2[0.56, 10.1] 5.6 [4.5-8.6] 0.420
ESRD < 5 years after the diagnosis, n (%) 57 (53.8) 8 (61.5) 4 (40.0) 0.581
Biopsy meeting criteria for MEST-C score at
diagnosis, n (%) 107 (65.6) 16 (76.2) 10 (83.3)
Glomerular sclerosis (%), mean (SD) 26.9 (24.0) 28.4 (26.6) 35.5(24.3) 0.551
Mesangial hypercellularity - M1, n (%) 25(23.4) 6 (37.5) 3(30.0) 0.470
Endocapillary hypercellularity - E1, n (%) 30 (28.3) 4 (25.0) 2(20.0) 0.822
Segmental Glomerulosclerosis - S1, n (%) 75 (69.4) 12 (75.0) 7 (70.0) 0.893
Tubular atrophy / interstitial fibrosis (T), n (%)
55 (50.5) 3(18.8) 5 (50.0) 0.148
34 (31.2) 7 (43.8) 4 (40.0)
20 (18.3) 6 (37.5) 1(10.0)
Fibrocellular or cellular crescents (C>1), n (%) 22 (17.0) 4 (25.0) 3(27.2) 0.746
Glomerular staining
1gG positive, n (%) 5(3.7) 2(11.8) 0(0) 0.315
IgM positive, n (%) 41 (29.9) 8 (47.1) 4 (40.0) 0.673
C3 positive, n (%) 106 (92.0) 20 (94.6) 10 (90.9) 0.376
C1q positive, n (%) 9 (6.6) 2(11.8) 1(10.0) 0.731

* variants identified in the C3, MCP, CFB, CFHRS5 or CFI genes. Data are means (+SD) or
medians (interquartile range), or percentages when indicated. *Micro or gross hematuria.
Abbreviations: DBP: diastolic blood pressure; E1: Endocapillary hypercellularity; eGFR:
estimated glomerular filtration rate according to the MDRD formula; ESRD: end-stage renal
disease; KT: kidney transplantation; IQR: interquartile range; M 1: mesangial hypercellularity;
RAS: renin angiotensin system inhibitors; S1: Segmental glomerulosclerosis; SBP: systolic
blood pressure; SD: standard deviation; T1-T2: tubular atrophy/interstitial fibrosis.
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6. Conclusion

La cartographie génétique de cette cohorte francaise montre les multiples facettes de la
génétique du complément dans I'lgAN en révélant la présence de certains haplotypes protecteurs vis-
a-vis de la susceptibilité (haplotype CFH-H2) au développement de I'lgAN tandis que I’"haplotype ggaac
de MCP, sous la forme homozygote, constitue un facteur de risque indépendant d’évolution vers
I'insuffisance rénale terminale, multipliant par 2,83 le risque de développer une insuffisance rénale

terminale (IRCT) 15 ans apreés le diagnostic.
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Discussion

La pathogenése de I'lgAN est complexe et influencée par l'interaction de multiples genes et de
facteurs environnementaux, qui affectent collectivement le développement et la progression de la
néphropathie et influencent le phénotype final (10). La contribution précise du complément dans cette

complexité est mal comprise.

Nos résultats positionnent une dérégulation du complément comme un facteur clé dans la
susceptibilité au développement d’'une IgAN et dans la progression de la néphropathie. Ainsi, nos
données confirment que I'lgAN constitue un exemple de pathologie chronique en lien avec une
dérégulation du complément, et notamment de la voie alterne. Dans ce travail, nous avons montré i)
gu’il existait des signes d’activation du complément d’intensité modérée (C3a et Bb élevés) détectables
au niveau plasmatique chez 48,3% des patients IgAN transplantés; ii) que dans 46% des cas, le sérum
de patients IgAN transplantés est capable d’induire des dépots de C5b-9 a la surface des cellules
endothéliales en culture ; iii) que la génétique des régulateurs du complément (CFH, MCP) modifie la
susceptibilité vis-a-vis du risque de développement d’une IgAN séveére et/ou impacte la progression de

la néphropathie.

L'IgAN est actuellement décrite comme une glomérulonéphrite auto-immune, avec la
formation de Gd-IgA1-IC dont I'accumulation dans le mésangium provoque la néphropathie (1). Des
modeles murins et cellulaires soutiennent que I'activation du complément provoquée par le dépot de
Gd-IgA1-IC au contact des cellules mésangiales joue un réle dans le pouvoir pathogene des complexes
immuns au niveau tissulaire (217,227,247,252,303). En revanche, les éléments en faveur d’une
activation du complément prenant directement place dans la circulation sont extrémement limités et

reposent le plus souvent sur des données in vitro anciennes, non reproduites (234,238) ou sur des

Génétique du complément et IgAN | Duval A. 2023 317



arguments indirects (p.ex. ratio IgA:C3 augmenté, C3 plasmatique subnormal, présence de C3b/iC3b

dans les complexes immuns purifiés) (217,231,304-307).

Notre étude est la premiere qui a évalué de maniére combinée un large panel de fragments
d’activation du complément chez des patients porteurs d’une IgAN, apportant une vision globale de
I'activation de la cascade du complément. Dans ce travail réalisé chez une population de patients
porteurs d’une IgAN transplantés rénaux (n=87) ou non (n=20) prélevés au cours de leur suivi, nous
avons montré que des signes d’activation du complément (en particulier C3a et Bb) étaient détectables
dans la circulation chez 48,3% des patients malgré I'absence de consommation du C3 ou du C4
plasmatiques. Le C3a constitue le produit du clivage du C3 par les C3 convertases. Dans la circulation,
cette petite molécule (9 kDa) est rapidement inactivée par des carboxypeptidases en C3a des-Arg
(également mesuré). Le Bb est libéré suite a la dissociation de C3bBb survenue spontanément ou
facilitée par I'action des régulateurs du complément (FH, CD55). Par conséquent, ces biomarqueurs
refletent une activation du complément dont le point de départ pourrait étre systémique (a la surface
des complexes immuns dans la circulation) mais également refléter I'intensité de I’activation du
complément au niveau tissulaire rénal (308,309). La contribution respective de ces mécanismes est
actuellement inconnue. La sécrétion de C3 par les cellules mésangiales en réponse aux complexes

immuns apporte une contribution supplémentaire (227).

Les données publiées concernant les fragments d’activation du complément au niveau
plasmatique chez les patients IgAN (308,310-313) sont peu nombreuses et sont restreintes a

I’exploration d’un ou deux biomarqueurs d’activation du complément.

Les concentrations plasmatiques des produits du clivage du C3 (C3a, C3b/iC3b, C3dg)
(252,269,314-316), C4a (311,314), C5a (252,310,317), Ba (310,317) et Bb (318)!! ont été décrites

comme élevées chez les patients porteurs d’une IgAN ou d’une IgAVN, avec une association

1 Abstract présenté au 57°™ congrés de 'ERA-EDTA, 2020. Abstract disponible ici.
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inconstante aux parameétres cliniques ou histologiques (252). Le sC5b-9 plasmatique, mesuré chez

guelques patients, apparait normal (312,319).

Dans une cohorte européenne!?, le Bb était discretement augmenté chez les patients IgAN et
IgAVN (n=98) comparé au groupe contréle « sans néphropathie médiée par le complément » (n=17),
sans association avec les parametres cliniques ni histologiques (318). Une étude taiwanaise (317) a
montré une concentration de Ba plasmatique plus importante chez les patients porteurs d’'une IgAN
(n=98) comparé aux patients porteurs d’une hyalinose segmentaire et focale (n=25) ou aux contréles
indemnes de néphropathie (n=42) appariés sur I'age. Le Ba était corrélé au degré de protéinurie,
inversement corrélé au DFGe chez les patients (317) et corrélé au degré de fibrose tubulo-interstitielle

(MEST-C score T>1) (310).

Dans ces cohortes, les concentrations plasmatiques de C5a, bien plus importantes que dans
notre cohorte d’étude, étaient associées au taux de Gd-IgA1 mais pas au degré de protéinurie ni au
DFGe (317). Dans une autre cohorte chinoise, Zhang, et al. (252) ont montré des concentrations
élevées de C3a et de C5a chez 30 patients porteurs d’une IgAN primitive, comparé aux donneurs sains

(n=10), sans association avec les parameétres histologiques.

Nous n’avons pas observé d’élévation franche du C5a chez les patients de notre cohorte, avec
un profil similaire entre les patients transplantés rénaux et non transplantés. Il est tout a fait possible
gue la temporalité et I'intensité de I'activation du complément dans notre cohorte soit différente, les
prélevements étant réalisés durant le suivi des patients, en I'absence de manifestation clinique franche
de leur néphropathie. Le C5a est une puissante anaphylatoxine dont les récepteurs (C5aR1 ou CD8S,
et C5aR2) sont exprimés a la surface des cellules rénales (p.ex. cellules endothéliales, mésangiales) et
de nombreuses cellules immunitaires (p.ex. neutrophiles, monocytes et macrophages). L’'engagement

de I’axe C5a/C5aR1 contribue a I'inflammation et a la fibrose glomérulaire (320) ainsi qu’a la génération

12 Abstract présenté au 57¢™ congrés de I'ERA-EDTA, 2020, disponible ici.
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de lésions endothéliales et d’une prolifération extracapillaire (68,250,252). L’élévation du C5a dans la
cohorte taiwanaise pourrait étre en lien avec la sévérité du tableau clinique (313), avec une prévalence
élevée des formes d’IgAN extracapillaires (environ 30% des patients), une protéinurie importante (2,7

g/g) et la présence de syndromes néphrotiques (317).

L’étude combinée des biomarqueurs C3a, Bb et sC5b-9 nous a permis d’identifier un profil de
patients activateurs forts du complément (cluster 4, 18,4% des patients), un profil de patients
activateurs plus faibles (cluster 3, 36,8% des patients), un profil de patients non activateurs (cluster 1,
17,2% des patients) et un profil avec un sC5b-9 augmenté sans marqueur d’activité ou de dissociations
de C3 convertases (cluster 2, 27,6% des patients). Ce dernier profil avec une dissociation des
marqueurs des C3 et des C5 convertases montre toute la complexité de I'interprétation isolée du sC5b-
9, non toujours associé aux dépots tissulaires de C5b-9 (319). Ce biomarqueur d’interprétation difficile
apparait ici comme non spécifique d’une pathologie a complexes immuns (également observé chez les

patients transplantés polykystiques) (321-323).

Nos résultats montrent des marqueurs prédominant de C3 convertases (y compris alternes),
globalement régulées, générant des quantités limitées de C3a. L’élévation modérée du C3a et du Bb,
sans augmentation significative du C5a observée chez les patients (transplantés ou non) positionne
I'lgAN comme une pathologie de dérégulation du complément principalement dépendante de la voie
alterne du complément et de la régulation de sa boucle d’amplification. Récemment, Barratt J, et al.3
ont rapporté une diminution du Bb plasmatique de 23% a 3 mois chez les patients traités par iptacopan
200 mg 2 fois par jour. Les résultats obtenus dans ce travail ouvrent la perspective de I'utilisation du

Bb pour le ciblage des patients qui bénéficieraient le plus de I'iptacopan (cluster 4) et, potentiellement,

pour leur suivi thérapeutique.

13 Abstract présenté au World Congress of Nephrology 2023, disponible ici.
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La cellule endothéliale, a I'interface entre les Gd-IgA1-IC présents dans la circulation et le
mésangium, constitue la premiére ligne de défense contre I'activation du complément. Pour la
premiére fois dans un modele ex vivo, j'ai pu montrer que les sera de 46% des patients IgAN déposent
du complément sur les cellules endothéliales. De plus, la corrélation positive des dépdts de C3b/iC3b
et de C5b-9 induits par le sérum des patients a la surface des cellules endothéliales révele une

vulnérabilité face aux C3 convertases formées, facilitant la génération de C5 convertases.

Les données fonctionnelles obtenues dans ce modeéle montrent toute la complexité de
I'activation du complément ex vivo par le sérum. En effet, les dép6ts endothéliaux mesurés refletent
la capacité globale de la cascade du complément a s’amplifier dans le sérum et/ou a la surface des
cellules endothéliales. Les paramétres impliqués dans le degré d’activation du sérum sont multiples et
intriqués et dépendent notamment de la quantité de C3b générée durant I'incubation et de la capacité
des régulateurs circulants apportés par le sérum a contréler efficacement les dépots de C3b et de
C3bBb en surface cellulaire. La réponse endothéliale consécutive aux dép6ts de complément,
identique entre nos conditions expérimentales, constitue un contributeur additionnel dans le contréle

efficace de I'activation du complément in vivo.

Dans le modele d’étude, les dépdts de C3b/iC3b étaient associés aux taux de Gd-IgA1 les plus
élevés. De plus, I'incubation de produits de purification d’IgA1 issus de sera de patients au contact des
cellules endothéliales induisait une libération de C3a dans le surnageant significativement augmentée
par rapport aux IgAl purifiées de donneurs sains, sans augmentation significative des dépo6ts de
C3b/iC3b a la surface des cellules endothéliales. Ces résultats illustrent I'importance majeure des
régulateurs tissulaires (MCP, CR1) dans la protection cellulaire en cas d’attaque du complément. Mais
de maniére intéressante, en I'absence de ces régulateurs cellulaires (phase fluide), I'incubation des
produits de purification contenant les IgAl (et potentiellement les Gd-IgA1l et Gd-IgA1-IC) issus de

patients facilitent la formation de C5 convertases.
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Bien que la mécanistique exacte de l'activation du complément par ces produits de
purification nécessite d’étre précisée, ces résultats renforcent I'idée que les Gd-IgA1-IC contenus dans
la circulation des patients pourraient constituer un catalyseur de I'activation du complément en phase
fluide, jouant alors un réle de surface activatrice (324). L’identification en western blot et en
spectrométrie de masse de molécules de C3b/iC3b en quantité abondante et plus importante au sein
des Gd-IgA1-IC de tres haut poids moléculaires purifiés a partir de sera de patients (n=10) comparé aux
contrdles (n=10) fournit un argument indirect renforcant cette hypothése (217). La liaison de C3b aux
complexes immuns circulants ou tissulaires serait propice a la formation de C3bBb et a I'amplification
du complément en I'absence de régulation rapide et efficace. Au total, nos données appuient que dans
I'lgAN, il existe 3 principaux partenaires jouant un role dans le degré d’activation du complément : les

complexes immuns, la cellule endothéliale (notamment glomérulaire) et la cellule mésangiale.

En condition d’équilibre, cette activation du complément est globalement contrélée in vivo
dans la circulation chez les patients a I’étape du C3b et des C3 convertases (C5a plasmatique normal
dans notre cohorte). De plus, les signes biologiques d’activation systémique intense du complément
(consommation du C3 et du C4, signes de microangiopathie thrombotique) sont généralement absents

chez les patients IgAN (266,325).

Des facteurs additionnels telles qu’une augmentation de la synthese des Gd-IgA1-IC, une
infection ou une transplantation rénale peuvent provoquer une augmentation de I'activation du
complément. Ce surcroit d’activation du complément peut étre rapidement autolimité. Mais, chez les
patients ayant une régulation du complément génétiquement plus faible, ces triggers peuvent
entrainer un emballement de la cascade, devenant rapidement incontrélable et accélérant la

progression de la néphropathie (272).

Cavero, et al. (326) ont montré que parmi les patients présentant une HTA maligne, le
développement d’un tableau de MAT biologique associé était plus fréquemment rencontré chez les

patients porteurs d’une IgAN comparé aux autres glomérulopathies. Dans cette étude, des variants
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portant sur les génes du complément ou associés au complément ont été identifiés chez 4 des 7
patients ayant bénéficié d’'une étude génétique. Ceci souligne I'importance d’un terrain génétique de
susceptibilité sous-tendant le développement de formes particuliéres d’IgAN associées a un phénotype
de MAT. Notamment, un patient portait I’haplotype de MCP ggaac homozygote, connu comme associé
au SHUa et également retrouvé chez les patients les plus sévéres de notre cohorte. De facon
intéressante, chez ce patient, I’haplotype MCP ggaac homozygote était combiné a un variant rare du
CFHR4 (p.S233T, VUS). A ce jour, aucun variant du CFHR4 n’a été démontré comme associé a une
maladie rénale. Ces observations illustrent toute la complexité de I'interprétation de la combinaison

des anomalies génétiques et de leurs effets cumulatif.

La contribution d’un terrain génétique dans les formes d’IgAN séveres développant un tableau
de microangiopathie thrombotique biologique ou d’une HTA maligne est appuyée par l'identification
de variants génétiques portant principalement sur les genes CFH et CFHR (12,14-16,269,270,272) et
plus rarement CFl (16,269) ou C3 (269). La contribution directe d’autres variants des génes du
complément (CR1, CR2), de la voie des lectines (FCN) ou encore de la cascade de coagulation identifiés

chez des patients IgAN avec un tableau de MAT, n’est pas établie (269).

Ces observations confortent I'hypothése d’une vulnérabilité particuliere des patients IgAN
présentant un terrain génétique de susceptibilité altérant la capacité de régulation du complément au
développement d’'une amplification incontrélée du complément et d’un phénotype de MAT. Les
patients pourraient montrer une vulnérabilité particuliére face a un trigger intensifiant I'activation du

complément, potentiellement accélérée par les Gd-IgA1-IC.

Dans notre cohorte regroupant des formes séveres, les patients porteurs d'un variant rare du
CFH ne présentaient aucune différence clinique ou histologique perceptible par rapport aux non-
porteurs au moment du diagnostic, et aucun ne présentait de tableau de MAT. Ces observations
montrent qu’il n’existe pas de régle sur une atteinte rénale universelle chez les patients partageant

des traits génétiques avec le SHUa. Ces données soulignent I'importance d’autres facteurs contributifs
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dans le phénotype clinique et histologique, en particulier les facteurs intervenant dans la réponse
tissulaire (endothéliale, mésangiale) face a I'agression ainsi que de I'intensité et de la nature du trigger

activant le complément.

L’ensemble de ces observations suggére que I'activation du complément n’est pas nécessaire
a 'initiation de la maladie. L’activation du complément arrive plus tard, avec les dép6ts mésangiaux
de C3b en réponse aux dépots de complexes immuns pathologiques. L'intensité des dépots de C3b est
elle-méme corrélée au déclin de la fonction rénale (267). Chez les patients, I'activation du complément
est présente de maniére chronique (ou intermittente, répétée) au niveau tissulaire rénal. Un
déséquilibre subtil de la régulation du complément, responsable d’un excés d’activation, méme
minime, peut étre délétere. Avec le temps, ces petites différences contribuent in fine a la progression
de la néphropathie. La question de I'impact de la génétique du complément dans I'lgAN sur le pronostic

rénal des patients est cependant débattue.

Nous avons montré une prévalence des variants ultra-rares du CFH (MAF < 0,1%) plus
importante chez les patients IgAN que dans la population de référence (4,6 % des patients vs. 1,8 %,
des contréles p=0,034). Cette prévalence observée des variants rares du CFH dans notre cohorte reste
bien moins importante que celle observée dans le SHUa (20-30%), avec une prévalence plus proche de
celle observée dans d’autres pathologies médiées par le complément comme I’hémoglobinurie
paroxystique nocturne (HPN) ou encore la DMLA (environ 4-5%). Ceci montre I'absence d’impact (ou

I'impact trés limité) des variants du CFH dans I'émergence de I'lgAN.

Mais, la localisation de ces variants était particuliére. Les variants rares du CFH étaient situés
dans des domaines importants pour l'activité régulatrice du C3b par le FH (SCR1-4, SCR18-20), avec un
groupe additionnel de variants situés dans la région centrale du FH, une région aux fonctions encore

peu connues.
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Les tests fonctionnels utilisés dans notre étude évaluaient les trois fonctions connues du FH,
principalement portées par les domaines N et Cir. La région centrale du FH posséde des sites de
liaison a de nombreux ligands, notamment aux glycosaminoglycanes et a la CRP (71). Des données in
vitro récemment communiquées lors de I'IlCW 2023* soutiennent que la structure compacte de la
région centrale du FH jouerait un role pour son maintien en position « ouverte », permettant sa liaison
efficace au C3b membranaire en interagissant avec des polyanions présents en surface cellulaire (327).
Un impact fonctionnel des variants de la région centrale spécifique de I'lgAN ne peut donc étre

formellement exclu.

Nous n’avons pas identifié de variant rare (MAF<1%) faux-sens ou frame-shift du CFHR5 chez
les patients IgAN. Ces variants aboutissant a un déficit quantitatif protéique partiel sont cependant
présents chez 2-3 % de la population générale. A ce jour, uniquement des gains de fonction de CFHR5
ont été décrits comme associés a des pathologies. Nos données appuient I’'hypothese qu’un déficit
partiel en FHR5 pourrait conférer une protection modérée vis-a-vis du risque du développement d’une
IgAN. La surreprésentation de variants rares du CFH combinée a la fréquence plus faible des variants
de CFHR5 conduisant a un déficit de FHR5 dans notre cohorte, soutient I'idée d’un déséquilibre tres
subtil de la balance FH/FHR (notamment FHR5) dans I'lgAN. Ce déséquilibre pourrait intensifier
I'activation du complément déclenchée par les complexes immuns Gd-IgA-IC dans I'lgAN, en particulier
au niveau tissulaire. Néanmoins, il estimportant de préciser que la forte ségrégation des variants situés
au sein du locus CFH-CFHR1-5 ne permet pas d’éliminer un effet combiné de plusieurs polymorphismes

associés. Le role précis des variations génétiques des CFHR1-5 reste ainsi a préciser.

