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SOMMAIRE 

La paroi glomérulaire joue un rôle important dans la filtration sanguine. Celle-ci 

comprend trois couches successives qui sont, à partir du capillaire vers l'espace 

urinaire, le feuillet endothélial, la membrane basale glomérulaire (MBG) et le feuillet 

épithélial. Dans des conditions normales, la paroi glomérulaire exclut le passage 

des macromolécules anioniques ainsi que celles qui ont une taille égale ou 

supérieure à 68 kDa. Ainsi, la concentration des macromolécules dans l'urine est 

généralement faible. Grâce à ses propriétés ultrastructurales et électrostatiques, la 

membrane basale glomérulaire agit comme un tamis moléculaire et constitue la 

principale barrière qui restreint le passage des macromolécules vers l'espace 

urinaire. 

Au cours du diabète, les membranes basales glomérulaires du rein subissent un 

accroissement de leur épaisseur et leurs propriétés sélectives au niveau de la 

perméabilité glomérulaire sont altérées. 	Ces modifications structurales et 

fonctionnelles provoquent une protéinurie importante. 	De plus, au cours de la 

maladie, la filtration glomérulaire est augmentée, les protéines sériques et tissulaires 

subissent une glycation non-enzymatique et la composition biochimique de la MBG 

est modifiée. Pour le moment, il existe très peu de données concernant les 

modifications structurales et fonctionnelles qui se produisent au niveau de la MBG, 

dans des stades précoces du diabète. 
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Dans cette étude, nous avons induit le diabète chez des rats âgés d'un mois suite à 

l'injection de la streptozotocine. Dans un premier temps, nous avons examiné les 

tissus rénaux de rats normoglycémiques et de rats hyperglycémiques depuis dix 

jours, deux, quatre et six mois, afin d'évaluer la perméabilité glomérulaire chez ces 

animaux. Pour ce faire, nous avons étudié le passage de l'albumine sérique au 

travers la membrane basale glomérulaire en utilisant la technique 

d'immunocytochimie en microscopie électronique combinée à des analyses 

morphométriques. Afin de révéler les sites antigéniques correspondant à l'albumine 

endogène, nous avons utilisé des anticorps spécifiques contre l'albumine de rat 

suivie de la protéine A-or. Les analyses morphométriques des résultats obtenus 

nous ont permis de générer la distribution de l'albumine au travers des MBG. Les 

résultats démontrent que la perméabilité glomérulaire pour l'albumine endogène est 

significativement altérée après seulement dix jours d'hyperglycémie. En effet, chez 

ces animaux, l'albumine n'est plus retenue du côté subendothélial de la MBG, mais 

traverse cette dernière vers le côté épithélial. De plus, cette altération de la 

perméabilité glomérulaire devient plus importante avec la durée de l'état 

hyperglycémique. 

Dans un deuxième temps, nous avons investigué certaines modifications 

structurales de la MBG chez les animaux hyperglycémiques. Pour ce faire, nous 

avons évalué la distribution du collagène de type IV à l'intérieur des MBG ainsi que 

l'épaisseur des MBG. Aucune modification structurale de la MBG n'a été observée 

chez les animaux normoglycémiques et chez les animaux hyperglycémiques de dix 

jours et de deux mois. L'épaississement des MBG ainsi que l'altération de la 

distribution du collagène de type IV n'ont été observés que chez les animaux 

IV 



hyperglycémiques depuis quatre mois et plus. Ces résultats suggèrent que les 

altérations fonctionnelles de la MBG se produisent très tôt au cours du diabète, bien 

avant l'apparition des modifications structurales. D'autre part, certaines 

modifications se produisent très rapidement suite à l'induction du diabète chez les 

animaux. En effet, il semble que le taux de filtration glomérulaire ainsi que les 

charges intrinsèques de la MBG soient rapidement modifiés au cours du diabète. 

Cependant, le lien directe entre ces modifications précoces et la perte de la fonction 

glomérulaire n'a pas encore été démontré. Dans le but d'évaluer la réversibilité des 

altérations glomérulaires, des animaux hyperglycémiques depuis deux mois ont été 

traités quotidiennement à l'insuline pendant une période d'un mois. La normalisation 

de la glycémie a entraînée un rétablissement significatif des propriétés sélectives de 

la perméabilité glomérulaire. 

Des travaux sur l'albumine glyquée ont démontré que sa présence dans le sang 

induisait rapidement une augmentation de la perméabilité glomérulaire chez l'animal 

normoglycémique. L'albumine glyquée circulante se forme très rapidement suivant 

l'induction du diabète et sa concentration dans la circulation est directement 

proportionnelle aux taux de glucose sanguin. La normalisation de la glycémie par le 

traitement à l'insuline, réduit possiblement la quantité d'albumine glyquée circulante 

et rétablie par le fait même la fonction glomérulaire. Ainsi, l'hyperglycémie semble 

avoir un rôle directe dans l'initiation de la glomérulopathie diabétique et ce en partie, 

via l'action des protéines glyquées circulantes. 

MOTS CLÉS: Membrane basale glomérulaire, albumine, collagène de type IV, 

insuline, immunocytochimie. 
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Introduction 

La formation de l'urine au niveau du rein est un processus biologique essentiel au 

maintien de l'homéostasie corporelle. C'est à ce niveau que le sang est filtré et 

débarrassé de ses toxines et des déchets azotés. Le rein régule ainsi le volume et 

la composition chimique (pH) du sang en conservant l'équilibre entre l'eau et les 

électrolytes d'une part et en ajustant la concentration sanguine du HCO3-  d'autre 

part. Les fonctions régulatrices du rein ne s'arrêtent pas là. Le rein produit 

l'érythropoTétine (Hadron et coll., 1969) qui stimule la production d'érythrocytes 

dans la moelle osseuse et contribue ainsi au maintien de la capacité de transport 

de l'oxygène dans le sang. Il régule aussi la pression sanguine en produisant la 

rénine, l'enzyme qui catalyse la cascade menant à la conversion de 

l'angiotensinogène en angiotensine (Goldblatt, 1939). Enfin, les cellules rénales 

ont la propriété de transformer la vitamine D en sa forme active. 

L'épuration sanguine et l'élaboration de l'urine incombent entièrement aux 

néphrons. Ceux-ci sont l'unité structurale et fonctionnelle du rein (Braus, 1924). 

Chez l'humain, chaque rein contient plus d'un million de néphrons situés au niveau 

du cortex et de la médullaire. Chaque néphron est composé de deux éléments 

principaux qui sont le corpuscule rénal et le tubule rénal. Ces deux structures ont 

chacune un rôle bien défini. Le corpuscule rénal est responsable de la filtration du 

plasma et de l'élaboration de l'urine primaire alors que les tubules rénaux jouent un 

rôle dans la réabsorption et la sécrétion. 
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LE CORPUSCULE RÉNAL 

Le corpuscule rénal est une petite masse sphérique composée d'un bouquet de 

capillaires artériels appelés glomérule rénal (pour glomus qui signifie peloton) et 

d'une capsule de Bowman qui entoure complètement le glomérule. Le corpuscule 

possède deux pôles distincts. Le pôle vasculaire est caractérisé par la présence de 

vaisseaux sanguins alors que le pôle urinaire est défini par la chambre urinaire là 

où prend naissance le tubule contourné proximal. Chez l'humain le diamètre 

moyen d'un corpuscule rénal est d'environ 200 micromètres (120 micromètres chez 

le rat) (Rouillier, 1969). 

