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ABREVIATIONS

GEM : Glomérulonéphrite Extra-Membraneuse
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IRA : Insuffisance Rénale Aigue

Ac : Anticorps

PLAZ2R : Récepteur de type M de la Phospholipase A2
MO : Microscopie Optique

IF : Immunofluorescence

IgG : Immunoglobulines G

MET : Microscopie Electronique

Ag : Antigéne

C5b-9 : Complexe d’attaque membranaire

NEP : Endopeptidase Neutre

CTLD : Domaines Lectine de type C

Fnll : Fibronectine de type Il

CysR : Région Riche en Cystéine

THSD7A: Thrombospondin Type-1 Domain-Containing 7A
NELL-1: Neural Epidermal Growth Factor-like 1 protein
LEAD : Lupus Erythémateux Aigu Disséminé

IFI : Immunofluorescence Indirecte
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1 AVANT-PROPOS:

La glomérulonéphrite extra membraneuse (GEM) est une cause fréquente de syndrome
néphrotique chez I'adulte. Bien que rare, cette pathologie auto-immune représente une
des premiéres causes d’insuffisance rénale chronique terminale due a une
glomérulonéphrite primitive. Le premier cas de GEM fut décrit en 1929 a partir de I'analyse
anatomopathologique de rein d'un patient décédé ayant présenté un syndrome
néphrotique et le terme GEM fut utilisé pour la premiére fois en 1946 par Bell (1). La GEM
fut individualisée pour la premiére fois au niveau histologique en 1957 par
I'anatomopathologiste David Jones (2), grace a une coloration a base d’acide périodique
et de méthénamine d’argent qui prendra secondairement son nom, permettant de mettre
en évidence un épaississement de la membrane basale glomérulaire. La méme année,
Mellor et al. (3) mirent en évidence la présence d'immunoglobulines au niveau des dépbts
sous épithéliaux grace a la technique d'immunofluorescence décrite par Coons et Kaplan
en 1950 (4).

Depuis les premiers modeles murins en 1959 (5), des progrés considérables ont été
réalisés dans la compréhension des mécanismes moléculaires et lidentification des
antigenes a l'origine des GEM. Ces avancées avec notamment l'identification en 2009 par
Beck et al. (6) du Récepteur de type M de la Phospholipase A2 comme antigene
responsable de prés de 70% des GEM primitives ont révolutionné la prise en charge

diagnostic et le suivi thérapeutique de cette maladie.



2 RESUME:

Contexte : La glomérulonéphrite extra membraneuse (GEM) est une cause fréquente de
syndrome néphrotique chez I'adulte. Son origine est primitive dans 80% des cas mais peut
aussi étre secondaire (cancers, lupus ou autres maladies immunologiques, infections,
traitements). Pouvoir distinguer GEM primitive et secondaire est essentiel car les
stratégies thérapeutiques sont différentes. Certains arguments histologiques tel que
I'étude des sous-classes d'immunoglobulines (Ig) dominantes et la détection de PLA2ZR,
permettent d’orienter le clinicien vers une origine primitive ou secondaire. L'objectif de
notre étude était de tester I'efficacité d’'un critére sérologique et histologique combiné dans
le diagnostic de GEM primitive.

Méthodes : Etude multicentrique rétrospective ayant inclus 11 centres de néphrologie du
Nord Pas-de-Calais. Tous les patients avec le diagnostic histologique de GEM entre 2010
et 2016 ont été inclus. Le diagnostic de GEM primitive était retenu apres exclusion des
étiologies secondaires (examen clinique, examens biologiques et radiologiques). Le critére
seérologique et histologique combiné testé incluaient trois items : (i) présence de I'antigene
PLA2R au niveau de la biopsie rénale ou d’anticorps (Ac) anti- PLAZr sériques, (ii)
dominance ou codominance de la sous-classe 1gG4, (iii) absence d’hypercellularité
endocapillaire. Nous avons calculé les indices informationnels de ce critere dans le
diagnostic de GEM primitive.

Résultats : Les caractéristiques histologiques associés aux GEM primitives étaient la
présence de PLA2R sur la biopsie (p<0.001), la (co)dominance 1gG4 (p<0.001), alors que
la présence d’ hypercellularité endocapillaire (p=0.036), de polifération extracapillaire
(p=0.003) et mésangiale (p=0.048) et la (co)dominance IgG1 et IgG2 (p<0.001 et p=0.007)

étaient associées aux GEM secondaires. La sensibilité et la spécificité du critere combiné



étaient de : 0.57 [IC 95% : 0.48-0.66] et 0.95 [0.88-1.00] contre 0.81 [0.74-0.88] et 0.85
[0.75-0.95] pour le statut PLA2R (biopsie ou Ac sériques).

Conclusion : Nos résultats montrent une spécificite et valeur prédictive positive
importantes du critere combiné testé, diminuant le risque de faux positifs par rapport au
statut PLA2R seul. Il pourrait étre utilisé afin d’exclure les GEM secondaires, permettant
I'affranchissement d’examens secondaires colteux, chronophages et angoissants pour le

patient.



3 INTRODUCTION GENERALE:

3.1 Epidémiologie :

La glomérulonéphrite extra-membraneuse (GEM) est une pathologie rénale dont le
diagnostic repose sur I'analyse anatomopathologique. Le nom GEM fait référence aux
caractéristiques histologiques de cette pathologie avec la présence de dépbts immuns sur
le versant externe de la membrane basale glomérulaire (MBG) aboutissant a un
épaississement de cette derniére.

La GEM est responsable de prés de 20 a 30% (7-9) des causes de syndrome
néphrotique, et serait la deuxieme cause de syndrome néphrotique aprés la néphropathie
diabétique chez I'adulte caucasien. L’incidence annuelle de la GEM serait de 1.7 cas sur
100 000 personnes année avec 10 000 patients incidents par an en Europe dont 1300 cas
par an en France (9,10). La GEM touche plus souvent les hommes (sexe ratio de 2
pour 1) avec un pic d’incidence entre 30 et 50 ans (11). Le taux de récidive de la GEM sur

greffon avoisinerait les 40% (12).

3.2 Manifestations cliniques :

La protéinurie et les cedémes sont les principales manifestations clinico-biologiques de la
GEM. La protéinurie peut varier quantitativement et étre inférieure a 3g/jour (13) ou
atteindre plus de 20g/jour. 70 a 80% des patients présentent un syndrome néphrotique au
diagnostic (11).

Prés de 50% des patients présentent une hématurie et 70% des patients ont une pression
artérielle normale et un DFG non altéré au diagnostic (14).

L’insuffisance rénale aigue (IRA) est plus rare (10% des cas) et est en général liee a
'hypovolémie relative secondaire au syndrome néphrotique et a [I'hypo

albuminémie majeure et/ou aux diurétiques prescrits afin de réduire les cedémes.



En cas d’hypo albuminémie profonde, une thrombose bilatérale des veines rénales peut
également survenir et étre responsable d'IRA. La présence d’'une IRA peut aussi traduire
la présence d’'une glomérulonéphrite extra capillaire associée (15).

Les cedémes sont classiquement d’apparition plus lente que dans d’autres pathologies
glomérulaires (hyalinose segmentaire et focale et Iésions glomérulaires minimes) car les
lésions histologiques sont créées par 'accumulation progressive et insidieuse des dépoéts
au niveau de la MBG. Les patients sont ainsi souvent protéinuriques depuis plusieurs
semaines voire mois avant que le diagnostic ne soit poseé.

L’évolution naturelle est marquée par la rémission compléte a 5 ans chez 5 a 30% des
patients, la rémission partielle (diminution de 50% de la protéinurie et protéinurie < 3.5
g/jour) a 5 ans chez 25 a 40% des patients, ou I'apparition d’une insuffisance rénale
chronique chez 35% des patients a 10 ans (16-18).

Les facteurs de risque clinico-biologiques associés a I'apparition d’'une insuffisance rénale
terminale sont : I'dge supérieur a 60 ans au diagnostic, le sexe masculin, une protéinurie >
3.5g/jour (particulierement lorsqu’elle dépasse 8 a 10g/jour), la présence d'une
insuffisance rénale aigue (16,19) et un taux d’anticorps (Ac) anti Récepteur de type M la

Phospholipase A2 (PLA2R) élevé au diagnostic (20).

3.3 Diagnostic anatomopathologique :

Le diagnostic de GEM est un diagnostic histologique qui retrouve en microscopie optique
(MO) un épaississement de la MBG lié a la présence de dépdbts immuns sous épithéliaux
(21) (Figure 1A). L’atteinte est en générale diffuse et touche toutes les anses capillaires de
maniére identique. Les dépdts s’accumulent progressivement au cours du temps et sont
secondairement entourés par des expansions de MBG, aboutissant a la formation
caractéristique de spicules ou « spikes » particulierement visibles en coloration argentique

de Jones (Figure 1B et 2A).



Figure 1 : Aspects anatomopathologiques de la GEM en MO (21). A : Coloration au Trichrome de

Masson (épaississement de la MBG). B: Coloration argentique de Jones (remaniements de la MBG en rails et

chainettes)

L’aspect en Immunofluorescence (IF) retrouve une fixation d’immunoglobulines G (IgG)
granuleuse au niveau des capillaires glomérulaires, ainsi qu'une fixation de C3 dans les
cas de GEM primitive (Figure 2B).

En Microscopie Electronique (MET), les dépbts sous épithéliaux apparaissent
électroniquement denses sur la face externe de la MBG (Figure 2 C et D). La MET permet
aussi de voir un effacement des pieds des podocytes aux stades précoces et les spicules
de la MBG.

Il existe une classification anatomopathologique de la GEM permettant de décrire
I'évolution naturelle de la GEM en dehors de tout traitement. Cette classification comporte
4 stades (22,23).

Le stade 1 de la GEM retrouve des glomérules trés proches de la normale en MO. Un
aspect plus dilaté des lumiéres capillaires est possible. L’IF permet de poser le diagnostic
en retrouvant un aspect de fins dépéts d’lgG le long des capillaires glomérulaires.

Le stade 2 retrouve un épaississement diffus de la MBG visible sur tous les glomérules en
colorations standards. Les spicules sont bien visibles a ce stade.

Le stade 3 est le résultat des remaniements de la MBG avec apparition de matériel
membranaire et fusion des spicules. La MBG revét un aspect en chainette, en rail, ou en

double contours aux colorations standards (Figure 1B).



Au stade 4, la MBG est trés épaisse et les dépbts ne sont plus discernables. Les dépbts
sont entierement incorporés dans la nouvelle MBG. lls peuvent parfois étre négatifs a I'lF
rendant le diagnostic difficile. La MET permet en général de rétablir le diagnostic.

Figure 2 : Aspects anatomopathologiques de la GEM en MO, IF, MET (24). A: Coloration

argentique de Jones avec visualisation des spicules B. IF : Dépbts granuleux d’IgG. C. MET : aspect normal d’une anse

capillaire avec endothélium fenestré. D : MET : (D : Dépéts denses, Ep : cellule épithéliale)
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3.4 GEM primitives et antigénes (AQ) :

Prés de 80% des GEM seraient d’origine primitive et 20% d’origine secondaire (11).

Le mécanisme a l'origine de la création des dépbts sous épithéliaux a fait I'objet de
nombreuses découvertes et publications ces 60 derniéres années. De maniére
schématique, les dépdts sous épithéliaux peuvent provenir (Figure 3 de gauche a droite) :
(i) de dépdbts de complexes immuns circulants préformeés ; (ii) de la formation in situ d’'un
complexe Ac-Ag a partir d'un Ag podocytaire endogéne ou (iii) de la formation d'un

complexe Ac-Ag a partir d'un Ag exogene « planté » dans la MBG (25).



Figure 3 : Schématisation des théories antigéniques a 'origine des GEM primitives (5)
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Les dépbts immuns activent ensuite le complément avec la création du complexe
d’attaque membranaire (C5b-9) qui s’insére sur la membrane podocytaire (26,27). La
protéinurie résulte secondairement de [I'activation de différentes voies de signalisation
podocytaires par le C5b9 aboutissant a une réorganisation du cytosquelette podocytaire et
des molécules d’actine (28) avec lésions du diaphragme de fente (26,29,30). En réponse
aux lésions podocytaires, la MBG synthétise de maniére anormale des molécules de
matrice extracellulaire (collagéne de type 4 et molécules de laminines (31-33))
aboutissant a la création d’expansions de la MBG autour et entre les dépbts formant les

« spicules » caractéristiques de la GEM.

