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V.1. Introduction 

Dans la seconde partie des résultats, nous avons tenté de modéliser la N-IgA dans les souris 1KI 

générées au laboratoire (Duchez 2010). Cette lignée de souris a été créée par insertion du segment 

génique C1 humain dans la région S conduisant à une production constitutive d’IgA1 humaines 

chimériques dont les chaînes légères, la région V des chaînes lourdes et les glycosylations sont 

murines alors que la région C des chaînes lourdes a la séquence humaine. Bien que les souris ne 

puissent plus faire, en théorie, de CSR, elles produisent aussi, en petite quantité, des IgG et des 

IgA murines dont les taux circulants augmentent avec l’âge (Duchez 2010). Dans cette lignée, des 

dépôts mésangiaux d’IgA1 se forment spontanément mais aucun autre signe de la N-IgA 

n’apparaît : ni protéinurie, ni hématurie, ni lésions glomérulaires (Berthelot 2012, Oruc 2016). 

Lorsque ces souris, sur fond génétique C57BL/6, sont croisées avec des souris CD89Tg sous le 

contrôle du promoteur CD11b qui induit l’expression de CDκλ essentiellement sur les monocytes et 

leurs cellules dérivées, la maladie se manifeste chez les souris âgées de 3 mois. Les souris 1KI-

CD89Tg présentent une protéinurie, une hématurie, une créatininémie, un dépôt mésangial de C3, 

et des lésions glomérulaires (Berthelot 2012). Un régime alimentaire sans gluten limite l’apparition 

des signes de la N-IgA (Papista 2015). Ces résultats s’expliquent par la formation de complexes 

gluten-IgA-CDκλ soluble et l’interaction dans la mésangium de l’IgA-CD89 soluble avec CD71 

(Berthelot 2012, Papista 2015). Enfin, dans ce modèle, comme dans un autre modèle murin de 

dépôt mésangial d’IgA1, l’injection d’une protéase spécifique de l’IgA diminue les taux circulants des 

complexes contenant de l’IgA, les dépôts mésangiaux d’IgA et les signes cliniques de la N-IgA 

(Lechner 2016, Lamm 2008, Wang 2016a).   

 

De notre côté, nous avons tenté différentes pistes qui sont en relation avec notre connaissance de 

la maladie chez l’homme et les particularités des souris, pour obtenir des signes de la N-IgA dans 

les souris 1KI sur fond génétique BALB/c : 

 comparaison mâles-femelles, âgées de 2 mois, de 6 mois et de 12 mois, 

 surcharge de l’alimentation en gliadine, 

 formation forcée de complexes immuns circulants contenant des IgA1, 

 augmentation du travail de filtration rénale par uninephrectomie et régime riche en sel et en 

protéines animales, 

 injection i.v. d’adriamycine,  

 injection de LPS, ou de bactéries Escherichia coli tuées par la chaleur, par voie i.t. et par voie 

intrapéritonéale (i.p.), 

 Modélisation de la néphropathie à IgA 
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 et croisement avec des souris exprimant CD89 humain sous le contrôle de son promoteur 

humain. 

  

La surcharge en gluten a été réalisée en utilisant un protocole qui avait été publié pour obtenir un 

modèle murin d’IgAN (Coppo 1λκλ). Deux stratégies ont été utilisées pour forcer l’apparition de 

complexes immuns circulants contenant des IgA1 : le croisement des souris 1KI avec des souris 

1KI qui produisent des IgG1 humaines chimériques et l’infusion via la voie sous-cutané (s.c.) d’une 

IgG monoclonale murine anti-IgA1 humaine. L’augmentation du travail de filtration rénale fragilise le 

rein ce qui a permis, à certaines équipes, d’obtenir des modèles de pathologies rénales (Laouari 

2011, Lautrette 2005). Pour sensibiliser le rein et favoriser l’apparition des signes cliniques de la N-