La capsule de Bowman 

La capsule de Bowman comprend un feuillet pariétal et un feuillet viscéral. Le 

feuillet pariétal qui forme la limite externe du corpuscule est constitué d'un 

épithélium simple pavimenteux. u pôle urinaire du corpuscule, l'épithélium est en 

continuité avec les cellules épithéliales qui composent la paroi du tubule contourné 

proximal. Le feuillet pariétal a un rôle strictement structural et n'entre pas en 

contact avec le glomérule. Au niveau du pôle vasculaire, l'épithélium du feuillet 

pariétal s'invagine à l'intérieur de la capsule et se différentie pour former le feuillet 

viscéral qui est étroitement appliqué contre la face externe du glomérule. Les 

cellules épithéliales (ou podocytes) qui composent le feuillet viscéral ont des 
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prolongements cellulaires qui entourent complètement le capillaire sous-jacent. Les 

podocytes, l'endothélium capillaire ainsi que la membrane basale commune aux 

deux types cellulaires forment le filtre glomérulaire qui est responsable de la 

filtration du plasma sanguin. Entre les deux feuillets de la capsule de Bowman, se 

trouve une cavité; la chambre glomérulaire. Celle-ci communique directement avec 

la lumière du tube contourné proximal. C'est dans cette cavité que s'égoutte le 

filtrat ou l'urine primaire, après avoir été filtrée à travers le filtre glomérulaire. 

Le glomérule rénal 

Le glomérule occupe une grande partie de la cavité glomérulaire. Le glomérule est 

initié par une des artérioles afférentes provenant de l'artère interlobulaire. 

L'artériole afférente pénètre à l'intérieur de la capsule de Bowman au niveau du 

pôle vasculaire pour se diviser en 4 ou 6 branches qui donnent naissance à un 

réseaux de capillaires étroitement anastomosés. L'endothélium de ces capillaires 

est de type fenestré. Pour cette raison, ces capillaires sont extrêmement poreux. 

Les anses capillaires sont supportées par un tractus de tissus conjonctif spécialisé, 

le mésangium qui s'étend au travers du glomérule à partir du pôle vasculaire. Au 

pôle vasculaire, les capillaires confluent pour former une artériole efférente qui 

ressort de la capsule de Bowman à côté de l'artériole afférente. L'artériole 

afférente, les capillaires ainsi que l'artériole efférente forment un système porte 

étant donné que les vaisseaux afférents et efférents sont tous deux des artérioles. 
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Les glomérules corticaux donnent naissance à un réseau de capillaires 

péritubulaires qui serpentent les différents segments des tubules proximaux et 

distaux du cortex rénal alors que les glomérules juxtamédulaires donnent suite à 

des vaisseaux droits descendants ou vasa recta, qui parcourent la pyramide de 

Malpighi de façon parallèle aux tubes urinaires droits. 

Au niveau du pôle vasculaire, la paroi de l'artériole afférente est en contact intime 

avec la paroi du tubule contourné distal et plus précisément avec la macula densa 

du tubule contourné distal. Cette structure constitue l'appareil juxta-glonnérulaire. À 

cet endroit, la media de la paroi de l'artériole afférente contient des cellules juxta-

glomérulaires ou myoépithéliales. Ce sont des cellules musculaires lisses 

spécialisées qui diffèrent des cellules musculaires lisses typiques. Elles forment un 

manchon de plusieurs couches autour de l'artérioles afférentes et sont sensibles à 

la variation de la pression sanguine. Ces cellules possèdent un gros noyau et leur 

cytoplasme contient des granules qui peuvent être visualisées grâce à la technique 

de PAS (coloration à l'aide de la base périodique de Schiff) ou en microscopie 

électronique. Ces granules contiennent de la rénine (Pitcock et coll., 1959; Hartroft 

et coll., 1960; Goldblatt, 1939). L'appareil juxta-glomérulaire contrôle la pression 

sanguin en libérant la rénine dans la circulation. La rénine est sécrétée lorsque les 

barorécepteurs des cellules myoépithéliales détectent une baisse de la pression 

systémique. D'un autre côté, les cellules de la macula densa agissent comme des 

osmorécepteurs et sont capables de détecter les variations de la concentration en 

ions sodium dans le filtrat suite à une modification de la vitesse de filtration. 



5 

Le mésangium 

Le mésangium qui se trouve entre les capillaires glomérulaires est constitué de 

cellules mésangiales et de la matrice mésangiale (Zimmermann, 1933). Les 

cellules mésangiales dérivent des cellules mésenchimateuses et ont une structure 

semblable aux péricytes (Schlondorff, 1987). Ces cellules ont été très bien décrites 

(Latta et coll., 1960; Farquhar et Palade, 1962). Elles ont une forme irrégulière, 

une région nucléaire dense ainsi que de longs prolongements cytoplasmiques. Ces 

cellules entourent les anses capillaires et s'introduisent au travers les composants 

de la membrane basale des cellules endothéliales. Les cellules mésangiales 

contiennent un riche réseau de microfilaments composé principalement d'actine, de 

a-actinine et de myosine (Mundel et coll., 1988; Drenckhahn et coll., 1990; Kriz et 

coll., 1990). Un des rôles principaux du mésangium est de prévenir la distension 

des capillaires suite à l'élévation de la pression hydrostatique intracapillaire 

(Drenckhahn et coll., 1990; Kriz et coll., 1990). Il est maintenant bien connu que les 

cellules mésangiales en culture possèdent des propriétés contractiles (Schlondorff, 

1987; Michael et coll., 1980). En effet, il à été démontré que ces cellules pouvaient 

se contracter sous l'effet d'agents constricteurs comme l'angiotensine II, la 

vasopressine, la noreprinéphrine et les thromboxanes (Schlondorff, 1987; Kreisberg 

et coll., 1985; Ausiello et coll., 1980). Au contraire, certains agents comme la 

dopamine et les prostaglandines, causent la relaxation des cellules en diminuant le 

taux de GMPc intracellulaire (Schlondorff, 1987). La présence de récepteurs pour 

l'angiotensine 11 ainsi que pour la vasopressine sur les cellules mésangiales a aussi 

été démontrée (Ausiello et coll., 1980; Venkatachalam et Kreisberg, 1985; 
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Kreisberg et coll., 1985; Sraer et coll., 1974). Toutes ces observations suggèrent 

que les cellules mésangiales sont impliquées dans la régulation de la filtration 

glomérulaire, grâce à leurs propriétés contractiles qui peuvent modifier certains 

paramètres hémodynamiques. Toutefois, ces affirmations sont controversées dans 

la littérature (Schlondorff, 1987). Des évidences morphologiques suggèrent que les 

cellules mésangiales peuvent aussi phagocyter et ainsi "nettoyer" le glomérule 

(Michael et coll., 1980; Elema et coll., 1976). Les cellules mésangiales présentent à 

leurs surface des récepteurs incluant la portion Fc des immunoglubulines G (IgG) et 

le C3b (Striker et coll., 1987) ainsi que des antigènes reliés au système immunitaire 

(Striker et coll., 1987; Schreiner et coll., 1982; Yamamoto et coll., 1986). La 

présence de tout ces récepteurs et antigènes à la surface des cellules 

mésangiales, suggère que ces cellules jouent un rôle important dans la 

présentation d'antigènes lors de lésions glomérulaires immunes (Kaysen et coll., 

1986; Couser et coll., 1984; Schreiner et coll., 1982). La membrane des cellules 

mésangiales contient aussi des intégrines 01 qui sont des récepteurs connus pour 

la fibronectine et la laminine (Kerjaschki et coll., 1989; Gehlsen et coll., 1988). Ces 

récepteurs sont impliqués dans les interactions cellule-matrice. La composition de 

la matrice mésangiale est similaire à celle de la membrane basale glomérulaire, mis 

à part la présence du collagène de type II et V (Martinez-Hernandez et coll., 1982), 

de la fibronectine (Courtoy et coll., 1980), de l'actomyosine (Houser et coll., 1982) 

et de l'amyloïde-P (Dyck et coll., 1980) qui sont des éléments exclusifs à la matrice 

mésangiale. 
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LE FILTRE GLOMÉRULAIRE 