3.4.1 La néphrite de Heymann :

Heymann publiait en 1959 la premiére étude montrant le réle potentiel d’Ag rénaux dans
la pathogénicité de la GEM. L'immunisation de rats Lewis contre la bordure en brosse du
tubule proximal induisait une protéinurie d’ordre néphrotique et une glomérulonéphrite a
dépbts comparables a la GEM (modéle actif de la néphrite de Heymann) (5). Il était

initialement supposé que les dépdts provenaient du piégeage de complexes immuns
9



préformés a partir d’Ag issus des protéines de la bordure en bosse (34) car 'immunisation
de rats a partir d’extraits glomérulaires n’induisait pas de protéinurie (35). Cette hypothése
fut secondairement infirmée avec le modele passif de la néphrite de Heymann : I'injection
a des rats d’Ac issus de lapins immunisés contre la bordure en brosse de rats reproduisait
les lésions glomeérulaires dans les minutes suivant I'injection (36,37). Van. Damme et al. et
Couser et al. (36,37) mirent secondairement en évidence grace a un modéle ex-vivo de
rein perfusé, que les Ac anti bordure en brosse se liaient aux glomérules, amenant ainsi la
preuve de la formation in situ du complexe Ag-Ac. Cette formation Ag-Ac induisait
secondairement une protéinurie glomérulaire via I'activation du complément (26,27). Les
rats déficitaires en la fraction C3 du complément ne développaient pas de protéinurie (27)
et la déplétion en fraction C6 et C8 du complément empéchaient la protéinurie malgré la
présence de dépbts sous épithéliaux (38). L’activation du complexe d’attaque
membranaire C5b9 jouait donc un réle central a l'origine de lésions du diaphragme de
fente (26,27), d’'une réorganisation du cytosquelette et des molécules d’actine (26,29,30).
Puis en 1980 (39), il été montré que le principal Ag contre lequel étaient immunisés les
rats dans le modéle de la néphrite de Heymann était la Meégaline (récepteur
transmembranaire de la famille des LDL récepteurs) présente au niveau des cellules
tubulaires mais également au niveau des cellules podocytaires chez le rat.

Ces travaux furent les premiers a suggérer une auto-immunité dans le mécanisme
physiopathologique de la GEM et a mettre en exergue le réle joué par le complément.
Cependant la Mégaline n’a jamais été mise en évidence dans les dépdts sous épithéliaux

de patients présentant une GEM et est absente des podocytes humains.
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3.4.2 L’albumine bovine cationique et la théorie de I'Ag planté :

Border et al.(40) rapporterent un modéle de GEM chez des lapins immunisés contre
'albumine bovine cationique. L’hypothése soulevée était que seuls les Ag chargeés
positivement pouvaient créer des dépbts sous épithéliaux en traversant la barriére
capillaire qui elle est chargée négativement. Ainsi ils montrérent que les modéles de lapins
immunisés contre I'albumine bovine chargée positivement présentaient plus de dépoéts
sous épithéliaux et une protéinurie plus importante que les lapins immunisés contre
'albumine bovine neutre ou chargée négativement. |l a secondairement été montré que la
cationisation chimique de l'albumine bovine diminuait son immuno-pathogénicité et
aboutissait a la création de complexes immuns circulants de faible avidité, facilitant ainsi la
dissociation du complexe immun (41,42) et « le dépdt » au niveau de la MBG de la
molécule antigénique d’albumine. Ce dépdt d’Ag exogéne était favorisé par I'attachement
aux protéoglycanes chargés négativement de la MBG (43). Il se créait secondairement un
complexe immun par la formation Ac-Ag a partir « de I'’Ag planté ».

Des cas de GEM secondaires liées a I'albumine bovine cationique ont été décrits chez
I'enfant (44). Le mécanisme de cationisation de I'albumine dans ces cas n’est pas élucidé
a ce jour. L'albumine bovine provient principalement du lait de vache dans I'alimentation
occidentale. Ce mécanisme doit étre évoqué lors de la découverte d'une GEM chez
'enfant. Le retrait de l'alimentation de I'albumine bovine pourrait alors avoir un impact

favorable sur I'évolution de la GEM.

3.4.3 Endopeptidase Neutre (NEP) :

La mise en évidence de phénomenes d’allo-immunisation materno-foetale renforga l'idée
d’'une auto-immunité impliquée dans la physiopathologie de la GEM primitive. Debiec et al.

(18) décrivirent en 2002, des cas d’allo immunisation materno-feetale contre NEP

11



responsable de GEM chez le foetus. Les méres étaient déficientes pour la protéine
podocytaire NEP car porteuses de mutations tronquantes au niveau du géne. Les méres
s’allo-immunisaient durant leur grossesse (présence de NEP au niveau foetal issu du
patrimoine génétique du pére). Le passage transplacentaire des Ac maternels lors du 3°
trimestre aboutissait a un tableau de syndrome néphrotique chez le foetus. Aprés
'accouchement, avec la disparition des Ac maternels dans le sérum de I'enfant, il était
noté une régression totale du syndrome néphrotique. Cinq familles porteuses de ces

mutations ont pu ainsi étre identifiées a ce jour.

3.4.4 Le Récepteur de type M de la Phospholipase A2 (PLA2R) :

L’analyse protéomique, la spectrométrie de masse et la micro-dissection de glomérules
humains ont rendu possible l'identification des Ag podocytaires responsables de GEM
primitive.

En 2009 Beck et al. (6) mettent en évidence PLA2R comme cible podocytaire principale
de la GEM, avec la mise en évidence d’Ac anti-PLA2R chez 70% des patients ayant une
GEM primitive.

Le récepteur PLA2R est un récepteur transmembranaire de la famille des mannoses. Il
présente de 10 domaines extracellulaires, un segment transmembranaire et une portion
intra-cytoplasmique avec motif d’endocytose (Figure 4). Depuis son extrémité N-terminale
il se compose d’'une région riche en cystéine (CysR), un domaine fibronectine de type Il
(Fnll) et huit domaines lectine de type C (CTLD). Il lie PLA2s une enzyme pro-
inflammatoire. La liaison PLA2s a son récepteur peut induire une réaction anti-
inflammatoire avec l'internalisation du ligand et du récepteur par endocytose. La liaison de
PLAZ2s avec PLAZR jouerait un role dans la régulation de la senescence podocytaire et

pourrait induire une apoptose podocytaire via la production de radicaux libres ROS

12



(25,25). PLA2R pourrait aussi jouer un réle dans 'homéostasie de la MBG et dans
I'attachement des pieds des podocytes a la MBG via le collagéne IV (46).

Les Ac anti-PLA2R sont principalement constitués d’lgG4 et il existe une colocalisation de
PLAZ2R et IgG4 sur les biopsies rénales de GEM primitive (6,47,48).

La majorité des Ac anti PLA2R ciblent un épitope conformationnel particulier situé dans le
domaine N-terminal et plus particulierement dans la région CysR-Fnll-CTLD1 de I'Ag

PLAZ2R en condition réduite (présence d’au moins un pont disulfure) (49,50).

Figure 4 : Récepteur PLA2R. Epitope immuno-dominant situé dans la partie N terminale :

CysR-FnlI-CTLD1 (35)

N-terminal Transmembrane C-terminal Positive regulator

domain domain domain = MAPK activation

= Lipid mediator
production

= ROS production
and activation
of DNA-damage
pathways

COOH

Cysteine Fibronectin ~ C-type Receptor binding Negative _regl_JIator
-rich  -like type Il lectin PLA = Internalization
region domain  domain 2 = Degradation

Le phénoméne « d’Epitope spreading », terme usuel pour I'étalement intra moléculaire

des épitopes, consiste en la reconnaissance par les Ac anti PLA2R de nouveaux épitopes,
adjacents a I'épitope princeps (au-dela du domaine CysR). Il serait associé a un moins
bon pronostic rénal, une moins bonne réponse au traitement, et pourrait expliquer
I'évolution par « poussée » de la maladie (51)(52).

Les Ac anti PLA2R activent le complexe d’attaque membranaire probablement via la voie
des lectines, aboutissant a des lésions podocytaires irréversibles (30). La voie alterne du
complément pourrait elle aussi étre activée (53). Certains polymorphismes des génes

PLA2R1 et HLA-DQA1 augmentent le risque de survenue d’'une GEM idiopathique (54).
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La pathogénicité des Ac anti PLA2R n’a pas pu étre démontrée chez les modéles animaux
car PLA2R n’est pas exprimé au niveau podocytaire chez les rongeurs ou les autres
animaux de laboratoire. Cependant plusieurs arguments sont en faveur de sa
pathogénicité : (i) le taux d’Ac est un reflet de 'activité de la maladie (55,56), (ii) le titre
d’Ac semble prédire le risque de récidive sur greffon (57), (iii) certains variants génétiques

de PLA2R1 sont associés a un sur-risque de GEM primitive (54).

3.4.5 Thrombospondin Type-1 Domain-Containing 7A (THSD7A), Exostosin 1-2, Neural

Epidermal Growth Factor-like 1 protein (NELL-1):

En 2010, Bell et al. mirent en évident la présence d’'un nouvel Ac dirigé contre une
protéine d’environ 250k Da contenue dans un extrait glomérulaire chez un patient atteint
de cancer de la prostate (58). Secondairement, Tomas et al. identifierent ce nouvel Ag :
THSD7A (59). THSD7A serait responsable de 2.5 a 5% des GEM primitives soit 8 a 14%
des GEM primitives PLA2R négatives (20,59,60). Cette prévalence semble étre plus
importante chez les patients Japonais (autour de 9%) (61). THSD7A est une protéine
transmembranaire podocytaire et les Ac anti THSD7A sont essentiellement constitués
d’'lgG4 a l'instar de PLA2R (59). Les Ac anti-THSD7A seraient majoritairement polyréactifs
avec plus de 3 épitopes ciblés, principalement situés dans la région N-terminale de
THSD7A (62)

THSD7A jouerait un réle précoce dans la migration ces cellules endothéliales lors de
'embryogenése (63), dans la maturation et 'adhésion podocytaire via la collagéne de type
IV ainsi que dans la stabilisation du diaphragme de fente des podocytes matures (64).

Les Ac anti-THSD7 A ont été associés a certains cas de GEM secondaires
paranéoplasiques avec une prévalence variant de 6 a 20% selon les études (20,65). Dans

un cas rapporté de cancer neuroendocrine de la vésicule biliaire associé a une GEM avec
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Ac anti-THSD7A , il était retrouvé une expression anormale de THSD7A au niveau des
cellules tumorales et le traitement par chimiothérapie aboutissait a une diminution du taux
d’Ac anti-THSD7A et de la protéinurie (20).

L’association d’Ac anti-THSD7 et anti-PLA2R a déja été décrite mais reste trés rare et la
présence d’'un Ac exclut en général le second (60) traduisant probablement un mécanisme
auto-immun indépendant .

En 2019, Sethi et al. ont mis en évidence I'accumulation d’Ac dirigés contre I'Exostosine 1
et 2 dans 21 cas de GEM PLAZ2R négative. L’Exostosine est une enzyme responsable de
la synthése des protéoglycanes de la MBG. Ces Ag joueraient un réle prépondérant dans
les GEM secondaires auto-immunes (66): 85% des biopsies présentaient des
caractéristiques associées habituellement aux GEM secondaires a une pathologie auto-
immune, et 'Ag Exostosine 1/2 était détecté chez 8/18 cas de GEM lupiques.

Plus recemment, la découverte de 'Ag NELL-1 dans 5 a 23% des GEM primitives PLA2R
et THSD7A négative (67) révélait probablement le second Ag le plus fréquent dans la

GEM primitive, aprés PLA2R.

3.5 Les GEM secondaires :

Environ 15 a 20% des GEM sont liées a une étiologie secondaire d’origine infectieuse,
néoplasique, auto-immune ou médicamenteuse. Le tableau 1 détaille les différentes

étiologies de GEM secondaire rapportées dans la littérature.
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Tableau 1 : Liste des étiologies secondaires de GEM rapportées dans la littérature (68)

Autoimmune

Autoimmune diseases
Systemic lupus erythematosus
Rheumatoid arthritis

Mixed connective tissue disease
Dermatomyositis

Ankylosing spondylitis
Systemic sclerosis

Myasthenia gravis

Bullous pemphigoid
Autoimmune thyroid disease
Sjogren’s syndrome

Temporal arteritis

Crohn'’s disease
Graft-versus-host disease

Malignancies
Carcinomas
Lung
Esophageal
Colon
Breast
Stomach
Renal
Ovary
Prostate
Oropharynx

Drugs/Toxins

Gold

Penicillamine

Bucillamine

Mercury compounds
Captopril

Probenicid

Trimethadione

Nonsteroidal anti-inflammatory
drugs

Cyclooxygenase-2 inhibitors
Clopidogrel

Lithium

Formaldehyde
Hydrocarbons

Infections

Hepatitis B

Hepatitis C

Human immunodeficiency virus
Malaria

Schistosomiasis

Filariasis

Syphilis

Enterococcal endocarditis
Hydatid disease

Leprosy

Noncarcinomas

Hodgkin's lymphoma
Non-Hodgkin’s lymphoma
Leukemia (chronic lymphocytic
leukemia)

Mesothelioma

Melanoma

Wilm's tumor

Hepatic adenoma
Angiolymphatic hyperplasia
Schwannoma
Neuroblastoma

Adrenal ganglioneuroma

Miscellaneous

Diabetes mellitus (association or
cause?)

Sarcoidosis

Sickle cell disease

Polycystic kidney disease
al-antitrypsin deficiency
Weber-Christian disease
Primary biliary cirrhosis
Systemic mastocytosis
Guillain-Barre syndrome
Urticarial vasculitis
Hemolytic-uremic syndrome
Dermatitis herpetiformis
Myelodysplasia)

3.5.1 GEM associées aux cancers:

La prévalence des GEM secondaires aux cancers varierait entre 5 et 22% selon les
études. Une méta-analyse réalisee en 2014 retrouvait comme néoplasies les plus
fréquentes : le cancer pulmonaire (tous types confondus) (26%), le cancer de prostate
(15%), les hémopathies (14%), et le cancer colorectal (11%) (69).