IgA, de l’adriamycine a été injectée aux souris ; cette molécule utilisée en chimiothérapie 

anticancéreuse est connue pour provoquer une protéinurie sans que le mécanisme d’action soit 

bien compris (Pippin 2009). L’injection de LPS par voie i.p. a été pratiquée dans l’espoir de mimer 

une inflammation consécutive à une infection tout en favorisant l’augmentation de la perméabilité de 

filtration glomérulaire, de laquelle résulte une protéinurie (Faul 2008, Pippin 2009, Wei 2008). Enfin, 

les souris CD89Tg diffèrent de celles utilisées par l’équipe de R MONTEIRO puisqu’elles expriment 

fortement CD89 à la surface des PMNs et des monocytes (van Egmond 1999). Dans ces 

expériences, le LPS comme les IgG murines anti-IgA1 ont été injectées à plusieurs reprises pour 

favoriser l’apparition des lésions glomérulaires (Semedo 2010).  

 

En parallèle de ces expériences, nous avons étudié l’effet d’une injection i.p. ou d’injections 

répétées i.p. de LPS sur le dépôt mésangial des IgA dans les souris 1KI mais également dans des 

souris BALB/c normales ayant reçu de l’IgA polyclonale humaine circulante purifiée.  

 

V.2. Matériel et méthodes 

 

Les souris 

Plusieurs types de souris ont été utilisées : des souris 1KI, des souris 1KI, des souris 1KI-1KI, 

des souris CD89Tg, des souris 1KI-CD89Tg et des souris non génétiquement modifiées, toutes de 

fond génétique BALB/c et toutes élevées en animalerie dite conventionnelle (plateau Animaleries de 

la plateforme universitaire BISCEm). Dans une série d’expérience des mâles et des femelles ont été 

utilisés ; dans toutes les autres seulement des mâles l’ont été. Dans une série d’expérience, les 

souris ont été utilisées à trois âges : 2, 6 et 12 mois. Dans toutes les autres expériences, les souris 

avaient 3 mois.   

 

Dans les expériences utilisant les souris 1KI, 1KI, et 1KI-1KI, toutes ont été phénotypées en 

mesurant, par enzyme-linked sorbent assay (ELISA), la quantité d’IgA humaines, d’IgG humaines, 
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d’IgM murines circulantes en comparaison à des standards faits-maison (plasma de souris) : les 

souris 1KI homozygotes ont des taux élevés d’IgA humaines mais pas d’IgG humaines ni d’IgM 

murines, les souris 1KI homozygotes ont des taux élevés d’IgG humaines mais pas d’IgA 

humaines ni d’IgM murines alors que les souris 1KI-1KI ont des taux intermédiaires d’IgA et d’IgG 

humaines mais pas d’IgM murines.  

 

Dans les expériences utilisant les souris 1KI ou celles avec les souris 1KI-CD89Tg, tous les 

animaux ont été génotypés en utilisant la technique de la polymerase chain reaction (PCR). Après 

dissociation d’un bout de queue de souris avec de la protéinase K, 1 L d’ADN est amplifié en 

utilisant les amorces suivantes pour l’IgA : amorce sens 5’-ATCCGGAAACACATTCCG-3’ et 

amorce antisens 5’-ATCTGCCCGGGGCGGCTCAGTAGC-3’. Avec 30 cycles d’amplification de 30 

s à 94°C, 30 s à 57°C puis 30 s à 72°C, un amplicon d’environ 300 pb est obtenu. Pour CDκλ, les 

conditions de PCR sont les suivantes μ amorce sens 5’-GAGCACAGTCAGTAGACTTC-3’ et amorce 

antisens 5’-GATTCCGAGCGTGAGTCCA-3’, 30 cycles d’amplification de 30 s à λ4°C, 30 s à 60°C 

puis λ0 s à 72°C. Un amplicon d’environ λ00 pb est obtenu. 