Depuis les trois dernières décennies, beaucoup de travaux ont été entrepris dans le 

but de comprendre les bases biologiques qui régissent la filtration glomérulaire. Le 

concept de la filtration glomérulaire à été avancé il y a plus d'un siècle par Ludwig 

et Bowman (Ludwig, 1883; Bowman, 1842). Depuis ce temps, ce concept a bien 

évolué. Même si les bases fondamentales de la filtration ont été élucidées, 

beaucoup de questions restent encore obscures et sans réponse. L'unité de la 

filtration est une structure complexe qui se situe entre le sang et la chambre 

glomérulaire. Ce filtre glomérulaire pourrait être décrit comme une sorte de tamis 

moléculaire qui laisse librement passer l'eau et les molécules plus petites que 

l'albumine sérique. Avant d'identifier les nombreux facteurs qui influencent et qui 

régulent la filtration glomérulaire, il convient de bien connaître les différents 

constituants qui déterminent la nature même de cette barrière moléculaire. L'unité 

de filtration est composée de trois couches successives qui sont dans l'ordre (à 

partir de la lumière capillaire vers la chambre glomérulaire) l'endothélium capillaire, 

la membrane basale glomérulaire et l'épithélium. 

L'endothélium fenestré 

Les cellules endothéliales constituent la barrière initiale qui empêche le passage 

des constituants cellulaires du sang vers la chambre glomérulaire. En effet, dans 
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des conditions normales, les érythrocytes, les leucocytes ainsi que les plaquettes 

sanguines n'atteignent pas l'espace subendothélial de la membrane basale 

glomérulaire. Cependant, l'endothélium présente de nombreux pores ayant un 

diamètre assez important. Par exemple, chez l'humain, ces pores ont un diamètre 

qui mesure environ 100nm (Jorgensen et coll., 1966) et représentent 

approximativement 54 % de la surface endothéliale (Bulger et coll., 1983). Ces 

pores peuvent laisser passer jusqu'à 170 L de liquide par jour et ne présentent 

aucune résistance au passage des protéines et des liquides plasmatiques. Les 

cellules endothéliales possèdent un vaste réseau de filaments minces, de 

microtubules et de filaments intermédiaires. Les régions cellulaires près des 

fenestrations sont très riches en microfilaments (Vasmant et coll., 1984). La 

surface de ces cellules est chargée négativement à cause de la présence de la 

podocalyxine, une sialo-protéine qui est aussi présente à la surface des cellules 

épithéliales (Kerjaschki et coll., 1984; Latta et coll., 1975; Mohos et Skoza, 1969). 

Les vésicules plasmalemmales peuvent aussi contenir des héparanes sulfates 

protéoglycanes (Simionescu et coll., 1981), des résidus d'acide neuraminique (Latta 

et coll., 1975) et de la podoendine (Huang et Langlois, 1985). Toutes ces 

glycoprotéines de surfaces contribuent au maintien des propriétés sélectives de la 

barrière glomérulaire. 	Finalement, certains antigènes (antigènes de groupes 

sanguins "ABO" ainsi que des antigènes d'histocompatibilité de type I et II) se 

trouvent aussi à la surface des cellules endothéliales 
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La membrane basale glomérulaire 

La membrane basale est un mince lacis de composants de matrice extracellulaire 

qui borde le pôle basal de la plupart des cellules épithéliales et endothéliales. La 

membrane basale glomérulaire (MBG) possède des propriétés fonctionnelles et 

structurales très caractéristiques et diffère donc des membranes basales que l'on 

retrouve dans d'autres tissus. En effet, la MBG qui se trouve entre l'épithélium 

viscéral du glomérule et l'endothélium du capillaire, constitue la principale barrière 

de filtration permettant le passage de l'eau et des électrolytes mais restreignant le 

passage des protéines plasmatiques vers l'espace urinaire (Caulfield et Farquhar, 

1974; Farquhar, 1981; Karnovsky, 1979). Environ 125 ml de plasma passe au 

travers la MBG toutes les minutes. De cette façon, la MBG filtre tout le volume 

plasmatique d'un individu plus de 60 fois par jour. Structurellement, la MBG diffère 

des autres membranes basales par le fait qu'elle est la résultante de deux 

membranes basales d'origine distincte; l'une est formée par les cellules 

endothéliales et l'autre par les podocytes (Reeves et coll., 1980; Sariola et coll., 

1984; Thorning et Vracko, 1977; Vernier et Birch-Anderson, 1962; Abrahamson, 

1985; Desjardins et Bendayan, 1991). Au cours de la néphrogenèse, ces deux 

membranes basales fusionnent pour former chez l'humain, une membrane basale 

glomérulaire unique d'environ 350nm d'épaisseur (Osterby, 1972; Steffes et coll., 

1983) et de 135 nm chez le rat (Rasch, 1979a). Par ce fait même, la MBG est 

beaucoup plus épaisse que la plupart des autres membranes basales qui ont 

généralement une épaisseur d'environ 60 à 100 nm. (Pihlajaniemi, 1996). À la 

suite de cette fusion, la MBG subit une phase de maturation. Différentes études 
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utilisant des traceurs denses aux électrons, ont démontré qu'au cours du 

développement, la MBG acquérait de façon progressive ses propriétés sélectives 

(Vernier et Birch-Anderson, 1963; Reeves et coll., 1980; Bakala et coll., 1985). Des 

études immunohistochimiques ont révélé des différences importantes dans le 

patron moléculaire des constituants de la MBG chez le fcetus et l'adulte (Michael et 

coll., 1983; Wan et coll., 1984; Mounier et coll., 1986; VVingen et coll., 1987). Les 

modifications qui se produisent au niveau de la MBG lors de cette maturation ont 

suscité l'intérêt de beaucoup de chercheurs. Récemment Desjardins et coll. 

(Desjardins et Bendayan, 1991), ont montré une corrélation entre les changements 

dans la distribution des différents constituants de la MBG et l'acquisition des 

propriétés fonctionnelles de la MBG au cours de la maturation. Chez le rat, la 

maturation de la MBG est un processus qui persiste au cours de l'âge. Ainsi, il y 

aurait une coordination entre la synthèse et la réorganisation des composants de la 

MBG afin de permettre à celle-ci de demeurer fonctionnelle (Walker , 1973; 

Desjardins et Bendayan, 1991) 

L'apparence ultrastructurale de la MBG en microscopie électronique à transmission 

est très caractéristique. La MBG est divisée en trois régions successives: Une zone 

claire du côté subendothélial appelée lamina lucide interna, une zone centrale qui 

est dense aux électrons, la lamina densa et une zone subépithéliale claire, la 

lamina lucide externe (Kasinath et Kanwar, 1993). Cependant, plusieurs auteurs 

ont démontré que la lamina lucide interna et la lamina lucide externe étaient des 

artéfacts causés lors de la préparation du tissu pour des fins de microscopie 

électronique (Chan et coll., 1993; Chan et Inoue, 1994). Cet artéfact est évité 
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lorsque le tissu rénal est préparé à l'aide de la technique de cryo-substitution 

(Reale et Luciano, 1990; Chan et coll., 1993; lnoue et Bendayan, 1995). La 

membrane basale glomérulaire apparaît alors complètement dense aux électrons. 

Bien que la composition moléculaire de la MBG soit similaire à celle des 

membranes basales que l'on retrouve dans d'autres tissus, elle possède certaines 

caractéristiques qui lui sont spécifiques (Timpl et Dziadek, 1986). Les composants 

majeurs de la MBG sont le collagène de type IV, la laminine, certains 

protéoglycanes et le nidogène (aussi appelé entactine). D'autres protéines sont 

aussi présentes, mais en plus faibles quantités. Toutes ces protéines semblent 

interagir intimement pour former une matrice hautement organisée (voir figure 1). 