Nous avons démontré une prévalence diminuée de I'haplotype CFH-H2 chez les patients
porteurs d'une IgAN par rapport au groupe de référence. Pour la premiére fois, nous montrons que cet

haplotype est associé a un effet protecteur vis-a-vis de la susceptibilité de développer une IgAN,

14 Abstract présenté lors du congrés ICW 2023 (international complement workshop 2023) par Christoph
Schmidt.
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notamment sévere. Cet haplotype associé a une protection contre le SHUa et I'AMD (137) comprend
le FHez (sans le FHao21) qui présenterait une capacité de fixation au C3b et une activité cofacteur du Fl
augmentée par rapport au FHev (161). Par conséquent, cet haplotype conférerait une régulation du
complément plus efficace sur le long terme. A l'inverse, I'haplotype CFH-H4 et le polymorphisme
rs7542235-G, tous les deux en déséquilibre de liaison avec CFHR1-R3A, n'ont pas été associés a la

susceptibilité ou a la progression de I'lgAN dans notre cohorte de formes globalement séveres.

L'étude de MCP n’a pas montré de prévalence augmentée des variants rares portant sur ce
géne, ni de modification de la fréquence des haplotypes chez les patients IgAN. Ces observations
soulignent I’hypothése que MCP n’est pas un facteur de susceptibilité vis-a-vis du risque de

développement d’une IgAN.

En revanche, nous avons identifié I’haplotype MCP ggaac comme un facteur de risque
indépendant de progression de la néphropathie. Les patients porteurs homozygotes avaient un risque
d’évolution vers I'IRCT a 15 ans multiplié par 2,83. MCP est un régulateur majeur des trois voies du
complément, exprimé sur presque toutes les cellules nucléées, y compris sur les cellules mésangiales
et les cellules endothéliales. La compréhension actuelle de I'impact de cet haplotype situé au sein du
promoteur de MCP et de son impact sur le niveau d’expression protéique est limitée a une seule étude
in vitro (164). Cette étude publiée en 2005 et non reproduite a ce jour, montre une diminution de
I'expression de 25% du gene de la luciférase situé en aval d’'un promoteur contenant les
polymorphismes rs2796267-G et rs2796268-G (« GG », retrouvé dans |’haplotype MCP ggaac)
comparé au promoteur contenant les rs2796267-A et rs2796268-A (« AA », retrouvé dans I'haplotype
MCP aaggt). Deux études présentent des données de transcriptomique pour MCP dans I'IgAN
(328,329), aucune de ces études ne rapporte de donnée génétique. Dans la cohorte de 157 patients
issus des centres européens du réseau VALIGA, Coppo et al. (328) ont montré que les patients avec
une forme d’IgAN progressive (définie comme un déclin annuel du DFGe d’au moins -0,41

mL/min/1,73m?) présentaient une diminution d’expression de MCP dans les cellules mononucléées de
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sang périphérique (PBMC). Ces données ne sont pas disponibles dans notre cohorte. Il est par
conséquent actuellement difficile d’établir un lien direct entre I'expression de MCP dans les PBMC, son
expression et sa fonction de régulation du complément au niveau glomérulaire et les données

génétiques.

MCP est le premier régulateur des C3 convertases classiques et alternes au niveau tissulaire.
L'identification de ce nouveau facteur pronostique renforce l'importance d’une activation du
complément prenant place au niveau tissulaire, avec la contribution d’une activation pouvant étre
issue des trois voies du complément, en particulier de la voie des lectines. Les multiples réles de MCP
au carrefour des trois voies d’activation du complément, mais aussi dans la modulation des signaux et
de la réponse immunitaires aux pathogénes ainsi que ses fonctions intracellulaires (330) nous laissent
entrevoir que le role de MCP dans I'lgAN pourrait s’étendre bien au-dela des fonctions régulatrices du

complément.

Il convient de néanmoins de souligner la taille de notre cohorte (260 patients) limitante pour
voir I'émergence d’autres facteurs génétiques contributifs, d’autant plus dans un contexte

plurifactoriel.

Nos résultats mettent en lumiere I’émergence de plusieurs facteurs génétiques se regroupant
en un complotype polygénique complexe. Une susceptibilité génétique sous-tend I'émergence de
I'lgAN. Les traits génétiques du complément interviennent plus tardivement dans la maladie, en
modifiant la réponse individuelle face a un déclencheur chronique du complément (p.ex. Gd-IgA1-IC)

et en accélérant la progression de I'lgAN.
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Perspectives

L'identification de variants génétiques faux-sens ultra-rares du gene CFH chez les patients avec
une IgAN de formes séveres et l'influence défavorable de I'haplotype homozygote MCP ggaac sur la
survie rénale renforce l'idée de traits génétiques partagés entre le SHUa et I'lgAN. Cependant, le
raisonnement porté pour le SHUa n’est pas directement transposable aux pathologies multifactorielles
d’évolution chronique comme I'IgAN. Dans le SHUa, il existe une composante génétique forte du
complément, avec une forte prévalence des variants ultra-rares des génes de la voie alterne, ayant un
impact majeur sur le phénotype clinique. Notre approche génétique globale a montré que dans I'lgAN,
il s’agit plutot d’'une combinaison de variants rares et de polymorphismes, ayant un effet additif sur

le long terme.

Un premier objectif sera de recruter un nombre plus important de patients IgAN avec une plus
grande diversité de formes cliniques afin de confirmer ce message. Nous emploierons un panel étendu
a plus de 40 génes du complément ou associés au complément (« panel complome »), en étudiant plus
spécifiguement les génes CFHR1-5, de la voie des lectines, des récepteurs et régulateurs du
complément et de la glycosylation des immunoglobulines chez des patients IgAN (cohorte ICONE,
NCT05234463) et chez les patients présentant un tableau clinique fort d’activation du complément
avec un phénotype de MA(T) associé a I'lgAN (cohorte MAT-IgA). L'accumulation des données
génétiques permettra de mieux préciser I'impact cumulatif des variations génétiques (complotypes)
et leur impact sur la prédisposition ou la résistance vis-a-vis du développement de I'lgAN et le

phénotype clinique.

Un second objectif sera de caractériser les conséquences de I’haplotype de MCP ggaac sur

I’expression protéique au niveau membranaire. Nous commencerons par I'étude de I'expression de
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MCP sur les granuleux en cytométrie de flux et corrélerons ces niveaux d’expression avec les résultats

de génétique.

Dans ce travail, nous avons identifié un cluster de variants localisés en zone centrale du FH
(SCR7-14). L'impact fonctionnel de ces variants sur I'activité régulatrice du rFH est encore peu étudié.
Le troisieme objectif sera de continuer I'étude des variants recombinants du FH produits en
développant un nouveau test fonctionnel plus proche de la physiologie, évaluant directement la liaison

du FH a la surface des cellules endothéliales glomérulaires et des cellules mésangiales en culture.

Enfin, des données récemment présentées lors du congrés ICW 2023*° ont montré un FHR4
augmenté chez les patients IgAN présentant une forme sévére (331). Le quatrieme objectif sera de

doser les FHR au niveau plasmatique dans notre cohorte et de corréler ces résultats avec la clinique.

L'émergence de biomarqueurs d’activation du complément dans I'lgAN est aujourd’hui
indispensable pour le ciblage des patients qui bénéficieraient le plus des thérapies ciblant le
complément. Une étude large des biomarqueurs plasmatiques permettra de répondre au mieux a ces

besoins (NCT05234463).

15 Abstract présenté lors du congrés ICW 2023 (international complement workshop 2023) par Kevin
Marshbank
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Conclusions

L'IgAN est une néphropathie multifactorielle dans laquelle une activation et une régulation
imparfaite du complément sont deux facteurs contributifs. Nos résultats ont mis en avant I'émergence
d’un haplotype de régulation du complément comme protecteur (CFH-H2) et de 'effet délétére de
I’haplotype MCP ggaac homozygote dans I'lgAN. Nos résultats soulignent qu’un déséquilibre modéré
dans la régulation du complément en lien avec une susceptibilité génétique constitue, a long terme,

un facteur de risque pour la progression de la néphropathie.

L'apport sur le plan génétique et fonctionnel de ce travail apporte des éléments sur
I'implication du complément dans I'IgAN et offre des pistes potentielles pour des interventions

thérapeutiques.
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ABSTRACT

The complement system plays a crucial role in innate immunity, providing essential defense against pathogens. However, uncon-
trolled or prolonged activation of the complement cascade can significantly contribute to kidney damage, especially in cases of
glomerulonephritis. Immunoglobulin A nephropathy (IgAN), the most prevalent form of primary glomerulonephritis, has growing
evidence supporting the involvement of complement alternative and lectin pathways. In fact, patients with IgAN experience com-
plement activation within their kidney tissue, which may be involved in the development of glomerular damage and the progression
of IgAN. Complement activation has emerged as a significant area of interest in IgAN, with numerous complement-targeting agents
currently being explored within this field. Nevertheless, the exact mechanisms of complement activation and their role in IgAN pro-
gression require comprehensive elucidation. This review seeks to contextualize the proposed mechanisms of complement activation
within the various stages (“hits”) of IgAN pathogenesis, while also addressing the clinical implications and anticipated outcomes of

complement inhibition in IgAN.

Keywords: complement, complement inhibitors, glomerulonephritis, IgA nephropathy, therapeutics

INTRODUCTION

Immunoglobulin A nephropathy (IgAN) is a prevalent glomeru-
lonephritis and a major contributor to renal failure, particularly
among young individuals [1]. Characterized histologically by dom-
inant IgA immune deposits in the glomerular mesangium, it is
often accompanied by mesangial proliferation and matrix expan-
sion. Clinical manifestations can range from subtle forms with
minor urinary alterations and recurrent macroscopic hematuria
following mucosal infections, to progressive renal failure culmi-
nating in end-stage renal disease. According to cohort studies,
nearly half of patients with IgAN will progress to end-stage re-
nal disease during their lifetime, highlighting the importance of
addressing this public health concern [2].

CURRENT UNDERSTANDING OF IgAN
PATHOGENESIS

The pathophysiology of IgAN is intricate and not entirely under-
stood. The most widely accepted model for the pathogenesis is
multifactorial, known as the “four-hit” model (Fig. 1), which en-
compasses a combination of environmental, immunological and
genetic factors (3, 4]. According to this model, the first hit involves
the synthesis of an aberrant glycosylated IgA1 molecule, termed
galactose-deficient IgA1 (Gd-IgA1l). The second hit encompasses
the production of antibodies that target Gd-IgA1. These antibod-
ies and Gd-IgAl molecules subsequently form “immune com-
plexes,” constituting the third hit. Finally, the fourth hit entails
the deposition of these immune complexes within the glomeru-
lar mesangium. The combination of these events classifies [gAN

as an autoimmune glomerulonephritis. IgAN can manifest as ei-
ther primary or secondary, with the latter being associated with
infections, inflammation or autoimmune conditions affecting the
gastrointestinal tract, liver or skin. Secondary forms may exhibit
a similar Gd-IgA1l-driven pathogenesis.

The initiation of IgAN pathogenesis, known as the “first hit,”
involves the synthesis of Gd-IgA1l [5]. IgAl is generated within
the mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) (intestinal, res-
piratory and nasopharyngeal mucosa) and by the bone marrow.
The IgA1isoform is distinguished from IgA2 by its extensive heav-
ily O-glycosylated hinge region. The glycosylation pattern of IgA1l
is constructed through the sequential action of glycosyltrans-
ferases. An alteration in the enzymatic activity or a modification
in IgA1’s glycosylation pattern—such as the digestion of galactose
residues from normoglycosylated IgA1 by mucosal microbiota—
leads to the production of IgA1 that lacks galactose residues (Gd-
IgA1l). Once formed, Gd-IgA1l enters the bloodstream; however, the
mechanism through which this occurs remains unclear [6].

However, the presence of Gd-IgAl in the bloodstream alone
is not sufficient to trigger nephropathy [7]. Alongside Gd-IgA1,
patients with IgAN produce (auto)antibodies that may target
the hinge region of Gd-IgAl (“hit 2"). Consequently, Gd-IgAl
may become susceptible to 1gG/IgM antibodies or undergo self-
aggregation [8] forming high molecular weight “immune com-
plexes” coupled with CD89 (“hit 3") (Gd-IgA1-IC) [9]. Due to im-
paired endothelium fenestrae or changes in glomerular tuft struc-
tural support, Gd-IgA1-IC that escape hepatic clearance can then
accumulate in the mesangium (‘hit 4”)[5]. The negative charge
of Gd-IgAl-IC—along with the potential roles of IgA receptors
(CD71, sCD89), local antigens to IgA expressed on mesangial cells

Received: May 15, 2023; Editorial decision: June 28, 2023

© The Author(s) 2023. Published by Oxford University Press on behalf of the ERA.

All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com

MIIATYE

Génétique du complément et IgAN | Duval A. 2023 359



2 | Nephrol Dial Transplant, 2023, Vol. 0, No. 0

Genetic susceptibility
Exposure to environmental / mucosal antigens

Hit 1

Galactose-
deficient IgA1
(Gd-gAT)

Complement
activation
Efferent
Afferent DICPS arteriole
arteriole - . / .
\ e
J .

Hit 2

Antiglycan
autoantibodies

-

Hit 3
Gd-IgA1-containing
circulating immune complexes

Distal convoluted
tubule

Mesangial cell

Basement
membrane

Glomerulus

‘t:.
Mesangial deposition
and glomerular injury
nt

Endothelial cell

pi
cells

Proximal tubular
epithelial cells

a.

Compli ivation frag found in the glomeruli
ALTERNATIVE LECTIN I ciAssicaL
PATHWAY PATHWAY i PATHWAY | ;
C3c/c3d C4d, C3c/C3d C1q,C4d,
i et MASP-2, MASP1/3, C3c/C3d
Prt’)pcrdin‘ ! MBL, L-ficolin,
Collectin 11
TERMINAL
PATHWAY
b C5b-9
,o»* [PlomerulaPDIgegE: Extracellular matrix
membrane expansion
Pod P Glomerulosclerosis
) 7 Release of
slit diaphragm 1 O [
es
e

. L]
.
Albumin
o
.
= . .
s °
Hematuria
C Tubuloepithelial
. ° Bowman's space atrophy
{‘:} C P Receptor to
activation regulatory protein complement
anaphylatoxins

Figure 1: Proposed mechanisms of complement activation in IgAN pathogenesis through the “multi-hit” model. (a-c) The “multi-hit” pathogenic
model of IgAN. IgAN is an autoimmune glomerulonephritis characterized by a series of events (or “hits”) that contribute to its onset. Patients with
IgAN exhibit an abnormal response to mucosal antigens, resulting in the production of galactose-deficient IgA1 (Gd-IgA1) (“Hit 1”) and autoantibodies,
primarily IgG and IgM (“Hit 2”). These events lead to the formation of pathological circulating immune complexes (Gd-IgA1-IC) in the bloodstream
(“Hit 3”). High-molecular-weight Gd-IgA1-ICs then reach and accumulate in the mesangium, causing local inflammation, complement activation, and
glomerular injury (“Hit 4”). Complement activation through the alternative (AP) and lectin (LP) pathways occurs in the mesangium, either secondary to
the deposition of pathological immune complexes or as a direct result of immune complex-mediated events (“Hits 3 and 4”). Steps involving

complement activation are highlighted in red. Panel b. Key complement prote:

ins identified in IgAN glomeruli. Immunostaining and proteomic

analyses reveal the main complement proteins associated with each complement pathway in IgAN glomeruli. Abbreviations: AP: alternative pathway;
Gd-IgA1l: galactose-deficient IgA1; Gd-IgA1-IC: galactose-deficient IgAl-immune complexes; LP: lectin pathway.

(Bll-spectrin, and the rheological properties of the glomerular
microcirculation—may contribute to their mesangial tropism [10].
Impaired clearance of deposited Gd-IgA1-IC facilitates their ac-
cumulation in the mesangium. The multifaceted pathogenesis
of IgAN may be impacted by various factors—including expo-
sure to environmental antigens, mucosal infections and poten-
tial genetic factors that could influence the humoral response
(HLA loci), IgA1 O-glycosylation, innate immunity and local
inflammation [3, 4].

Complement has been identified as a contributing factor in
the glomerular inflammation associated with IgAN. Activation of
the complement system can occur in the mesangium (“hit 47),
potentially directly on Gd-IgA1l- IC in the circulation (“hit 3”), as
well as in mucosal regions. The complement present in the kid-
ney is primarily thought to originate from systemic sources, with
the possibility of additional contributions from local synthesis
(Fig. 1).
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COMPLEMENT INVOLVEMENT IN IgAN

The complement system

The complement system serves as a crucial component of innate
immunity, protecting the body from pathogens while maintain-
ing homeostasis by eliminating cellular debris and immune com-
plexes [11]. Three pathways initiate complement activation: the
classical pathway (CP), the lectin pathway (LP) and the alternative
pathway (AP). The CP is activated by the binding of C1q to immune
complexes, while the LP is triggered by mannan-binding lectin—
associated serine protease (MASP)/mannose binding lectin (MBL)
or ficolin complexes recognizing glycation residues. Conversely,
the AP is continuously activated at a low level due to the spon-
taneous hydrolysis of the C3 molecule. Activation of any of these
pathways, along with the further amplification by the AP, leads to
the formation of enzymatic complexes called convertases, which
cleave and activate C3 and CS. This, in turn, engages the ter-
minal pathway (TP), ultimately resulting in the formation and
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Figure 2: Overview of complement role and complement inhibition in IgAN. (a) Overview of complement therapeutics under investigation for IgAN
in 2023. In IgAN, pathological immune complexes have been found to activate the complement alternative pathway (AP) and lectin pathway (LP), while
typically showing no signs of complement classical pathway (CP) activation. The initiation of any of these three pathways triggers the complement
cascade, leading to the formation of enzymes known as convertases. These enzymes cleave and activate C3 and C5 molecules, producing C3b, C3a,
CSb, and C5a. The classical C3 convertase is identified as C4b2b (previously referred to as C4b2a), while the alternative C3 convertase is known as
C3bBb. Upon activation, complement proteins release fragments, which are represented with a halo. The complement alternative pathway serves as
an amplification mechanism for complement activation, regardless of the pathway initially triggered. This cascade offers various opportunities for
targeting specific proteins. Currently, several therapeutic agents are undergoing clinical trials for IgAN treatment, with their development phases
depicted in shades of green. Two complement inhibitors, Iptacopan and Narsoplimab, are being tested in phase III clinical trials. (*) The mechanism of
action for these drugs involves the inhibition of protein synthesis. (b) Proposed perspective of potential factors contributing to complement activation
and disease progression in IgA nephropathy. Complement activation, particularly when strong or prolonged, plays a crucial role in driving glomerular
inflammation and injury in IgAN. The extent of complement activation in individual patients may be influenced by a complex interplay of genetic,
immunological, and environmental factors. Mucosal infections, both chronic and acute, as well as other environmental factors, can exacerbate the
production of galactose-deficient IgA1 and pathological immune complexes. Additionally, the presence of gut microbiota dysbiosis may further
contribute to this process. These factors collectively enhance the triggering of the alternative complement and lectin pathway activation. Genetic
factors, which can subtly impact the immune response and complement regulatory capacity, may either promote or inhibit complement activation
and subsequent glomerular injury. Abbreviations: AP: alternative pathway; CP: classical pathway; Gd-IgA1-IC: galactose-deficient IgA1 containing
immune complexes; IgAN: IgA nephropathy; LP: lectin pathway. Figures 1 and 2 were created using Biorender.com.

insertion of a (sub)lytic membrane pore (membrane attack com-
plex, MAC or C5b-9) on the cell surface. In addition to MAC forma-
tion and opsonization functions, the complement cascade gener-
ates C3a and C5a anaphylatoxins that promote inflammation at
the site of complement activation. To prevent self-damage and
maintain opsonization functions without inappropriately engag-
ing the TP, this powerful system is tightly regulated by proteins
such as Factor H (FH), Factor I (FI), monocyte chemotactic protein
or CD46, CR1 or CD35, CD55, and CD59, which act in the circu-
lation or on the cell surface (Fig. 2a). FH is the main regulator of
the complement AP. It competes for the binding of factor B (FB)
to C3b, an activation product of C3, expedites the decay of the
convertase, and functions as a FI cofactor for C3b inactivation on
the cell surface. FH-related proteins (FHR) 1-5 exhibit significant
homology to FH. These proteins can attach to surface sulfation
patterns and bind to C3b/C3d, similar to FH, but they lack the
regulatory activity for C3b [12]. FHR1, -2 and -5 possess shared
dimerization domains, enabling the formation of homo- or het-
erodimers in the circulation. FHR proteins are believed to influ-
ence FH regulatory activity and amplify complement activation
on cell surfaces with high C3b/C3d density, acting as competitors
to FH [13]. The specific functions of FHR, however, remain to be
uncovered.