 

Les traitements des souris 

Au total neuf protocoles ont été utilisés. Ils sont résumés dans les figures 3 supp page 99 et 4 supp 

page 100. L’hybridome produisant l’IgG1 murine anti IgA1 et IgA2 humaines, clone CH-EB6, a été 

acheté chez ATCC et cloné puis sous-cloné au laboratoire de façon à le stabiliser. Le clone 4.2 a 

été cultivé en grande quantité et l’IgG1 murine purifiée sur colonne d’affinité à partir du surnageant 

de culture. Vingt ou quarante microgrammes ont été injectés 4 fois par voie s.c. (protocole 2). 

L’adriamycine (Sigma Aldrich) a été injectée 4 fois en i.v. à 1 g/g souris (protocole 4). Après avoir 

été tué par la chaleur, un million de bactéries Escherichia coli préparé au laboratoire a été injecté 4 

fois par la voie i.t. (protocole 5). Le LPS de la souche Escherichia coli O111 : B4 (Invivogen) a été 

injecté 4 fois en i.t. à 10 g/souris ou 4 ou 8 fois en i.p. à 1,3, 2,5, 3,3, 6,5 ou 13 g/g souris 

(protocoles 6, 7, κ et λ). L’IgA polyclonale humaine provient d’un mélange d’IgA purifiées sur 

colonne d’affinité à partir des plasmas de volontaires sains. Quatre-cent microgrammes d’IgA ont 

été injectées en i.v. dans les protocoles 8 et 9 46h après la dernière injection de LPS et 2h avant les 

prélèvements. Pour tous ces protocoles, du sérum physiologique a été utilisé comme diluant et le 

même volume que l’IgG1 monoclonale murine, l’adriamycine, les bactéries, le LPS ou l’IgA 

polyclonale humaine a été injecté aux souris contrôle.  

 

Dans le protocole 6, le régime alimentaire spécifique riche en sel et en protéines animales (Dietex) 

a été donné aux souris une semaine avant qu’elles ne subissent une ablation d’un rein ou une 

opération fantôme. Les souris ont ensuite été laissées tranquilles pendant 1 mois de façon à ce 

qu’elles récupèrent, avant de démarrer la série d’injections de LPS. Pendant toute la durée du 

protocole, les souris n’ont eu que les granulés spécifiques qui ont été donnés ad libitum.    
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La gliadine a été dissoute dans l’éthanol et mise à la concentration finale de 1 mg/mL dans l’eau de 

boisson. L’eau de boisson contenant la gliadine ou uniquement l’éthanol a été renouvelée tous les 7 

jours pendant 14 semaines (protocole 3).    

 

 

Figure 3 supp : Les différents protocoles utilisés pour modéliser la N-IgA dans les souris 1KI (J pour Jour) 
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Figure 4 supp : Les protocoles utilisés sur les souris BALB/c pour l’étude des dépôts d’IgA. (J pour Jour) 

 

Prélèvements 

Le sang a été prélevé sur héparine par voie rétro-orbitale puis centrifugé et le plasma a été congelé 

à -20°C. La semaine précédant le premier recueil d’urine, les souris ont été placées une demi-

journée en cage métabolique pour les habituer. Pour le recueil d’urine, c’est l’urine de 24 h qui a été 

recupérée sur glace, en sortie de cage métabolique ; dans chaque cage métabolique n’a été placée 

qu’une souris à la fois. L’hématurie a été évaluée directement sur l’urine fraîche puis la moitié a été 

centrifugée et le surnageant congelé à -20°C. L’autre moitié a été mélangé à un volume équivalent 

d’eau de façon à lyser les éventuels globules rouges puis après 10 min à température ambiante, le 

mélange a été centrifugé et le surnageant congelé à -20°C. Chaque rein a été coupé en deux ; la 

moitié de chaque rein a été placée dans une cupule contenant le liquide de congélation OCT 

(Sakura) et mis à congeler sur la carboglace puis conservé à -κ0°C. L’autre moitié de chaque rein a 

été incubée dans une solution de paraformaldéhyde à 4% dans du tampon phosphate, laissée 24 h 

dans le fixateur à température ambiante puis placée dans du tampon phosphate avant d’être 

déposée sur le plateau d’histologie de la plateforme BISCEm pour y être enrobée en paraffine, 

coupée et colorée avec le PAS.  