L'intégrité de tous ces éléments est essentielle au maintien normal des propriétés 

filtrantes (Yurchenco et coll., 1986; Grant et coll., 1989; Yurchenco et Shittny, 

1990). 
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Figure 1 : Modèle représentant la structure moléculaire de la membrane basale. 
Figure modifiée de Yurchenco PD et Schittny JC, 1990. Publiée dans 
Alberts B, Bray D, Lewis J, Raff M, Roberts K et Watson JD (1994) 
The Cell, 3th  edition, Garland Publishing Inc., New York & London, pp.991. 
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Collagène de type IV 

Le collagène de type IV est la protéine structurale majeure de la MBG. Cette 

dernière fait partie de la grande famille des protéines collagéniques. Jusqu'à 

maintenant, 19 formes de collagène différent ont été caractérisées (Mayne et 

Brewton, 1993; Kivirikko, 1993). Celles-ci sont réparties dans plusieurs types 

tissulaires. Le collagène de type IV se retrouve uniquement au niveau des 

membranes basales, contrairement à d'autres formes de collagène qui peuvent être 

ubiquitaires. De plus, les molécules de collagène de type IV ne forment pas de 

fibrilles striées comme les autres types de collagène fibrillaire (1 11 111), mais elles 

s'associent plutôt entre elles pour former un réseau laminaire réticulé en feuillet qui 

confère à la membrane basale sa forme et sa rigidité. La molécule de collagène de 

type IV a un poids moléculaire d'environ 500 kDa. Elle est formée comme toutes 

les autres protéines collagéniques par l'association de trois chaînes polypeptidiques 

a qui forment ensemble une hélice tricaténaire longue de 440 nnn. Chacune des 

chaînes a est divisée en trois domaines structuraux distincts (Timpl et Dziadek, 

1986; Timpl, 1989). Le premier domaine distinct (NC1) qui se situe du côté C-

terminal de la protéine, a été très conservé au cours de l'évolution. Ce domaine 

comporte une structure globulaire non-collagénique d'environ 230 acides aminés. 

La domaine NC1 est résistant à la dégradation par les collagénases. Les études 

concernant les interactions entre les différentes chaînes a via leur domaine NC1 

ont permis de mieux comprendre la stoechiométrie de la molécule de collagène IV. 

L'extrémité N-terminale de la chaîne a est aussi caractérisée par une séquence 

non-collagénique (NC2) d'environ 14 à 23 acides aminés. Ce domaine riche en 
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cystéine et en lysine se nomme 7S à cause de son coefficient de sédimentation 

(Risteli et coll., 1980). 	Entre ces deux extrémités se trouve le domaine 

collagénique de la molécule. Ce dernier comporte environ 1 400 acides aminés 

constitués par la répétition du triplet d'acides aminés Gly-X-Y. Les répétitions de 

ces trois acides aminés sont interrompues à 21 ou 26 sites par de courtes 

séquences non-collagéniques. La présence de l'acide aminé glycine à tous les 

trois résidus est essentielle pour l'association des chaînes a en triple hélice. De 

plus, la présence des nombreuses interruptions dans le patron répétitif Gly-X-Y 

confère à la molécule une plus grande flexibilité et une meilleure sensibilité aux 

attaques protéolytiques. (Timpl, 1989). Le rôle fonctionnel de ces interruptions est 

probablement très important, car la position et la longueur de ces interruptions sont 

très conservées entre les différentes chaînes a. En effet, il y a une forte homologie 

entre les sites d'interruption des chaînes s'associant ensemble. 	De plus, la 

présence de cystéine au niveau de ces interruptions suggère que ces sites jouent 

un rôle dans l'enchevêtrement des chaînes. 

Jusqu'à maintenant, on a identifié six chaînes de type IV différentes (al (IV)-a6(IV)), 

chacune codée par des gènes différents (Mayne et Brewton, 1993; Kivirikko, 1993; 

Zhou et coll., 1993). Chez l'humain, COL4A1 et COL4A2, sont les gènes qui 

codent pour les chaînes cd et a2 respectivement. Ils ont été découverts sur un 

même locus chromosomique, soit au niveau du locus 13q34 (Emanuel et coll., 

1986; Boyd et coll., 1988). Les gènes COL4A3 et COL4A4 qui codent pour les 

chaînes a3 et a4 respectivement, se trouvent sur le locus chromosomique 2q35-3 

(Morrison et coll., 1991; Kamagata et coll., 1992), alors que les gènes qui codent 
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pour les chaînes a5 et a6, COL4A5 et COL4A6, se trouvent sur le locus 

chromosomique Xq22 (Hostikka et coll., 1990; Zhou et coll., 1993; Oohashi et coll., 

1994). Ainsi, les trois paires de gènes codant pour le collagène de type IV, résident 

sur trois chromosomes différents. Les gènes humains COL4A1, COL4A2, COL4A5 

et COLA6 ont tous été caractérisés (Zhou et coll., 1994; Oohashi et coll., 1995) 

alors que COL4A3 et COL4A4 ne le sont pas encore complètement (Quinones et 

coll., 1992; Sugimoto et coll., 1993). 

Théoriquement, il pourrait y avoir plusieurs possibilités de combinaison entre les 

différentes chaînes a, et il pourrait donc y avoir plusieurs formes de molécules de 

collagène de type IV, cependant très peu de combinaisons différentes ont été 

identifiées jusqu'à maintenant. La forme moléculaire la plus abondante au niveau 

des membranes basales est constituée par l'association de deux chaînes al et 

d'une chaîne a2. La forme homotrimérique comprenant trois chaînes al a aussi 

été identifiée au niveau des membranes basales (Timpl et Dziadek, 1986; Timpl, 

1989). Plus récemment, Kleppel et ses collaborateurs (Kleppel et coll., 1992) ont 

mis en évidence l'association entre deux chaînes a3 avec une chaîne a4 ainsi que 

l'association entre trois chaînes a3 au niveau de la MBG. De plus, des études 

récentes suggèrent que deux chaînes a5 pourraient former une triple hélice avec 

une chaîne a3 ou avec une chaîne a4 au niveau de la MBG (Ninomiya et coll., 

1995), cependant ceci est encore controversé (Sariola et coll., 1996). 

Ce n'est que dans les années 80s, que l'on a compris les mécanismes moléculaires 

impliqués lors de l'auto-assemblage des molécules de collagène de type IV en 
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réseaux complexes (Timpl et coll., 1981; Yurchenco et Furthmayr, 1984; Yurchenco 

et O'Rear, 1993). Le modèle de réseau collagénique en multi-couches est basé sur 

des modèles d'association in vitro observés en microscopie électronique à l'aide de 

la technique d'ombrage rotatoire (Yurchenco et coll., 1986). 	L'assemblage 

moléculaire du réseau collagénique comprend trois grandes étapes. Dans un 

premier temps, deux molécules de collagène IV (deux triples hélices 

monomériques) s'associent via leur domaine NCI, pour former un dimère linéaire. 

Cette association est ensuite stabilisée par la formation de liaisons disulfiures entre 

les cystéines des domaines NC1 (Siebold et coll., 1988). Dans un deuxième 

temps, quatre monomères s'associent ensemble par les extrémités N-terminales via 

des interactions parallèles et anti-parallèles (Timpl et coll., 1980; Ducan et coll., 

1983; Oberbaumer et coll., 1982; Kuhn et coll., 1981). Cette tétramérisation est 

initiée par des liens non-covalents hydrophobes à la surface des bouts 7S des 

quatre molécules de collagène (Siebold et coll., 1987). La structure tétramérique 

est par la suite stabilisée par des liaisons croisées non-réductibles entre les lysines 

des molécules antiparallèles ainsi que par l'ajout de liaisons disulfures entre les 

quatre molécules (Siebold et coll., 1987; Glanville et coll., 1985; Tsilibary et 

Charonis, 1986). 	Cet arrangement tétramérique devient alors résistant aux 

dégradations protéolytiques. La présence d'unités oligosaccharidiques liées aux 

asparagines présentes au niveau des domaines 7S joue aussi un rôle dans la 

stabilisation des liens au niveau de la structure tétramérique (Nayak et Spiro, 1991). 