Génétique du complément et IgAN | Duval A. 2023

Putative mechanisms of complement activation
in IgAN

The hallmark of complement activation in IgAN is the colocaliza-
tion of C3 deposition with IgA, which is observed in over 90% of pa-
tients. The deposition of C3 in the mesangium can be attributed to
several factors, including the activity of local C3 convertases, the
transport of Gd-IgA1-IC-bound C3 to the mesangium via immune
complexes and the potential contribution of locally secreted C3 in
response to Gd-IgA1-1C [14].

Where does complement activation occur?

Complement activation primarily occurs in the glomeruli. Pro-
teins from the three complement pathways have been detected
in the mesangium, with varying proportions among patients
(Table 1). In approximately 40% of patients, C4d (without Clq) is
found alongside C3 deposition, which suggests the potential in-
volvement of the LP as a local initiator of complement activation.
For other patients, the presence of C3 without C4 or C1q indicates
that the complement cascade may be initiated by the AP (~50% of
patients) [15]. Interestingly, the overall infrequency of C1q deposi-
tion (~10%), a marker for CP activation, is somewhat unexpected
considering the central role immune complexes are believed to
play in IgAN.
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Table 1: Main findings supporting the involvement of the complement system in the pathogenesis of IgAN.

Compartment

Evidence

 Imbalance in FH/FHR is associated with adverse renal outcomes (+ FHR1:FH ratio, t FHR1-5) [21, 22|

Circulation
* 1 Gd-IgA1:C3 ratio in IgAN patients with progressive IgAN [16]
¢ 1+ Components of LP (MASP3, MASP1, Map19, L-ficolin, M-ficolin) ([14], [15])
e 1 or | MBL
¢ | MASP3 is associated with IgAN severity [22]
Mucosa

* MBL deficiency might expose IgAN patients to progressive IgAN, and could be linked to prodromal mucosal

infections as well as gross hematuria [51]

Genetic factors

¢ CFHR1-R3 deletion may be protective regarding to IgAN susceptibility (GWAS) [3, 4, 19]

e Rare variants in CFH, CFHRS and/or lectin pathway are linked to less favorable outcomes and/or the occurrence

of microangiopathy [46, 47]

Experimental models Cellular models:

¢ Targeting C3a/C5a receptors inhibits IgA-induced cell proliferation and | cytokines production (IL-6, MCP-1)

in human mesangial cells [36]
Murine models:

 Targeting C3a/C5a receptors alleviates IgAN in mice [36]
¢ Acute mesangial deposition of p-IgA (but not m-IgA) is associated with C3 deposition, mesangial
hypercellularity, matrix expansion and proteinuria in rats

The main elements linked to prognosis are highlighted in bold.

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; GWAS: genome-wide association studies; IL-6: interleukin-6, m-IgA: monomeric IgA; MAp19: alternative splice product

of MASP-2; MCP-1: monocyte chemotactic protein-1; p-IgA: polymeric IgA.

The detection of sensitive biomarkers, including C5a and C3
byproducts, in the plasma of IgAN patients provides additional ev-
idence of complement activation in the circulation, even though
the majority of patients exhibit normal C3 and C4 levels [15]. A
study of 343 IgAN patients of Asian descent revealed an inverse
correlation between plasma C3 levels and the intensity of mesan-
gial C3b/iC3b deposition. Additionally, patients with subnormal
plasma C3 levels (defined as C3 <90 mg/dL) experienced a more
rapid decline in estimated glomerular filtration rate (eGFR) and
decreased renal survival [16]. Supporting these observations, the
Gd-I1gA1:C3 ratio, which partially reflects C3 consumption, may
serve as a biomarker for IgAN progression [17]. This offers indi-
rect evidence that complement activation plays a role in driving
IgAN.

Which complement pathway is activated?

Alternative pathway: the task force

In IgAN, the presence of mesangial C3 deposition without C4 or
C1q suggests that the AP initiates the complement cascade in
nearly 50% of patients [15, 18]. The detection of other essential
proteins in the AP convertase, such as properdin (FP) and FB, ac-
companying C3 deposition, offers additional evidence supporting
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AP activation in renal tissue [19, 20]. The AP may directly activate
on high molecular weight Gd-IgA1-IC, but the exact mechanism
remains unclear. An early study [21] unexpectedly showed that
plate-bound IgA aggregates, isolated from healthy donors, could
activate the complement AP in vitro. In this research, only IgA that
was covalently chemically aggregated exhibited the ability to ac-
tivate the AP. Furthermore, an increase in AP activation correlated
with the molecular weight of the aggregates.

Complement AP serves as the task force for the complement
system and possesses the ability to self-amplify or amplify an
initial activation by other pathways within seconds. This process
generates new C3b, which is linked to IgAN progression. The ef-
ficient control of deposited C3b by FH is maintained through a
balance between the quantity and function of competing pro-
teins, such as FHRs. In IgAN, an imbalance in circulating FH
and FHR (FHR1, FHRS) levels or function may disrupt the regu-
latory activity of FH on the cell surface. Notably, FHR1 and FHR5
staining may colocalize with C3 deposits and correlate with the
severity of IgAN [19, 21]. Moreover, the FHR1:FH ratio and FHRS
plasma levels have been associated with IgAN activity (20, 22,
23]. These findings lend support to the hypothesis that FHR may
play a detrimental role in IgAN by subtly modulating complement
regulation.
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Lectin pathway: a contributor to IgAN severity

The LP plays a crucial role in innate immunity, especially at
the mucosal level. This pathway is initiated when MBL binds to
glycation residues present on pathogens. Research conducted in
vitro has demonstrated that polymeric IgA effectively binds to
MBL, subsequently activating the complement LP, with a dose-
and calcium-dependent response [24].

In IgAN, the detection of mesangial C4d deposits (without C1q)
combined with the presence of other LP initiators—including L-
ficolin, collectin-11, MBL and MASP—offers compelling evidence
for local activation of the LP [18, 25-27]. C4d, an activation byprod-
uct of C4, remains covalently attached to the cell surface, serv-
ing as a marker of past LP activation (in the absence of C1q).
Mesangial and/or arteriolar C4d can be detected in up to 30%-—
64% of patients, and this may be linked to eGFR decline, pro-
teinuria, interstitial inflammation and fibrosis [20,27,28]. Further-
more, arteriolar and glomerular C4d [25] may be more prevalent
in IgAN patients exhibiting histological microangiopathy, either
with or without thrombotic lesions (TMA or MA). However, the
exact mechanism by which LP activation itself, independent of
AP amplification, can directly induce (T)MA remains unclear [25].
The synthesis of LP components, notably collectin-11, by activated
mesangial cells exposed to Gd-IgA1-IC may play a role in exacer-
bating complement-mediated damage [26]. Furthermore, elevated
concentrations of LP proteins in plasma (MASP1/3, L-ficolin) and
urine (MBL) could be linked to progressive forms of IgAN [23]. Con-
sequently, the LP is believed to serve as a catalyst for complement
activation contributing to the severity of IgAN.

Should classical pathway be ruled out from IgAN
pathogenesis?

Immune complexes play a crucial role in IgAN. These high molec-
ular weight immune complexes comprise IgG and/or IgM [9],
which are anticipated to initiate the complement CP, while Clq
deposition is typically absent. In 20%-30% of patients, IgG and
IgA mesangial co-deposition can be identified through routine im-
munofluorescence [29], and this is independently correlated with
unfavorable renal outcomes. In the mentioned study [29], the in-
tensity of mesangial 1gG deposition showed a relationship with
the presence of C1q (5%-18% of patients), which was in turn asso-
ciated with the severity of IgAN. It is plausible that complement
CP activation in severe cases might occur as a result of significant
glomerular damage.

Intriguingly, Rizk et al. [30] discovered that IgAN biopsies, which
appeared to be IgG-negative in standard immunofluorescence
staining, actually contained IgG. This finding underscores the
inherent limitations of traditional immunofluorescence tech-
niques, which may only detect a portion of immune deposits [31].
Additionally, in an IgAN mouse model, the apoptosis inhibitor
of macrophages (AIM/CD5L) proved crucial in facilitating the
binding of pre-deposited IgA with IgM/IgG, resulting in comple-
ment activation, glomerular inflammation and kidney damage
[32]. In this model, the activation of the complement system may
be triggered as a result of 1gG/IgM deposition, which facilitates
a process that relies on the complement CP. The potential in-
volvement of CP in IgAN is further substantiated by proteomic
and transcriptomic analyses conducted on biopsy specimens
from patients. These studies revealed an upregulation of com-
plement CP signatures, particularly Clq, suggesting a possible
local synthesis [33]. Based on this evidence, it would be unwar-
ranted to completely disregard the CP’s potential contribution
to IgAN.
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Consequences of complement activation

The formation of C3 convertases leads to the release of C3 activa-
tion fragments, C3a and C3b, within the glomeruli. Both tubulo-
epithelial cells and podocytes express the C3a receptor (C3aR),
suggesting that local C3a release may contribute to complement-
mediated podocyte damage [34] and facilitate immune cells re-
cruitment [35]. Complement receptors for C3b (CR1) are expressed
on podocytes, while myeloid cells have receptors for iC3b (CR3).
One study observed a reduced glomerular CR1 staining in IgAN
patients, identifying an inverse relationship between glomerular
CSb-9 deposition and CR1 intensity [36]. Furthermore, in a rat
model, targeting C3a/C5a receptors mitigated IgAN, supporting
the potential role of complement anaphylatoxin receptors in IgAN
[37].

Mesangial MAC (C5b-9) deposition in IgAN patients has fre-
quently been observed in small-scale descriptive studies [38]. This
indicates that the entire cascade is activated within the glomeruli.
While MAC insertion on nucleated cells does not cause cell lysis,
it can lead to irreversible damage by altering the host-cell phe-
notype and eventually inducing apoptosis [39]. C5b-9 insertion
on mesangial cell stimulates cell activation, extracellular matrix
synthesis, production of cytokines (transforming growth factor-
B, interleukin-6), fibrotic factors and cell apoptosis [40]. Signifi-
cantly, C5b-9 deposition may also directly attack podocytes [36].
The MAC triggers podocytes to produce inflammatory cytokines,
oxidants and extracellular matrix components, thereby disrupt-
ing the glomerular filtration barrier and causing proteinuria. In-
teractions between activated mesangial cells and endothelial cells
create a proinflammatory microenvironment, further intensifying
podocyte aggression. Although the level of sC5b-9 in urine (poten-
tially released by podocytes) may correlate with proteinuria sever-
ity, its prognostic value remains uncertain [41]. Concurrently, local
complement activation and the production of proinflammatory
and profibrotic cytokines exacerbate tubulointerstitial fibrosis, ul-
timately leading to an irreversible decline in renal function.

Complement genetics in IgAN: friend or foe?

Patients with IgAN face a continuous/repeated challenge posed
by the activation of the complement system in their renal tissue.
To prevent unintentional self-harm, it is crucial to maintain con-
trol over this process. The capacity of each individual to manage
exposure to a complement trigger may be affected by genetic pre-
disposition, which influences their ability to regulate complement
activity.

Genome-wide association studies have provided substantial
support for the hypothesis that the complement regulatory ac-
tivity locus (1q32) affects the susceptibility to IgAN [3,4]. This lo-
cus contains complement FH (CFH) and its related proteins 1-5
(CFHR1-5) genes. Notably, a top-signal single nucleotide polymor-
phism (rs6677604) within this region demonstrates strong linkage
disequilibrium with the CFHR1-R3 deletion. This deletion may of-
fer protection against IgAN susceptibility, particularly when ho-
mozygous [20]. Additionally, other complement genes (CFB) and
complement-associated genes (ITGAM, ITGAX) have been identi-
fied as susceptibility loci.

In IgAN, polymorphisms in MBL2 (p.GlyS54Asp), FCN2
(p.Ala258Ser), FH (p.Val621Ile) and CFB (p.R32W, intronic rs4151657)
genes may subtly alter plasma protein levels and/or function-
ality, consequently influencing the activation of the LP and AP
in the Han Chinese population [42-45]. The C3 polymorphism
(p.Argl02Gly) has been linked to an increased eGFR loss in a
European population [46]. In a Spanish cohort, rare variants in
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complement AP regulatory genes (CFH, CFI) were identified in five
patients with low FH levels. Among these patients, four exhibited
signs of TMA during follow-up [20]. In a separate cohort of 94 IgAN
cases with arteriolar microangiopathic lesions, nearly half of the
patients were found to have rare variants in complement-related
genes [47]. These findings suggest that these rare variants may
intensify complement activation triggered by Gd-IgA-IC. However,
the specific pathways by which complement gene polymorphisms
and rare variants influence the progression of IgAN and modify
the final phenotype require further investigation.

With the expanding knowledge of the mechanistic intricacies
involved in complement activation in IgAN, the recent discoveries
bolster encouragement for the continued pursuit of clinical trials
focused on complement-targeting therapies for this nephropathy.
In the long run, these advancements hold the potential to change
the treatment paradigms for IgAN.

COMPLEMENT-TARGETING THERAPIES
FOR IgAN

The future of IgAN treatment may see significant advancements.
At present, the primary approach to slowing down the pro-
gression of IgAN is primarily supportive. Despite the suspected
(auto)immune nature of IgAN, the use of immunosuppressants re-
mains controversial [48]. Recent findings from the NeflgArd study
(NCT03643965) have highlighted the potential advantages of using
steroids that actin the gut for at-risk IgAN patients to prevent pro-
gression to kidney failure [49]. Mycophenolate mofetil may serve
as a corticoid-sparing solution for Chinese IgAN patients at risk
of progression [50]. Complement, another factor contributing to
glomerular injury, has emerged as a potential target for treatment.
A variety of complement-targeting therapies are currently being
investigated in IgAN, as detailed in Supplementary data, Tables S1
and S2, and Fig. 2a.

Terminal pathway blockade

Eculizumab, as the pioneering complement inhibitor, has sig-
nificantly transformed the treatment landscape for atypical
hemolytic uremic syndrome. C5 blockade aims to halt comple-
ment self-aggression caused by terminal effectors (C5a, C5b-9), ir-
respective of the initiating pathway. The presence of C5b-9 stain-
ing in IgAN suggests that inhibiting the TP at the C5 level could
be a rational therapeutic strategy. Nevertheless, eculizumab has
demonstrated variable efficacy in treating crescentic IgAN ac-
companied by rapidly progressive kidney failure (Supplemen-
tary data, Table S2). Ravulizumab, a long-acting anti-C5 mon-
oclonal antibody, advanced to a phase II clinical trial for IgAN
(NCT04564339). Additionally, a short-term open-label pilot study
evaluated the efficacy of avacopan (CCX168), a CSa receptor
(C5aR) antagonist, in patients with IgAN. The study found that,
within 3 months of treatment, avacopan reduced proteinuria
by 50% in three out of seven patients with a urine protein-to-
creatinine ratio (UPCR) >1 g/g despite renin-angiotensin blockade
therapy (NCT02384317).

Therapeutics to prevent the C3 convertase
formation

The complement AP activation is crucial in IgAN, making it the
primary target for intervention. In contrast to blocking the TP,
inhibiting the AP upstream of C3 convertase could help prevent
the release of C3 activation products and their potential effects.
Iptacopan (LNP023) is an orally administered small molecule
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that inhibits FB and the formation of AP convertase. A phase II
study (NCT03373461) in 58 patients showed promising results,
with a decrease in UPCR by the third month and a sustained
dose-response effect by the sixth month, along with a favorable
safety profile. These findings supported the initiation of a phase
1II trial, APPLAUSE-IGAN (NCT04578834), which is currently un-
derway (Supplementary Table S1). Additional strategies under in-
vestigation include (i) targeting C3 by interfering with its produc-
tion, (ii) preventing the activation and assembly of alternative C3
convertase components (C3, FB and FD inhibition) and (iii) accel-
erating the decay of C3 convertase (Table 2).

Another potential solution involves targeting the LP. Nar-
soplimab (OMS721), a fully human IgG4 monoclonal anti-
body, specifically targets the MASP2 protein. A phase II study
(NCT02682407) demonstrated a significant 61.4% short-term re-
duction in 24-h urinary protein excretion and stability of eGFR
in five patients. Currently, the ARTEMIS-IGAN trial, a random-
ized, double-blind and placebo-controlled phase 1II clinical trial
(NCT03608033), is evaluating this biotherapy in patients with mild
proteinuria (>1 g/day). The long-term efficacy of these comple-
ment inhibitors on clinical phenotype, histological lesions and re-
nal prognosis is eagerly anticipated.

Specificity of complement-targeting strategies

for IgAN

IgAN exemplifies the translation of innovative, effective, and
costly therapies from rare, life-threatening diseases to more
prevalent chronic conditions. Additionally, IgAN is a highly com-
plex and heterogeneous nephropathy, with complement being
just one of the many contributing factors. The degree of comple-
ment activation depends on various factors, such as: (i) the inten-
sity of the triggering factors (synthesis of Gd-IgA1-IC, infections,
exposure to environmental factors, as well as mesangial deposi-
tion), (ii) the complement pathway(s) involved and (iii) genetic fac-
tors that subtly influence the capacity to downregulate comple-
ment and glomerular inflammation in the long-term (Fig. 2b). In
chronic conditions like IgAN, strategies that delicately fine-tune
complement activation in a targeted manner may prove advan-
tageous for patients. The goal is to shift the complement bal-
ance towards enhanced regulation. Nevertheless, it is crucial to
weigh the anticipated benefits of prolonged complement inhibi-
tion against the potential risks of infection and, possibly, other
undiscovered long-term side effects. Attaining complete comple-
ment blockade may not be suitable for conditions that necessi-
tate long-term treatment. The degree of complement involvement
and the relative contribution of complement pathways could dif-
fer throughout an individual’s lifespan. Consequently, determin-
ing the ideal timing and level of complement blockade becomes
imperative. A significant challenge now lies in identifying non-
invasive biomarkers to safely select patients who may benefit
from complement-targeting therapies. Moreover, these biomark-
ers can aid in monitoring the complement blockade and person-
alizing therapeutic strategies (Supplementary data, Box S1).

CONCLUSIONS

Complement is a contributor to the multifaceted pathogenesis of
IgAN. Advancements in understanding the mechanisms govern-
ing immune response and complement activation have paved the
way for novel therapeutic approaches that could revolutionize the
management of IgAN.
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Box S1. Key points

Patients with IgAN experience persistent complement activation in their renal tissue

In IgAN, complement activation is primarily initiated by Gd-IgA1-containing immune

complexes and may predominantly involve both the alternative and lectin pathways

Complement activation can contribute to glomerular inflammation and IgAN

progression

Further research is needed to understand how complement genetics impact the extent of
complement activation in kidney tissue, disease phenotype, renal prognosis, and response

to complement inhibition therapies

Non-invasive biomarkers are crucial for: i) identifying patients likely to benefit from
complement-targeting therapies and facilitating follow-up; ii) stratifying patients for
enrollment in clinical trials; iii) monitoring the effectiveness of complement-targeting

therapies

The optimal approach for incorporating complement modulation alongside or in

combination with steroids or other immunosuppressive treatments must be determined
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Annexe 2.

Revue n°2
Ex vivo Test for Measuring Complement Attack on
Endothelial Cells: From Research to Bedside
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As part of the innate immune system, the complement system plays a key role in defense
against pathogens and in host cell homeostasis. This enzymatic cascade is rapidly
triggered in the presence of activating surfaces. Physiologically, it is tightly regulated on
host cells to avoid uncontrolled activation and self-damage. In cases of abnormal
complement dysregulation/overactivation, the endothelium is one of the primary targets.
Complement has gained momentum as a research interest in the last decade because its
dysregulation has been implicated in the pathophysiology of many human diseases. Thus,
it appears to be a promising candidate for therapeutic intervention. However, detecting
abnormal complement activation is challenging. In many pathological conditions,
complement activation occurs locally in tissues. Standard routine exploration of the
plasma concentration of the complement components shows values in the normal
range. The available tests to demonstrate such dysregulation with diagnostic,
prognostic, and therapeutic implications are limited. There is a real need to develop
tools to demonstrate the implications of complement in diseases and to explore the
complex interplay between complement activation and regulation on human cells. The
analysis of complement deposits on cultured endothelial cells incubated with pathologic
human serum holds promise as a reference assay. This ex vivo assay most closely
resembles the physiological context. It has been used to explore complement activation
from sera of patients with atypical hemolytic uremic syndrome, malignant hypertension,
elevated liver enzymes low platelet syndrome, sickle cell disease, pre-eclampsia, and
others. In some cases, it is used to adjust the therapeutic regimen with a complement-
blocking drug. Nevertheless, an international standard is lacking, and the mechanism by
which complement is activated in this assay is not fully understood. Moreover, primary cell
culture remains difficult to perform, which probably explains why no standardized or
commercialized assay has been proposed. Here, we review the diseases for which
endothelial assays have been applied. We also compare this test with others currently
available to explore complement overactivation. Finally, we discuss the unanswered
questions and challenges to overcome for validating the assays as a tool in routine
clinical practice.