 

Mesure des Ig circulantes 

Les IgM murines, les IgA chimériques humaines, les IgG chimériques humaines, les complexes IgA 

chimériques humaines-IgG chimériques humaines, les IgG1 murines, les complexes IgA 

chimériques humaines-IgG1 murines et les IgA polyclonales humaines circulantes ont été dosées 

par des ELISA faits maison avec des anticorps primaires non conjugués et des anticorps 

secondaires couplés à la phosphatase alcaline (Southern Biotech et Beckman Coulter). Les 
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gammes étalon ont été faites avec des standards d’Ig murines (Southern Biotech) ou des dilutions 

d’un plasma humain de concentration connue pour les différentes classes d’Ig circulantes. 

 

Dosage de l’hématurie 

Un comptage des hématies a été fait au microscope avec quelques microlitres d’urine déposés 

dans un hématimètre appelé Kovaslide (Hycor). Dans l’urine des souris, les hématies peuvent se 

confondre avec des saletés. Pour vérifier certains comptages douteux, l’hémoglobine a été mesurée 

par un ELISA commercial (Abcam) sur l’urine mélangée à l’eau.  

 

Mesure de la protéinurie 

La protéinurie totale et l’albuminurie ont été évaluées. La protéinurie totale a été quantifiée par un 

dosage colorimétrique avec le kit BCA (Pierce) et en utilisant une gamme d’albumine sérique 

bovine. L’albuminurie a été mesurée par western blot avec un anticorps anti-albumine murine 

(Abcam) révélé par chimioluminescence. La quantité dans l’urine a été évaluée en comparaison 

d’une gamme d’albumine sérique murine déposée sur le même gel d’électrophorèse que les 

échantillons à analyser.  

 

Quantification de la créatinine 

La créatinine urinaire a été dosée avec le kit colorimétrique commercial creatinin parameter assay 

(R&D systems) qui utilise la réaction de Jaffe. La créatininémie a été mesurée avec un kit 

commercial de chez ThermoScientific pour l’automate Konelab.  

 

Mesure des dépôts mésangiaux 

Les reins congelés ont été coupés au cryostat en sections de 8 m d’épaisseur qui ont été séchées 

et congelées à -κ0°C avant d’être marquées par immunofluorescence en utilisant les anticorps 

suivants : anti-IgA humaine conjugué à l’isothiocyanate de fluorescéine (Southern Biotech), anti-IgG 

humaine conjugué à l’AlexaFluor4κκ (ThermoFisher - Invitrogen), anti-IgG murine conjugué à 

l’AlexaFluor4κκ (Invitrogen), anti-C3 murin (Abcam) révélé par un anticorps secondaire, et anti-

podocine (Sigma). L’anti-podocine a été marqué au laboratoire par l’AlexaFluor546 à l’aide d’un kit 

de conjugaison (ThermoFisher - Molecular Probes) et a été utilisé pour détecter les podocytes et 

ainsi délimiter le mésangium. Les coupes ont été aussi marquées avec le fluorochrome nucléaire, le 

4’,6’-diamidino-2-phénylindole. Elles ont été examinées sous microscope à épifluorescence (Nikon ; 

plateau de microscopie de la plateforme universitaire BISCEm). L’intensité du marquage a été semi-

quantifiée par un système de score où 0 représente une absence de marquage dans 1 glomérule et 

3 un marquage de forte intensité équivalent à celui d’une lame référence positive. L’intensité du 

marquage a été évaluée pour 10 glomérules par coupe et les résultats sont exprimés en intensité 

moyenne par glomérule. 
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Analyse des lésions rénales 

Les coupes colorées au PAS ont été examinées pour une recherche globale de lésions rénales 

(atrophie tubulaire, infiltration cellulaire, cylindres,...) mais seuls deux paramètres ont été 

quantifiés sur 20 glomérules par rein : la cellularité glomérulaire et la glomérulosclérose. Les lames 

ont d’abord été scannées (Hamamatsu). La cellularité glomérulaire a été quantifiée en comptant le 

nombre de  noyaux par unité de surface, calculée à l’aide du logiciel d’analyse d’image Volocity 

(Perkin Elmer). La glomérulosclérose a été semi-quantifiée par un système de score où 0 indique 

une matrice extracellulaire, colorée en rose fushia avec le PAS, de taille normale et 2 correspond à 

une matrice très étendue par rapport à la normale.  