Outre les associations moléculaires qui se forment aux deux bouts des monomères, 

il se produit aussi des associations moléculaires latérales (Tsilibary et Charonis, 

1986). 
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Les chaînes al , a2, a3, a4 et a5 ont toutes été détectées au niveau de la MBG. La 

chaîne a6 a été détectée au niveau des membranes basales situées au niveau de 

la capsule de Bowman et de certains tubules distaux, mais jamais au niveau des 

MBG (Ninomiya et coll., 1995). Au niveau de la MBG mature, les molécules de 

collagène IV ont des distributions très hétérogènes (Butkowski et coll., 1989; 

Desjardins et coll., 1990). La sélectivité de la MBG semble être influencée par la 

conformation et la distribution des différentes molécules de collagène de type IV 

(Desjardins et Bendayan, 1991). 	En effet, en utilisant des techniques 

immunocytochimiques en microscopie électronique avec des anticorps spécifiques 

pour chacune des chaînes, Desjardins et Bendayan ont démontré chez le rat que 

quatre jours suivant la naissance des animaux, les membranes basales épithéliale 

et endothéliale ne sont pas encore fusionnées et toutes deux contiennent les 

chaînes al et a2 mais ne contiennent pas la chaîne oc3. Après la fusion des deux 

membranes basales, la distribution pour les chaînes al et a2 est uniforme au 

travers toute l'épaisseur de la MBG. Cependant au cours de la maturation, le 

marquage de al et a2 décroît de façon importante et devient progressivement 

restreint au côté subendothélial de la MBG. Parallèlement, le marquage pour les 

chaînes a3 et a4 augmente avec le temps et celui-ci est présent au travers toute 

l'épaisseur de la MBG. Au cours de cette même étude, Desjardins et Bendayan ont 

démontré que la redistribution progressive des molécules de collagène, était 

corrélée à l'acquisition graduelle des propriétés fonctionnelles de la MBG. Ces 

résultats suggèrent fortement que la structure du collagène IV joue un rôle 

primordial lors de la filtration glomérulaire. Nous reviendrons sur cet aspect un peu 

plus loin. 
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Laminine 

La laminine est le composant non-collagénique majeur des membranes basales. 

Jusqu'à présent, on connaît six isoformes différentes. Cette glycoprotéine porte de 

nombreux sites de fixations de haute affinité pour les autres éléments de la 

membrane basale. Cette protéine est donc un pilier structural très important au 

niveau des membranes basales. La laminine joue aussi un rôle dans plusieurs 

fonctions biologiques incluant l'attachement cellulaire, la prolifération et la 

différentiation cellulaire (Timpl et Dziadek, 1986; Beck et coll., 1990; Engel, 1992; 

Engel, 1993; Tryggvason, 1993). À l'aide de la technique d'ombrage rotatoire en 

microscopie électronique, on reconnaît la laminine par sa forme en croix très 

caractéristique (figure 2a). À ce jour, les connaissances biochimiques sur la 

laminine proviennent surtout d'études effectuées à partir de la laminine isolée des 

tumeurs de souris (EHS) (Timpl et coll., 1979). La laminine est formée par 

l'association parallèle de trois sous-unités distinctes. Une grande sous-unité A 

(300-400kDa) est placée au centre de la protéine et deux petites sous-unités B1 et 

B2 (180-200 kDa) sont placées de chaque côté de la grande sous-unité A (Cooper 

et coll., 1981). L'extrémité C-terminale de la sous-unité A se termine par un gros 

domaine globulaire qui est reconnu par certains protéoglycanes (Sakashita et coll., 

1980; Ott et coll., 1982; Beck et coll., 1990). 	De plus, les deux domaines 

globulaires situés à l'extrémité N-terminale de la sous-unité B1 sont reconnus par le 

collagène de type IV (Rao et coll., 1982; Laurie et coll., 1986) alors que le domaine 

globulaire N-terminal de la sous-unité B2 est reconnu par d'autres collagènes et 

par certains groupes esters sulfates lipidiques. 11 semble que la partie centrale de 
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la protéine soit reconnue par le nidogène (entactine) (Paulsson et coll., 1987; 

Sakashita et coll., 1980). D'après plusieurs chercheurs (Desjardins et Bendayan, 

1990; Kerjaschki et coll., 1986; Grant et Leblond, 1988; Abrahamson, 1986), la 

laminine semble être distribuée au travers toute l'épaisseur de la MBG mais 

principalement au niveau de la lamina densa. La localisation ultrastructurale de la 

laminine reflète son rôle important dans l'interaction avec les autres éléments de la 

MBG. 

Des études in vitro ont démontré que l'agrégation des molécules de laminine 

formait un réseau indépendant à l'intérieur des membranes basales. 	Ce 

phénomène est dépendant du calcium et de la température (Yurchenco et O'Rear, 

1993). De plus, il est maintenant clair que la laminine est produite très tôt lors du 

développement, bien avant l'apparition du collagène de type IV (Ekblom et coll., 

1993). Tous ces résultats suggèrent que la laminine est un composant essentiel 

dans l'organisation ainsi que dans le maintien architectural et fonctionnel des 

membranes basales. 

Nidogène 

Le nidogène (Timpl et coll., 1983) aussi appelé entactine (Carlin et coll., 1981), est 

aussi une glycoprotéine importante faisant partie de la membrane basale 

glomérulaire. Cette protéine en forme de bâtonnet a un poids moléculaire de 158 

kDa et possède trois domaines globulaires (figure 2b). Le nidogène se lie de façon 
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non-covalente à la laminine via son complexe globulaire G3 situé du côté c-terminal 

(Mann et coll., 1988; Gerl et coll., 1991; Mayer et coll., 1993). Cette liaison est 

extrêmement stable. Le nidogène se lie aussi au collagène de type IV, cependant, 

le mécanisme de cette liaison est encore obscur. Par contre, des études semblent 

indiquer que le nidogène se lie au collagène via son domaine globulaire G2 (Fox et 

coll., 1991). Cette même région est aussi reconnue par le noyau protéique des 

héparanes sulfates protéoglycanes (Battaglia et coll., 1992). Comme la laminine, à 

cause de ses nombreux sites de liaisons avec plusieurs éléments des membranes 

basales, le nidogène semble jouer un rôle important dans l'organisation structurale 

de ces dernières. De plus, le nidogène est extrêmement sensible à la dégradation 

par les protéases. Cette protéine serait impliquée dans le remodelage des 

membranes basales (Timpl et Dziadek, 1986; Timpl et coll., 1983; Chung et Durkin, 

1990). Le nidogène est distribué au travers toute l'épaisseur de la MBG (Desjardins 

et Bendayan, 1990,1991). 
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Figure 2a : Schéma montrant la structure de la laminine. 

Nidogène 

G1 
	

G2 
	

G3 

S'attache au collagène IV 
	

S'attache à la 
et aux protéoglycanes 	laminine 

Figure 2b: Schéma montrant la structure du nidogène (entactine). 