Dans 80% des cas, les cancers sont diagnostiqués avant ou a 'occasion de la découverte
de GEM (70,71). Le cancer peut aussi étre diagnostiqué dans les mois suivant le
diagnostic de GEM (72), avec un délai moyen de un an (73). Le lien de causalité entre
GEM et cancer est souvent difficile a établir. Le diagnostic repose sur la présence d’'une

rémission partielle ou totale de la protéinurie aprés le traitement du cancer (chirurgie,
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chimiothérapie ou radiothérapie), la rechute clinique avec réapparition/majoration de la
protéinurie aprés rechute du cancer (58,74). La détection d’Ac anti-tumoraux au niveau
des dépdbts sous épithéliaux est un argument en plus en faveur du lien de causalité
(75,76). Ces critéeres sont en général difficiles a mettre en évidence dans les différentes

études.

3.5.2 Lupus Erythémateux Aigu Disséminé (LEAD) :

Prés de 15% des GEM seraient secondaires a un LEAD. Cette étiologie doit étre évoqueée
chez les femmes jeunes. La GEM peut étre le signe d’entrée dans la maladie et la
positivité des Ac anti-nucléaires ainsi que la présence de signes extra rénaux peuvent
survenir plusieurs mois apres le diagnostic de GEM. De nombreux arguments
histologiques permettent aussi d’évoquer ce diagnostic (Tableau 2). Récemment, les Ac

anti-Exostosine ont été rapportés dans cette entité.

3.5.3 Etiologies infectieuses :

Plusieurs étiologies infectieuses sont décrites comme responsables de GEM et sont
classiquement recherchées lors de la découverte de GEM : VHB, VHC, Syphilis. Leur

prévalence est plus importante dans les pays émergents.

3.5.4 latrogénie :

La GEM a été associée a la prise d’'un certain nombre de médicaments dont les AINS, le

Captopril, les sels d’ors, et la penicillamine. Leur prévalence reste faible de nos jours.
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3.6 Distinction GEM primitive et secondaire :

3.6.1 Acanti-PLAZR :

Depuis 2011, la recherche d’Ac anti PLA2R sérique est disponible en routine. Il existe trois
méthodes diagnostiques pour la détection d’Ac anti PLA2R: le Western Blot,
I'lmmunofluorescence indirecte (IFI) et la méthode immuno-enzymatique (ELISA), mais
seules les deux derniéres techniques sont utilisées en pratique courante. La technique
ELISA est quantitative et objective (77) alors que la méthode par IFI est semi-quantitative
et observateur dépendante, ce qui peut aboutir a des résultats équivoques. La technique
par IFl peut apparaitre plus sensible selon le seuil de positivité utilisé en ELISA mais
toutes deux sont trés spécifiques (78,79). Ainsi une premiére recherche en IF| est souvent
réalisée en dépistage, puis un dosage du titre d’Ac est secondairement réalisé par ELISA.
Le titre d’Ac anti-PLA2R évolue en paralléle de l'activité de la maladie. La sensibilité et
spéecificité des Ac varient donc en fonction de l'activité de la pathologie (phase initiale,
rémission, guérison...).

Il n"a pas été décrit a ce jour d’autres glomérulonéphrites avec Ac anti-PLA2R circulants
(78)(25), rendant cet Ac trés spécifique du diagnostic GEM.

La sensibilité des Ac anti-PLA2R dans le diagnostic de GEM primitive semble étre proche
de 80% avec des variations entre 57 et 96% (6,80-83,83-85) et la spécificité est
habituellement proche de 90% avec des variations entre 70 et 99% selon les études
(6,80-83,83-86). La sensibilité des Ac anti-PLA2R semble étre plus faible chez les
patients Japonais (autour de 50%).

Le monitoring des taux d’Ac anti-PLA2R peut étre utilisé afin d’évaluer l'activité de la
maladie. La diminution ou disparition des Ac anti-PLA2R précéde de plusieurs mois la
rémission clinique (47,87), et la rechute clinique est en général associée avec la
réapparition des Ac anti-PLA2R (55). Le taux d’Ac au diagnostic semble étre corrélé au
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pronostic rénal, avec une rémission plus fréquente et plus précoce chez les patients avec
un taux d’Ac plus bas au diagnostic (47,56). La persistance des Ac anti-PLA2R a la fin du
traitement serait associée a un sur-risque de rechute a long terme (88). Le suivi du taux
d’Ac pourrait donc aider les cliniciens a décider quand diminuer ou intensifier le traitement,

comme propose par De Vriese et al. (89).

3.6.2 PLAZR et biopsie rénale :

La détection de PLA2R peut étre réalisée sur des fragments de tissu rénal inclus en
paraffine, par technique d'immunohistochimie ou IFl, ou sur du tissu congelé par
technique d’IFI. La détection de PLAZ2R a faible intensité est physiologique au niveau de la
membrane et du cytoplasme des podocytes (85,90). La liaison des Ac anti-PLA2R a leur
récepteur forme des complexes immuns qui s’agrégent entre eux et sont transportés au
niveau de I'espace sous épithélial entre la MBG et le podocyte.

La détection de PLA2R au niveau des dépodts sous épithéliaux est trés corrélée a la
détection d’Ac anti-PLA2R dans le sang et est globalement plus sensible que la sérologie
(48). L'absence d’Ac anti-PLA2R circulants n’exclue pas le diagnostic de GEM primitive
lite a PLA2R (48,85) et la sérologie doit étre répétée plusieurs fois dans le temps. La
détection de PLA2R au niveau des biopsies rénales peut précéder la détection d’Ac anti-
PLAZR (91) et/ou persister aprés la négativation des Ac.

Lors de la phase initiale de la pathologie, les Ac sont rapidement absorbés au niveau
glomérulaire et ne sont pas encore détectés dans le sérum, le rein jouant alors un role
« d’évier » débarrassant le sang des Ac. Puis les glomérules deviennent « saturés » et le
taux d’Ac anti-PLA2R augmente devenant alors détectable (78). Lors d’'une rémission
immunologique, le taux d’Ac devient indétectable alors que PLA2R peut rester positif au

niveau de la biopsie rénale et la protéinurie étre toujours présente. La rémission de la
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protéinurie et la négativation de PLA2R au niveau de la biopsie se fera alors
secondairement. Certains patients semblent avoir des Ac anti-PLA2R sans PLA2R
détectés au niveau des dépbts sous membraneux (48,78); une explication pourrait étre
'absence de pathogénicité de ces Ac anti-PLAZR circulants ou I'absence d’accés aux
epitopes PLAZ2R classiquement reconnus par les Ac commerciaux utilisés en IFl. La
Figure 5 représente schématiquement I'association temporelle entre la positivité des Ac
anti-PLAZ2R sériques, la détection de PLA2R au niveau de la biopsie et les manifestations
cliniques (78).

Figure 5: Association temporelle entre Ac anti-PLA2R, dépdts sous épithéliaux et

manifestations cliniques (protéinurie)
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3.6.3 Sous-classes d’lgG, aspects en MO et IF :

L’étude des sous-classes d’'IgG permet d’orienter le diagnostic vers une GEM primitive ou
secondaire. La sous-classe IgG4 est prédominante dans les GEM primitives (6,83)
traduisant la forte prévalence de GEM primitives PLA2R positives. Huang et al. ont montré

que la distribution des sous-classes d’lgG différait en fonction du stade de la GEM (92)
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avec la prédominance de la sous-classe IgG1 dans les stades précoces et IgG4 au stade
tardif.

Les sous-classes 1gG1/IgG2 prédominent dans les GEM secondaires associées aux
cancers (7,93,93-97). Lefaucheur et al. ont montré que la présence de 8 leucocytes ou
plus infiltrant le glomérule était fortement associée aux GEM secondaires aux cancers
(72). La présence de croissants semble rare avec une prévalence autour de 0.3% et plus
fréquente dans les cas de GEM secondaires associées aux vascularites a ANCA (98).

De nombreux arguments histologiques doivent faire évoquer une GEM lupique : (i) la
présence de signes de glomérulonéphrite proliférative avec prolifération endocapillaire
et/ou extracapillaire (99), (ii) la prédominance des sous-classes 1gG1/IgG2/IgG3 (iii) la
présence d’inclusions tubulo-réticulaires au sein des cellules endothéliales visibles au
MET, (iv) la présence de dépbts immuns sous-endothéliaux et mésangiaux, (v) la
présence d’'une IF positive a C1q, 1gG1/2/3, IgA et IgM formant le traditionnel « full
house », (vi) la présence d’'IgG le long des tubules liee a la présence d’Ac anti-membrane
basale tubulaire avec néphrite tubulo-interstitielle associée (93,94,97,100,101).

A contrario, les GEM primitives, présenteront une positivité PLA2R dans prés de 70% des
cas avec colocalisation 1IgG4 (48), des dépdts typiquement sous épithéliaux avec positivité
d’'IgG et C3 uniquement en IF (C1q, IgM, IgA négatifs), peu ou pas de dépbts mésangiaux
(102) et pas/peu d’hypercellularité endocapillaire (72) ou de prolifération extra-capillaire
(98,103).

L’ensemble des différences histologiques rapportées dans la littérature permettant
d’orienter le diagnostic vers une étiologie primitive ou secondaire sont résumées dans le

Tableau 2.
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Tableau 2 : Arguments histologiques orientant vers une GEM primitive ou secondaire

GEM primitive

GEM secondaire

Détection de PLA2R en fin dépdts granuleux
niveau des dépdts sous épithéliaux (6)
Prédominance de la sous-classe IgG4 ou
codominance 1gG4 (20,44—46)

Prédominance de la sous-classe IgG1 aux
stades précoces (92)

Dépbts sous épithéliaux d’IgG et de C3
uniquement (21)

Dépbts typiquement sous épithéliaux et intra
membraneux (21)

Peu de dépdts mésangiaux (51)

Possibilité de deétection de THSD7A (59),

NELL1 (67)

Associée aux cancers :

Prédominances de la sous-classe 1gG1(45) ou
IgG1/1gG2 (53)

Absence de détection de la sous-classe 1gG4
(45,46)

Hypercellularité endocapillaire (72)

Possibilité de détection de THSD7A (104)

LEAD/pathologies auto-immunes :
Prédominance 1gG1/2/3 (93,94,97)

Dépéts d’lgG1/2/3, IgA, IgM et de C1q (« full
house ») (100)

Dépéts d’lgG au niveau des membranes
tubulaires (53)

Inclusions tubulo-réticulaires (100,105)

Dépdbts sous endothéliaux et mésangiaux
(53,54)

Hypercellularité endocapillaire (99)
Prolifération extracapillaire (21)

Détection d’Exostosine 1-2 (66)

3.7 Obijectifs de I'étude :

En I'absence de rémission spontanée, les traitements envisagés dans la GEM primitive
sont des agents alkylants ou l'immunothérapie (68,106) tandis que ceux de la GEM

secondaire reposent principalement sur la prise en charge de la pathologie sous-jacente
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(cancer, infections, LEAD...). |l apparait alors crucial de pouvoir différencier GEM primitive
et secondaire afin de ne pas imposer un traitement aux effets secondaires lourds, qui
pourraient aggraver le pronostic de la maladie, et mettre en jeu le pronostic vital du patient
(notamment en cas de GEM associée au cancer).

Ainsi, lors du diagnostic de GEM, la pratique clinique actuelle repose sur la réalisation
nombreux examens complémentaires afin d’exclure une cause secondaire, et
particulierement un cancer: scanner thoraco-abdominopelvien, PET-scanner,
endoscopies digestives, mammographie... || n’existe pas a ce jour de recommandations
claires sur I'exhaustivité des investigations a réaliser afin d’éliminer une étiologie
secondaire et les examens réalisés sont souvent centre et examinateur dépendants. Ces
différents examens sont [lorigine dun colOt financier important, peuvent étre
particulierement chronophages, et sont sources d’inquiétude pour les patients. De plus, ils
peuvent étre a l'origine de certaines complications (liées a l'injection d’iode, a la pratique
d’une fibroscopie...).

Il parait donc intéressant de disposer de marqueurs fiables et spécifiques afin de prédire
avec certitude le caractére primitif de la GEM et de s’affranchir de nhombreux examens
complémentaires. La détection d’Ac anti-PLA2R ainsi que I'analyse de la biopsie rénale
permettent d’orienter le clinicien : expression renforcée de PLA2R, IgG dominante,
présence d’hypercellularité endocapillaire, de prolifération extracapillaire (Tableau 2).
Cependant la sensibilité et la spécificité de chaque paramétre pris séparément restent
imparfaites et ne permettent pas de conclure de maniere certaine a une GEM primitive
biopsies rénales en cas de GEM secondaires ont été décrits ; notamment en cas de

cancer (108), de LEAD (83), de VHB (109), de VHC (60), de sarcoidose (110,111) ou
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d’autres pathologie auto-immune (112). De plus il existe des cas décrits d’Ac anti PLA2R
chez des individus sains (113).