Keywords: complement, endothelial cells, diagnostics, prognostics, therapeutics, kidney injury,
nephrology, explorations
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INTRODUCTION

As part of the complex innate immune surveillance system, the
complement system plays a key role in defense against pathogens
and in host homeostasis. This enzymatic cascade is rapidly
triggered in the presence of activating surfaces, such as bacteria
or apoptotic necrotic cells. However, the cascade is highly
physiologically regulated on host cells to avoid self-aggression.
The endothelium is one of the primary targets of complement
dysregulation. There is increasing evidence of complement
implications in the pathophysiology of many human diseases.
Many complement-blocking therapeutics are under
development, and some are already available in clinical
practice. Nevertheless, detection of abnormal functioning
complement is challenging, because in many pathological
conditions C3 and C4 plasma levels, the two main biomarkers
of complement activation, remain within normal ranges. The
available tests to demonstrate such overactivation with
diagnostic, prognostic, and therapeutic implications are
limited. Methods are poorly standardized, and only a few have
functional value. Therefore, there is a need to develop a robust
and standardized tool for identifying infraclinical
complement activation.

The final objective is to allow better pathophysiologically
based therapeutic management of patients. The analysis of
complement deposits on cultured endothelial cells (EC)
incubated with patient serum holds promise as a reference
assay. This approach has been used to explore complement
activation in the sera of patients with atypical hemolytic
uremic syndrome (aHUS), malignant hypertension, hemolysis,
elevated liver enzymes, and low platelet (HELLP) syndrome,
sickle cell disease (SCD), and pre-eclampsia. In some cases,
adjusting the complement-blocking drugs has been considered.
Nevertheless, the international standard for this test is lacking,
and the mechanism by which complement is activated in this
assay is not fully understood.

After a brief summary of the complement cascade, we present
the mechanisms of complement activation and how they
contribute to cell damage in several human diseases. We then
provide an overview of the tests currently available to explore
complement overactivation in routine practice. Finally, through
a comparative analysis of the available endothelial assays for
complement exploration, we discuss the unanswered questions
and challenges to overcome to validate the study of complement
deposition on cultured EC as a tool in routine clinical practice.

THE COMPLEMENT SYSTEM IN HEALTH
AND DISEASE

The complement system plays a key role in cell homeostasis,
inflammation, and defense against pathogens. It is the first line of
defense. The system comprises more than 30 soluble and
membrane-bound proteins. Three different pathways lead to
complement activation: the classical (CP), lectin (LP), and
alternative (AP) pathways. When activated, these serine protease

cascades converge to the formation of two enzymes, C3 convertase
and C5 convertase, allowing the generation of the main effectors of
this system: anaphylatoxins (C3a and C5a), opsonin (C3b/iC3b),
and the membrane attack complex (MAC) (C5b-9). CP and LP are
initiated by the recognition of pathogen-associated molecular
patterns or damage-associated molecular patterns by pattern-
recognition molecules (Clq and mannose-binding lectin).
Conversely, AP is constantly activated at a low level in the fluid
phase, generating a small quantity of C3b. In the presence of an
activating surface (apopto-necrotic or bacterial), C3b covalently
binds to the surface, and thus, initiates cell surface C3 convertase
formation (C3bBb) and the AP amplification loop. To avoid self-
aggression, AP is highly regulated in the fluid phase and on the
host cell surface by soluble (factor H (FH), factor I (FI)) and
membrane-bound regulators (membrane cofactor protein (MCP)
or CD46, complement receptor 1 (CR1) or CD35, decay
accelerating factor or CD55, and CD59). In humans, deficiencies
in complement regulatory proteins are associated with rare
diseases, such as aHUS, C3 glomerulopathy (C3G), and
paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH). However,
complement activation triggered by different pathophysiological
processes that overwhelm the capacity of regulation has been
increasingly described in a wide spectrum of diseases.

COMPLEMENT IMPLICATION IN
DISEASES

While AP overactivation is the central mechanism of cell and
tissue injury in complementopathies (aHUS, C3G, and PNH),
complement is crucial to tissue injury in a wide variety of diseases.
These include age-related macular degeneration (AMD),
antibody-mediated rejection (ABMR), cryoglobulinemic
vasculitis (CV), IgA nephropathy (IgAN), systemic lupus
erythematosus (SLE), anti-phospholipid syndrome (APS),
ANCA-associated vasculitis (AAV), rheumatoid arthritis (RA),
HELLP syndrome, pre-eclampsia, myasthenia gravis (MG),
neuromyelitis optica spectrum disorder (NMOSD), SCD, and
rhabdomyolysis-induced acute kidney injury (RIAKI). To a
lesser extent, complement seems to be involved in an increasing
spectrum of human pathological conditions, such as inflammatory
disorders, ischemia/reperfusion, cancer, degenerative disorders
(e.g., Alzheimer’s disease, atherosclerosis), and more recently,
viral infections that include COVID-19 (1) (Figure 1).

Complementopathies are characterized by a specific cell
target of AP-mediated damage. In aHUS and PNH, AP
dysregulation occurs on the cell membrane, EC surface or
platelets (2) and erythrocyte surface (3). In C3G, overactivation
of C3 and C5 convertases may occur in the fluid phase or locally
within the glomeruli, where the targeted surface remains to be
determined (suggestions include glomerular EC and mesangial
cells). AP dysregulation is a central pathophysiological
mechanism in these diseases. It can be related to innate or
acquired abnormalities in complement components, mainly
regulators (FH, FI, or MCP) or C3 convertase components (C3
or FB) (4-15).
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In diseases with major complement contributions,
complement activation can be triggered by one or another
pathway. In CV (16) and ABMR (17), activation occurs
through CP in the presence of immune complexes (IC). In
cryoglobulinemia (type II), IC are composed of IgM with
rheumatoid factor activity associated with polyclonal IgG. In
ABMR, IC are composed of IgG and donor HLA molecules.
Conversely, despite the disease being triggered by the presence of
IC, AP appears to be essential for disease development in mouse
models of RA (18, 19) and SLE (20-22). This activation can be
enhanced by apoptotic and necrotic cells due to prior damage
(23) or by proteins of the extracellular matrix (ECM) from
damaged cartilage in RA (24). In IgAN, AP (25), and LP (26)
activation is mediated by polymeric IgA. In vitro, a correlation
was found between C3 cleavage products (iC3b, C3c, C3dg) and

Spectrum of complement
mediated-diseases

[

TMA
Lupus nephritis
IgAN
ABMR
ANCA-associated vasculitis

RIAKI
Ischemia/reperfusion injury
Diabetic nephropathy

MGR!

FIGURE 1 | Complement implication in human diseases. Complement dysregulation has been implicated in the pathophysiology of several human diseases.
Complementopathies in which alternative pathway dysregulation is the central mechanism of cell and tissue injury are represented in red. Conditions in which the
complement system has been demonstrated to contribute significantly to tissue injury are represented in pink. Other diseases in which complement plays an

IgA-A-IgG IC levels, suggesting that IC-containing IgA may act
as a surface for soluble AP activation (27). In AAV, AP may be
activated by neutrophil extracellular traps, thus amplifying
complement activation and damage of EC (28). Finally, a
disease-specific soluble factor has been implicated in
complement activation. Free heme renders EC more sensitive
to complement activation in SCD (29), aHUS (30), and RIAKI
(31). In vitro, thrombin induces C5 cleavage in C5a in APS (32).
Complement activation does not arise from a unique
mechanism but can be triggered in several ways according to
the disease pathophysiology. Identification of the precise
mechanisms of complement activation will help determine
different potential therapeutic targets within the cascade.
Complement activation contributes to cell and tissue injuries
in different ways. First, it promotes inflammatory cell
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recruitment mainly in CV (33), ABMR (34), AMD (35), SLE (36)
and RA. C5a and its receptor C5aR are involved in neutrophil
recruitment (37-39) and endothelial activation (40) in AAV.
Complement activation can promote specific disease processes.
Thus, MAC can directly affect collagenase production by
synovial fibroblasts in RA (41). In IgAN, mesangial cells
exposed to complement activation and C3 deposition promote
phenotypic conversion to a more synthetic and proliferative state
(42). In AMD, C3a and C5a promote choroidal and C5a induces
vascular endothelial growth factor secretion by retinal pigment
epithelium (35). In pre-eclampsia, it has been suggested that the
binding of C5a to C5aR expressed on trophoblasts contributes to
the acquisition of their anti-angiogenic phenotype (43).

The complement system can also act as an amplifier for other
molecules involved in injury. The C5a/C5aR axis participates in
neutrophil recruitment and activation, which in turn can induce
complement activation in AAV (38). C5a induces tissue factor
expression by neutrophils, leading to factor X activation and
thrombin generation, which in turn cleaves C5 into C5a in
APS (32).

Ultimately, several triggers of complement activation and
effectors may contribute to cell and tissue damage in
heterogeneous human diseases. The identification of specific
triggers of complement activation and fine pathophysiological
mechanisms resulting in cell and tissue complement-mediated
injury is needed to determine the best therapeutic target within
the cascade. Complement inhibitor anti-C5 monoclonal antibody
(eculizumab, and more recently its long-acting form, ravulizumab)
is the gold standard in two complementopathies, aHUS and PNH,
and has obtained Food and Drug Administration (FDA) approval
for MG and NMOSD. Avacopan is a C5aR1 antagonist that has also
been approved by the FDA for patients with AAV, another disease
with a major complement contribution. Understanding the
detailed mechanisms of complement activation and complement-
mediated damage is necessary to guide the prescription of new
complement inhibitors.

OVERVIEW OF THE TESTS EXPLORING
COMPLEMENT ACTIVATION

Quantification of Complement
Components

Currently available tests mainly consist in quantification of
individual complement components or activation products.

- For the quantification of individual complement proteins in
plasma, various types of immunoassays are used to determine
the concentration of individual complement components.
The most common is nephelometry. Polyclonal antibodies
to component are added in excess of the sample and bind to
their target. Quantification is performed by passing a light
beam through the sample, which is distorted by the IC that
have formed (44).

Quantification of complement activation products
corresponding to cleavage fragments or complement

protein complexes (C3a, C3dg, C4a, C4d, Ba, Bb, C5a,
C3bBbP, MASP2, and sC5b-9) is possible. Several assays
have been described, mostly based on the recognition of a
neoepitope of the complement component in an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) format. Thus, C4a and
C4d reflect CP/LP activation, Ba, Bb, and C3bBbP reflect AP
activation, MASP2 is a key enzyme in LP activation (45) and
increasing soluble C5b-9 reflects TP activation (46). C3a and
C5a are common to the three activation pathways.

- Detection of auto-Abs (anti-FH, FB, C3b, C3bBb, and Clq)
targeting complement proteins can be performed using
ELISA (14).

Functional Assays

« Quantification of complement function is used to explore the
activity of a pathway or the entire cascade.

- In hemolytic assays, CP activation can be assessed by
incubating patient sera with sheep erythrocytes coated with
rabbit anti-sheep red blood cell antibodies (47). In this assay,
termed the CH50 assay, Clq binds to immunoglobulins,
initiates the formation of CP C3 convertase, and leads to
MAC assembly and erythrocyte lysis. Hemoglobin release is
determined to calculate the number of hemolytic sites per cell.
Activation through AP can be assessed using rabbit or guinea
pig erythrocytes, which are activators of human AP,
incubated with patient serum added to ethylene glycol-bis
(B-aminoethyl ether) (EGTA), which chelates Ca2+ and
inhibits activation via CP and LP (48). This hemolytic assay
is termed the AP50 assay.

- Liposomes coated with an activator can be used in a similar
manner to CH50 assays (49). The main difference is the
readout, which consists of the unquenching of a fluorescent
dye and not the lysis of erythrocytes.

- Assays based on ELISA method can also be used to explore the
function of the three pathways. Microtiter plate wells are
coated with recognition structures specific to each pathway
(IgM for CP, mannan or acetylated bovine serum albumin for
LP, and LPS for AP). Patient serum is added and incubated
under conditions in which only one pathway is operative at
any given time; the other two pathways are blocked. Finally,
activation capacity is detected through the formation of the
C5b-9 complex by monoclonal antibodies targeting a neo-
epitope in complex-bound C9 (50).

« Different hemolytic assays have been developed to explore
specific steps of the AP.

- Sanchez-Corral et al. (51) developed a hemolytic assay to study
FH functional defects in aHUS. The assay relies on the
knowledge that sheep erythrocytes are highly sialylated and
favor FH binding, whereas their membrane complement
regulators are incompatible with human complement
proteins. Therefore, they are protected from complement
lysis due to the binding of human FH to their surface. In
the assay, sheep erythrocytes are incubated with human
plasma in Mg-EGTA buffer, allowing activation of AP only.
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Normal plasma does not induce lysis, whereas aHUS plasma
with FH functional defects (mutations or autoantibodies)
induces lysis under these conditions (51).

- Hemolytic assays can also be used to study the stabilization of
cell-bound AP convertases (52). This assay has been used to
detect C3Nef in C3G cells. Sheep erythrocytes bearing C3
convertase C3bBb (generated by exposure of sheep
erythrocytes bearing C3b to FB and FD) were incubated
with patient IgG. C3Nef activity correlates with residual
C3bBb hemolytic sites, and lysis is developed by the
addition of rat serum.

« Staining of tissue sections for the deposition of complement
activation products can provide information about local
complement activation in tissue. This can be performed by
immunohistochemistry or immunofluorescence (53). For
example, this technique has been used to study C5b-9
deposition in the skin of patients with aHUS (54).

These tests allow only the characterization of a specific molecule
or step of the complement cascade. To reproduce human
pathological conditions and their complexity, several authors
have proposed the use of an ex vivo endothelial assay. The assay
detects and quantifies complement component deposition on the
EC surface after incubation with human serum. The EC surface is
used as the regulating surface. The objective is to detect abnormal
complement deposition that could result from either complement
overactivation exceeding the capacity of regulation, or from a
defect in complement regulation in fluid or on the EC surface.
The ex vivo endothelial assay is presented in Figure 2.

We next discuss the advantages and limits of this
functional approach.

STUDY OF COMPLEMENT DEPOSITION
ON CULTURED ENDOTHELIAL CELLS

Heterogeneity of Endothelial Cells
Populations and Their Complement
Regulation
EC line blood vessels and constitute an active regulatory organ
that has been implicated in vascular homeostasis, permeability
regulation, vasomotor tone, angiogenesis, and diapedesis of
immune cells (55). As first barrier between the blood and
interstitium it is in constant equilibrium with the environment.
Thus, heterogeneity in the structure and function of EC is a core
property of the endothelium, allowing diverse vascular functions
and regional specificity (56, 57). This diversity can be partially
explained by a distinct transcriptional profile (58) in relation to
neighboring cells (59). Hence, EC from different blood vessels
have distinct and dynamic expression profiles of complement
components and regulators, which may explain the different
susceptibility and specific organ tropism observed in some
complement-mediated diseases (60).

At a steady state, EC can produce most complement
components and express high levels of complement regulators

on their membranes (Table S1). Under inflammatory
conditions, complement component production and regulatory
protein expression are modified (Table 1). In addition to the
steady state, the modulation of complement protein expression
under inflammatory conditions differs according to the EC type
and probably contributes to a specific damage mediated by AP
and the different organ tropisms observed in complement-
mediated diseases. Sartain et al. demonstrated that resting or
tumor necrosis factor (TNF)-stimulated brain microvascular EC
expressed higher levels of regulatory molecules (FH, FI, CD46,
CD55, and THBD), generated lower levels of C3a and C4a, and
enhanced lower degree AP activation (measured by lower Ba
generation) than human renal glomerular EC (HRGEC) (61).
The authors also demonstrated a slight increase in CD46
expression, decrease in thrombomoduline (TM), and increase
in C3 and FB transcription in HRGEC exposed to TNF (62).
These results agree with the prior demonstrations of an increase
in C3 and FB production by human umbilical vein EC (HUVEC)
exposed to TNF (63), increased FH transcription and production
by HUVEC exposed to interferon (INF) gamma (64), increased
C2, FH, FB, and Clinh transcription, and decreased C3
production by HUVEC exposed to INF gamma (65). May et al.
compared the properties of four EC types (HRGEC, glomerular
EC (GEnC), human microvascular EC (HMEC), and HUVEC)
in the resting state and after overnight exposure to heme (66).
While there was no difference in expression of regulatory factors
(MCP, CD55, TM) at resting state, after overnight heme
exposure, C3 deposits on glomerular EC were greater than on
other EC. This was associated with, and possibly explained by,
weaker FH binding and TM upregulation and lower
upregulation of heme-oxygenase 1 (cytoprotective heme-
degrading enzyme) compared to HUVEC. Moreover, HUVEC,
but not EC, of glomerular origin were protected from
complement deposition after re-challenge with heme (Table S2).

EC used for ex vivo experiments comprise two types:
conditionally immortalized EC (CI-EC) and primary EC
(Table 2). Primary EC can be difficult to isolate and maintain in
culture, and have a limited lifespan. Moreover, differences in the
genetic background of individual donors can lead to
interexperimental variability. In particular, inter-individual
heterogeneity in complement regulator expression at the EC
surface cannot be excluded. CI-EC has been developed to
overcome these difficulties. HMEC-1 and CI-GEnC are HMEC
and GEnCs, respectively, that have been transfected with SV40 large
T antigen (67, 68). EA.hy926 cells were obtained by fusing HUVEC
with A549 cells obtained from human lung carcinoma (69). The
EAhy926 cells were used to generate glycosylphosphatidylinositol-
anchored complement regulatory protein-deficient cells when
treated with phosphatidylinositol-specific phospholipase C. These
cells have been used along with the PIGA-mutant TF-1 to study
complement deposits by confocal microscopy and flow cytometry
after incubation with serum from patients with thrombotic
microangiopathy (TMA), this test was called the modified Ham
test (70). After incubation with serum from aHUS patients, cell
surface C5b-9 deposits were reportedly higher than after incubation
with thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP) serum.
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FIGURE 2 | Concept of ex vivo complement deposition on endothelial cells. An ex vivo endothelial assay was developed to reproduce human pathological
conditions and their complexity. The assay consists of the detection and quantification of complement component deposition on the cultured endothelial cells (EC)
surface after incubation with human serum. The EC surface was used as the regulatory surface. (A) In serum from healthy individuals, the alternative pathway is
active at low levels but tightly regulated in the fluid phase by regulators, resulting in a very low level of complement activation product deposition on the EC surface.
The detection of an increased complement deposition when incubation is performed with pathological serum (B) could result in either i) complement overactivation
that overwhelms EC capacity of regulation (orange) or ii) defect in complement regulation in fluid or solid phase. Both are induced by tested human serum incubated
with EC. Orange arrows represent some mechanisms involved in complement overactivation in serum (1): the participation of a coactivation of classical/alternative
pathway due to pathological immunoglobins, immune complexes, or lectin pathway activation by polymeric IgA in IgA nephropathy (2), an increase in the formation of
fluid phase C3 convertases in the presence of heme or fluid phase activating surface, and the stabilization of C3 (3) or C5 (4) convertases by pathological
immunoglobulins, such as C3 and C5 nephritic factors. Red crosses represent potential defects in alternative complement pathway regulation in the fluid phase (1)
and on the cell surface (2, 3). These defects in complement regulation could be the consequence of inhibition of the main alternative pathway regulator FH due to
anti-factor H antibodies (such as in aHUS), a lack of function, or a quantitative deficiency of FH and FI due to pathological genetic variants. *CR1: weak expression of
CR1 on endothelial cells. CR1, complement receptor 1 (CD35); FB, factor B; FD, factor D; FH, factor H; Fl, factor I; FP, properdin; MCP, membrane cofactor protein.

in aHUS, complement overactivation exceeds alternative and
terminal pathway regulation, leading to C5b-9 deposits. In
contrast, in TTP, complement activation is counterbalanced by
complement regulation, leading to sC5b-9 release, but not C5b-9
deposits in the modified Ham test.

Therefore, this test has been considered a tool to distinguish aHUS
from TTP. It is important to note that sC5b-9, reflecting terminal
pathway activation and regulation, is elevated under both aHUS and
TTP plasma conditions (71, 72). One possibility is that both
conditions are associated with complement activation. However,
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TABLE 1 | Production of distinct complement components and expression of
regulators according to endothelial cell type after stimulation.
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The data presented here are mainly concerned with protein expression.

1, increase in protein production; |, decrease and —, no change.

“Denotes transcriptomic data. For details, please refer to Table S2. BMVEC, brain
microvascular endothelial cells; HMEC, human microvascular endothelial cells; HRGEC,
hhuman renal glomerular endothelial cells; HUVEC, human umbilical vein endothelial cells.

Micro- or macrovascular origin of the EC tissue lineages also
needs to be considered. Complement-mediated EC injury
demonstrates specific cell tropism according to pathophysiological
processes. In HUS and TTP, microvascular EC of dermal, renal, and
cerebral origin are more sensitive to apoptosis, whereas
microvascular EC of pulmonary and hepatic origin and
macrovascular EC are resistant (73). Distinct sensitivity of EC to
complement attack has also been explored in aHUS and heme
exposure. The demonstration of a distinct EC response in terms of
complement regulator expression after a trigger (here heme) was
proposed to partially explain the kidney tropism in this disease (66).

HUVEC are primary macrovascular EC isolated from human
umbilical cords. These are the most frequently used cells for ex
vivo assays (74). If tissue specificity is required, HRGEC (75) or
GEnCs (76), which are both isolated from human glomeruli, can
be used. More recently, the use of blood outgrowth EC obtained
from the differentiation of circulating marrow-derived
endothelial progenitor cells isolated from peripheral blood has
been proposed (77).