Figure 3a d'après Martin et Timpl, 1987; figure 3b d'après Reinhardt et coll., 1993. 
Publiées dans Lodish, Baltimore, Berk, Zipursky, Matsudaira et Darnell (1997) 
Biologie moléculaire de la cellule. DeBoeck Université, pp.1144. 
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Protéoglycanes 

Les protéoglycanes sont des macromolécules présentes dans tous les types de 

membranes basales (Kjellen et Lindahl, 1991; Noonan et Hassel, 1993). Ils sont 

constitués d'une charpente protéique centrale dont certaines des sérines lient de 

façon covalente (par des liens 0-glycosydiques) un ou plusieurs polysaccharides 

anioniques appelés glycosaminoglycanes (GAG). La structure protéique de ces 

molécules diffère énormément d'une molécule à l'autre. On connaît jusqu'à présent 

six glycosaminoglycanes différents qui sont l'acide hyaluronique, le dermatane 

sulfate, le kératane sulfate, l'héparine, l'héparane sulfate et la chondroïtine sulfate. 

Ces glycosaminoglycanes sont de longues chaînes polysaccharidiques non 

ramifiées composées d'unités disacchariques répétitives. L'un des deux résidus 

glucidiques du motif disacharidiques est toujours un glucide aminé (N-

acétylglucosamine ou N-acétylgalactosamine). Dans la majorité des cas, ce glucide 

est sulfaté et le second est un acide uronique. Les résidus glucidiques des 

glycosaminoglycanes portent des groupements sulfates ou carboxyles qui sont 

chargés négativement, ce qui explique en partie la nature anionique des 

membranes basales. Ces charges négatives à l'intérieur des membranes basales 

ont une première fonction structurale très importante. Elles attirent un nuage de 

cations, tel que le Na, qui génèrent une pression osmotique et provoquent par le 

fait même l'absorption de grandes quantités d'eau dans la membrane basale. Ceci 

crée une pression turgescente qui rend la membrane basale plus résistante aux 

forces de compression. 
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En 1979, Kanwar et Farquhar (Kanwar et Farquhar, 1979a) ont effectué des études 

histologiques au niveau de la MBG. En utilisant des traceurs cationiques tel que la 

ferritine cationique, le fer colloïdal et le rouge de ruthénium, ils démontrèrent pour la 

première fois, la présence de sites anioniques au niveau de la membrane basale 

glomérulaire. Plus tard, en utilisant des techniques de digestion avec des enzymes 

spécifiques, ils démontrèrent que ces sites anioniques sont constitués de 

protéoglycanes riches en héparanes sulfates (Kanwar et Farquhar, 1979b; Kanwar 

et Farquhar, 1979c). Par la suite, des résultats similaires ont été obtenus au niveau 

de MBG de chien et de rat (Linker et coll., 1981), ainsi qu'au niveau de MBG de 

bœuf (Parthasarathy et Spiro, 1981) et confirmèrent ainsi les résultats de Kanwar et 

de Farquhar. Bien que les héparanes sulfates soient le composant anionique 

majeur de la GBM (Kanwar et Farquhar, 1979a; idem, 1979b), la chondroïtine 

sulfate et l'acide hyaluronique sont aussi présents dans la MBG, mais en plus 

faibles quantités que l'héparane sulfate. On sait aujourd'hui que le perlecan est le 

protéoglycane héparane sulfate le plus abondant au niveau des membranes 

basales (Noonan et Hassell, 1993). Ces glycosaminoglycanes jouent un rôle 

important au niveau de la sélectivité de la paroi glomérulaire (Comper et Laurent, 

1978; Lindahl et Hôôk, 1978; Kanwar et coll., 1980). 	Étant donné que les 

polypeptides dans la MBG présentent un faible excès de charges positives, la 

localisation et la distribution des glycosaminoglycanes doit être stratégique pour 

que les charges anioniques puissent avoir un effet sélectif maximal. 	Les 

héparanes sulfates sont localisés principalement au niveau de la lamina rara 

interna et extema (Kanwar et Farquhar, 1979a; Desjardins et Bendayan, 1990; 

Kerjaschki et coll., 1986; Stow et coll., 1985). 
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Autres éléments 

D'autres protéines ont été identifiées au niveau des MBG, cependant, leurs 

structures biochimiques ainsi que leurs fonctions sont moins bien connues. Le 

collagène de type V (Martinez-Hernandez et coll., 1982) et VI (Zhu et coll., 1994; 

Regoli et coll., 1998) sont aussi présents dans les MBG mais en faibles quantités. 

La présence de la fibronectine a été démontrée par immunocytochimie au niveau 

de la MBG (Kasinath et Kanwar, 1993), cependant on ne connaît pas encore son 

rôle. Une glycoprotéine de 72-80 kDa, la bannine, a récemment été isolée de la 

tumeur de souris EHS et révélée par immunocytochimie au niveau des MBG 

(Robinson et coll., 1989). Cette protéine n'a été révélée dans aucune autre 

membrane basale du rein, ce qui suggère qu'elle pourrait avoir un rôle spécifique 

dans la MBG. 

L'épithélium 

L'épithélium constitue la dernière barrière du filtre glomérulaire. L'épithélium est 

composé de cellules volumineuses (podocytes) caractérisées par un cytoplasme 

riche en microtubules et en microfilaments. Les podocytes ont de plus un appareil 

de Golgi bien développé (Vasmant et coll., 1984). Ces cellules épithéliales ont une 

structure très particulière. 	Leur cytoplasme donne naissance à de longs 

prolongements cellulaires qui eux même donnent naissance à plusieurs petits 
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prolongements de deuxièmes ordres, qui se nomment pédicelles à cause de leur 

forme qui ressemble à des petits pieds. Les pédicelles se disposent régulièrement 

à la surface des capillaires et l'espace qui les sépare forme les fentes de filtration. 

En microscopie électronique, on peut voir que les pédicelles adjacents 

n'appartiennent pas nécessairement à des prolongements issus du même 

podocyte. 	En effet, les pédicelles d'une cellule donnée, alternent avec des 

pédicelles de podocytes voisins. Cet arrangement donne un aspect de dent de 

peigne aux pédicelles appuyés sur une membrane basale glonnérulaire (Arakawa, 

1971). Les pédicelles possèdent un cytoplasme qui contient de gros filaments 

typiques aux filaments de myosine retrouvés au niveau des cellules musculaires 

(Pease, 1968). De plus, le cytoplasme de ces cellules est particulièrement riche en 

filaments d'actine (Vasmant et coll., 1984; Lachapelle et Bendayan, 1991). Dans 

un glomérule normal, la largeur des fentes de filtration entre les différents 

pédicelles, varie entre 25 et 60 nm. En théorie, ces fentes ne devraient pas laisser 

passer des protéines ayant une taille supérieure à celle de l'albumine. À fort 

grossissement en microscopie électronique, on distingue un diaphragme entre les 

pédicelles qui recouvrentles fentes de filtration (Yamada, 1955; Farquhar et coll., 

1961; Latta, 1970; Rodewald et Karnovsky, 1975). Ce diaphragme a un diamètre 

d'environ 11 nm et se trouve à environ 60 nm de la membrane basale glomérulaire 

(Farquhar et coll., 1961). La composition biochimique de ce diaphragme n'est pas 

connue. Toutefois, la ZO-1, une protéine spécifique des jonctions serrées, est 

associée à ces diaphragmes (Schnabel, 1990). La surface des podocytes est 

recouverte d'acide sialique (Latta et coll., 1975). Kerjaschki et coll. (Kerjaschki et 

coll., 1984) ont identifié la principale sialo-protéine, la podocalaxine. Celle-ci est 
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localisée préférentiellement à la surface membranaire des podocytes qui fait face à 

l'espace urinaire. Cette dernière a des propriétés électronégatives. De plus, la 

perfusion du rein avec la neuraminidase qui enlève les acides sialiques, provoque 

le détachement des podocytes. Ceci suggère que ces sites chargés négativement, 

sont importants pour maintenir la structure et la fonction de la barrière de filtration 

(Kanwar et Farquhar, 1980). Nous reviendrons sur la fonction de ces sites chargés 

négativement au niveau de la perméabilité glomérulaire. 