Certains auteurs ont proposé un algorithme permettant de retenir le diagnostic de GEM
primitive (114) : (i) détection d’Ac anti PLA2R, (ii) dominance de la sous-classe 1gG4 et (iii)
moins de 8 cellules inflammatoires par glomérule (72). Cet algorithme n’a a ce jour jamais
éte teste.

L’objectif principal de notre étude est d’évaluer les performances diagnostiques d’un
crittre combiné sérologique et histologique modifié, basé sur l'algorithme proposé par
Ronco et Cambier afin de retenir le diagnostic de GEM primitive. Le critére combiné testé
comprend 3 items : (i) détection de PLA2R au niveau de la biopsie ou d’Ac anti- PLA2R
sérique, (ii)) dominance ou codominance de la sous-classe 1gG4, (iii) absence
d’hypercellularité endocapillaire définie par I'occlusion partielle ou totale d’au moins une
anse capillaire glomérulaire par des leucocytes.

L’objectif secondaire est d’étudier les caractéristiques histologiques et clinico-biologiques

au diagnostic permettant de distinguer les GEM primitives et secondaires.
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4.1 Introduction

Membranous nephropathy (MN) is a frequent cause of non-diabetic nephrotic syndrome in
adults, and leads to end stage renal disease in about 40% of patients after 10 years (115).
MN is characterized by the presence of immune complexes in the subepithelial space and
the diffuse thickening of the glomerular basement membrane with IgG and C3 along
capillary walls detected by immunofluorescence. Its origin is primary in up to 70% of cases
but can also be secondary (SMN) to underlying diseases such as cancer, systemic lupus
erythemosus (SLE) and other immunological diseases, infections or drugs (116) (70).

In 1960s, Heymann nephritis model suggested that autoimmunity was the cause of
primary membranous nephropathy (PMN) (45). Fifty years later, in 2009, Beck and al.
discovered that the M-type phospholipase A2 receptor (PLA2R) on cell surface of
podocytes was the major antigen responsible for approximately 70% of PMN (6). PLA2R
antigen has been found in glomerular deposits in approximately 69.2 to 76.6% patients
with PMN in Northern America and European countries (48,82,85,117,118) and circulating
anti-PLA2R autoantibodies (Ab) have been associated with approximately 52.0 to 77.8%
patients with PMN (48,55,78,82,119,120). More recently, other targeted antigens

responsible for PLA2R negative MN were identified such as THSD7A (59) (accounting for
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about 1 to 5 % of PMN), Exostosin 1 and 2 (66) and NELL-1 (67) and contributed to widen
our understanding of MN pathophysiology.

PLA2R-Ab remain the main antigenic determinant of PMN and have a high specificity for
the diagnosis of MN, as they are not found in other glomerulonephritis (78,89) but this
specificity decreases when used to differentiate PMN from SMN (86,107). Being able to
distinguish PMN from SMN is crucial as therapeutic strategies are different. Treatment of
SMN relies on the management of the underlying cause whereas treatment of PMN
include immunosuppressive therapies such as alkylating agents, or biologic agents (106)
which can have important side effects, and worsen the underlying disease in case of SMN,
especially cancer associated SMN.

Separating PMN from SMN requires extensive clinical, laboratory and radiological
evaluation. This extensive workup induces a non-negligible cost, can be invasive, and can
postpone treatment. Moreover, there are no clear recommendations on how aggressive
the search should be, especially when looking for an occult cancer (89).

Histologic examination, including PLA2R staining, immunofluorescence and
immunoglobulin (IgG) subclass analysis on kidney biopsies have proved their usefulness
in differentiating PMN from SMN (121). Mesangial or endocapillary hypercellularity
(72,93,100) on light microscopy, endothelial tubuloreticular inclusions, “full house” pattern
on immunofluorescence, 1g1/1IgG2/IgG3 (co)dominance (93,95,122) orientate towards
SMN due to SLE or other immunologic diseases whereas 1gG1/2 (co) dominance (95),
absence of IgG4 staining (123) and inflammatory cells infiltrating the glomeruli (72)
orientate towards cancer associated SMN. On the other hand, PLA2R staining, 1gG4
(co)dominance and absence of endocapillary/extracapillary proliferation are strongly
associated with PMN (93,95,98,122). However, histologic examination is not fully foolproof

as PLAZ2R can also be detected in SMN (73,80,83,108-110,112) or can be lacking in PMN
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(6,59,124), IgG dominance can vary through time (92) and crescents can be found in PMN
(98,125).

Some authors (114) proposed an algorithm based on histological and biological features in
order to help clinicians distinguish PMN from cancer associated SMN. Patients with
PLA2R-Ab, IgG4 dominance on kidney biopsy, and less than 8 inflammatory cells per
glomeruli would be diagnosed with PMN, and no further investigation would be needed.
On the contrary, patients without PLA2R-Ab, with endocapillary hypercellularity or 19G1
lgG2 or IgG3 dominance on kidney biopsy, would need further investigation in order to rule
out cancer associated SMN. Yet, this algorithm has never been tested on a population of
patients newly diagnosed with MN.

The main objective of our study was to estimate the diagnostic accuracy of a modified
histological and biological combined criterion, based on the algorithm suggested by Ronco
and Cambier (114) in order to distinguish PMN from SMN. This combined criterion
included three items: (i) detection of PLA2R-Ab in serum or PLAZR staining positivity on
kidney biopsy, (ii) IgG4 dominance or co-dominance on kidney biopsy, and (iii) absence of
endocapillary hypercellularity defined as complete or partial occlusion of capillary loops by
leukocytes. A specificity and/or positive predictive values close to 100% could allow
clinicians to deal without further investigation.

Our secondary objectives were to describe histological, clinical and biological features

associated with PMN and SMN.

4.2 Material and Methods

Data collection and diagnosis:

We conducted a multicentric retrospective cohort study in Northern France.11 nephrology

centers were included and are listed in supplementary Appendix (Table S1). In this area,
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all kidney biopsies are centralized and analyzed in one university hospital center (Lille
University Hospital). Patients were identified on the basis of renal biopsies reports of Lille
Department of Pathology. All patients with a primary diagnosis of MN made on kidney
biopsy between 1st January 2010 and 31th of December 2016 were eligible. The
diagnosis of MN relied on pathological examination including light microscopy,
immunofluorescence and eventually electron microscopy of renal biopsy tissue.

We retrospectively collected clinical information at the time of diagnosis which included:
age (years), gender, body mass index (kg/m2), history of smoking, diabetes, hypertension,
cancer and diagnosis of thromboembolic events at the time of kidney biopsy.

Biological data at diagnosis included hemoglobin (g/dL), platelets (/mm3), leukocytes
(/mm3), serum proteins (g/L), serum albumin (g/L), nephrotic syndrome (defined as serum
albumin <30g/L and urine protein creatinine ratio >3g/g), creatinine (mg/L), eGFR
(mL/min/1.73m?) using CKD-EPI formula (126), blood urea nitrogen (BUN) (mg/dL), CRP
(mg/L), detection of PLA2R antibodies (indirect immunofluorescence assay or ELISA),
proteinuria (urine protein creatinine ratio g/g), hematuria (red blood cells count/ 10"3/mL),
leukocyturia (white blood cells count/ 10°3/mL).

PMN was diagnosed after exclusion of secondary causes such as autoimmune diseases
(e.g., SLE, rheumatoid arthritis, Sjogren syndrome), infection (e.g., hepatitis B, hepatitis C,
syphilis), malignancies (e.g. colon cancer, lung cancer, lymphoma), drugs (e.g.,
nonsteroidal anti-inflammatory drugs). Clinical and biological investigation to exclude SMN
relied on serological testing for ANA, ANCA, HCV, HBV, HIV, syphilis, cryoglobulinemia,
complement (CH50, C3, C4), immunoelectrophoresis, combined with a negative clinical,
biological and radiological evaluation for any cancer. This definition of PMN is currently

considered as gold-standard to diagnose PMN (86,117,121,127).
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MN was considered cancer associated if (i) cancer was detected at the time of biopsy after
clinical, biological and radiological investigations, (ii) or cancer was detected in the past
year before MN diagnosis and was not considered cured, or (iii) cancer was diagnosed in
the following year after the diagnosis (95,117,123).

MN was considered secondary to SLE if (i) the patient had a diagnosis of SLE at the time
of MN diagnosis, or (ii) if the diagnosis of SLE was made within the year after kidney
biopsy. SLE MN was diagnosed using the International Society of Nephrology/Renal

Pathology Society (ISN/RPS) classification (99).

Pathological data collected:

All pathological data were retrospectively collected based on the kidney biopsy report.

Detection of PLA2R and THSD7A on glomerular deposits by immunohistochemical
staining:

PLA2R were detected on kidney biopsies using immunohistochemical analysis on
formalin-fixed paraffin-embedded tissue cut in 3 pm-thick section. If PLA2R research had
not been done at the time of diagnosis (kidney biopsies performed before 2011), PLA2R
was searched for retrospectively. PLAZR staining intensity was graded from 0 to 3+.

In normal kidney tissue there is very weak expression of PLA2R on the glomerular
podocytes corresponding to 0-1+ or 1+ intensity (48,85). PLA2R was considered present if
the rating was above 1+ (Figure 1).

THSD7A was detected on biopsies using immunohistochemical analysis on formalin-fixed
paraffin-embedded tissue cut 3 ym-thick section. THSD7A staining was only analyzed on

biopsies with a negative staining for PLA2R as cases of dual positivity are uncommon
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(<1%) (60,65,128,129). THSD7A was considered positive in case of strong diffuse global

granular staining along capillary loops (60) (Figure 2).

Detection of IgG subclasses in glomerular deposits by immunofluorescence:

IgG subclasses were detected on frozen section of kidney biopsies cut in 3 um thick
section, using immunofluorescence staining. IgG staining intensity was graded from O to
3+ (Figure 3). An IgG subclass was considered dominant or co-dominant if its rating was
above other subclasses (dominance) or had the highest staining intensity equally with one

or two other subclasses (co-dominance) (92).

Other pathological information collected:

Data on number of glomeruli, number of sclerotic glomeruli, tubular atrophy, interstitial
fibrosis, inflammatory infiltration and C1q staining were also collected. Importance of
tubular atrophy, interstitial fibrosis and inflammatory infiltration was assessed using a
global scale ranging from (i) absence, (ii) mild (less than 30%), (ii) moderate (30 to 60%) to
severe (more than 60 %).

Endocapillary hypercellularity (or endocapillary proliferation) was considered present if
complete or partial occlusion of capillary loops by leukocytes was detected (99,130).
Extracapillary proliferation was considered present if at least one crescentic formation was
detected. Data on MN stages were also collected (except for SLE MN in which MN stages

are not usually reported) (131).

Primary outcome:

We calculated sensitivity, specificity, predictive values, likelihood ratios and area under

curve of a combined serological and histological criterion including (i) detection of PLA2R-
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Ab in serum or PLA2R staining positivity on kidney biopsy, (ii) IgG4 dominance or co-
dominance on kidney biopsy, and (iii) absence of endocapillary hypercellularity, to
establish the diagnosis of PMN. Absence of one of the sub-criterion above resulted in

considering the combined criterion absent.

Secondary Outcomes:

We compared histological, biological and clinical characteristics at diagnosis between

PMN and SMN groups.

Statistical Analysis:

Normally distributed variables were expressed as the mean + standard deviation (SD), and
continuous variables of non-Gaussian distribution were expressed as the median with
interquartile range (IQR). Categorical variables were expressed as absolute values and
percentages. For continuous variables, comparisons between two groups were performed
using Student’s test for normally distributed data and Wilcoxon rank-sum test for
nonparametric data. For categorical variables, Chi-square, Fisher exact test or Fisher
exact test were performed appropriately.

Parametric values of the combined criterion were calculated with a 95% Confident Interval.
Statistical testing was conducted at the two-tailed a-level of 0.05. All statistical analyses

were used using R software 3.5.2.
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Figure 1. Inmunohistochemical staining of PLA2R on kidney biopsy

Immunohistochemical rated 0-1+ and considered negative (A), 1-2+ considered positive (B), 2+ (C), 3+ (D).
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Figure 2. Inmunohistochemical staining of THSD7A on kidney biopsy
Immunohistochemical considered negative (A) and considered positive (B)
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Figure 3. Immunofluorescence staining of IgG subclasses
Rated 0 (A), 1+(B),2+(C),3+(D)
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4.3 Results

173 consecutive patients with a biopsy proven MN were included (Figure 4) between
January 2010 December 2016. 8 (4.6%) biopsies came from transplanted kidneys.
Overall, 53 (30.6%) patients had SMN and 120 (69.4%) had PMN.

Membranous nephropathy was secondary to SLE for 25 (14.45%) patients, other
immunological diseases for 7 (4.05%) patients, cancer for 16 (9.25%) patients, graft
versus host disease after allogenic bone marrow transplantation for 4 (2.31%) patients and
HBV for one patient (0.58%).