 

Statistiques 

Les expériences ont toutes été réalisées avec un nombre minimal de 3 animaux contrôle et de 4 

animaux traités. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes +/- erreur standard à la 

moyenne. Les valeurs ont été transformées en log pour être analysées par des tests statistiques 

appropriés : test de t de Student ou analyse de variance avec la correction de Bonferroni. P< 0,05 

est considéré comme statistiquement significatif.  

 

Contributions 

Différentes personnes ont contribué à la réalisation de ces expériences : D ARNAUD, M THOMAS, 

T DENIS et Z GOUDA pendant leur stage de M1, Z ORUC du laboratoire, qui a initié la 

comparaison des souris 1KI et 1KI (protocole 1) et C OBLET, aussi du laboratoire, qui a purifié 

l’IgG1 murine anti-IgA humaine (protocole 2) et les IgA polyclonales humaines (protocoles 8 et 9).  

 

V.3. Résultats et discussion 

 

Des mises au point ont été nécessaires pour choisir la dose d’IgG1 murine anti-IgA humaine à 

injecter et la voie d’administration pour éviter un choc de la souris dû à une formation massive de 

complexes immuns et une activation systémique du système du complément. Nous avons injecté 

20, 40 et 80 g d’IgG1 anti-IgA humaine par voie i.v. ou par voie s.c. Une unique souris a été 

utilisée par voie et par dose. Nous avons établi la cinétique d’apparition de l’IgG1 anti-IgA et de 

complexes immuns dans la circulation (Figure 5 supp) et nous avons surveillé l’état général des 

souris. Nous avons constaté, comme attendu, la formation de complexes très rapidement lorsque 

l’IgG1 anti-IgA humaine est injectée aux souris 1KI en i.v. La voie s.c. permet d’obtenir une 

infusion d’IgG1 anti-IgA avec une formation des complexes circulants plus étalée dans le temps. De 

plus, en i.v. aux doses de 40 et 80 g, l’anti-IgG1 est toxique en quelques jours, ce qui n’est pas le 

cas lorsqu’il est injecté aux mêmes doses en s.c. Pour la suite des expériences, nous avons retenu 

la voie s.c. 
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Figure 5 supp : Mesure des complexes immuns IgA humaines - IgG1 murines anti-IgA humaines dans la 

circulation des souris 1KI, de quelques heures à quelques jours après l’administration en i.v. ou en s.c. de 

20, 40 ou 80 g d’anticorps.  
 

Nos résultats montrent que la N-IgA ne se manifestent pas chez les souris 1KI même âgées d’un 

an, qu’elles soient mâles ou femelles (protocole 1). En les croisant avec les souris 1KI, aucun 

complexe n’est mesurable dans la circulation et les souris exprimant l’IgA1 chimérique humaine et 

l’IgG1 chimérique humaine ne développent pas la N-IgA. Dans les souris 1KI et 1KI-1KI, des 

dépôts d’IgA sont présents en quantité équivalente mais l’IgG1 humaine et le C3 ne sont pas 

détectables dans les glomérules. L’injection répétée en s.c. d’IgG1 murine anti-IgA humaine ne 

révèle pas les signes cliniques de la N-IgA bien que des complexes circulants soient formés ; l’IgG1 

murine et le C3 ne sont pas détectables dans les glomérules (protocole 2). 

 

La gliadine ne fait pas non plus apparaître de protéinurie, d’hématurie, de lésions glomérulaires et 

ne perturbe pas les dépôts mésangiaux d’IgA (protocole 3).  