Comparative Analysis of the Available
Endothelial Assays
These tests consist of the quantification of complement activation
products (C3 activation fragments and C5b-9) deposits on EC by
immunofluorescence (IF) measured by confocal microscopy or
flow cytometry (fluorescence-activated cell sorting, FACS) after
incubation with a serum sample of interest. Different protocols
have been proposed to study complement activation on the
EC surface in several pathological conditions, including
aHUS (30, 78-88), TMA of other etiologies (89, 90), HELLP
syndrome and pre-eclampsia (91), C3G (14, 92), lupus nephritis
(LN) (93, 94), APS (95, 96), SCD (29), hemolytic anemia
(97) and hyperhemolytic transfusion reaction without
hemoglobinopathy (98).

The general procedure of the ex vivo assay and the different
protocols are presented in Figure 3.

To Pre-Activate or Not Pre-Activate EC?
Resting EC or EC pre-activated by cytokines, ADP, or heme can
be used (Table S3) to provide additional information.

When resting HUVEC were incubated with aHUS FB mutants
added to FB-depleted normal human serum (NHS), enhanced C3b/
iC3b-fragment deposition as measured by an anti-C3c-reacting
antibody was observed (78). The same result was obtained for
some cases when aHUS patient serum was incubated with resting
HUVEC (30, 79). Nevertheless, incubation with NHS depleted in
FB and reconstituted with other aHUS FB variants (80) or
incubation with aHUS serum from patients carrying some C3 or
FH variants (30, 79) may be insufficient to induce C3 or C5b-9
deposits. When quiescent HMEC-1 were incubated with aHUS
serum from patients carrying mutations in FH, FI, C3, or FH/
CFHRI hybrid, enhanced C3c or C5b-9 deposition was reported
only if serum was collected during the acute phases of the disease
and not after reaching remission (82, 89). Furthermore, deposits on
quiescent HMEC-1 are better correlated with relapse risk during the
tapering or discontinuation of eculizumab (85).
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TABLE 2 | Endothelial cells used for ex vivo experiments.

Conditionally immortalized Primary
Macrovascular HUVEC
Microvascular CI-GEnC BMVEC
HMEC-1 HRGEC
BOEC

BMVEC, brain microvascular endothelial cells; BOEC, blood outgrowth endothelial cells; Cl-GEnC, conditionally immortalized human glomerular endothelial cells; HMEC, human
microvascular endothelial cells; HRGEC, human renal glomerular endothelial cells; HUVEC, human umbilical vein endothelial cells.
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FIGURE 3 | Comparative analysis of different protocols used for the ex vivo complement activation test with endothelial cells. (A) The ex vivo test for measuring
complement attack on endothelial cells can be performed on different endothelial cells, including human dermal microvascular endothelial cells (HMEC-1), human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC), blood outgrowth endothelial cells (BOEC), and glomerular endothelial cells (GEnC). (B) Cultured EC are then used at their
resting state or after an activation by either ADP, heme, LPS, TNF/INF gamma, or apoptonecrotic cells. (C) EC are incubated with sample of interest. Either serum or
activated plasma (consisting of patient citrated plasma mixed 1:1 with control serum pool) or normal human serum with addition of the protein of interest (e.g., IgG).
Complement activation can be modulated in by addition of sCR1, anti-C5 antibody, anti-FH antibody, anti-properdin antibody, or EGTA-Mg buffer. (D) Complement
activation products are then revealed by fluorescent tagged antibody. Antibody directed again C3c or C5b9 can be used. According to the context, staining for other
molecules have been proposed and include IgG, P-selectin, VWF, and CD31. (E) Quantification is then performed using immunofluorescence scanning, flow
cytometry, or ELISA. (F) Controls are required and vary according to the protocols.

To increase test sensitivity, the authors proposed pre-
activating EC. Modifications in surface-bound protein
expression enable complement activation. This was achieved in
the case of P-selectin expression on HMEC-1 pre-activated with
ADP, LPS, or thrombin (82) or P-selectin expression on HUVEC
or GEnC pre-activated with heme (30, 80, 99), which could allow
C3b binding and C3 convertase formation. Enhanced formation
of C3 fragments by TNF/IFN pre-activation and C5b-9 deposition
by ADP pre-activation on HUVEC or HMEC-1 cells was
described after incubation of these cells with serum from
asymptomatic carriers of mutations in AP regulatory proteins

or C3 (79, 82). The normal range was established when pre-
activated EC were incubated with sera from healthy donors. In
addition, serum from healthy family members without the
mutation was within the normal range in this assay (79).

What Kind of Blood Samples Might Be

Incubated With EC?

Serum has been used as the source of complement proteins in the
vast majority of the tests described above. One limitation of these
tests, particularly when deposits are detected by IF, is the
variation in the results, reportedly from 30% to 52% when
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activated HMEC-1 were incubated with serum collected at the
acute phase of aHUS (91). To reduce this variation, Palomo et al.
proposed the use of activated plasma, which refers to citrated
plasma mixed 1:1 with a control serum pool. Using this
approach, the authors derived a coefficient of variation of 9%
to 18% (91). C3 consumption by the patient or loss of C3 activity
during the pre-analytical phase are also potential factors
responsible for this variation (4). Finally, for all complement
assays and to avoid in vitro complement activation, proper blood
collection and processing must be achieved (100). Processing of
plasma or serum sample must be performed within a few hours
of collection, with storage at -80°C and defrosting immediately
before use to avoid repeated freezing and thawing.

To explore the functional consequences of autoantibodies
against C3 and properdin in SLE, Vasilev et al. and Radanova
et al. incubated HUVEC with NHS supplemented with purified
IgG from patients positive for such autoantibodies (93, 94). Using
this strategy, complement deposition on EC can be directly
ascribed to the addition of autoantibodies to NHS. The same
approach was applied for anti-C3b/FB autoantibodies in patients
with C3G (14). To understand the mechanism behind
complement deposits on EC from patients with SCD,
microvesicles from normal or patient-derived erythrocytes were
added to normal serum to model the disease condition. Enhanced
binding of the C3 activation products was demonstrated (29, 101).

Which Controls Are Relevant?

Most often, NHS is used as a negative control (14, 29, 30, 78-83)
(Table S4). An important aspect to consider is the inter-
individual variability in deposits induced by normal sera.
FACS analysis has revealed that this variability was relatively
low when sera from 50 healthy donors were tested (79).
However, this is a concern, particularly when deposits are
detected by IF. This has not been directly reported, but has
been suggested by the use of pooled sera in more recent papers
(85, 91) and our own experience. Aiello et al. reported that C3
and C5b-9 deposits obtained after a single healthy subject serum
(N=12) incubation range from 0.5 to 1.5 fold increase of stained
surface area compared to pooled serum (from 10 healthy donors)
run in parallel (87).

Several authors did not use any positive controls for their
experiments (82, 83, 85, 90, 91). The comparison was only made
with the deposits obtained with negative controls. It might be
interesting to position the results on a scale. Positive controls
with published data are FH or FI depleted NHS (14, 79, 81) or
normal serum supplemented with blocking anti-FH antibodies
targeting the N-terminus or C-terminus (30, 80) or with FH19-
20, corresponding to the two last domains of FH, able to compete
with the full FH protein for cell surface binding (97).

The main issues with this type of assay are the lack of
validated international standards as well as standardized
positive and negative controls. The variability of the results in
samples from healthy donors needs to be studied extensively to
determine the appropriate cutoff. In addition, the impact of C3 or
other complement protein consumption in the patient and the
influence of the pre-analytical phase must be determined to
avoid false positive and false negative results.

Which Deposits Should Be Measured?

The objective of these tests is to demonstrate and explore
complement overactivation or dysregulation on the EC surface
after incubation with blood samples of interest. This is enabled
by quantification of the deposition of complement component
products resulting from activation or regulation. C3c (a common
epitope to C3, C3(H20), C3b, and iC3b) (which reflects C3
convertase activity and the early phase of the complement
cascade) can be detected by polyclonal anti-C3c antibody.
Antibody targeting C5b-9 reveals the final step of the cascade.
When a signal is detected on the cell membrane, it can be
assumed that the detected fragment is C3b or iC3b covalently
attached to the surface. Nevertheless, heme-activated EC and
likely ADP-activated EC (102, 103) express P-selectin, which
recruits C3b, C3(H20), and a C3(H20)-like form of C3
generated after contact with heme (30, 99). Properdin also
binds to heme-exposed or stressed EC, promoting complement
activation in a similar manner without covalent C3b binding
(97). This is an additional mechanism for amplification of
complement activation on the EC surface. C5b-9 deposits may
be more relevant in identifying dysregulation at any step.
Nevertheless, early dysregulation can induce C3 activation
fragment deposits without C5b-9 formation because of TP
regulation. C5b-9 is readily detectable by IF but is much more
difficult to detect by FACS because of the weak shifts of the peaks.
To test for CP participation, the presence of C4d-positive
deposits was also investigated (82, 89). Staining can also be
performed under the same conditions for von Willebrand Factor,
C5aR1, P-selectin, and others (87).

Evaluation of Activated Pathways

The test can be modified to assess which complement pathway is
activated in given pathological settings. The test can be
performed under different conditions to avoid CP and LP
contributions, which include C2 (30) or Clq (104) depleted
NHS, addition of SCR1 (87) or Mg-EGTA buffer (30, 78, 93, 94).
EGTA chelates Ca2+, which is crucial for CP and LP activation,
whereas AP depends on Mg2+. If AP has to be inhibited, FB-
depleted NHS can be used. These reagents are applicable for test
conditions, where the activating factor is added externally to the
serum (i.e., IgG, heme, microvesicles, etc.). When patient samples
are used directly, the same effect can be achieved by inhibiting
Clq, C4, FB, or properdin with blocking antibodies, protein
constructs, or small molecules, if available (97). Quantification of
complement activation products (split fragments generated by
cleavage of complement components or protein complexes when
activated components bind their target (i.e., C3a, C4a, Ba, Bb,
C5a, and sC5b-9) in the supernatant might be an additional
element to study complement cascade activation.

Which Techniques Are Used for Detection

and Quantification?

The two main detection techniques commonly used are FACS
and IF. HUVEC pre-activated with heme and then incubated
with NHS or aHUS serum showed results similar by FACS or IF
detection (30). IF directly analyzes deposits on EC grown on
slides. FACS requires a cell detachment step before staining, with
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the potential risk of losing a part of the deposit signal. In contrast, as
mentioned by Gavriilaki et al., obtaining quantitative data by IF
requires confocal microscopy and further analysis using specialized
software (70). When IF is used, the area occupied by fluorescent
staining in fields systematically digitized along the surface is
quantified. The quantified results expressed as the mean of the
square number of pixels per field are compared with the negative
control (82, 83, 85, 89, 91). Considering the number of EC on which
fluorescence has been measured and the staining intensity might
appear relevant. In contrast, FACS allows the rapid and objective
quantification of deposits.

What Are the Functional Consequences

of Such Deposits?

If enhancement of complement fragment deposits on EC is
interpreted as pathogenic, the functional consequences of such
deposits must be questioned. Lactate dehydrogenase release from
EC reflects cell damage. This release can be measured in the cell
culture supernatant (104). Analysis of complement deposits can
also be associated with a cell viability assay, corresponding to a
colorimetric assay based on cleavage of the WST-1 tetrazolium salt
by mitochondrial dehydrogenases in viable cells (70). Cellular
integrity can be verified by May-Grunwald Giemsa staining (88).
Direct cell death rarely occurs under these experimental conditions.
Experiments testing cell activation status by complement
overactivation have not been reported in the literature and are
needed to further understand the impact of complement on
endothelial injury. Analysis of transcriptomic modifications in EC
exposed to complement deposits under several conditions could
also be of interest.

Clinical and Therapeutic Relevance of the
Obtained Results

The ex vivo EC assay, consisting in the quantification of
complement activation products (C3 activation fragments or
C5b-9) deposits on EC (by IF measured on confocal microscopy
or FACS), after incubation with a serum sample of interest, was
first used for specific characterization of complement component
abnormalities (78-81, 83) or exploration of mechanisms
implicated in EC injury (30) in the main complementopathy,
aHUS. The assay was then used to demonstrate and explore
complement activation and participation in the pathophysiology
of several diseases, including C3G (14, 92), HELLP syndrome and
pre-eclampsia (91, 105), TMA associated with severe hypertension
(89, 106), drug-induced TMA (90), SCD (29), hemolytic anemia
(97, 98), SLE (93, 94), and APS (96). Demonstration of increasing
complement deposits on EC incubated with pathological sera is
not sufficient to determine what is responsible for complement
activation at the EC surface. Modulation of the test conditions can
help in detailing complement activation. This was the case when
complement activation was inhibited by the addition of
hemopexin to the sera of patients with SCD (29).

Noris et al. and Galbusera et al. also proposed the use of this
ex vivo EC test to monitor eculizumab therapy in patients with
aHUS (82, 85). During eculizumab tapering or discontinuation,
disease relapse preceded or was associated with an increase in
C5b-9 deposits on resting HMEC-1 in all patients. In contrast,

only one patient without relapse showed increased deposits (85).
In clinical practice, CH50 is the only routine test used to monitor
eculizumab therapy. CH50 is reportedly strongly suppressed in
patients receiving eculizumab according to the standard
protocol. However, CH50 does not allow monitoring of
eculizumab dosage tapering or discontinuation, as it is not well
correlated with relapse risk (82, 85). Eculizumab therapy
monitoring using the Wieslab® complement system screen
(107) or the modified Ham test (108) has also been proposed.
Thus, the ex vivo EC assay could represent a test of interest to a
better personalized complement-blocking therapy, but first
needs to be more standardized.

This test can also be used to better classify and assess the
prognosis of specific diseases. This is the case for hypertensive
TMA, as Timmermans et al. demonstrated in a cohort of
hypertension emergencies associated with TMA (106). The
authors demonstrated a statistical association between
increased C5b-9 deposition in the EC ex vivo test and kidney
survival. Moreover, they reported an improvement in renal
function for those with increased deposits treated with
eculizumab. The authors proposed a classification of TMA-
hypertensive emergency based on the EC ex vivo test (106).

Finally, many new anti-complement drugs targeting specific
steps of the cascade have been under development in recent years
(109). A standardized and validated assay to study complement
activation could be a useful tool in their development.

DISCUSSION AND CONCLUSION

The increasing demonstration of complement involvement in
the pathophysiology of many human diseases has mandated the
development of tools to finely explore complement activation.
Complement is a complex enzymatic cascade that is highly
regulated in constant interplay with its environment. The
current arsenal for complement exploration does not provide
functional characterization and does not report on the complex
interplay between complement and its environment, particularly
the cell surface.

The development of tests with these capabilities could allow
for a deeper exploration of the mechanisms of complement
activation in several diseases. This information could inform
the development of a complement blocking therapeutic strategy
based on pathophysiological mechanisms.

Ex vivo complement activation on EC represents a promising
tool for demonstrating and exploring complement activation
(Figure 4). It not only recapitulates complex complement
cascade regulation in vivo, but also allows modification of
several steps of the experimental procedure to characterize
complement activation mechanisms.

However, there are still unanswered questions hindering
broad used. The first is the variability in the results and the
inter-individual variability in deposits induced by normal sera.
Comprehension of the precise mechanism responsible for
complement deposition in this assay would improve its better
use. The second issue is to standardize the main steps of the
procedure to improve the interexperimental comparison.
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FIGURE 4 | Current and future application fields of the ex vivo complement activation test on endothelial cells. There is a wide range of potential applications of ex
vivo complement activation tests in endothelial cells. Currently used to decipher in vitro complement pathophysiology in research, a standardized test would
represent a promising tool in clinical and therapeutic fields, paving the way for tailored medicine in complementopathies.

The use of such a test could be multiple, including molecular
functional characterization, disease pathophysiology exploration,
prognosis classification, complement targeting drug development,
and complement therapeutic monitoring. The use of standardized
conditions will expand the field of this promising tool.
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Table S1: Characteristics of the endothelial cells used for in vitro experimentation at resting

state

Characteristics

Endothelial cells

Surface proteins expressed at resting state

HMEC1=HUVEC~CI-GEnC=HRGEC (FACS) (1); HRGECx2,5 > HUVEC (FACS) (2); BMVEC X2 >

DAF (CD55) HRGEC (FACS) (3)
CD59 HRGEC x1,4 > HUVEC (FACS) (2)
HMEC1=HUVEC=CI-GEnC=HRGEC (FACS) (1), HRGEC x1,5> HUVEC (FACS) (2); BYMEC =
MCP (CD46) HRGEC (FACS) (3)
CR1 (CD35) No/very low on HUVEC and CI-GEnC (FACS) (4)

Thrombomodulin

HMEC1=HUVEC=CI-GEnC=HRGEC (FACS) (1); HRGEC x1,3 > HUVEC (FACS) (2) Positive on
BOEC (FACS) (5)

C3aR/C5aR

BMVEC x2 > HRGEC / Undetectable (FACS) (3)

PECAM-1 (CD31)

HUVEC>HRGEC (IHC) (6) HMEC=HUVEC>HRGEC (ELISA Cell) (7); CI-GEnC=HRGEC (IF,
WB)(8) HMEC1=HMEC (FACS)(9), Positive on BOEC (IF) (5) (FACS) (10)

ICAM 2 CI-GENC=HRGEC (WB) (8)
VEGFR2=flk1 HUVEC=HRGEC (IHC) (6) , CI-GEnC=HRGEC (WB) (8) + on BOEC(IF) (5)
VE-Cadherin CI-GEnC=HRGEC (IF, WB) ((8) + on BOEC (FACS) (L) ((IF) (5)

tPA (supernatant)

HUVEC>HRGEC (ELISA) (11)

uPA(supernatant)

HUVEC<<HRGEC (ELISA) (11)

PAI-1 (supernatant)

HUVEC>>HRGEC (ELISA) (11)

Ratio tPA+uPA:PAIl

HUVEC antifibrinolytique (1:55) vs HRGEC profibrinolytique (24:1)(11)

VCAM-1 HMEC, HUVEC, HRGEC: Fine granular pattern on the surface (IF) (7)
HUVEC>HRGEC (IHC) (6) ; CI-GENC=HRGEC (IF,WB) (8); HMEC1=HMEC (IF) (9) ; Positive
VWF on BOEC (IF) (5)

Genes expression at resting state

CD46 / CD55 / CD59

HRGEC> HUVEC : x0,3/x0,3/x1,7 (RTqPCR) (2); BOEC=HUVEC (RTqPCR)(10); CD46 et CD55:
BMVEC x 6 /x 14 / NA > HRGEC (RTGPCR) (3)

Properdin / FD / CFH

HRGEC x7/ x3/ x3 >HUVEC (RTGPCR) (2); BMVEC x 4 </ x4 </ x3,5 > HRGEC (RTGPCR) (3)

C3/C5/CFB/CFl/C4/VWF / ADAMTS13

HUVEC=HRGEC (RTGPCR) (2); BMVEC x14 / x3 / x3/ x18 / x5 / NA / NA > HRGEC (RTQPCR)
(3)

Thrombomodulin

HRGEC x2 > HUVEC (RTGPCR) (2); BMVEC x2,5 > HRGEC (RTGPCR) (3)

FI BMVEC x18 > HRGEC (RTqPCR) (3)
C3aR / C5aR BMVECx 3,8 < HRGEC / Undetectable (RTqPCR) (3)
VE-Cadherin HRGEC<HUVEC (RTGPCR) (12)

PAI-1 / Thrombospondin / Fibronectin

HRGEC=CI-GEnC (RTqPCR) (8)

Specific EC genes expression at resting state

PECAM-1 Cl-GEnC=HRGEC (RTGPCR) (8)
ICAM2 Cl-GEnC=HRGEC (RTGPCR) (8)
VEFGR2 Cl-GEnC>HRGEC (RTGPCR) (8)
VWF Cl-GEnC>HRGEC (RTGPCR) (8) ; BOECHUVEC (RTGPCR) (10)

Abbreviations:
BMVEC: Brain Microvascular Endothelial Cells
BOEC: Blood outgrowth endothelial cells

CI-GENnC: Conditionnally Immortalized Human Glomerular Endothelial Cell

HMEC: Human Microvascular Endothelial Cells
HRGEC: Human Renal Glomerular Endothelial Cell
HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells
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Table S2: Specific characteristics of the endothelial cells after stimulation

Characteristics

Endothelial cells

Behavior after TNF alpha stimulation compared to resting cells

PECAM-1 = CD31

JHMEC, HUVEC and HRGEC (ELISA Cell) (1)

VCAM1 N : HUVEC and HRGEC; no effect HMEC (ELISA Cell) (1)
E selectine MHMEC, HRGEC and HUVEC (ELISA Cell) (1)
ICAM1 MHMECI = HMEC (FACS) (2)

tPA (supernatant)

J HUVEC, MHUVEC (ELISA) (3)

uPA (supernatant)

HUVEC,, no effect HRGEC (ELISA) (3)

PAI- 1 (supernatant)

MHUVEC, L HRGEC (ELISA) (3)

Ratio tPA+uPA:PAI1

Accentuation of HUVEC antifibrinolytique (1:227) vs HRGEC profibrinolytique (75:1) (3)