Cancers associated with SMN were lung adenocarcinoma for six patients (3.47%),
colorectal adenocarcinoma for three patients (1.73%), hematological cancer for three
patients (chronic lymphocytic leukemia, myeloblastic leukemia and Non-Hodgkin’s
lymphoma) (1.73%), esophagus adenocarcinoma for two patients (1.16%), prostatic
adenocarcinoma for one patient (0.58%) and neuroendocrine neoplasia for one patient
(0.58%). Immunological systemic disease other than SLE responsible for SMN, were
ANCA vasculitis for 3 patients (1.73% of SMN), Sjogren syndrome for 2 patients (1.16%),
rheumatoid polyarthritis for one patient (0.58%) and scleroderma for one patient (0.58%).
One patient (0.58%) had SMN due to hepatitis B antigenemia.

Among the 8 transplanted kidney biopsies 7 were PMN and 1 SLE SMN. 6 cases were

recurrence of MN, and 2 cases did not have kidney biopsy before transplantation.

Clinical and biological characteristics associated with PMN and SMN:

Main clinical and biological characteristics at diagnosis are summarized in Table 1.
66 patients were women (38.15%). 87 (50.9%) had a history of hypertension, 24 (13.9%) a
history of diabetes and 13 (7.51%) a history of cancer. 44 (29.3%) patients were obese

(BMI= 30 kg/m2). Mean serum albumin at diagnosis was 25.2 g/L (Standard Deviation: +/-
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9.02) and mean eGFR was 76.0 (37.3) mL/min/1.73m?. 103 (62.05%) patients had
nephrotic syndrome at baseline. Mean proteinuria at diagnosis was 5.75 (4.0) g/g.

Clinical characteristics at baseline associated with PMN are summarized in Table 2 and
were masculine sex (p<0.001), higher BMI (p = 0.001), history of hypertension (p=0.014)
and absence of cancer history (p<0.001). Patients with PMN also tended to be older than
patients with SMN (54 versus 47.8 years old, p=0.050). Baseline biological characteristics
associated with PMN were lower serum total proteins (p<0.001), lower serum albumin
(p=0.006), higher proteinuria (p<0.001), presence of serum PLA2R-Ab (p<0.001).
Nephrotic syndrome was more frequent in the PMN group than in the SMN group (82
patients (71.3%) versus 21 patients (41.2%), OR= 3.51 [95% Confident Interval:
1.77;7.11], p <0.001).

Biological parameters associated with SMN were: lower hemoglobin and platelets count
(respectively p=0.018 and p=0.040), and more severe hematuria (p=0.040) (Table 2).
Thrombocytopenia and lymphocytopenia were more frequent in the SMN group: 12
(23.1%) versus 3 (2.61%) patients (p<0.001), and 14 (30.4%) versus 5 patients (5.21%)
(p<0.001) respectively.

Histological characteristics associated with PMN and SMN:

Histological characteristics at diagnosis are summarized in Table 3. Mean number of
glomeruli per biopsy was 18 (7.90) and median number of sclerotic glomeruli was 1.00
[Inter Quartile Range IQR: 0.00;2.00]. Moderate to severe tubular atrophy was found on 31
biopsies (17.9%). Moderate to severe interstitial fibrosis and inflammatory infiltration were
found respectively on 33 (19.1%) and 21 (12.14%) biopsies.

PLAZ2R staining in glomerular deposits:

PLAZ2R was detected on 91 biopsies (59.9%) including 7 transplant kidney biopsies, with a

mean staining of 2.5+ (0.56). 84 patients (77.1%) with PMN, and seven patients (13.20%)
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with SMN had a positive PLAZR staining on biopsy. Causes of SMN with PLA2R positive
biopsy were SLE (4 biopsies), cancer (2 biopsies) and graft versus host disease (1
biopsy).

THSD7A staining in glomerular deposits:

50 out of 61 PLAZR negative biopsies were analyzed for THSD7A (lack of material for 11
biopsies). THSD7A was detected on four biopsies (8% of PLA2R negative biopsies). Three
out of the four biopsies were SMN: 2 cancer associated SMN due to lung adenocarcinoma
and one SLE SMN. Only one biopsy was a THSD7A positive PMN.

1gG subclasses in glomerular deposits:

Median staining intensity for IgG1, IgG2, IgG3 and 1gG4 subclasses were respectively 2.00
[IQR: 1.00;3.00], 1.00 [0.50;2.00], 1.00 [0.00;1.50] and 3.00 [1.00;3.00].

Main (co)dominant subclass was 1gG4 with 91 patients (58.7%). 1IgG1 was (co)dominant in
53 (34.2%) biopsies, IgG2 and IgG3 in 21 (13.5%) and 17 (11.0%) biopsies respectively.
IgG subclass distribution according to their intensity and (co)dominance are summarized in
Table S2.

11 out of 120 patients (9.2%) with PMN had (co)dominant IgG4 but no PLA2R deposition.
Both PLA2R and IgG4 were negative in 12 (10%) patients with PMN. All 7 cases of PLA2R
positive SMN had 1IgG4 dominance.

65 (77.4%) patients with PLA2R positive biopsies had 1gG4 (co)dominance and 13
(15.5%) had 1gG1 (co)dominance (Table 4). Main (co)dominant subclass in PLA2R
negative biopsies was IgG1 with 35 (63.6%) biopsies (Table 4).

Concerning the four THSD7A positive MN: both lung adenoarcinoma THSD7A SMN had
IgG1 (co)dominance whereas the THSD7A SLE SMN and the THSD7A PMN had 1gG4

(co)dominance.
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Histological characteristics associated with PMN were detection of PLA2R on biopsy
(p<0.001) and 1gG4 (co)dominance (p<0.001) (Table 5).

Histological characteristics associated with SMN were: extracapillary proliferation
(p=0.003), endocapillary hypercellularity (p=0.036), mesangial proliferation (p=0.048) and
IgG1 and IgG2 (co)dominance (p<0.001 and p =0.007 respectively) (Table 5).

When considering SMN due to SLE or other immunological diseases, detection of C1q on
biopsy was also statistically associated with SMN: 22 (73.3%) biopsies being positive
compared with 42 (36.5%) in PMN (p= 0.001) (Table S3).

Histological characteristics associated with cancer MN were: absence of PLA2R
(p<0.001), absence of IgG4 subclass (co)dominance (p=0.006) and endocapillary

hypercellularity (p = 0.040) (Table S4).

Parametric values of the combined criterion:

Sensitivity and specificity of PLA2R status (detected on biopsy or PLA2R-Ab in serum)
were 0.81 [95% Confident Interval: 0.74-0.88] and 0.85 [0.75-0.95]. Sensitivity and
specificity of PLA2R status and IgG4 (co)dominance were 0.65 [0.56-0.74] and 0.92 [0.86-
1.00].

Sensitivity and specificity of the combined criterion which included (i) PLA2R status
(detected on biopsy or serum PLA2R-Ab), (ii) IgG4 dominance or co-dominance and (iii)
no endocapillary hypercellularity, were 0.57 [0.48-0.66] and 0.95 [0.88-1.00]. Positive
predictive value of the criterion was 0.95 [0.90-1.00], negative predictive value was 0.50
[0.34-0.60]. Positive and negative likelihood ratios of the combined criterion were 9.68
[3.19-29.37] and 0.50 [0.37-0.57] respectively. ROC curves for PLA2R and combined
criterion are represented on Figure 5, with an area under curve (AUC) estimated of 0.83

for PLA2R status and 0.76 for the combined criterion.
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Figure 4: Flow chart

176 patients eligible

* 3 patients
excluded:

| * 2 patients lost to
follow-up

* 1 medical record not
available

\ 4

173 MN biopsies included:
* 165 native kidney
* 8 transplanted kidney

* Number of
biopsies:

* PLAZ2R status: 152

* 1gG subclass: 1565

* Endocapillary
hypercellularity: 173

* 50 biopsies PLA2R
—> negative analyzed
for THSD7A

A 4

173 biopsies analyzed for
histological characteristics
53 SMN and 120 PMN

160 biopsies analyzed for
Sensitivity and Specificity
51 SMN and 109 PMN

Combined criterion: (i) presence of PLA2R on kidney biopsy or PLA2R-Ab in serum (ii) IgG4 dominance or

co-dominance on kidney biopsy (iii) absence of endocapillary hypercellularity. Absence of one of the sub
criterion resulted in considering the combined criterion absent.
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Table 1. Clinical and biological characteristics at diagnosis

Clinical and biological characteristics N=173
Men 107 (61.8%) 173
Age at diagnosis (years) 52.1 (17.4) 173
BMI (kg/m2) 27.5 (6.24) 150
Thromboembolic event 14 (8.09%) 173
History of

Smoking 69 (39.9%) 173
Diabetes 24 (13.9%) 173
Hypertension 87 (50.9%) 171
Cancer 13 (7.51%) 173
Biological characteristics

Haemoglobin (g/dL) 12.9 (2.08) 170
Platelets (/mm3) 260 (89.2) 167
Leukocytes (/mm3) 7.31(2.41) 166
Lymphocytes (/mm3) 1.82 (0.91) 162
Hyponatremia 8 (4.88%) 164
Calcium (mg/L) 86.5 (7.69) 152
Serum protein (g/L) 56.2 (10.4) 150
Serum albumin (g/L) 25.2 (9.02) 166
Creatinine (mg/L) 10.0 [7.00;14.40] 171
BUN (mg/dL) 18.2 [14.0;26.6] 164
PLA2R-Ab 66 (54.5%) 121
CRP (mg/L) 3.00 [3.00;7.70] 165
Proteinuria (g/g) 5.75 (4.00) 164
Leukocyturia (1043/mL) 0.00 [0.00;16.5] 152
Hematuria (1073/mL) 12.5[0.00;53.0] 152

Categorical variables are expressed as number (%); continuous variables are expressed as mean (+/-

standard deviation) or median [First quartile -third quartile] depending on the distribution. BMI: Body Mass

Index; BUN: Blood Urea Nitrogen
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Table 2. Clinical and biological characteristics at diagnosis associated with PMN

and SMN

PMN (N=120) SMN (N=53) OR [95% CI] p value
Men 85 (70.8%) 22 (41.5%) 3.39[1.73;6.74] <0.001
Age at diagnosis (years) 54.0 (15.7) 47.8 (20.2) 1.02 [1.00;1.04] 0.050
BMI (kg/m2) 28.7 (6.41) 25.0 (5.06) 1.13 [1.05;1.21] <0.001
Thromboembolic event 16 (13.3%) 5(9.43%) 1.451[0.53;4.73] 0.637
History of
Smoking 49 (40.8%) 20 (37.7%) 1.14 [0.59;2.24] 0.830
Diabetes 21 (17.5%) 3 (5.66%) 3.38 [1.09;15.4] 0.066
Hypertension 19 (35.8%) 68 (57.6%) 2.41[1.24;4.80] 0.014
Cancer 3 (2.50%) 10 (18.9%) 0.12[0.02;0.41] <0.001
Biological characteristics
Hemoglobin (g/dL) 13.2 (2.00) 12.3 (2.16) 1.22 [1.04;1.44] 0.018
Platelets (/mm3) 271 (78.3) 236 (106) 1.00 [1.00;1.01] 0.040
Leukocytes (/mm3) 7.47 (2.35) 6.84 (2.58) 1.12[0.97;1.29] 0.149
Lymphocytes(/mm3) 1.94 (0.72) 1.58 (1.19) 1.69 [1.05;2.72] 0.063
Hyponatremia 4 (3.45%) 4 (8.33%) 0.40 [0.09;1.82] 0.234
Calcium (mg/L) 84.4 (11.8) 86.6 (15.2) 0.98 [0.95;1.02] 0.385
Serum protein (g/L) 54.3 (10.0) 61.0 (9.96) 0.94 [0.90;0.97] <0.001
Serum albumin(g/L) 23.9 (8.58) 28.3 (9.36) 0.94 [0.91;0.98] 0.006
Creatinine (mg/L) 10.2 [7.93;15.1] 9.00 [7.00;13.0] 1.00 [0.98;1.01] 0.108
BUN (mg/dL) 18.67 [14;28.93] 17.27 [13.53;21.47] 0.94[0.70;1.27] 0.203
Serum PLA2R 66 (68.8%) 0 (0.00%) <0.001
CRP (mg/L) 3.00 [3.00;6.00] 3.00 [3.00;10.8] 0.98 [0.96;1.00] 0.475
Proteinuria (g/g) 6.47 (4.06) 4.12 (3.36) 1.22 [1.08;1.37] <0.001
Leukocyturia (1073/mL)  0.00 [0.00;15.0] 5.50 [0.00;23.0] 1.00 [0.99;1.00] 0.077
Hematuria (10°3/mL) 41.8 (89.1) 120 (239) 1.00 [0.99;1.00] 0.040

OR Odd ratio; 95% CI: 95% Confident Interval; SMN Secondary membranous nephropathy; PMN Primary
membranous nephropathy; BMI: Body Mass Index; BUN: Blood Urea Nitrogen
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Table 3. Histological characteristics at diagnosis

Histological characteristics N=173
Glomeruli (n) 18.1 (7.90) 172
Sclerotic glomeruli (%) 7.7 [13.2-20.00] 170
Tubular atrophy 173
absence 77 (44.5%)

mild 65 (37.6%)

moderate 23 (13.3%)

severe 8 (4.62%)

Interstitial fibrosis 173
absence 63 (36.4%)

mild 77 (44.5%)

moderate 22 (12.7%)

severe 11 (6.36%)