FACTEURS QUI DÉTERMINENT LES PROPRIÉTÉS SÉLECTIVES DU FILTRE 

GLOMÉRULAIRE 

Dans les années 60 et 70, plusieurs scientifiques, Farquhar, Karnovsky, Cotran, 

Venkatachalam ainsi que Brenner, ont utilisé des approches morphologiques et 

physiologiques innovatrices afin de d'élucider la fonction du glomérule. Ces 

derniers ont par le fait même, décrit certains mécanismes pathologiques qui 

contribuent à la perte des protéines dans l'urine. Depuis ce temps, les études à ce 

sujet n'ont pas cessé de progresser. À présent, les connaissances que nous 

avons sur la biologie du glomérule proviennent de divers types d'approches 

incluant, la physiologie, la biochimie, l'immunologie et la biologie cellulaire et 

moléculaire. 

La formation de l'urine primaire est un processus passif au cours duquel, les 

liquides et les solutés sont poussés à travers la paroi glomérulaire vers la chambre 
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glomérulaire et ce, uniquement par la force de pression hydrostatique 

intraglomérulaire. 	Comme la formation du filtrat ne nécessite pas d'énergie 

métabolique, on peut considérer la paroi glomérulaire comme un simple filtre 

mécanique. La paroi glomérulaire est sélective. En effet, elle ne laisse pas passer 

les macromolécules qui ont une taille égale ou plus grande que 68 kDa. De plus, 

elle repousse les macromolécules qui sont chargée négativement, mais elle ne 

restreint pas le passage de l'eau et des électrolytes. Au cours des dernières 

années, beaucoup de travaux ont été effectués dans le but de comprendre les 

facteurs qui déterminent la sélectivité de la perméabilité glomérulaire. On sait 

aujourd'hui que la taille, la charge, et plusieurs facteurs hémodynamiques 

influencent la filtration glomérulaire et plus particulièrement la filtration des 

macromolécules (permselectivity). Au cours de certaines pathologies, plusieurs de 

ces déterminants peuvent être modifiés, ce qui entraîne dans plusieurs cas 

l'apparition d'une protéinurie. Il n'est donc pas étonnant que ces maladies servent 

de modèle dans l'étude de la fonction glomérulaire. Dans la suite de cette 

introduction, nous décrirons de façon concise, les différents déterminants qui 

influencent la filtration glomérulaire des macromolécules, et dans un deuxième 

temps, nous caractériserons le rôle de ces facteurs dans le contexte de 

néphropathie diabétique. 

Facteurs hémodynamiques 

Les principes de la dynamique de la formation du liquide interstitiel dans tous les lits 

capillaires s'appliquent également à la formation de l'urine primaire (filtrat) dans le 
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glomérule. Toutefois, le filtre glomérulaire constitue un filtre beaucoup plus efficace 

que les autres lits capillaires. En effet, les reins produisent environ 180 L de filtrat 

quotidiennement, alors que tous les autres lits capillaires de l'organisme tel que 

n'en produisent collectivement que 3 à 4 litres. Deux raisons principales expliquent 

ceci: 

La membrane de filtration du glomérule est infiniment plus perméable à l'eau et aux 

solutés que ne le sont les autres lits capillaires; la pression sanguine est beaucoup 

plus élevée dans le glomérule que dans les autres lits capillaires. 

Le taux de filtration glomérulaire (TFG), c'est-à-dire la quantité de liquide et de 

soluté qui traverse le filtre glomérulaire dans un temps donné, est la résultante 

vectorielle de plusieurs forces physiologiques (revue dans Doworkin et Brenner, 

1992). 

Le taux de filtration glomérulaire pour le réseau capillaire d'un néphron individuel 

(TFGNI) est donné par l'équation suivante: 

NITFG = Kf • Pnf 

= K f • (AP- Au) 

= KF  • S • (I', - Pt) - (II, - 11,) où 

Kf  est le coefficient de filtration et 

Pnf est la pression nette de filtration 

La pression nette de filtration (Pnf) est égale à la différence entre la moyenne du 

gradient de pressions hydrostatiques transcapillaire (AP) et la moyenne du gradient 
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de pression oncotique (AH). 

AP (moyenne du gradient de pression hydrostatique transcapillaire) est égale à la 

différence entre la pression hydrostatique moyenne à l'intérieur des capillaires 

glomérulaires (artérielle) (Pc) et la pression hydrostatique moyenne capsulaire 

(capsule de Bowman, P). La pression hydrostatique à l'intérieure du glomérule est 

très élevée. Plus de 25 % du rendement cardiaque passe au travers des capillaires 

glomérulaires. La pression hydrostatique intraglomérulaire est d'environ 55 mmHg 

chez un animal normal (Arendshorst et Gottschalk, 1985; Brenner et coll., 1971; 

Deen et coll., 1974; Ott et coll., 1976; Tonder et Aukland, 1979), elle est 3 fois plus 

élevée que celle mesurée dans les autres lits capillaires du corps. La pression 

hydrostatique capsulaire n'étant que de 15 mrnl-lg, le AP est d'environ 30 mmHg 

chez l'humain (Brenner et coll., 1981). 

ALI (moyenne du gradient de pression oncotique transcapillaire) est égale à la 

différence entre la pression oncotique plasmatique (fic) et la pression oncotique du 

filtrat dans la chambre capsulaire (II,). La pression oncotique se dit de la pression 

osmotique propre des protéines dans un liquide. Du fait que la concentration des 

protéines à l'intérieur de la chambre capsulaire est très faible, 11, est négligeable et 

AIT est essentiellement égale à 11, (Eisenbach et coll., 1975). Étant donné que la 

paroi glomérulaire restreint le passage des protéines plasmatiques vers la chambre 

glomérulaire, la pression oncotique intraglomérulaire (11,) reste toujours plus ou 

moins élevée. Ceci permet au plasma de garder une certaine quantité de liquide. 
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K f  (coefficient de filtration) est égal au produit de K (conductivité hydrostatique 

glomérulaire) et S (surface de filtration). Ainsi, lorsque la surface de filtration 

augmente, le taux de filtration glomérulaire augmente aussi (Brenner et coll., 1986). 

Finalement, il a été démontré que le taux de filtration glomérulaire (TFG) est 

directement proportionnel au débit sanguin (Qa). La relation entre ces deux 

paramètres est linéaire. Cependant, si 0, augmente au-delà d'une certaine valeur 

critique (plus grand que 130 nl/min.), le TFG n'augmente plus de la même façon, et 

diminue même avec une augmentation subséquente de Qa. À ce moment, la 

pression de filtration n'est plus à l'équilibre (Brenner et coll., 1986). 

En considérant toutes les variables de l'équation, la pression nette de filtration 

chez un adulte normal est d'environ 10 mm Hg et les taux de filtration glomérulaire 

sont d'environ de 120 à 125 ml/min. La pression oncotique du côté efférent 

(35mmHg) est plus élevée que celle du côté afférent (20 mm Hg) et la pression 

nette de filtration est donc plus élevée du côté afférent. Par le fait même, le filtrat 

se forme plus rapidement au début du glomérule (Landis et Pappenheimer, 1963). 