 

La fragilisation du rein avec l’adriamycine (protocole 4) ou la surchage de travail par 

l’uninephrectomie associée au régime riche en sel et en protéines animales (protocole 6) ne font 

pas apparaître la N-IgA et ne perturbent pas les dépôts mésangiaux d’IgA. Le LPS seul en i.t. ou 

associé à l’uninephrectomie et au régime alimentaire spécifique, et les bactéries tuées et injectées 

en i.t. (protocole 5) ne révèlent pas les signes de la N-IgA et n’altèrent pas les dépôts d’IgA 

mésangiaux.   

 

Concernant le LPS en i.p., nous avons initialement utilisé la même dose que celle décrite dans les 

articles originaux montrant un effet du LPS sur la barrière de filtration glomérulaire (Faul 2008, Wei 

2008). La dose de 13 g de LPS/g de souris s’est avérée létale en moins de 24h. Plusieurs doses 
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ont été testées et nous avons retenu 3,3 g/g de souris qui est non toxique sur les souris 1KI mais  

permet d’obtenir une protéinurie (Figure 6 supp). 

 

 

Figure 6 supp : Extrait du poster Archelus A et al, Modelization of IgA nephropathy in alpha-knock-
in mice présenté au 14ième congrès IIGANN à Tours en 2016.  
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Le LPS injecté par voie i.p. ne modifie pas les dépôts mésangiaux d’IgA, n’entraine pas de lésions 

glomérulaires ni d’altération de la créatininémie, ni d’hématurie, et ni de protéinurie totale. 

Cependant une albuminurie transitoire après la 3ième injection de LPS est mesurée chez les souris 

1KI comme chez les souris BALB/c normales (protocole 7, Figure 6 supp). Nous interprétons ce 

résultat comme une augmentation légère de la perméabilité de la barrière de filtration glomérulaire, 

comme décrit dans la littérature (Faul 2008, Wei 2008), suivie d’une phase de tolérance 

endotoxinique (Biswas 200λ) avec une perte de réponse lors de l’injection suivante.  

 

Nous avons poursuivi cette étude en injectant le LPS à 3,3 g/g de souris de façon répétée aux 

premières souris 1KI-CD89Tg que nous avions obtenues (protocole 7). Nous avons constaté une 

sensibilité plus forte de ces souris au LPS avec une morbidité et une mortalité importantes. A la fin 

du protocole, sur 5 souris, toutes celles traitées au sérum physiologique mais seulement 2 (n°6277 

et 8938) traitées au LPS étaient encore en vie au 23ième jour. Au 2ième jour du protocole, soit 24 h 

après la première injection de LPS, 1 souris (n°8938) sur les 4 restantes a eu une hématurie très 

élevée de près de 800 hématies/L d’urine versus entre 0 et 10 chez les souris contrôle. Au 8ième 

jour du protocole, soit 24 h après la seconde injection de LPS, 1 souris (n°6277) sur les 2 restantes 

a eu une hématurie d’environ 375 hématies/L d’urine. Le dosage de l’hémoglobine a confirmé la 

mesure de l’hématurie. La protéinurie, l’albuminurie, la créatininémie, et l’histologie des glomérules 

ne sont pas altérés dans les souris 1KI-CD89Tg traitées ou non par le LPS. Afin de reproduire ces 

résultats dans les meilleures conditions possibles, nous avons cherché à obtenir des souris 

homozygotes pour l’IgA1 humaine et pour CDκλ tout en ayant des contrôles adéquats avec des 

fonds génétiques les plus proches des souris 1KI-CD89Tg. Il a été montré que le fond génétique a 

un impact sur le développement des lésions rénales chez la souris (Laouari 2011) comme sur 

l’activation cellulaire, en particulier celle des PMN (Zhang 2016). Nous avons donc dérivé 3 groupes 

de contrôles à partir des quelques souris 1KI-CD89Tg que nous avions : souris sauvages, souris 