Inflammatory infiltration 173
absence 110 (63.6%)

mild 42 (24.3%)

moderate 12 (6.94%)

severe 9 (5.20%)

Endocapillary hypercellularity 41 (23.7%) 173
Extracapillary proliferation 15 (8.67%) 173
Mesangial proliferation 24 (13.9%) 166
PLA2R Ag on biopsy 91 (59.9%) 152
C1q 69 (41.6%) 166
IgG1 staining intensity 2.00 [1.00;3.00] 157
IgG1 (co)dominance 53 (34.2%)

IgG2 staining intensity 1.00 [0.50;2.00] 156
IgG2 (co)dominance 21 (13.5%)

IgG3 staining intensity 1.00 [0.00;1.50] 156
IgG3 (co)dominance 17 (11.0%)

IgG4 staining intensity 3.00 [1.00;3.00] 155

IgG4 (co)dominance

91 (58.7%)

Categorical variables are expressed as number (%); continuous variables are expressed as mean (+/-
standard deviation) or median [First quartile -third quartile] depending on the distribution. Mild: 0 to 30%;

moderate: 30 to 60%; severe: >60%. Ag: antigen.
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Table 4. IgG (co)dominance distribution according to PLA2R status

PLA2R Ag negative N=61 PLA2R Ag positive N=91 p value

IgG1 (co)dominance 35 (63.6%) 13 (15.5%) <0.001
IgG2 (co)dominance 13 (23.6%) 5 (5.95%) 0.005
IgG3 (co)dominance 7 (12.7%) 8 (9.52%) 0.752
IgG4 (co)dominance 18 (32.7%) 65 (77.4%) <0.001

Categorical variables are expressed as number (%). Ag: antigen.
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Table 5. Histological characteristics associated with PMN and SMN

Glomeruli (n)

Sclerotic glomeruli (%)
Tubular atrophy
absence

mild

moderate

severe

Interstitial Fibrosis
absence

mild

moderate

severe

Inflammatory Infiltration
absence

mild

moderate

severe

Endocapillary
hypercellularity
Extracapillary
proliferation
Mesangial proliferation
PLA2R Ag on biopsy

C1q
IgG1 (co)dominance

IgG2 (co)dominance
IgG3 (co)dominance

Ig4 (co)dominance

PMN (N=120)

18.3 (7.91)
12.5 (16.0)

51 (42.5%)
46 (38.3%)

17 (14.2%)
6 (5.00%)

39 (32.5%)
59 (49.2%)
13 (10.8%)
9 (7.50%)

79 (65.8%)
29 (24.2%)
7 (5.83%)
5 (4.17%)

13 (10.8%)

5 (4.17%)
12 (10.0%
84 (77.1%

)
)
42 (36.5%)
24 (22.0%)
9 (8.26%)

11 (10.1%)

79 (72.5%)

SMN (N=53)

17.7 (7.94)
15.0 (18.3)

26 (49.1%)
19 (35.8%)

6 (11.3%)
2 (3.77%)

24 (45.3%)
18 (34.0%)
9 (17.0%)
2 (3.77%)

31 (58.5%)
13 (24.5%)
5 (9.43%)
4 (7.55%)

13 (24.5%)

10 (18.9%)
12 (22.6%)
7 (16.3%)

27 (52.9%)
29 (63.0%)
12 (26.1%)
6 (13.0%)

12 (26.1%)

OR [95% ClI]
1.01 [0.97;1.05]
0.99 [0.97:1.01]

0.38 [0.16;0.89]

0.19 [0.06;0.58]
0.38 [0.16;0.93]
16.6 [6.91:45.6]

0.51 [0.26;1.00]
0.17 [0.08;0.35]

0.26 [0.10;0.67]
0.74 [0.26;2.33]
7.30 [3.41;16.6]

p value
0.657
0.389
0.887

0.146

0.5583

0.036

0.003
0.048
<0.001

0.080
<0.001

0.007
0.798
<0.001

OR Odd ratio; 95% Cl: 95% Confident Interval; SMN: Secondary membranous nephropathy; PMN: Primary

membranous nephropathy; mild: 0 to 30%; moderate: 30 to 60%; severe: >60%. Ag: antigen.
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Figure 5: ROC curves for PLA2R status and combined criterion
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PLA2R status: PLA2r-Ab in sera or PLA2R positive staining on biopsy; combined criterion: (i) Positive
PLAZ2R status, (i) IgG4 (co)dominance, (iii) absence of endocapillary hypercellularity
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4.4 Discussion

Our study aimed to estimate the diagnosis accuracy of a modified histological and
serological combined criterion, based on the algorithm suggested by Ronco and Cambier
(114) in order to establish the diagnosis of PMN and rule out SMN. The combined criterion
tested included three items: (i) presence of PLA2R-Ab in serum or PLA2R staining
positivity on kidney biopsy, (ii) IgG4 dominance or co-dominance on kidney biopsy, and (iii)
absence of endocapillary hypercellularity defined as complete or partial occlusion of
capillary loops by leukocytes. Our results show that sensitivity and specificity of this
combined criterion were respectively 0.57 [95% CI: 0.48-0.59] and 0.95 [95% CI: 0.88-
1.00]. The sensitivity for PLA2R status alone (biopsy or PLA2R-Ab in serum) was 0.81
[95% CI: 0.74-0.88] whereas specificity fell to 0.85 [0.75-0.95]. Notably, 1gG4
(co)dominance combined with PLA2R status also showed high specificity of 0.92 [0.86-
1.00], probably revealing that these two criteria remain the most relevant histological clues
to exclude SMN. On a larger scale, the combined criterion could help decreasing the
number of false positive patients and could be useful to strongly rule out SMN, compared
to IgG4 or PLAZR status alone.

Since its discovery in 2009, several medical articles argued that PLA2R serology could
replace kidney biopsy for the diagnosis of MN (89,132). Recent recommendations
suggested a diagnosis algorithm in which clinicians can diagnose MN without kidney
biopsy (106). For low risk patients defined as patients with proteinuria < 3.5g/g, with
normal eGFR and without low-molecular-weight proteinuria or urine 1IgG <250mg/day, the
diagnosis of MN could be made with PLA2R serology alone. When applied to our
population, only 23 (13.3%) low risk patients were concerned, leaving kidney biopsy and

histologic examination the main tool to diagnose MN.
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PLA2R-Ab have never been associated with a glomerulopnephritis other than MN (25,78)
and thus display a specificity close to 100% for the diagnosis of MN (132). However
circulating PLA2R-Ab specificity for the diagnosis of PMN versus SMN, can decrease to
70% (86). In a Chinese retrospective study of 195 patients, Lin and al. found that 70% of
SMN had a PLAZR positive staining (107). Indeed, detection of PLA2R-Ab or PLA2R
biopsy positivity have already been found in MN secondary to VHB (109), sarcoidosis
(110,111), lupus (86,123) or other immunological diseases (112) and cancer
(83,86,108,123). In a recent study Wang and. al found that PLA2R-Ab were present in 18
out of 44 patients (41%) with cancer associated SMN (128) and Zhang et al. found that
33% of cancer associated MN had a positive PLA2R staining on biopsy (133).

In our study, 7 (4.0%) patients had SMN with PLA2R detected on biopsy (of whom 2
cancer associated SMN), whereas only 3 patients (1.7%) had a positive combined
criterion. Thus, PLA2R-status alone should not be used to rule out SMN.
Pathophysiological hypothesis to explain the presence of PLA2R positive status in SMN
remain unclear. Infections, cancer or immunological diseases could induce an immune
response to PLAZ2R, representing a disease-precipitating “second hit” in a patient
immunologically and genetically predisposed to develop MN (78). In cancer associated
SMN, it could be due to the coincidental presence of two distinct pathologies, or secondary
to aberrant expression of PLA2R epitopes by the tumor cells leading to autoimmunity and
PMN.

We chose to look at THSD7A status only on PLA2R negative status biopsies as dual
positivity are unusual (60,65,128,129). Our results confirm the high prevalence of cancer
associated MN with positive THSD7A staining. Indeed, two (50%) patients with THSD7A
SMN had lung adenocarcinoma. In a study which included 40 patients with THSD7A MN,

Hoxha and al. found that eight patients (40%) were diagnosed with a cancer with a median
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time of three months (20). The association between THSD7A positive MN and cancer has
been confirmed in several other studies with an incidence of cancer varying from to 6 to
25% (20). These results prompt us to encourage the search of cancer in case in case of
THSD7A positive MN (11,89). Several cases reported enhanced staining of THSD7A on
tumor cells, normally absent from tissues, in different cancers (gallbladder neuroendocrine
tumor, endometrial and colic adenocarcinomas) (20,104,134). Interestingly, treatment of
cancer with chemotherapy or surgery induced a decline in THSD7A-Ab followed by a
decrease in proteinuria (104,134). These different findings are in favor of a causal link
between malignancy and MN and gave new insights into cancer associated MN. Our
results also confirm the relatively low prevalence of THSD7A positive MN in European
countries, which seem to be inferior to Japanese patients (approximately 9%) (61).

In our study, histological features associated with PMN were PLA2R on biopsy (p<0.001),
and IgG4 dominance or co-dominance (p<0.001). These results are consistent with prior
studies which showed that the detection of PLA2R and dominance of IgG4 subclass are
strongly associated with PMN (83) (121).

In our study 1gG1 and 1gG2 dominance or co-dominance (p<0.001 and p=0.007
respectively) were associated with SMN and more particularly with SLE and other
immunological diseases; results that are in accordance with several other studies
(93,93,100,122). Hemminger and al. (97) showed that polyclonal IgG1 deposition and
weak or absence of IgG4 was were associated with autoimmune disease. 1gG1 can
activate the classical complement pathway and trigger podocytes damages leading to
important proteinuria possibly explaining the more frequent detection of C1q in cases of
SLE SMN (Table S3).

Our results showed that absence of PLA2R staining and absence of 1gG4 subclass

(co)dominance were associated with cancer SMN. Other studies also suggested that
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absence of 1gG4 on kidney biopsy was strongly associated with SMN due to cancer
(123)(135), possibly translating the low rate of PLAZR positive cancer associated SMN. Of
notice, IgG1 and IgG2 (co)dominance tended to be more frequent in the cancer associated
MN group compared to the PMN group (p=0.055 and p=0.052 respectively). Statistical
significance might may not have been reached due to lack of power secondary to the
small number of patients in the SMN group. These differences have also been found by
Ohtani and al.(95) and have potential immunological implications with a Th1 (IL12 and
interferon y driven) related system involved in SMN and a Th2 (IL-4 driven) related isotype
in PMN (95).

Other histological characteristics associated with SMN were extracapillary proliferation
(p=0.003), mesangial proliferation (p=0.048) and endocapillary hypercellularity (p=0.036).
Indeed, following the results of Lefaucheur and al., our study showed that endocapillary
hypercellularity was statistically associated with cancer SMN (Table S4), but also with
SMN all causes included (Table 2 and Table S4), proving it to be a relevant factor to
distinguish PMN from SMN. In their study, Lefaucheur and al. suggested that “8
inflammatory cells per glomeruli or more” would be an acceptable cut-off to distinguish
PMN from cancer associated SMN. We chose to look at the criteria “endocapillary
hypercellularity” instead of the number of inflammatory cells per glomeruli as it is not a
routine analysis performed by pathologists. Moreover, the 8 cells cut-off number was only
found in one study with few patients (24 patients with cancer associated SMN) and has not
yet been confirmed in another study. We chose the mostly used definition of “endocapillary
hypercellularity” as described in the BANFF Classification (130). One should point out that
the initial study (72) was based on cancer associated SMN alone, whereas in our study,
sensitivity and specificity were calculated for all causes of SMN. Indeed, we chose to test

the parametric values of the combined criterion when applied on any MN biopsy to
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evaluate its usefulness in daily routine. When calculated to exclude cancer associated
SMN only, specificity and sensitivity of the combined criterion could be higher.
Interestingly, our results show that mesangial proliferation was also associated with SMN
(p =0.048). This result could be explained by the relatively high number of SMN due to
SLE (25 biopsies, 47% of SMN) found in our study, including 8 kidney biopsies that
showed histologic features of mesangial and proliferative lupus nephritis. C1q staining was
also strongly associated with SLE SMN in the subgroup analysis (OR: 4.68 [1.97;12.2],
p=0.001), as shown in previous studies (100). Other histopathological clues such as
presence of subendothelial and mesangial deposits, tubuloreticular structures in the
glomerular endothelial cells could also guide clinicians towards SLE MN diagnosis (97).
PLA2R and THSD7A positivity with SLE SMN have seldom been described (65,83) and
these entities are considered to have different pathophysiological origins. In our study four
out of the seven patients with PLA2R positive SMN had SLE and one patient with SLE had
a positive THSD7A staining. All five patients had IgG4 (co)dominance. Possible
explanation could be a coincidental occurrence of both diseases or an auto-immunity
runaway triggered by SLE in genetically predisposed patients to MN. Interestingly all five
patients with positive PLA2R and THSD7A staining MN had crescentic MN; one may also
assume that immune complexes found in SLE could damage the glomerular basement
membrane and could expose epitopes that would lead to PLA2R or THSD7A
immunization.