CD46 / CD55

BMVEC = / x2 > HRGEC (FACS) (4)

FH / C3 / FB (supernatant)

BMVEC x 1,5 / x4 / x4 >HRGEC (ELISA) (4)

C3a / Ba / C5a generation (supernatant)

BMVEC<<< / >x2 / <<< HRGEC (ELISA) (4)

FB cleavage to Ba

HRGEC: 4%; BMVEC : 2% (ELISA) (4)

C3aR / C5aR gene expression

BMVEC x23<HRGEC / Undetectable (RTqPCR) (4)

C3aR / C5aR protein expression

BMVEC x2 > HRGEC / Undetectable (FACS) (4)

CD46 / CD55 / CD59 / TM

Profile HUVEC=HRGEC: =/ =/ =/ { (FACS) (5)

CD46 / CD55 / CD59 / TM gene expression

Profile HUVEC=HRGEC: =/ =/ =/, (RTQPCR) (5) ; BMVEC x 4 / x18 / NA/ x10 > HRGEC
(RTGPCR)(4)

FI / FH gene expression

BMVEC x7 / x23 > HRGEC (RTGPCR)(4); minor effect: HUVEC=HRGE (RTGPCR) (5)

C3 /FB gene expression

1 HRGEC > HUVEC (RTGPCR)(5) BMVEC x7 / x4 > HRGEC (RTqPCR) (4)

C5/ C4 / FD / FP gene expression

BMVEC x5>/x8 >/x3</x 4< HRGEC (RTqPCR) (4) ; minor effect: HUVEC=HRGE (RTgPCR) (5)

VWF et ADAMTS13 gene expression

Minor effect: HUVEC=HRGEC (RTGPCR) (5)

C3 / FB generation (supernatant)

1/ I HUVEC and HRGEC (Fluorescence immunoassay)(5); HUVEC: P x 11/ P x 13
(ELISA) (6)

Behavior after INF gamma stimulation compared to resting cells

PECAM-1 = CD31

JHMEC, HUVEC and HRGEC (ELISA Cell) (1)

VCAM1

MHUVEC ; = HMEC and HRGEC (ELISA Cell) (1)

E selectine

No effect: HMEC, HUVEC and HRGEC (ELISA Cell) (1)

FH production (supernatant)

HUVEC: 1 (ELISA) (7)

FH expression (mRNA)

HUVEC:1 ) (Northern Blot) (7)

C2, C3, FB, Clinh, FH expression (mRNA)

HUVEC: 1N/ / 1N/ N/ 1 (Northern Blot) (8)

C2, C3, FB, Clinh, FH generation (supernatant)

HUVEC: T/ / 1/ D/ 1 (ELISA) (8)

C3 / FB (supernatant)

HUVEC : =/ x5,5 (ELISA) (6)

C3 / C4 cellular synthesis

HMEC1: =/ CI-GEnC : 1 /1 (WB on lysates) (9)

Behavior after IL1 beta stimulation compared to resting cells

VE Cadherin gene and protein expression

JHUVEC, P HRGEC (RTGPCR, WB and IF) (10)

Permeability *

1 HUVEC > HRGEC (10)

Trans Endothelial Electrical Resistance **

J HUVEC > HRGEC (10)

CD46 / CD55 / CD59 / TM protein expression

HUVEC & HRGEC : Minor effect (FACS) (5)

CD46 / CD55 / CD59 / TM gene expression

HUVEC & HRGEC : Minor effect (RTGPCR) (5)

C3 / FB gene expression

1°C3 and FB HUVEC>HRGEC (RT-gPCR) (5)

C5, FI, C4, VWF et ADAMTS13, Properdin, FD, CFH
gene expression

No effect : HUVEC=HRGEC (RT-gPCR) (5)

C3 / FB (supernatant)

HUVEC : 1'x4,8 / = (ELISA)(6)

Behavior after IL1 alpha stimulation compared to resting cells

C3 / FB / FH generation (supernatant)

HUVEC : 1/ M/ (ELISA) (11)

C3 / FB expression (mRNA)

HUVEC : 1/ M (Northern Blot) (11)

Behavior after LPS stimulation
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tPA (supernatant) { HUVEC, MNHUVEC (ELISA) (3)

uPA (supernatant) MHUVEC, no effect HRGEC(ELISA) (3)

PAI- 1 (supernatant) MHUVEC, { HRGEC (ELISA) (3)

Ratio tPA+uPA:PAIL Accentuation of HUVEC antifibrinolytique (1:227) vs HRGEC profibrinolytique (75:1) (3)
C3 / C4 cellular synthesis HMEC-1 and CI-GEnC : 1/ = (WB on lysates) (9)

Behavior after heme exposure, NHS incubation compared to resting cells

C3 deposits (heme overnight exposure) HRGEC=GENC>HMEC1=HUVEC (FACS) (12)

C3 deposits (heme overnight exposure and 30min

rechallenge) 2 CI-GEnC and HRGEC ; =~ HMEC1 ; |, HUVEC (FACS) (12)
Binding FH from NHS I HRGEC=CI-GEnC<HMEC1=HUVEC (FACS) (12)

MCP Expression ' HRGEC=CI-GEnC=HMEC1=HUVEC (FACS) (12)
Thrombomodulin gene expression M HUVEC > HRGEC=CI-GEnC=HMEC1 (RTqPCR) (12)
HO-1 gene expression MHUVEC > HRGEC=CI-GEnC=HMEC1 (RTgPCR) (12)

CD55 / CD59 expression HUVEC: {// | (FACS) (13)

P Selectin expression HUVEC : T (FACS) (13)

VvWF generation (supernatant) HUVEC : 1 (ELISA) (13)

Abbreviations:

BMVEC: Brain Microvascular Endothelial Cells

BOEC: Blood outgrowth endothelial cells

CI-GEnC: Conditionnally Immortalized Human Glomerular Endothelial Cell
HMEC: Human Microvascular Endothelial Cells

HRGEC: Human Renal Glomerular Endothelial Cell

HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cells
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Annexe 3.

Eculizumab as a therapeutic approach for severe
crescentic recurrence of immunoglobulin A
nephropathy after kidney transplantation
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1. Introduction

Immunoglobulin A nephropathy (IgAN) is a common glomer-
ulonephritis. Severe forms of the disease can be associated with
rapidly progressive kidney failure because of inflammation and
extracapillary proliferation invading the glomerular space. The
current strategy to slow down a crescentic IgAN flare is based on
high-dose steroids and/or cyclophosphamide with supportive
treatment. Patients unresponsive to these first-line therapies are
at high risk of end-stage renal disease or graft loss.

The emergence of the pivotal role of complement in IgAN has
provided new therapeutic perspectives. Therefore, anticomple-
ment therapies, such as eculizumab, a humanized anti-C5
monoclonal antibody, might be considered as a possible thera-
peutic approach in these severe forms.

Here, we describe the case of a transplant recipient receiving
eculizumab as a rescue therapy for a dramatic crescentic IgAN
recurrence a few months after a living kidney donor transplant
with a successful and persistent graft recovery.

2. Case report

A 19-year-old woman with no significant comorbidity was
admitted to the hospital for malignant hypertension with severe
renal failure and a nephritic syndrome. A kidney specimen biopsy
revealed an IgAN with signs of chronicity (M1E0S1T2-CO0). There

American Journal of Transplantation xxx (Xxxx) xxx

was no thrombotic microangiopathy (TMA) at diagnosis. Hemo-
dialysis was started 2 years later.

Three years later, she underwent a kidney transplant from a
living kidney donor, her mother (no human leukocyte antigen-
immunization, 0 mismatch in class |, and 2 mismatch in class Il
major histocompatibility complex antigens). The immunosup-
pressive induction regimen consisted of thymoglobulin, tacroli-
mus, mycophenolate mofetil and steroids. Graft function recovery
was complete (serum creatinine [sCR] level 70 pymol/L at
discharge). Six weeks later, because of digestive intolerance,
mycophenolate mofetil was replaced with everolimus.

The first 3 months after transplantation were marked by a slow
decline in graft function and the onset of proteinuria. Graft biopsy
revealed the recurrence of IgAN with endocapillary proliferation
and fibrinoid necrosis lesions in 10% of glomeruli. Steroids were
maintained at 0.3 mg/kg/d for 1 month.

At 6 months after transplantation, she presented with rapidly
progressive graft failure with a nephritic syndrome, malignant
hypertension, and microscopic hematuria. The second graft bi-
opsy showed active crescents affecting 15% of the glomeruli with
endocapillary hypercellularity and the intensification of IgA, C3c,
and C4d deposits, confirming the persistence of IgAN activity
despite steroids (Supplementary Figure). At this time, some fibrin
thrombi in glomerular capillary loops were also noticed evoking
TMA lesions (Fig. 1). Treatment consisted of intravenous steroids
(500 mg/d for 3 days), followed by high-dose oral steroids (1 mg/

Figure 1. Biopsy findings in the kidney graft at 5 months of transplantation. (A, B) Active glomerular crescent with areas of focal necrosis affecting 15%
of the glomeruli, associated with an endocapillary hypercellularity. Light microscopy, hematoxylin-eosin staining (A) and argentic coloration (B), original
magnification x400. (D, E) Fibrin thrombi in a glomerular capillary loop, evoking a thrombotic microangiopathy lesion. Light microscopy, hematoxylin-
eosin staining (D) and Masson’s trichrome (E), with original magnifications of x400 (D), and x4000 (E). (C, F) Signs of IgAN recurrence on the graft
with intense granular IgA (C) and C3c immune deposits (F) in the mesangium and in peripheral capillary loops. IgA and C3c immunofluorescence
staining, original magnification x400 (polyclonal rabbit anti-IgA-FITC and antiC3c-FITC) (Dako Agilent). Banff score: g2, cg2, tcg2, mm1, i-IF/TA1, ti0,
ci1, ct1, cpt0, ah0, aah0, cv2, and negative C4d immunostaining in peritubular capillaries (murine monoclonal anti-C4d) (Eurobio Scientific). IgA,

immunoglobulin A; IgAN, IgA nephropathy.
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kg/d), and intravenous antihypertensive therapy. Although graft
function worsened within 2 weeks, biological TMA features
appeared, including a sharp drop in platelet count (from 400 to 55
G/l), the presence of schistocytes in the blood smear, and lactate
dehydrogenase levels reaching 1000 UI/L (Fig. 2). Complement
exploration in plasma showed a decreased complement hemo-
lytic activity (CH50 = 20%) with C3, C4, FH, and FI in normal
ranges. Tacrolimus and everolimus trough levels were in the
therapeutic range. There was no evidence of antibody-mediated
rejection or other identified triggers. Everolimus was switched to
mycophenolate mofetil.

In the absence of a favorable clinical course, plasma ex-
changes were started. In spite of 3 sessions every second day,
sCR continued to rise and thrombopenia worsened. Because of
the failure of this intensive first-line treatment and the evidence of

American Journal of Transplantation xxx (Xxxx) xxx

antimeningococcal vaccination and antibiotic prophylaxis, eculi-
zumab (900 mg/wk) was given for 4 weeks, followed by 1200 mg
biweekly. The graft function improved significantly, and the bio-
logical TMA recovered rapidly (Fig. 2). Graft function recovery
was obtained 3 months thereafter and maintained over time, with
a stabilization of sCR at 115 pmol/L and the regression of pro-
teinuria after 1 year of eculizumab therapy. There was no variant
in atypical hemolytic and uremic syndrome-shared genes.

3. Discussion

Here, we describe a case of a recurrence of steroids and
plasmapheresis-resistant crescentic IgAN in a living kidney
donor recipient successfully treated by eculizumab.

The treatment of choice for a crescentic IgAN recurrence after

TMA features, we decided to start eculizumab. After kidney transplantation is unknown. The therapeutic approach
600 '\ﬁ}P P Eculizumab
Ss @
gE ﬂlm VY Yy WYy
2£ )
7 i\
2 §4oo 1 / _-A
/ -
g2 '.
(O] \
b [0 I
£ £200 1 J— \
59 iy == N ——
o l/\,«—_/ ===
@ \.\,I N
0 50 100 150 200 250 300 400 500
. 1000 A L 18
o wE K K Kk *x  *x I
g,\ 800 A g%
€= r14 o &
32 Qg
83 o0 IR -
ofal r10 55
L= 400 H \/\/\/ Qg
5 gs
200 - R o
0 e — |
0 50 100 150 200 250 300 400 500
Time after KT (days)
Serum creatinine (umol/l) —— Hemoglobin (g/dl) (12.0-16.0) ¢ Methylprednisolone 500 mg
====- PIC_,, (mg/mmol) —— Platelet count (G/l) ¥ Plasma exchange (PE)
®®@ Graft biopsy — LDH (UI) (120-246) V¥ Eculizumab

*  Presence of schistocytes
in blood smear (< 1%)

—— Haptoglobin (g/l) (0.5-1.34)

Figure 2. Graft parameters and biological thrombotic microangiopathy features following transplantation. The upper panel shows graft parameters,
and the lower panel shows the biological TMA features in blood. The patient showed a slow decline in graft function with the onset of proteinuria (0-60
days post-KT). The first graft biopsy (1) showed evidence of crescentic IgAN recurrence. Despite high-dose steroids, thrombotic microangiopathy signs
in the blood appeared secondarily and correlated with a rapidly progressive graft failure. ADAMTS13 activity was normal. Eculizumab was started after
three plasma exchange (PE) sessions with a significant improvement in graft function and biological TMA. ADAMTS13, a disintegrin and metal-
loprotease with thrombospondin type | repeats-13; IgA, immunoglobulin A; IgAN, IgA nephropathy; KT, kidney transplantation; LDH, lactate dehy-
drogenase; MP, methylprednisolone; P/Cyine, proteinuria/creatinine ratio in urine; PE, plasma exchange session.
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kg/d), and intravenous antihypertensive therapy. Although graft
function worsened within 2 weeks, biological TMA features
appeared, including a sharp drop in platelet count (from 400 to 55
G/l), the presence of schistocytes in the blood smear, and lactate
dehydrogenase levels reaching 1000 UI/L (Fig. 2). Complement
exploration in plasma showed a decreased complement hemo-
Iytic activity (CH50 = 20%) with C3, C4, FH, and FI in normal
ranges. Tacrolimus and everolimus trough levels were in the
therapeutic range. There was no evidence of antibody-mediated
rejection or other identified triggers. Everolimus was switched to
mycophenolate mofetil.

In the absence of a favorable clinical course, plasma ex-
changes were started. In spite of 3 sessions every second day,
sCR continued to rise and thrombopenia worsened. Because of
the failure of this intensive first-line treatment and the evidence of
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antimeningococcal vaccination and antibiotic prophylaxis, eculi-
zumab (900 mg/wk) was given for 4 weeks, followed by 1200 mg
biweekly. The graft function improved significantly, and the bio-
logical TMA recovered rapidly (Fig. 2). Graft function recovery
was obtained 3 months thereafter and maintained over time, with
a stabilization of sCR at 115 umol/L and the regression of pro-
teinuria after 1 year of eculizumab therapy. There was no variant
in atypical hemolytic and uremic syndrome-shared genes.

3. Discussion

Here, we describe a case of a recurrence of steroids and
plasmapheresis-resistant crescentic IgAN in a living kidney
donor recipient successfully treated by eculizumab.

The treatment of choice for a crescentic IgAN recurrence after
kidney transplantation is unknown. The therapeutic approach
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Figure 2. Graft parameters and biological thrombotic microangiopathy features following transplantation. The upper panel shows graft parameters,
and the lower panel shows the biological TMA features in blood. The patient showed a slow decline in graft function with the onset of proteinuria (0-60
days post-KT). The first graft biopsy (1) showed evidence of crescentic IgAN recurrence. Despite high-dose steroids, thrombotic microangiopathy signs
in the blood appeared secondarily and correlated with a rapidly progressive graft failure. ADAMTS13 activity was normal. Eculizumab was started after
three plasma exchange (PE) sessions with a significant improvement in graft function and biological TMA. ADAMTS13, a disintegrin and metal-
loprotease with thrombospondin type | repeats-13; IgA, immunoglobulin A; IgAN, IgA nephropathy; KT, kidney transplantation; LDH, lactate dehy-
drogenase; MP, methylprednisolone; P/Cyine, proteinuria/creatinine ratio in urine; PE, plasma exchange session.
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recommended by the kidney disease improving global outcomes
(KDIGO) guidelines for crescentic IgAN associated with rapidly
progressive renal failure is the use of high-dose steroids and
cyclophosphamide, whereas the benefit of plasmapheresis is
debated. In this case, eculizumab was preferred to cyclophos-
phamide due to the strong immunosuppression burden in the
recipient and the occurrence of a systemic TMA.

Complement activation is a driver of several glomerulone-
phritis." In IgAN, the glomerular codeposition of galactose defi-
cient IgA1 with a set of complement activation fragments have
provided evidence of a complement alternative and lectin path-
ways activation in renal tissue, which intensity may correlate with
disease’s severity.”

Interestingly, acute graft failure was associated with the
occurrence of TMA features in blood analysis. These signs were
preceded by fibrin thrombi in some glomerular capillary loops on
the biopsy performed 1 month before the acute graft injury
episode, before the onset of malignant hypertension. The
occurrence of arteriolar/glomerular TMA lesions in patients with
IgAN is not anecdotal and may have a significant impact on renal
outcomes.® The role of genetic traits potentially shared between
patients with IgAN and atypical hemolytic and uremic syndrome
needs to be clarified.*®

Eculizumab prevents the release of C5a by inhibiting C5
cleavage by the C5 convertase, thus breaking the self-reinforcing
cycle of glomerular inflammation because of complement acti-
vation in tissue. We must, however, point out that eculizumab
does not treat the deposition of pathological IgA in the kidney.
The only data available concerning the use of eculizumab for a
crescentic IgAN flare are based on anecdotal cases (n = 4) with
usually poor renal outcomes (Supplementary Table).®®

In our patient, eculizumab was started when graft function
worsened and after only 3 plasmapheresis sessions. The early
administration probably preceded the occurrence of irreversible
glomerular damages, thus contributing to the favorable out-
comes. However, a delayed effect of the other associated ther-
apies cannot be fully excluded. The maintenance of complement
inhibition several months after this episode may have contributed
to the graft function recovery and, perhaps, the prevention of
relapses.4 Eculizumab was withdrawn based on the stabilization
of graft function without recurrence after 1 year of treatment and
the absence of genetic abnormalities in complement genes.

4. Conclusion

This report provides an example of the efficiency of eculizu-
mab therapy in a rapidly progressive graft failure because of IgAN
recurrence after kidney transplantation. This observation un-
derlines the necessity to strengthen the link between comple-
ment activation and crescentic forms of IgAN.
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Supplementary material

Table S1: Detailed characteristics of reported cases treated by eculizumab for a rapidly

progressive renal failure due to a crescentic IgAN.

Figure S1: Kinetic of immune deposits on graft biopsy at 3 and 5 months of

transplantation

Graft biopsy on the 3" month of transplantation confirmed the recurrence of IgAN and signs of
complement activation in renal tissue with the co-deposition of IgA and C3 activation fragments
within glomerular mesangium and peripheral capillary loops. Immune deposits (IgA, C3c, C4d)
increased significantly on the second graft biopsy performed on the 5% month after
transplantation, indicating an active complement activation process in glomeruli. Complement
membrane attack complex (C5b-9) staining was noticed in vascular pole of glomeruli
(considered as weak). Immunofluorescence staining (Polyclonal rabbit anti-IgA-FITC and anti-
C3c-FITC, Dako Agilent, murine monoclonal anti-C4d Eurobio scientific) and
immunochemistry staining (C5b-9, B7 clone, gift from Paul Morgan), original magnification

x400. Abbreviations: IgAN: IgA nephropathy.
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1 | INTRODUCTION

The complement system is an important part of the innate immune
defense. Complement proteins interact in a cascade in order to opso-
nize pathogens and induce a series of inflammatory responses which
help immune cells fight infection and maintain homeostasis. However,
complement is also involved in pathological processes and comple-
ment activation contributes to tissue damage, autoimmune reactions,
and chronic inflammation. Tight regulation of complement activation
by both fluid-phase and membrane-bound complement inhibitors is

Abbreviations: AIHA, autoimmune hemolytic anemia; aHUS, atypical hemolytic-uremic
syndrome; AP, alternative pathway; APS, antiphospholipid syndrome; CAD, cold agglutinin
disease; CAPS, catastrophic antiphospholipid syndrome; CP, classical pathway; DAF, decay
accelerating factor; DAT, direct antiglobulin test; DHTR, delayed hemolytic transfusion
reaction; HSCT-TMA, ic stem cell ion-associated thrombotic
microangiopathy; FH, factor H; LP, lectin pathway; MAC, membrane attack complex; MASP,
mannan-binding lectin serine protease; MBL, mannan-binding lectin; PNH, paroxysmal
nocturnal hemoglobinuria; RBCs, red blood cells; SCD, sickle cell disease; TMA, thrombotic

microangiopathy; wAIHA, warm autoimmune hemolytic anemia.