1KI homozygotes, souris CDκλTg homozygotes et tenté d’obtenir des 1KI-CD89Tg doublement 

homozygotes. Nous nous sommes heurtés à des problèmes de reproduction qui ne nous ont pas 

permis de refaire l’expérience d’injection répétée du LPS. Ces problèmes de repoduction se 

traduisent, dans cette lignée, par un grand nombre d’animaux potentiellement stériles car peu de 

portées mais aussi par des portées de petite taille ayant parfois un déséquilibre du ratio 

mâles/femelles. Ce constat est surement à mettre sur le compte de l’activation forte par les SIgA, 

des voies reproductrices des femelles, des PMN qui expriment CD89. En effet, certaines données 

de la littérature indiquent que l’activation des PMN dans les voies reproductrices femelles peut être 

à l’origine d’infertilité et de perte des fœtus (Hahn 2012).   

 

Bien que préliminaires, nos résultats sur les souris diffèrent de ceux publiés avec les souris 1KI-

CD89Tg C57BL/6 où CD89 est sous le contrôle du promoteur du CD11b murin (Berthelot 2012). A 
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la différence de ces souris, les nôtres ne développent pas spontanément de N-IgA à l’âge de 2 

mois, mais ont une hématurie qui est 1) extrèmement élevée et 2) qui est induite par le LPS. Le 

fond génétique (BALB/c versus C57BL/6) et le CD89 clivé à la surface des monocytes versus non 

clivé à la surface des PMN (Grossetete 1998, Launay 2000) sont différents dans les deux modèles 

ce qui peut expliquer en partie les contradictions. Nous pensons cependant que ces différences 

s’expliquent essentiellement par la présence dans notre modèle de CD89 à la surface des PMN : la 

combinaison CD89 membranaire-IgA et du LPS constituent les deux stimuli dont les PMN ont 

besoin pour s’activer. En effet, l’activation des PMN, qui sont des cellules hautement toxiques, est 

très contrôlée et est dévérouillée lorsque les PMN préactivés (premier stimulus appelé priming) sont 

en contact d’un second stimulus (Miralda 2017, Partrick 1996). La pleine activation des PMN 

conduit à une production rapide et massive de dérivés actifs de l’oxygène et d’autres facteurs très 

perturbateurs de la perméabilité des endothélia et des épithélia (Camelo 2014, Di 2016, Partrick 

1λλ6). L’hématurie massive que nous observons rapidement après l’injection i.p. de LPS est 

certainement le résultat de l’activation des PMN dans notre modèle.  

 

Enfin, l’administration répétée de LPS par voie i.p. (protocoles κ et λ) sur les souris BALB/c ne 

permet pas aux IgA polyclonales humaines de se déposer dans le mésangium.  
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

 

L’objectif de mon travail de thèse était d’évaluer l’effet du LPS, et à travers ce ligand de TLR, l’effet 

de l’environnement microbien : 

1) sur la production des IgA anormales circulantes chez la souris, 

2) et sur le développement de la maladie dans les souris 1KI.  

Bien que des expériences complémentaires mériteraient d’être faites pour atteindre les objectifs 

fixés, nos résultats remettent en lumière deux acteurs potentiels de la N-IgA : pIgR et les PMN.  

 

Au début des années 2000, un groupe japonais a montré par une approche de gène-candidat que 

le gène de pIgR présente un polymorphisme associés à la N-IgA (Narita 2001). Deux années plus 

tard, un autre groupe japonais a étudié 80.000 single-nucleotide polymorphisms dans une 

population de près de 400 cas de malades et de 400 cas de témoins et seuls 6 polymorphismes ont 

été associés à la N-IgA, tous localisés dans le gène de pIgR sur le locus 1q31-1q41 (Obara 2003). 