Crescentic proliferation was also another histological characteristic strongly associated
with  SMN. Prevalence of crescentic MN was particularly high in our study (9.8%)
compared to the other studies (0.1-0.3%) (98,103,125). MN with crescents are more
frequently associated with SMN than PMN in scientific literature (98,103,125). In our study,

there were 10 biopsies with extracapillary proliferation in the SMN group with 6 SLE, 3
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ANCA vasculitis and one cancer, prompting the search for secondary causes in case of
MN with crescents (4.1%). However, five patients had extracapillary proliferation in the
PMN group and four patients out of five had a positive PLA2R staining on biopsy. PMN
with crescents have already been described in other studies (136) and are associated with
worst renal outcomes (98,137).

Our results also show that baseline clinical and biological characteristics could be useful to
help distinguish PMN from SMN. Patients in the PMN group tended to be older men with
history of hypertension and with higher BMI (p<0.001, p= 0.014, p<0.001 respectively). We
observed that SMN patients had lower hemoglobin (p=0.018), lower platelets (p=0.004),
and frequent lymphocytopenia (p<0.001). These differences could be due to the high
number of patients with SLE or other immunological diseases in the SMN group (32
patients, 60.38%). SLE patients may present autoimmune cytopenias such as
thrombopenia and anemia at diagnosis. Likewise, patients with cancer may also present
with cytopenias at diagnosis, secondary to hematological cancer or thrombotic
microangiopathy, partially explaining these differences.

Interestingly, a nephrotic syndrome was more frequently found at diagnosis in the PMN
group than in the SMN group partially explaining the higher BMI in the PMN group (25.0
kg/m2 versus 28.7 kg/mz). PLA2R MN have been associated with higher proteinuria than
PLA2R negative MN (80,107) but mechanisms explaining this difference remain unclear.
SMN patients could have earlier diagnosis due to extra-renal symptoms prompting them to
consult, contrary to PMN patients whose edemas can go unnoticed for several weeks or
months. PMN patients had less severe hematuria than SMN patients (41 .810"%/mL versus
120 1OA3/mL) possibly due to the less frequent extracapillary proliferation in this group.

Indeed, when comparing hematuria according to extracapillary proliferation status, this
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difference was emphasized: 55.5 (128) versus 151 (296) red blood cells 10*3/mL)
respectively p=0.044).

These clinical and biological results could be used as a second step to help distinguish
PMN from SMN. Building a histological, clinical and biological score, using the most
relevant variables statistically associated with PMN and SMN at diagnosis, could be
particularly useful in order to help clinicians differentiating PMN from SMN. This score
would need to be built on a larger cohort than ours and be secondarily validated on an
external cohort.

The main information lacking in our study, is the biopsy status towards Exostosin1-2, and
NELL-1. These data could have been valuable in order to distinguish PMN from SMN.
Building a new algorithm using detection of these antigens could definitely help close the
debate. However, detection of these different is not yet routinely obtained in all nephrology
centers whereas immunoglobulin subclass analysis and PLA2R status are.

Another limitation in our study, was the definition used for cancer associated SMN.
According to Cambier and Ronco (114) the diagnosis of paraneoplastic glomerulonephritis
should rely on three major criteria: (i) clinical remission should occur after cancer treatment
(i) clinical relapse should occur after cancer recurrence (iii) detection of tumor antigens
and antitumor antibodies within subepithelial immune deposits should be obtained. In most
studies, including ours, these criteria were not met (86).

Our study showed that the combination of three factors (PLA2R status, 1gG4
(co)dominance, absence of endocapillary hypercellularity) had a high specificity of 0.95
[0,88-1.00] and a high positive predictive value 0.95 [0,90-1.00], decreasing the risk of
false positive PMN diagnosis. Detection of this combined criterion could be particularly
relevant to rule out SMN and conclude to PMN, avoiding costly and time-consuming

complementary exams. The counterpart to a high specificity of this combined criterion its
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low sensitivity and high rate of falsely negative patients. In summary, patients with a

positive combined criterion should not undergo an extensive workup for cancer beyond

age-appropriate tests, whereas negative cases require closer surveillance.

Supplementary Appendix

Table S1: List of Hospitals/Clinics which participated in the study

Lille University Hospital
Valenciennes Hospital
Bethune Hospital,
Dunkerque Hospital
Boulogne-sur-Mer Hospital
Cambrai Hospital

Douai Hospital

Roubaix Hospital

Bois Bernard Private Hospital
Bois Blanc Private Hospital

Louviére Private Hospital
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Table S3: Histological characteristics of PMN and SMN* due SLE and other

immunological diseases:

PMN (N=120) SMN* N=32 OR [95%CI] p value
Glomeruli (n) 18.3 (7.91) 18.4 (7.67) 1.00 [0.95;1.05] 0.981
Sclerotic glomeruli (%) 12.5 (16.0) 11.6 (12.0) 1.00 [0.97;1.02] 0.732
Tubular atrophy: 0.798
absence
mild 46 (38.3%) 11 (34.4%)
moderate 17 (14.2%) 3 (9.38%)
severe 6 (5.00%) 1(3.12%)
Interstitial fibrosis: 0.145
absence 39 (32.5%) 17 (53.1%)
mild 59 (49.2%) 10 (31.2%)
moderate 13 (10.8%) 4 (12.5%)
severe 9 (7.50%) 1(3.12%)
Inflammatory infiltration: 0.247
absence 79 (65.8%) 18 (56.2%)
mild 29 (24.2%) 7 (21.9%)
moderate 7 (5.83%) 3 (9.38%)
severe 5(4.17%) 4 (12.5%)
Endocapillary
hypercellularity 13 (10.8%) 8 (25.0%) 2.74 [0.97;7.34] 0.048
Extracapillary proliferation 5 (4.17%) 9 (28.1%) 8.70 [2.70;31.4] <0.001
Mesangial proliferation 12 (10.0%) 11 (34.4%) 4.65[1.78;12.2] 0.002
PLA2R Ag on biopsy 84 (77.1%) 4 (14.8%) 0.05[0.01;0.16] <0.001
C1q 42 (36.5%) 22 (73.3%) 4.68 [1.97;12.2] 0.001
IgG1 (co)dominance 24 (22.0%) 22 (81.5%) 14.9 [5.41;49.2] <0.001
IgG2 (co)dominance 9 (8.26%) 8 (29.6%) 4.61[1.53;13.8] 0.006
IgG3 (co)dominance 11 (10.1%) 4 (14.8%) 1.58 [0.39;5.18] 0.497
IgG4 (co)dominance 79 (72.5%) 4 (14.8%) 0.07 [0.02;0.20] <0.001

OR Odd ratio; 95% CI: 95% Confident Interval; SMN Secondary membranous nephropathy; PMN:

Primary membranous nephropathy; mild: 0 to 30%; moderate: 30 to 60%; severe: >60%. Ag:

antigen.
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Table S4: Histological characteristics of PMN and cancer associated SMN*:

PMN (N=120) SMN* (N=16) OR [95% CI] p value

Glomeruli (n) 18.3 (7.91) 15.7 (7.02) 0.95[0.89;1.03] 0.181
Sclerotic glomeruli (%) 12.5 (16.0) 22.9 (25.8) 1.03 [1.00;1.05] 0.134
Tubular atrophy: 0.478
absence 51 (42.5%) 4 (25.0%)

mild 46 (38.3%) 8 (50.0%)

moderate 17 (14.2%) 3 (18.8%)

severe 6 (5.00%) 1 (6.25%)

Interstitial fibrosis 0.168
absence 39 (32.5%) 3 (18.8%)

mild 59 (49.2%) 7 (43.8%)

moderate 13 (10.8%) 5 (31.2%)

severe 9 (7.50%) 1 (6.25%)

Inflammatory infiltration 0.318
absence 79 (65.8%) 8 (50.0%)

mild 29 (24.2%) 6 (37.5%)

moderate 7 (5.83%) 2 (12.5%)

severe 5(4.17%) 0 (0.00%)

Endocapillary

hypercellularity 13 (10.8%) 5(31.2%) 3.73[1.01;12.4] 0.040
Extracapillary proliferation 5 (4.17%) 1 (6.25%) 1.68 [0.06;12.0] 0.535
Mesangial proliferation 2 (10.0%) 1 (6.25%) 0.67 [0.03;3.89] 1.000
PLA2R Ag on biopsy 84 (77.1%) 2 (18.2%) 0.07 [0.01;0.31] <0.001
C1q 42 (36.5%) 5(31.2%) 0.80[0.23;2.41] 0.894
IgG1 (co)dominance 24 (22.0%) 7 (46.7%) 3.07 [0.97;9.60] 0.055
IgG2 (co)dominance 9 (8.26%) 4 (26.7%) 4.03[0.93;15.2] 0.052
IgG3 (co)dominance 11 (10.1%) 1(6.67%) 0.71 [0.03;4.21] 1.000
IgG4 (co)dominance 79 (72.5%) 5 (33.3%) 0.20 [0.06;0.61] 0.006

OR Odd ratio; 95% CI: 95% Confident Interval; SMN Secondary membranous nephropathy; PMN Primary

membranous nephropathy; mild: 0 to 30%; moderate: 30 to 60%; severe: >60%. Ag: antigen.
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5 DISCUSSION GENERALE:

Nous avons testé l'efficacité d’un critere biologique et histologique combiné modifié, basé
sur l'algorithme proposé par Cambier et al. (114) dans une cohorte rétrospective de
patients avec diagnostic histologique de GEM. Ce critére incluait: (i) la détection de
PLAZ2R sur les biopsies ou d’Ac anti PLA2R sériques, (ii) la (co)dominance de la sous-
classe IgG4 et (iii) I'absence d’hypercellularité endocapillaire. A notre connaissance,
aucune étude n’avait encore testé l'algorithme proposé par Cambier et al. pour retenir le
diagnostic de GEM primitive.

La spécificité et la valeur prédictive positive de ce critere combiné sont élevées : 0.95
[0.88-1.00] et 0.95 [0.90-1.00] respectivement. La détection de ce critére combiné est en
faveur d’'une GEM primitive, et pourrait permettre aux cliniciens de limiter la réalisation
d’examens complémentaires colteux et chronophages, a la recherche de néoplasie
notamment. En revanche, compte-tenu de sa faible sensibilité et valeur prédictive négative
0.57 [0.48-0.66] et 0.50 [0.34-0.60] respectivement, son absence ne doit pas faire éliminer
le diagnostic de GEM primitive.

Plusieurs modifications vis-a-vis de I'algorithme proposé dans l'article princeps ont été
réalisées dans notre étude. Ainsi nous avons choisi de nous intéresser a I'hypercellularité
endocapillaire (ou prolifération endocapillaire) définie par I'occlusion partielle ou totale d’au
moins une anse capillaire glomérulaire par des leucocytes (130), plutdt qu'au nombre de
cellules inflammatoires infiltrant les glomérules. Ce choix discutable était essentiellement
motivé par I'absence de décompte des cellules inflammatoires par glomérule réalisé en
pratique quotidienne, tandis que le statut vis-a-vis de la prolifération endocapillaire
(présence/absence) est systématiquement décrit. De plus le seuil de 8 cellules a, a notre
connaissance, été décrit dans une seule étude avec peu de patients (24 patients) (72). En

contrepartie, il est possible que le critere d’hypercellularité endocapillaire soit moins
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sélectif que celui de 8 cellules inflammatoires par glomérule. Un travail de relecture des
biopsies est en cours afin de déterminer le nombre de cellules inflammatoire par glomérule
dans les biopsies avec hypercellularité endocapillaire.

De plus, nous avons choisi de nous intéresser a la (co)dominance 1gG4 plutét que la
prédominance IgG4 seule. La (co)dominance est définie par la prédominance seule d’'une
sous-classe d’'IgG ou la codominance avec une ou deux autres sous-classes d’lgG sur la
biopsie rénale. Huang et al. (92) furent les premiers a introduire la notion de
(co)dominance de sous-classes d’'IgG et montrérent que la (co)dominance IgG4 était
associée aux GEM primitives (76% des cas), alors que la (co)dominance IgG1 était
associée aux GEM secondaires (60% des cas).

Cette notion de (co)dominance a ensuite été reprise dans différentes études successives
et a montré son utilité dans la différenciation entre GEM primitive et secondaire (97,127).
Etudier la (co)dominance des sous-classes plutét que la dominance seule permet
d’augmenter la sensibilité de ce paramétre. A titre d’exemple, dans notre étude, la
sensibilité de la prédominance d’lgG4 dans le diagnostic de GEM primitive était de 0.56
[0.47-0.65] contre une sensibilité de 0.74 [0.65-0.82] en cas d’analyse de (co)dominance.