Véronique Frémeaux-Bacch

i1,3

The complement system is part of the innate immunity. An increased activation or a
loss of the regulation of this fine-tuned cascade is involved in a variety of hematolog-
ical diseases. During the last decade, anti-C5 therapies have revolutionized the man-
agement and prognosis of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria (PNH) and atypical
hemolytic and uremic syndrome (aHUS). The availability of a rapidly growing number
of innovative complement inhibitors has opened new therapeutic perspectives for
several other hematological disorders in which the complement is involved at differ-
ent degrees. This review focuses on complement biology and its mechanisms of acti-

vation in hematological diseases.

essential to maintain a good balance between optimal protection with
as little as possible damage to host's cells. Therefore, an excessive com-
plement activation can lead to injury of normal cells. An increased acti-
vation or a loss of regulation of complement is involved in a variety of
hematological diseases including among others: paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria (PNH), atypical hemolytic-uremic syndrome (aHUS),
autoimmune hemolytic anemias (AIHA) and hematopoietic stem cell
transplantation associated thrombotic microangiopathies (HSCT-TMA).

Over the past decade, the blockade of the terminal complement
pathway using C5 inhibitors has dramatically improved the morbidity
and mortality of patients with PNH and aHUS, two prototypic
complement-mediated diseases. Moreover, a growing body of evi-
dence underlines the role of complement in other hematological dis-
eases, which may help identify new potential therapeutic approaches.
Recently, the first demonstration of the efficacy of C1s inhibition effi-
ciency in cold agglutin disease (CAD) has provided an illustration of
these new targets within the complement cascade for the treatment
of hematological disorders.

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivs License, which permits use and distribution in any
medium, provided the original work is properly cited, the use is non-commercial and no modifications or adaptations are made.
© 2023 The Authors. American Journal of Hematology published by Wiley Periodicals LLC.

Am J Hematol. 2023;98:55-519.

Génétique du complément et IgAN | Duval A. 2023 415

wileyonlinelibrary.com/journal/ajh S5



DUVAL anp FREMEAUX-BACCHI

| WILEY

This review aims to provide an overview of the physiology of the

complement cascade, to present the main mechanisms of its overacti-
vation or dysregulation in a set of hematological disorders in which
the complement is involved at variable degrees, and to discuss the
rational use of complement inhibitors in this field.

2 | COMPLEMENT CASCADE IN
PHYSIOLOGY

The complement is composed of plasma proteins, produced mainly by
the liver, and of membrane proteins expressed on cell surface. More
than fifty plasma and membrane-bound proteins participate in this
complex serine protease cascade.® Complement operates in plasma, in

tissues, or within cells.* ™3

2.1 | Activation of the cascade

The complement system is a powerful part of the innate immune
defense pathway which is essential in the fight against microorgan-
isms (bacteria, viruses). One of the main physiological functions of
complement is to label invading microbes for removal by phagocytes
(opsonization) and subsequently killing by the formation of a lytic
membrane attack complex (MAC) on their surface, a mechanism of
particular importance for the destruction of encapsulated bacteria.
Activation of the complement system by antigens from pathogens
also promotes the inflammatory response and enhances the activation
of adaptive immunity. As complement is an integral part of the
immune system and protects against infection, complement inhibition
increases the risk of infections, notably invasive meningococcal infec-
tions and, to a lesser extent, of encapsulated and unencapsulated
germs.

Besides its role in the protection against pathogens, the activation
of the complement system is crucial for the maintenance of homeo-
stasis via the opsonization of necrotic cells or apoptotic bodies. In
addition, the complement is closely linked to other physiologic path-
ways and processes such as coagulation cascade, adaptative immune
response, and inflammation.?*~¢ The role of complement in homeo-
stasis and its cross talk with coagulation cascade have been recently
summarized.””?

Three initiating pathways of complement activation are
described: the classical pathway (CP), the lectin pathway (LP), and the
alternative pathway (AP) (Figure 1). The CP is triggered by immune
complexes and the LP is initiated by the recognition of exposed gly-
cans (mannose residues) on bacterial surface. In the CP, the Cilq, in
complex with C1r and C1s serine proteases (the C1 complex) binds to
the Fc region of surface-bound antibodies (IgG, or IgM). Autocatalytic
activation of C1r and C1s cleaves C2 and C4 leading to the assembly
of the classical C3 convertase (C4b2b, formerly known as C4b2a). LP
is initiated after the recognition of mannose residues on cell surface
by sensor molecules called mannan-binding lectins (MBL) and ficolins.
As for the CP, the binding of MBL-associated serine proteases or

MASPs to MBL further activates C2 and C4 and initiates the C4b2b
convertase. Even in the absence of infection, the AP is permanently
active at a low level via the spontaneous hydrolysis of the C3
(C3 “tickover”). The generation of the active form of C3 (C3H,0) leads
to the formation of the initial AP C3 convertase (C3bH,0Bb) in the
presence of Factors B and D and in turn able to cleave C3.

The activation of the complement cascade by any of the three
pathways leads to the formation of central enzymatic complexes
C4b2b and C3bBb convertases. Through their serine-protease activ-
ity, the C3 convertases are capable to cleave the C3 molecule nearby
into its bioactive form C3b and C3a, an anaphylatoxin. The generated
C3b covalently binds to an activating surface (pathogens, necrotic/
apoptotic cells) and forms new C3bBb convertases allowing the self-
amplification of the C3 cleavage in a few minutes (amplification loop).
Properdin is a positive regulator of complement, which stabilizes the
AP C3 convertase thus increasing its half-life. A high concentration of
C3b deposits close to a C3 convertase, in turn generates the C5 con-
vertase (C3bBbC3b or C4b2bC3b) with the ensuing cleavage of C5
into its effectors C5b and C5a, a potent anaphylatoxin.*®

The generated C5b will assemble with terminal complement com-
ponents (C6, C7, C8) and insert into the phospholipid bilayer of the
membrane. The addition of multiple C9 molecules promotes the for-
mation a membrane attack complex (MAC or C5b-9) pore. The forma-
tion of a MAC on an unprotected surface such as gram-negative
bacteria (Neisseria species) induces the lysis and the destruction of the
pathogen.** Importantly, however, C5b-9 deposits on nucleated cells,
such as endothelial cells, can cause irreversible damages via the initia-
tion of intracellular signaling pathways by a calcium flux responsible
for a modification of the cellular phenotype (activation, proliferation)
and ultimately the induction of apoptosis.'?

22 | Complement regulation

The maintenance of a fine balance between the different levels of
activation of this powerful cascade is challenging, and should preserve
its functions of opsonization and guardian of homeostasis while avoid-
ing normal cell damage but the activation of the complement terminal
pathway.* Under physiological conditions, initiation and the amplifica-
tion of the complement cascade are tightly regulated by plasmatic or
cell surface regulators to avoid its self-amplification and damage to
normal cells. These multiple regulators act at different steps of the
cascade (Figure 2). Factor H (FH) is the main regulator of the comple-
ment AP and of its amplification loop in plasma and on cell surface.
FH consists of 20 modules called complement control proteins
(CCPs). The four N-terminal domains (CCPs 1-4) of FH bind the C3b
and the C-terminal domains (CCPs 19-20) are able to bind polyanions
such as glycosaminoglycans allowing FH to downregulate complement
activation on the cell surface. The FH controls the complement AP
activation by several mechanisms. First, the interaction of FH with
C3b competes with the binding of FB to C3b, thus preventing the for-
mation of the AP C3 convertase (Figure 2A). Second, FH also acceler-
ates the decay of the C3 convertase (Figure 2B). Last, FH acts as a
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Complement cascade and therapeutic targets in hematological diseases. The classical complement pathway is initiated by the

binding of complement protein 1q (C1q) to an antigen-antibody complex at the surface of a pathogen or a host cell. This allows the
subsequent activation of C1r, C1s, and the formation of a serine protease complex (C1q,r,s) that in turn cleaves C4 and C2. C4b and C2a will
subsequently assemble to form a classical C3 convertase (C4b2b, formerly called C3b2a). LP is initiated by the recognition of mannose-binding
residues on a cell surface by the mannan-binding lectin complex (MBL/MASP). Complement AP is permanently active at low level via the
spontaneous hydrolysis of C3, a process called “tickover”. The latter generates low amount of C3b (or C3H,0) ready to bind covalently on
surface. The binding of factor B (FB) to C3b forms C3 pro convertases (C3bB). The further activation of C3b-bound FB into Bb by factor D
forms the alternative C3 convertases (C3bBb). The C3 convertases are then able to cleave new C3 molecules into its active form C3b. The
enrichment in C3b deposits close to C3 convertases will form C5 convertases which are able to cleave C5 into C5b. The assembly of C5b with
terminal components (C6-C9) will ultimately form a membrane attack complex (MAC or C5b-9) on the membrane. To avoid self-amplification
and self-damage, the cascade is tightly downregulated by regulators in plasma and on cell surface (represented in brown). The main
complement-mediated hematological diseases (PNH, aHUS, HSCT-TMA, CAD and wAIHA), are presented in red close to the pathway engaged
in their pathogenesis. aHUS: atypical hemolytic-uremic syndrome; CAD: cold agglutinin disease; FB: factor B; FD: factor D; FH: factor H; FI:
factor I; FP: Properdin; C5aR: C5a receptor; HSCT-TMA: hematopoietic stem-cells associated thrombotic microangiopathy; MAC, membrane
attack complex (or C5b-9); MASP: mannan-binding lectin serine protease; MBL: mannan-binding lectin; PNH: paroxysmal nocturnal

hemoglobinuria; wAIHA: warm autoimmune hemolytic anemia.

cofactor for factor | (Fl)-mediated proteolytic inactivation of C3b
(Figure 2C).

On the membrane of nucleated cells, FI and its cofactors FH,
complement receptor | (CR1 or CD35), and MCP (CD46) act synergis-
tically to prevent the formation of AP C3 convertases via the proteol-
ysis of the C3b into its inactive form iC3b. The bound iC3b fragments
are further cleaved into C3c (released into the circulation) and C3dg/
C3d by FI and CR1. Proteins with decay-accelerating activity within
the alternative C3 convertase include decay accelerating factor (DAF,
CD55), FH, and CRI. CD55 is a complement regulatory protein
expressed by cells to protect them from bystander lysis by

complement. It prevents the formation of C3/C5 convertases. Other
regulators (C1 inhibitor, C4BP) act in the early phases of the cascade
avoiding the initiation of classical/ LP. Terminal pathway is downregu-
lated by CD59 which interferes with the assembly of C5b-8 and C9
on the membrane.*® Terminal activation products are made water-sol-
uble, and thus unable to attach to the membrane, by fluid-phase clus-
terin or vitronectin (sC5b-9)** (Figure 2D).

Complement deficiencies can be either primary (hereditary) or
acquired. Biological assessment of complement activation can be
studied in vitro with EDTA-plasma.’® Quantitative measurement of

complement proteins aims to determine if plasma levels of
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FIGURE 2 Complement activity must be regulated to prevent bystander damage to the host's cells. (A) Factor I-mediated cleavage of C3b
prevents the latter from forming active convertases, and requires cofactor activity. These cofactors include the membrane-bound membrane
cofactor protein (MCP or CD46) and complement receptor 1 (CR1 or CD35), as well as the fluid-phase Factor H (FH) and C4-binding protein
(C4BP). (B) C3 convertases are regulated by proteins with a decay-accelerating activity, which serves to inhibit the assembly of new C3
convertases and shorten the half-life of the preformed convertases, limiting their ability to participate in complement activation. Proteins with
decay-accelerating activity for the classical C3 convertase include decay-accelerating factor (DAF or CD55), CR1, and C4BP. AP inhibitors with
this activity are DAF, FH, and CR1. (C) Proteolytic inactivation of C3b deposits on cell surface by factor | (Fl) and its cofactors FH, MCP, and CR1.
(D) The MAC is the lytic complex of complement and its assembly can be inhibited by the membrane-bound CD59 and the fluid-phase vitronectin
and clusterin. (E) CD55 and MCP protect cells by patrolling the surfaces and inactivating C3b. CR1: complement receptor 1; DAF: decay
accelerating factor; FB: factor B; FH: factor H; Fl: factor I; MAC, membrane attack complex (or C5b-9).

complement proteins are reduced, as a marker of the preferential acti-
vation of complement AP (low C3, normal C4), classical/ LP (low C4,
low C3) or of a complement protein deficiency (ie FH, FI, C1q). The
CH50 and AP50 evaluate the function of the CP and AP respectively.
Normal biological investigations in plasma or sera can strictly remain
normal, even in an acute phase of intra-organ complement activation
since this phenomenon first takes place in tissue or on cell surfaces.
The quantification of complement biomarkers as C3a, C4d, sC5b-9,
C5a and factor Bb is under clinical evaluation in various types of
diseases.

3 | COMPLEMENT DYSREGULATION IN
HEMATOLOGICAL DISEASES

The pathophysiology of hematological diseases illustrates several
mechanisms of complement overactivation resulting from genetic or
acquired complement dysregulation or from the combination of condi-
tions enhancing complement activation leading to cell damage. During
the last 20 years, the advances in diagnostic and therapeutic tools

helped demonstrate the role of complement in the pathogenesis of
hematological diseases.

3.1 | Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria

PNH is a clonal hematological disorder due to acquired somatic muta-
tions located in the X-linked phosphatidylinositol glycan class A
(PIGA) gene in a subset of hematopoietic stem cells. The PIGA gene is
crucial for the biosynthesis of the glycophosphatidylinositol (GPI)
anchor of proteins on the surface of hematopoietic progenitors, nota-
bly on erythrocytes.'® This GPI-anchor is essential for the anchoring
to the membrane of two main complement regulatory proteins: DAF
(CD55) and CD59. GPI-deficient cells are then unshielded from com-
plement attack since they lack these two essential complement regu-
latory proteins DAF (CD55) and CD59.'” Therefore, only CR1 and FH
are operational to protect the red blood cells (RBCs) against comple-
ment attack (Figure 2E). The diagnosis of PNH is made by flow cyto-
metry with the identification of GPI-deficient cells using a

fluorescently labeled inactive variant of protein aerolysin (FLAER).'®
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FIGURE 3 Mechanisms of hemolysis of PNH RBCs in the absence or in a presence of a complement terminal pathway inhibition.

(A) Mechanisms of intravascular hemolysis in PNH patients. CD55/CD59-deficient PNH erythrocytes are not shielded from intense activation of
the alternative complement pathway. After a trigger (such as an infection), complement AP is strongly activated and large amounts of C3b are
deposited on erythrocytes. This overwhelms the complement regulatory capacity of CD55/CD59-deficient erythrocytes with the rapid formation
of C3 and C5 convertases. Uncontrolled engagement of the complement terminal pathway results in the formation of lytic membrane attack
complexes (MAC, or C5b-9) on defective erythrocytes and intravascular hemolysis. (B). Mechanisms involved in extravascular hemolysis in PNH
patients treated with eculizumab. PNH erythrocytes are susceptible to extravascular hemolysis. The alternative complement pathway is

continuously and spontaneously activated, leading to the deposition of small amounts of C3b on erythrocytes. The engagement of the terminal
complement pathway in PNH patients on C5 inhibitors is prevented. Thus, C3b and its degradation products (iC3b, C3d) deposits accumulate on
the surviving defective erythrocytes, reaching high densities. The C3b/iC3b opsonized erythrocytes are then phagocytosed by macrophages in
the spleen and liver: a process called extravascular hemolysis. This phenomenon is responsible for persistent anemia under terminal complement
pathway blockade. C3 activation products on erythrocytes can be detected by flow cytometry. AP: alternative pathway; MAC, membrane attack

complex (or C5b-9); PNH: paroxysmal nocturnal hemoglobinuria; RBCs: red blood cells.

Patients typically present with chronic intravascular hemolysis

1920 and intravascular

due to low-level complement activation,
hemolysis episodes with the occurrence of hemoglobinuria follow-
ing events with a potent trigger of complement activation, such as
infection.”°

The efficiency of anti-C5 therapies has been demonstrated first in
PNH.222 Eculizumab is an anti-C5 monoclonal antibody and repre-
sents the first approved complement drug.??>?® This biotherapy
inhibits the cleavage of the C5 molecule by the C5 convertase,
thereby avoiding the activation of the complement terminal pathway
and the formation of MAC. The success of eculizumab in PNH con-

firmed the involvement of complement terminal pathway in acute

hemolysis episodes typical of this disease since it halts intravascular
hemolysis in almost all PNH patients.

However, PNH patients may have a suboptimal response to C5
inhibition with a residual anemia or an RBCs-transfusion-dependence
in up to 20-30% of patients while on eculizumab. The first mecha-
nisms of the breakthrough hemolysis under eculizumab are the over
activation of complement during infections and situations where the
control of complement activity is not fully achieved as in pregnancy or
during inflammation.?*2° Nishimura, et al. described another cause of
poor response to eculizumab due to genetic variants in the C5 gene
(c.2654G > A p.Arg885His and c.2653C > T p.Arg885Cys) disrupting

the eculizumab epitope in a subset of patients of Asian ancestry.?®
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The measure of CH50 activity (a functional test, which evaluates the
residual hemolytic capacity of complement cascade) and circulating
free eculizumab may help physicians in patients' management and the
prevention of acute hemolysis episodes.?

The last mechanism underlying a suboptimal response to C5
blockade is the occurrence of extravascular hemolysis.27 Indeed, C5
blockade does not inhibit the AP activation upstream since the forma-
tion and the activity of C3 convertases is not altered. On C5 blockade,
persistent dysregulated activation of the early phases of the comple-
ment cascade on PNH RBCs may lead to progressive C3 deposition
on surviving yet defective erythrocytes. The opsonization of erythro-
cytes by C3b/iC3b renders them susceptible to phagocytosis in the
spleen and the liver, a process called extravascular hemolysis.?8~°
Evidence of an extravascular hemolysis in PNH patients treated by C5
inhibitors raised the question of the potential value of upstream

TABLE 1

Hematological Pathway(s)

complement blockade with C3 inhibitors.>**? The detection of C3
activation fragments using an anti-C3d antibody on GPI-deficient
RBCs by flow cytometry might constitute an interesting tool for the
follow-up of patients under complement blockade. But the clinical
usefulness of this technique is yet to be determined.?”° The distinct
mechanisms involved in intra and extravascular hemolysis in PNH

patients are depicted in Figure 3.

3.2 | Atypical hemolytic and uremic syndrome:
A prototype of complement alternative
pathway-mediated disease

Thrombotic microangiopathies (TMA) are defined as a clinical triad
associating mechanical hemolytic anemia, thrombocytopenia, and

The rationale for the use of therapeutic complement inhibition in main hematological diseases with complement involvement.

Signs of complement activation in

disease involved Complement involvement Main tool for the diagnosis patients
aHUS AP, TP Acquired or genetic complement  Genetic screening of variant in | C3in about 30%-50% of patients.5!
alternative pathway complement genes Presence of anti-FH Ab (5%-10% of
dysregulation in up to patients)
50%-60% of patients.”>>* |FH, |Fl levels (mostly associated with
genetic variants)
PNH AP, TP Acquired CD55 and CD59 GPI-deficient (CD55 /CD59 ") cells For the diagnosis: none
deficiency on RBCs in blood circulation by flow Under C5 inhibition: C3d deposits on
AP deregulation and activation cytometry RBCs (flow cytometry), evaluation of
of TP are involved in (FLAER technique) complement activity (CH50) for drug
paroxysmal episodes of monitoring
intravascular hemolysis
AP is involved in RBCs
opsonization and extravascular
hemolysis by macrophages
and persistent anemia while
under anti-C5 therapy.
CAD CcP Acquired autoantibodies (IgM) Direct Antiglobulin test (DAT) Direct Antiglobulin test (DAT) positive for
recognizing self-antigens on positive for C3d deposits on RBCs C3d deposits on RBCs
RBCs and promoting
complement-mediated RBC
aggregation and hemolysis
below 37°C
WAIHA CcP Acquired autoantibodies (IgG, Direct Antiglobulin test (DAT) Direct Antiglobulin test (DAT) positive for

IgM) recognizing self-antigens

positive for C3d and IgG deposits

C3d deposits on RBCs

on RBCs and promoting on RBCs
complement-mediated RBC
aggregation and hemolysis
HSCT-TMA AP, TP Combination of hits: None Signs of complement activation (|C3,

myeloablative conditioning
regimen * additional
endothelial injury of
inflammatory context
preexisting endothelial cell
damage

Role of a genetic predisposition in
complement dysregulation is
to be confirmed

1sC5b-9) can be absent

Abbreviations: aHUS, atypical hemolytic uremic syndrome; AP, alternative pathway, CAD, cold agglutinin disease; CP, classical pathway; HSCT-TMA,
hematopoietic stem cell transplantation associated microangiopathy; RBCs, red blood cells; TMA, thrombotic microangiopathy; PNH, paroxysmal nocturnal
hemoglobinuria; TP, terminal pathway; wAIHA, warm autoimmune hemolytic anemia.
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TABLE 2 Complement activation mechanisms in hematological diseases with emergence of complement activation in pathogenesis.