Récemment, un autre groupe a montré, que le polymorphisme décrit en 2003 qui conduit à la 

substitution d’une alanine par une valine au codon 580 entraîne une diminution de la transcytose 

des IgA in vitro (Su 2011). En se basant sur ces résultats, nous émettons l’hypothèse qu’un déficit 

de transcytose des IgA poduites dans la muqueuse digestive se traduit par un passage dans la 

circulation d’IgA polymériques et hypogalactosylées néphrotoxiques. L’hypogalactosylation est le 

résultat d’une stimulation permanente des cellules B par le microbiote intestinal. Pour démontrer 

cette hypothèse, nous pensons qu’il serait intéressant : 

 d’étudier les reins (dépôts mésangiaux d’IgA et signes cliniques de la N-IgA) chez les souris 

déficientes pour pIgR, 

 de comparer la glycosylation, par test lectine et par spectrométrie de masse, des SIgA de la 

lumière digestive et des IgA circulantes chez la souris et éventuellement chez l’homme, 

 d’élargir l’étude des polymorphismes du gène de pIgR aux populations caucasiennes.  

 

Concernant les PMNs, à la fin des années 1990 et au début des années 2000, plusieurs groupes 

asiatiques ont montré que les PMNs étaient pré-activés dans la circulation des sujets avec N-IgA en 

comparaison de ceux des sujets sains et qu’il y avait une production accrue de facteurs 

chimiotactiques spécifiques des PMNs dans les glomérules chez les malades (Lai 1996a, Lai 2002). 

Comme les PMN sont des cellules à la demi-vie très courte qui meurent immédiatement après avoir 

été activées, leur présence dans les glomérules reste difficile à mettre en évidence à moins de faire 

la biopsie rénale au moment de l’activation des PMN. Si nos résultats d’un effet des PMN sur 

l’hématurie étaient vérifiés, alors c’est au moment de l’hématurie macroscopique que l’on aurait le 

plus de chance de voir une éventuelle infiltration de PMN. Dans nos protocoles, il est certain que 

l’utilisation des cages métaboliques a limité la mise en évidence d’une hématurie μ pour s’assurer 
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que les animaux se portent bien après une injection de LPS en i.p., les injections se font le matin et 

les animaux sont mis dans les cages métabolique, s’ils ne sont pas morbides, en fin d’après-midi et 

y restent 24 h. A cause de cette façon de faire, nous sommes certainement passé à côté 

d’hématurie. Pendant longtemps, l’hématurie a été considérée comme un facteur sans importance 

ou de plutôt bon pronostic pour l’évolution de la N-IgA. Récemment, des études sur la N-IgA et sur 

l’insuffisance rénale terminale ont contrarié cette vision de l’hématurie démontrant qu’elle peut-être 

problématique (Gale 2013, Sevillano 2017, Vivante 2011). Considérant cette étude, nos résultats 

préliminaires, et l’augmentation de la perméabilité des barrières endothéliales et épithéliales 

provoquée par les PMN, nous émettons l’hypothèse que l’activation continue des PMN au niveau 

rénal par des IgA polymériques et par d’autres facteurs présents sur place comme les fractions du 

complément (Mantovani 2011, van der Steen 2009), modifie la perméabilité de l’endothélium et 

favorise l’hématurie. Il nous parait donc intéressant de poursuivre le travail amorcé sur les souris 

1KI-CD89Tg : 

 en changeant la stratégie d’élevage pour obtenir des animaux en nombre suffisant pour refaire 

des expériences,  

 remplaçant le LPS par un peptide synthétique et mimétique d’un agent bactérien activateur des 

PMN humains et murins, le formyl-méthionine-leucine-phénylalanine (fMLP), non toxique lorsqu’il 

est injecté par voie systémique et ne donnant pas un phénomène de tolérance comme le LPS le 

fait (Polesskaya 2014, Qian 2018). Le récepteur du fMLP est une protéine couplée aux protéines 

G. Ce récepteur ne fait pas partie des TLR et a une expression restreinte au compartiment 

myéloïde chez les sujets sains et a des cellules cancéreuses (Chen 2017).  

 en déplétant les neutrophiles pour s’assurer de leur effet, comme nous l’avons fait dans la 

première partie des résultats. 
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