Il en résulte que nos résultats doivent étre interprétés en tant que (co)dominance et non
prédominance. Cette distinction est particuliérement importante dans I'analyse du résultat
de la (co)dominance IgG2. En effet dans notre étude, parmi les 21 biopsies avec
(co)dominance IgG2 seuls 2 biopsies présentaient une prédominance IgG2 seule. Dans
les 19 autres cas, il s’agissait d’'une (co)dominance, avec 9 cas de (co)dominance
IgG1/1IgG2 et 6 cas de (co)dominance IgG1/lgG2/IgG3. Ce sont donc les codominances
lgG1/IgG2 ou IgG1/IgG2 /1IgG3 qui seraient associées aux GEM secondaires plutét que la
prédominance IgG2 seule, avec un réle majeur joué par la sous-classe IgG1 dans la

significativité de ce facteur.
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De plus, lorsque nous analysons l'association entre lintensité de marquage des sous-
classes d’'lgG (en tant que variable continue) et les GEM primitives/secondaires, seules
IgG1 était associée aux GEM secondaires et 1IgG4 aux GEM primitives (p =0.010 et
p<0.001 respectivement). Ces deux sous-classes sont ainsi probablement celles
permettant le mieux de dichotomiser les GEM primitives des secondaires.

Nous avons choisi de regarder le statut PLA2R en intégrant la détection de 'Ag PLA2R au
niveau de la biopsie en plus des Ac anti PLA2R sériques, proposés initialement dans
l'algorithme. Ce choix nous a semblé d’autant plus pertinent que notre étude est
rétrospective et inclut des patients dont le diagnostic avait été fait avant que la sérologie
PLA2R ne soit disponible en routine. Nous avons ainsi fait une relecture de certaines
biopsies pour lesquelles la recherche de 'Ag PLA2R n’avait pas été réalisée. Choisir ce
critére permettait une fois encore d’augmenter la sensibilité vis-a-vis du statut PLA2R
(48,85,118). En effet, en fonction de I'activité de la pathologie, les Ac anti PLA2R peuvent
étre négatifs avec une détection positive seule de PLA2R au niveau des biopsies
(48,78,85,138).

Le seuil de positivité de PLA2R en immunohistochimie au niveau de la biopsie rénale est
rarement discuté dans les articles mais peut apparaitre comme « anatomopathologiste
dépendant » lorsque lintensité détectée est faible. En effet il existe une expression
physiologique faible de PLA2R au niveau podocytaire membranaire (10-30% des
récepteurs) et cytoplasmique (70-90%) di a I'endocytose du récepteur (90). Celle-ci doit
étre considérée comme un « bruit de fond » (Figure 1 de larticle). Seule I'expression
renforcée « enhanced staining » au niveau des dépdts sous-épithéliaux doit étre
considérée comme positive (82,89), mais cette distinction peut s’avérer difficile.

Dans notre étude nous avons choisi de considérer comme PLAZ2R positives les biopsies

avec intensité de PLA2ZR strictement supérieure a 1, soit 91 biopsies (prés de 60%). Avec
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ce seuil, la sensibilité et spécificité du critere Ag PLA2R seul dans le diagnostic de GEM
primitive était de 0.77 [0.69-0.88] et 0.84 [0.73-0.95] respectivement. Considérer comme
positives les biopsies avec détection de PLA2ZR entre 0 et 1+ (109 patients soit 72% des
patients) aboutissait a une sensibilité proche de 0.84 [0,78-0.91] mais a une spécificité
moindre de 0.60 [0.46-0.75], inférieure a celle décrite dans la littérature
(48,82,85,118,139).

Dans notre étude, 16 patients avaient un diagnostic de GEM secondaire a un cancer, soit
9% des GEM rapportées, ce qui est en accord avec les prévalences retrouvées dans la
littérature (5 a 20%) (140). Cependant, certains auteurs remettent en question
I'association GEM et cancer arguant du fait que la recherche systématique et intensive de
cancer lors du diagnostic de GEM pourrait aboutir a un biais de sur-diagnostic. En effet
GEM et cancer ont la méme population cible (patients d’age > 60 ans, sexe masculin). Ce
biais de sur-diagnostic est particulierement probant dans I'étude Danoise de Birkland et
al.(141) qui retrouvait un sur-risque de cancer au moment du diagnostic mais qui se
normalisait 5 ans aprés le diagnostic. A I'inverse une étude Norvégienne retrouvait un sur-
risque significatif proche de 2.5 persistant 5 ans aprés le diagnostic de GEM (142).

La physiopathologie permettant d’expliquer le lien entre cancer et GEM pourrait impliquer
plusieurs mécanismes (58) : (i) le dépdt d’antigénes provenant de la tumeur au niveau
glomérulaire avec la formation secondaire de complexes Ac-Ag tumoraux (antigene
planté) (58), (ii) le dépots de complexes immmuns circulants a partir d’Ag provenant de la
tumeur (iii) la reconnaissance par des Ac anti tumoraux d’antigénes podocytaires
structurellement proches des antigénes tumoraux (mimétisme antigénique), (iv)
'expression aberrante d’Ag présents au niveau podocytaire par les cellules tumorales
avec immunisation secondaire ou (v) la présence d’'un facteur extrinséque a l'origine des

deux pathologies (virus oncogénique, altération du systeme immunitaire).
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Plusieurs cas de GEM associées a des cancers avec Ac anti PLA2R ont été décrits
(83,133,139). L'imputabilité du cancer dans la genese de la GEM PLA2R positive reste
controversée, beaucoup d’auteurs considérant que ces deux pathologies sont
indépendantes et se retrouvent parfois de maniére coincidente chez un méme patient
(83,108,143). Dans notre étude, 2 patients avaient une GEM associée un cancer et une
positivite¢ de PLA2R a la biopsie avec prédominance de la sous-classe 1gG4. Un premier
patient était atteint d’'un adénocarcinome cesophagien et le second d’'un adénocarcinome
colique. Dans les deux cas le diagnostic de néoplasie était posé dans les 6 mois apres la
découverte de GEM, lors du bilan étiologique a la recherche d’une cause secondaire. Les
2 patients sont décédés dans l'année suivant le diagnostic de GEM et les critéres
permettant de conclure définitivement a une GEM paranéoplasique n’ont donc pas pu étre
obtenus (rémission de protéinurie apres traitement du cancer, rechute protéinurique en
regard d'une récidive de cancer). Il n'est donc pas possible de conclure a I'absence
d’'indépendance entre ces deux pathologies de maniere formelle chez ces patients.
Au-dela d’'une association fortuite entre PLA2R et cancer, il serait possible d’envisager
que les GEM PLAZ2R positives soient induites par le cancer. PLA2R jouerait un role
important dans la senescence cellulaire et I'apoptose des cellules tumorales (144-147).
Une surexpression de PLA2R pourrait avoir lieu au niveau des cellules tumorales en
réponse a un stress oncologique. S’en suivrait une réponse immunologique avec la
reconnaissance de PLA2R au niveau tumoral comme antigéne étranger aboutissant a la
synthése d’Ac anti-PLA2R et a leur liaison in situ aux Ag podocytaires. Un travail de
recherche d’expression aberrante de PLA2R au niveau de la tumeur primitive chez les
deux patients avec GEM PLAZ2R positive est en cours.

De maniére analogue, certains cas de surexpression de THSD7A au niveau des tumeurs

ont déja été décrits chez des patients avec GEM THSD7A positive : carcinome de la
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vésicule biliaire (104), carcinome de I'endométre (20), adénocarcinome colique et
mammaire (134). De plus il existait une diminution de la protéinurie et du taux d’Ac anti
THSD7A aprés traitement du cancer (104,134) renfor¢ant l'imputabilité du cancer a
I'origine de ces GEM. THSD7A semble jouer un rdle dans la prolifération métastatique,
l'invasion vasculaire et la néoangiogenése tumorale (148).

Nos résultats confirment la forte association entre GEM THSD7A positive et cancers avec
deux patients sur quatre (50%) atteints de cancer (adénocarcinome pulmonaire). Ainsi
THSD7A ne peut pas étre utilisé afin de distinguer GEM primitive et secondaire et n’a pas
été intégré au critere combiné. Notre étude confirme aussi la faible prévalence des GEM
THSD7A en Europe (probablement proche de 2.3% dans notre étude) (65) ; la détection
de THSD7A doit faire rechercher un cancer (24,89).

Dans notre étude, les critéres histologiques associés aux GEM primitives étaient : la
(co)dominance 1gG4 (p<0.001) et la détection de PLA2R sur la biopsie rénale (p<0.001).
Les criteres associés aux GEM secondaires étaient : I'hypercellularité endocapillaire
(p=0.036), la prolifération extra capillaire (p=0.003), la prolifération mésangiale (p=0.048),
et la (co)dominance 1gG1 ou 1gG2 (p<0.001 et p=0.007 respectivement). Ces résultats
sont en accord avec les résultats déja décrits dans la littérature scientifique
(69,93,95,127).

Nos résultats montrent que les critéres clinico-biologiques pourraient aussi étre utilisés
afin d’orienter le diagnostic vers une GEM primitive ou secondaire. Ces différences au
diagnostic ont été peu étudiées dans la littérature et nécessitent d’étre validées dans
d’autres études prospectives. Ainsi de nombreux critéres permettaient de distinguer GEM
primitive de secondaire. Les criteres étaient associés aux GEM primitive : le sexe masculin
(p<0.001), un IMC plus élevé (p<0.001), 'antécédent d’'HTA (p=0.008), une albuminémie

plus basse (p=0.006), une protéinurie plus importante (p<0.001) avec la présence plus
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fréquente de syndrome néphrotique (p<0.001) et la présence d’Ac anti PLAR (p<0.001).
Les critéres associés aux GEM secondaires incluaient un antécédent de cancer (p<0.001),
un taux d’hémoglobine et de plaquettes plus bas (p=0.018), une lymphopénie plus
fréquente (p<0.001), une hématurie plus importante (p=0.004).

Ces résultats nous poussent a imaginer un score diagnostic ou les critéres histologiques
seraient associés aux critéres clinico-biologique initiaux afin d’obtenir une probabilité de
GEM primitive versus secondaire qui pourrait s’avérer utile pour le clinicien.

Enfin, notre étude est une étude observationnelle et rétrospective ; elle revét donc un
niveau de preuve scientifique faible. De plus les analyses secondaires en sous-groupes
ont été effectuées sur un nombre faible de patients. Ainsi nos résultats ne doivent étre
considérés que comme exploratoires (particulierement ceux des analyses en sous-
groupes) et doivent étre mis en balance avec ceux de la littérature scientifique sur le sujet.
Une mise a jour optimisé de I'algorithme de Ronco et Cambier pourrait inclure en plus des
criteres sus cités, les nouveaux antigénes détectés dans les GEM PLA2R négatives telles
que I'Exostosine 1-2 et NELL 1. NELL-1 pourrait étre responsable de 16% des GEM
PLAZ2R négative, ce qui en fait le deuxiéme antigene le plus fréquemment impliqué dans
les GEM apres PLA2R (67). Cependant, de maniére intéressante, un cancer était détecté
chez 4 patients sur 5 dans la cohorte de validation de I'étude (4 patients sur 34 au total,
prés de 12%) ce qui souléve une nouvelle fois la question de I'étiologie primitive ou
secondaire de ces GEM.

A I'heure de l'analyse protéomique et avec la découverte pluri annuelle de nouveaux
antigénes responsables de GEM (66,67) il est possible d’envisager un avenir relativement
proche ou la question de la distinction entre GEM primitive et secondaire serait

entiérement résolue.
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Résumé : Contexte : L'origine de la glomérulonéphrite extra-membraneuse (GEM) est
primitive dans 80% des cas mais peut aussi étre secondaire (cancers, lupus ou autres
maladies immunologiques, infections). Pouvoir distinguer GEM primitive et secondaire est
essentiel car les stratégies thérapeutiques sont différentes. Certains arguments histologiques
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étude était de tester I'efficacité d’un critére sérologique et histologique combiné dans le
diagnostic de GEM primitive.

Méthodes : Etude multicentrique rétrospective ayant inclus 11 centres de néphrologie. Tous
les patients avec le diagnostic histologique de GEM entre 2010 et 2016 ont été inclus. Le
diagnostic de GEM primitive était retenu aprés exclusion des étiologies secondaires (examen
clinique, examens biologiques et radiologiques). Le critere sérologique et histologique
combiné testé incluaient trois items: (i) présence de PLA2R au niveau de la biopsie ou
anticorps (Ac) anti- PLA2r sériques, (ii) dominance ou codominance de la sous-classe 1gG4,
(iif) absence d’hypercellularité endocapillaire. Nous avons calculé les indices informationnels
de ce critere dans le diagnostic de GEM primitive.

Résultats : Les caractéristiques histologiques associés aux GEM primitives étaient la
présence de PLAZ2R sur la biopsie (p<0.001), la (co)dominance 1gG4 (p<0.001), alors que la
présence d’hypercellularité endocapillaire (p=0.036), de polifération extracapillaire (p=0.003) et
mésangiale (p=0.048) et la (co)dominance IgG1 et 1gG2 (p<0.001 et p=0.007) étaient
associées aux GEM secondaires. La sensibilité et la spécificité du critere étaient de : 0.57 [IC
95% : 0.48-0.66] et 0.95 [0.88-1.00] contre 0.81 [0.74-0.88] et 0.85 [0.75-0.95] pour le statut
PLAZ2R (biopsie ou Ac sériques).

Conclusion : Nos résultats montrent une spécificité et valeur prédictive positive importantes
du critére combiné testé, diminuant le risque de faux positifs par rapport au statut PLA2R seul.
Il pourrait étre utilisé afin d’exclure les GEM secondaires, permettant I'affranchissement
d’examens secondaires colteux, chronophages et angoissants pour le patient.
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