Pathway(s)
involved

Hematological disease

Antiphospholipid AP, TP
syndrome (APS)

Catastrophic
antiphospholipid
syndrome (CAPS)

Immune thrombopenia CP, TP
(ITP)

Thrombotic Not clearly
thrombocytopenic established
purpura (TTP) (AP)

HELLP syndrome AP, TP

Carfilzomib-induced TMA AP

Sickle cell disease (SCD) AP, TP

Thalassemia

Disseminated intravascular TP
coagulation (DIC)

Not clearly
established

Mechanisms of complement
activation involved in pathogenesis

Complement might be activated by
antiB2GPI antibodies®? or
autoantibodies directed against
complement components83

Complement activation and
complement AP genetic variants
may be associated with
thrombotic events®*#°

Activation of complement CP by
autoantibodies deposition on
platelets.'®*

Complement TP may contribute to
autoimmune platelet
destruction.**02

Mechanisms of complement
activation not clearly established.

Ultra large Von Willebrand factor
multimers anchored on the
endothelial cell surface may
promote the assembly of AP C3
convertases,®* thus enhancing
complement activation on
endothelium, endothelial damage
and intravascular thrombosis.'%%

AP activation may be involved**®

No association with genetic variant
in complement AP genes®'**1°

Mechanisms of complement
activation not clearly
identified'2*2° Genetic variants
in AP genes may predispose to a
Carfilzomib-induced complement
dysregulation®®

Mechanisms of complement
activation not fully elucidated.

Role of complement TP in vaso-
occlusive crisis and tissue injury.

AP activation may be enhanced by
the liberation of free heme during
acute hemolysis episodes’®

Complement AP activation may
participate in RBCs opsonization
and chronic hemolysis.

Decrease in CD55 expression on
p-thalassemia RBCs may
contribute to complement
dysregulation®®®

Mechanisms of complement
activation not fully characterized

Features of complement
activation in patients
(plasma, tissue, ex vivo
models)

1 C5b-9, Bb and C3a plasma
levels in patients®®

| C3, C4, CH50 in up to
30-40% of patients.'*

1 C3a, sC5b-9 plasma level
during acute episodes, |C3
level in 15% of
patients, %110 put the
dosage of C5b-9 is much
lower in TTP than in aHUS
patients.

Tserum levels C5a and/or
sC5b-9 at diagnosis.**¢
Placental deposition of C5b-
9117

Ex vivo model with T C5b-9
deposits on endothelial
cells in activated plasma
from HELLP
patients!18-121

Ex vivo model: 1 C5b-9
deposits of endothelial
cells exposed to the
plasma from
patients!2¢-130

1 sC5b-9, C5a and/or Bb
fragments in plasma during
hemolysis crisis and at a
steady state””

C3d deposits can be
detected on the surface of
SCD RBCs™?'71%¢

1 C5b-9 in plasma after
transfusion™*?

Positivity of DAT in about
50% of patients*4°

Participation of C5 activation
products (C5a) in DIC
associated with a sepsis

Registered trials (Phase I-1V)
with complement inhibitors.
Retrospective series and
cases reports

Eculizumab (anti-C5) (post-
transplantation)
(NCT01029587)

Eculizumab treatment in small
cases series®” 7% and cases
reports®?1%°

No therapeutic trial registered

No cases reported

In vitro success of
Sutimlimab'®

Sutimlimab (anti-C1s) (phase 1)
(NCT03275454)

Anecdotal cases treated with
the success of
eculizumab®!?

One reported case with
refractory to C5 inhibition
by eculizumab*'?

Eculizumab (anti-C5) (phase 1)
(NCT04103489)

Cases reports'?? and cases
series'? treated with
eculizumab

No therapeutic trial.
Cases series with a success of
eculizumab*®73

Crovalimab (phase 1)
NCT04912869

Anecdotal cases treated with
Eculizumab®®”

No therapeutic trial registered
No case reported

No therapeutic trial registered.

(Continues)
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TABLE 2 (Continued)

Hematological disease

Hemolysis after ABO
transfusion

or

delayed hemolytic
transfusion reaction
(DHTR)

DUVAL anp FREMEAUX-BACCHI

Pathway(s)
involved

TP

Mechanisms of complement
activation involved in pathogenesis

Coagulation and complement
crosstalk may participate in the
pathogenesis.

Proposal mechanism: pathogenic
effect of C5a in sepsis associated-
DIC

Mechanisms of complement
activation not fully characterized.
Complement activation may be
mediated by isoagglutinin
recognizing minor antigens on
RBCs (DHTR) or ABO antigens
(ABO incompatible transfusions)
and promoting complement-
mediated RBC aggregation and
hemolysis.**> DHTR is more
frequent in SCD patients.*¢

Features of complement
activation in patients
(plasma, tissue, ex vivo
models)

context'*! and spinal-cord
injury142.143

1 sC5b-9 in plasma in some
patients with DHTR
treated with
eculizumab 34135

Registered trials (Phase I-1V)
with complement inhibitors.
Retrospective series and
cases reports

Anecdotal cases of patients
receiving eculizumab (sepsis
context)'#*

Anecdotal cases reports
treated with Eculizumab as a
salvage therapy after an
ABO incompatible
transfusion®4” 148

Anecdotal cases reports of
success of Eculizumab in
delayed hemolytic
transfusion reaction (DHTR)
in patients with
p-thalassemia®*®
cell disease.**®

and sickle

Abbreviations: AP, alternative pathway, APS, antiphospholipid syndrome; C3nef, C3 nephritic factor; CAPS, catastrophic antiphospholipid syndrome; CP,
classical pathway; DAT, direct antiglobulin test; DIC, disseminated intravascular coagulation; DHTR, delayed hemolytic transfusion reaction; ITP, immune

thrombopenia; SCD, sickle cell disease; TTP, thrombotic thrombocytopenic purpure; TMA, thrombotic microangiopathy; TP, terminal pathway.

organ damage.®® The main feature of TMA is endothelial damage,
which favors the formation of microthrombi in small vessels of several
organs and thrombopenia caused by platelet consumption. The forma-
tion of thrombi in vascular bed is then responsible for an intravascular
hemolysis by a mechanical lysis of red blood cells passing through the
fibrin microthrombi. This results in hemolytic anemia with the appear-
ance of red cells fragments (schistocytes) in the blood smear. In TMA,
dysregulation of the complement system may be responsible for
endothelial damage and the prothrombotic condition.”>*

TMA constitutes a large family of pathological entities including
Thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP), an emblematic hemato-
logical disease linked to the acquired or hereditary ADAMTS13
deficiency,®® the hemolytic and uremic syndromes with the aHUS a
prototypic complement AP-mediated kidney disease and the second-
ary forms of HUS triggered by different events (infection, cancer,
transplantation).

A genetic predisposition underlies the mechanisms of comple-
ment AP dysregulation in the setting of aHUS. About half of the
patients carry a pathogenic variant in complement AP genes. The vari-
ants lead to a quantitative or a functional deficiency (FH, MCP, Fl), or
to the generation of an overactive C3 convertase resistant to regula-
tion (gain of function of C3 or FB).34-3¢ Most variants are located in
the CFH gene (20-30% of patients),'>%” and affect the C terminal
functional domains of FH protein (SCR19-10). Theses domains are
crucial for the interaction of FH with the glycosaminoglycans on the

membrane and the binding to C3b%%3?

resulting in an impairment of
FH regulatory function.*® In 5% of the patients, a complex rearrange-
ment between the CFH and the CFHR1 genes induces the production

of CFH/CFHR hybrid proteins acting as competitive antagonists of

FH. Other variants affecting proteins at the interface of complement
and coagulation cascades (THBD) and DGKe have been identified in a
subset of patients.***? Acquired autoantibodies directed against FH
are another cause of complement dysregulation in 5-10% aHUS
patients.*> TMA associated with monoclonal gammopathy is also
associated with AP abnormalities.**

Constitutive or acquired predisposition to complement
dysregulation leads to an uncontrolled AP self-amplification. This
phenomenon generates large amounts of C3b overwhelming com-
plement regulation capacity. Activation of the terminal pathway
with the formation of C5b-9 on the endothelium promotes endo-
thelial damage, inflammation, and the prothrombotic phenotype of
these cells.”*>4¢ Intravascular hemolysis aggravates this vicious
circle via the generation of free heme which contributes to oxida-
tive stress, endothelial damage, and complement activation.4”48
The glomerular endothelium is particularly susceptible to comple-
ment attack. Its fenestrated architecture, the terminal vasculariza-
tion, and its sulfation pattern on the membrane might partly explain
the renal tropism of aHUS.*?

C5-targeting therapies, such as eculizumab or its analogs, inter-
rupt this vicious circle by stopping the C5 cleavage by the C5 conver-
tases, preventing the formation of C5b-9. During the last decade,
anti-C5 therapies have dramatically revolutionized the prognosis and
the management of aHUS patients.>® Moreover, the presence of path-
ogenic variants is associated with a higher risk of recurrence after C5
blockade discontinuation.>* Thus, the screening for complement vari-
ants in aHUS patients is now crucial to stratify the risk of recurrence
and to guide clinicians in the decision to stop or not anti-complement

therapies.'>*?°152 Genetic assessment is even more critical since up
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CLASSICAL
PATHWAY
-~ Pegcetacoplan
LECTIN
PATHWAY

Narsoplimab

\

Danicopan

Z
Qd_

ALTERNATIVE
PATHWAY

C5aR

Eculizumab*
Ravulizumab*

C5a

Membre attack complex
5b-9

FIGURE 4 Main complement inhibitors undergoing development in hematological diseases. Complement inhibitors under development
(Phase lI-11l), approved or currently available in hematological diseases (*) and their target are represented in green. The targets and the
mechanisms of action of complement cascade inhibitors are multiple. Sutimlimab is a C1s inhibitor, which inhibits the initiation of CP. MASP-2
inhibition by Narsoplimab prevents the activation of the LP. Iptacopan and Danicopan prevent the formation of C3 convertase. Pegcetacoplan
binds to C3 molecule, avoiding its cleavage by the C3 convertase. Eculizumab (and its analogs) and Ravulizumab inhibit C5-cleavage and the
initiation of the terminal pathway and the formation of the membrane attack complex (C5b-9). Avacopan inhibits the pathogenic effects of the
anaphylatoxin C5a. Figures 1-4 created with Biorender.com. FB: factor B; FD: factor D; C5aR: C5a receptor. MASP-2: mannan-binding lectin

serine protease-2; MBL: mannan-binding lectin.

to 30-50% of aHUS patients do not have markers of systemic com-

plement activation.>>*

3.3 | Hematopoietic stem cell transplantation
associated thrombotic microangiopathy: A multi-
system endothelial injury

Thrombotic microangiopathy is a complication occurring in up to 10-
20% of patients following hematopoietic stem-cells transplantation
(HSCT-TMA).”>® This complication associates with a high morbidity

t°%: signs of

and mortality rate, in the absence of a rapid treatmen
TMA should be then rapidly identified®” to avoid irreversible organ
damage due to microvascular thrombosis. In the context of HSCT, the
potential triggers of TMA are multiple: the occurrence of proinflam-
matory stimuli as a graft-versus-host disease (GVHD) is one of the
most common. Other triggers can be infectious complications or the
consequences of immunosuppressive or conditioning regimen.57’59
The precise mechanisms of complement activation in this setting have
not been fully dissected. The implication of genetic susceptibility
needs to be further evaluated.

Recent studies®® have shown a potential benefit of an early use
of complement therapies in this peculiar type of TMA, but not all
patients respond to eculizumab therapy (efficacy shown in pediatric
cohorts essentially).

Algorithms have been proposed to help physicians identify and

treat HSCT-TMA patients.”>>” A close biological monitoring of

hemolysis features (hemoglobin, platelets, schistocytes, LDH) should
be performed after HSCT. Biological signs of systemic complement
activation (C3 consumption, increase in sC5b-9 plasmatic level) can be
absent and TMA can only manifest with unexplained organ dysfunc-
tion. In these cases (when possible) organ biopsy may help to confirm
the diagnosis. Therapeutic monitoring of eculizumab is of importance,
particularly in bleeding HSCT-recipients.6*

3.4 | Autoimmune hemolytic anemias: The
resurgence of complement in the pathogenesis

AIHA encompasses several autoimmune disorders characterized by
the presence of autoantibodies recognizing self-antigens on RBCs.®2
Different clinical entities have been described: the cold agglutinin dis-
ease (CAD) and the warm AIHA (wAIHA), both of which can be idio-
pathic or secondary. Cold agglutinins are immunoglobulins (IgM)
directed against RBCs, which are active below normal body tempera-
ture: in CAD, cooling of the blood in the acral parts of the body
enables the cold agglutinins to bind self-antigens on RBCs and cause
agglutination. Other hemolytic anemias are termed “warm” when
agglutinin activity occurs at body temperature. In these diseases, the
binding of clonal IgM or IgG immunoglobulins on self-antigens
expressed on erythrocytes initiates complement activation through
the CP.%°® The further amplification by the complement AP leads to
the enrichment of C3b deposits on erythrocytes which promotes ery-
throphagocytosis.®* At a steady state, the C3b and the C3
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convertases on cell surface are thus well-regulated and terminal path-
way is not engaged. A stronger complement activation following an
infection, a surgery or a trauma is often necessary to trigger intravas-
cular complement-mediated hemolysis.

The treatment of CAD was historically based on the association
of symptomatic measures and B-cell reductive chemotherapies.®®
Therapeutic field has recently been expanded to complement inhibi-
tors highlighting the role of complement in the pathogenesis.é%¢”
Sutimlimab is a humanized monoclonal antibody, which targets the
C1s protein (a C1 serine protease) and prevents the initiation of
CP.%®77° patients receiving anti-C1s therapy experience an improve-
ment in hemoglobin and bilirubin levels and fatigue.”* Other studies
suggested a potential benefit of eculizumab in CAD.6%72 We must
emphasize that the primary treatment of this immune-complexes-
driven hematological disorder is the control of the B-cell clone and
not complement inhibition.

Complement activation is also an actor in the pathogenesis of some
WAIHA, particularly when 1gM is involved but the potential benefit of
complement inhibition in this field remains to be further investigated.

Biologically, some patients may present signs of CP activation with
C4 consumption. Complement activation fragments C3d deposition on
RBCs can be detected by a direct antiglobulin test (DAT) (see Table 1).

The mechanisms of classical complement pathway activation and
its involvement in extravascular hemolysis in CAD and wAIHA share
several similarities with another hemolytic disease: the delayed hemo-
lytic transfusion reaction (DHTR). In DHTR, extravascular hemolysis of
erythrocytes occurs a few days after a blood transfusion and may also be
mediated by the opsonization of donor erythrocytes by IgG alloanti-
bodies (undetectable at transfusion) and complement CP activation in a
sensitized recipient. The IgG opsonized donor's erythrocytes are then
destroyed by phagocytosis. DHTR can also manifest as an intense intra-
vascular hemolysis in some patients. Efficacy of terminal pathway block-
ade in this life-threatening complication of blood transfusion supports
the involvement of complement terminal pathway in these intravascular
hemolysis episodes. This phenomenon may be increased in patients suf-

fering from hemoglobinopathies such as sickle cell disease (SCD).”®

3.5 | Other hematological disorders with the
emergence of a role of complement in pathology

Features of complement cascade activation have been recently
described in a growing spectrum of hematological diseases such as
(catastrophic) antiphospholipid syndrome (APS and CAPS),”* TTP,”®
immune thrombocytopenia,”® sickle cell disease (SCD),”””® delayed
hemolytic transfusion reaction (DHTR) or even in drug-related compli-
cations as proteasome inhibitors in multiple myeloma.”?#° The main
diseases in which the role of complement in pathogenesis has recently
emerged or has been updated in the era of the development of sev-
eral complement-targeting therapies are presented in Table 2. It is
noteworthy that in hematological diseases associated with acute
hemolysis episodes, the activation of the AP may be enhanced by the

release of free heme.*””>
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3.6 | Different complement therapeutic targets for
hematological diseases

An overview of the main emergent complement-targeting therapies
and their rational use in the field of hematological diseases is pre-
sented in Table 3 and Figure 4. The implication of complement activa-
tion in hematological diseases, and hence the potential benefit of
complement blockade, can be inferred using a combination of clinical,
pathological, and experimental arguments.

4 | CONCLUSION

Complement biology and the rational use of complement inhibitors
are now hot topics in hematological diseases. The current vision of
complement as a field wide open to new promising therapeutics has
greatly reinforced clinician's interest in this pathway, bringing the
physiology of complement into the spotlight.
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ERA-EDTA Congress

Investigating the role of CFH variants and haplotypes as a risk factor of IgA nephropathy in a
French cohort

Anna Duval'?, Nicolas Maillard>*, Sophie Limou’, Christophe Mariat®*, Sophie Caillard-Ohlmann?,
Véronique-Frémeaux-Bacchi'”.

I Complement, Inflammation et Cancer, UMRS1138, Centre de Recherche des Cordeliers, Paris, France

2 Service de Néphrologie Dialyse et Transplantation, Hopitaux Universitaires de Strasbourg, Strasbourg, France
3 Service de Néphrologie, Dialyse et Transplantation Rénale, Hopital NORD CHU de Saint-Etienne, France.

4 Groupe Immunité des Muqueuses et Agents Pathogénes, Equipe d'Accueil 3064, Université Jean Monnet, Saint-
Etienne, Communauté d'Universités et Etablissements de Lyon, France.

5 Université de Nantes, INSERM, CR2TI — Centre de Recherche en transplantation et en immunologie
translationnelle, F-44000, Nantes, France.

6 Service d’immunologie biologique, équipe complement, Hopital Européen Georges Pompidou, Assistance
publique des Hopitaux de Paris, Paris, France.

Background. Excessive complement activation is particularly important in the pathogenesis of [gAN
nephropathy (IgAN). The relationship of complement CFH gene genetics and IgAN phenotype has not
been clearly established in IgAN.

Methods. We performed a genetic analysis of 234 French IgAN patients by next generation sequencing
and Sanger. CFH polymorphisms were combined into haplotypes using the Michigan imputation
Server'. CFH rare variants (MAF<0.1%) and haplotypes frequencies were compared to the 1k genome
population of European ancestry. Recombinant full-length FH rare variants were produced and studied
functionally in vitro.

Results. Genetic analysis revealed an enrichment in CFH non synonymous rare variants in [gAN
patients (n=234) compared to the reference population (n=503) (5.1 versus 1.8%, p=0.010).
Interestingly, the identified variants preferentially located in FH functional domains. In vitro functional
studies based on new functional Luminex® assays showed a decrease in C3b-binding, C3bBb decay-
accelerating activity and/or FI-cofactor activity for 4 variants, classifying a newly identified variant as
a pathogenic variant. CFH haplotypes distribution differed between the IgAN patients and controls
(p<0.001), with a higher prevalence of the H3 haplotype (rs80029 c.184G>A, rs1061170 ¢.1204T>C,
157542235 chr1:196854483 A>G, GTA) in IgAN patients (28.2 versus 21.1%, p=0.0029), but this
haplotype was not associated with renal survival.

Conclusion. In our series of French IgAN patients, CFH rare variants and haplotypes are associated
with disease’s susceptibility. Our results support the hypothesis of a complement dysregulation
underlying the IgAN pathogenesis.
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Etude de la génétique du complément dans la néphropathie a
dépots mésangiaux d’IgA et son impact en clinique

Résumé

Le complément est activé dans la néphropathie a IgA (IgAN). Nous avons étudié les marqueurs
plasmatiques d'activation du complément de 87 patients par ELISA multiplex et les dépbts endothéliaux induits
ex vivo par le sérum de 41 patients. L'impact clinique de la génétique du complément a été explorée dans une
cohorte de 260 patients. Malgré I'absence de consommation plasmatique du C3 et du C4, 48/87 patients IgAN
transplantés rénaux ont une activation modérée du complément (C3a, Bb, sC5b-9 élevés) et 19/41 patients
induisent des dépots endothéliaux de complément. L'analyse génétique a révélé une prévalence plus élevée
de variants rares du CFH chez les patients IgAN (4,6 % vs. 1,8 %, p=0,034), dont 4 altérant I'activité régulatrice
du FH in vitro. L'haplotype H2 du CFH est protecteur vis-a-vis du risque de développer une IgAN et I'haplotype
MCP ggaac est un facteur de risque d’insuffisance rénale terminale. Nos résultats appuient le réle du

complément dans la progression de I'lgAN.

Mots-clefs : Néphropathie a IgA, Complément, Génétique, Haplotypes, Facteur H, MCP

Abstract

The complement is activated in IgA nephropathy (IgAN). We conducted a comprehensive investigation
of plasma complement activation biomarkers (n=87) using multiplex ELISA and a novel model measuring serum-
induced complement deposition on endothelial cells by sera from patients (n=41). We also examined the
impact of complement genetics on IgAN susceptibility and renal outcomes in 260 patients. Despite no C3 and
C4 plasma consumption, 48/87 kidney transplant IgAN patients showed mild complement activation (elevated
C3a, Bb, sC5b-9) and 19/41 patients induced endothelial complement deposition. Genetic analysis revealed a
higher prevalence of rare CFH missense variants in IgAN patients (4.6% vs. 1.8% controls, p=0.034), with 4
variants impairing FH regulatory activity in vitro. The complement CFH-H2 haplotype protected against IgAN
susceptibility, whereas the MCP ggaac haplotype increased the risk of end-stage-renal disease. Our findings

highlight the role of complement in IgAN progression.

Key words: IgA nephropathy, complement, genetics, haplotypes, factor H, MCP
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