Afin de contrer les fluctuations de la filtration glomérulaire, la pression artérielle 

glomérulaire est normalement soumise à des mécanismes de régulation 

intrinsèques et extrinsèques. 
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Régulation intrinsèque 

Ce phénomène d'autorégulation a été démontré sur des préparations de rein isolé 

et dénervé (Forster et Maes, 1947; Navar, 1978; Robertson et coll., 1972). Ces 

études ont démontré que malgré d'importantes baisses de pression, le débit 

sanguin ainsi que le taux de filtration glomérulaire demeuraient constants. En 

ajustant eux même la quantité de sang qui les traverse, les reins peuvent conserver 

un débit de filtration glomérulaire constant en dépit des fluctuations de la pression 

artérielle systémique. 	Il semble que l'autorégulation rénale repose sur deux 

mécanismes différents: d'une part, il existe un mécanisme myogène qui réagit aux 

variations de pression dans le réseau artériel des reins, et d'une autre part, le 

mécanisme de rétroaction tubulo-glomérulaire qui s'amorce avec les changements 

détectés par l'appareil juxta-glomérulaire. 

Le mécanisme myogène est basé sur la capacité des muscles lisses vasculaires 

(artériole afférente) à se contracter sous l'effet de l'étirement. L'élévation de la 

pression artérielle systémique cause donc une constriction des artérioles 

glomérulaires afférentes, ce qui réduit le débit sanguin dans les capillaires 

glomérulaires et empêche l'élévation de la pression au niveau des capillaires (Deen 

et coll., 1974; Steinhausen et coll., 1989). De cette façon, le taux de filtration 

glomérulaire peut rester stable. 

Le mécanisme de rétroaction tubulo-glomérulaire est régi par les cellules de la 

macula densa de l'appareil juxta-glomérulaire et par le système rénine- 
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angiotensine. Ces cellules sont sensibles à l'écoulement du filtrat et aux signaux 

osmotiques ( à base teneur en ions sodium ou en ions chlorure du filtrat) (Katoh et 

coll., 1990; Wright et Briggs, 1979); les cellules libèrent alors des substances 

chimiques qui provoquent une intense vasodilatation des artérioles glomérulaires 

afférentes et, par conséquent, une augmentation de la filtration glomérulaire. De 

plus, il apparaît que les différentes cellules du glomérule sont capables de 

synthétiser de novo une grande variété de substances qui ont des propriétés 

vasoactives et influencent ainsi le taux de filtration glomérulaire. Comme il a déjà 

été mentionné plus haut, les cellules mésangiales semblent aussi avoir des 

propriétés contractiles et influencer la pression intraglomérulaire et la filtration 

glomérulaire. 

Régulation extrinsèque 

Une grande variété de récepteurs pour des substances hormonales a été identifiée 

dans le glomérule tel que les récepteurs pour l'histamine, la dopamine, la 

norépinéphrine, l'hormone parathyroïde et bien d'autres (Dworkin et Brenner, 1992). 

Il a été démontré que plusieurs de ces hormones pouvaient influencer la filtration 

glomérulaire. 

Facteurs basés sur la taille 

L'évaluation de la clairance fractionnelle de certains marqueurs exogènes a permis 

de démontrer que le filtre glomérulaire restreignait le passage des macromolécules 
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en fonction de leur taille (Petitjean et coll., 1996). La clairance d'une molécule (ou 

coefficient de tamisage) est en fait le rapport entre la concentration de cette 

molécule dans le plasma et la concentration de cette même molécule dans le filtrat. 

Par ailleurs, la clairance fractionnelle d'une macromolécule M est définit comme la 

clairance de M (Cm) divisée par le débit de filtration glomérulaire de l'eau, celui-ci 

étant apprécié par la clairance de l'inuline (C,n) (car l'inuline passe au travers du 

filtre glomérulaire sans aucune restriction. La concentration de l'inuline dans le 

plasma est donc égale à la concentration de l'inuline dans le filtrat). La clairance 

fractionnelle de M est donc: 

CFm = Cm/C,, = [Cm (filtrat/plasma)] x [Co, (plasma/filtrat) ], ainsi une molécule qui a 

une clairance fractionnelle de 0 est complètement exclue du transport 

transglomérulaire, mais au contraire, si la molécule a une clairance fractionnelle de 

1, celle-ci traverse la paroi glomérulaire aussi librement que l'inuline. La clairance 

fractionnelle est inversement proportionnelle à la taille moléculaire d'une molécule, 

à la vitesse du flux sanguin et à la pression artérielle glomérulaire. Par ailleurs, la 

clairance fractionnelle est proportionnelle à la pression oncotique artérielle ainsi 

qu'au coefficient de filtration glomérulaire. 

La polyvinyl-pyrrolidone, les dextrans et le ficoll, sont trois macromolécules 

polymériques non protéiques, qui ont été largement utilisées comme marqueurs 

dans l'étude des propriétés sélectives de la barrière capillaire. La caractéristique 

principale de ces molécules est que l'on peut changer volontairement leur poids 

moléculaire tout en conservant leurs charges nettes, leur structure chimique ainsi 
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que leur conformation moléculaire. 	De plus, ces molécules ne sont pas 

réabsorbées par les tubules, ce qui permet l'analyse réelle des coefficients de 

tamisage de la barrière glomérulaire pour une molécule donnée. La sélectivité de 

taille d'une macromolécule a été ainsi étudiée en mettant en relation la clairance 

fractionnelle des molécules avec leur rayon moléculaire (rayon de Einstein-Stokes) 

déterminé par chromatographie sur gel (Brenner et coll., 1977). Les études de 

Chang et collaborateurs (Chang et coll., 1975) ont montré que les dextrans neutres 

qui ont une taille égale ou inférieure à 20À, passent la paroi glomérulaire aussi 

librement que l'inuline. Cependant, la clairance fractionnelle du dextran neutre 

diminue progressivement avec une augmentation subséquente du rayon 

moléculaire. De plus, les dextrans ayant un rayon supérieur à 42À , ne passent 

plus la barrière glomérulaire, et leur clairance fractionnelle est égale à O. Des 

études faites chez le chien et le chat ont donné des résultats similaires avec le 

dextran ainsi que d'autres marqueurs tel que la polyvinyl-pirrolidone, un autre 

polymère neutre (Arturson et coll., 1971; Hardwicke et coll., 1970; Gassee, 1973; 

Lambert et coll., 1975;). En terme biophysique, le transport de macromolécules à 

travers la barrière capillaire glomérulaire, peut être décrit par un modèle 

hydrodynamique de transport à travers des pores à contenu aqueux (Deen et coll., 

1985; Chang et coll., 1975a). D'après les physiologistes (Chang et coll., 1975a; 

Chang et coll., 1975b), le diamètre de ces pores correspondrait à 50À. Il est 

important de noter que ce modèle représente une description "fonctionnelle" de la 

barrière de filtration. 	En raison des limitations actuelles des techniques de 

microscopie électronique, il n'est qu'exceptionnellement possible de mettre en 

évidence une correspondance anatomique à ces pores. À cause de sa structure, le 
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réseau tridimensionnel collagénique est en partie responsable de la sélectivité de 

taille au niveau de la membrane basale glomérulaire (Ichiyasu et Makino, 1988; 

Makino, 1982, Makino et coll., 1993; Moriya et coll., 1995). En 1982, Makino et 

collaborateurs ont démontré à l'aide d'une technique de coloration négative en 

microscopie électronique sans étape de fixation, la présence de pores exhibant un 

diamètre de 3 nm (30Å) au niveau de la MBG. Ces pores (mailles) ont une taille 

légèrement inférieure à celle de l'albumine (Makino, 1982). D'autres chercheurs 

(par des techniques de cryo-fixation), ont plutôt trouvé chez le rat des pores avec 

un diamètre de 22 nm (Morya et coll., 1993a; Batsford et coll., 1987). Ces 

données divergentes peuvent être expliquées par le fait que les chercheurs n'ont 

pas utilisé les mêmes techniques de préparation des tissus. Bien que la taille des 

mailles du réseau protéique de la MBG ne soit pas encore déterminée, il est bien 

accepté que la MBG joue un rôle important dans la sélectivité de taille. En utilisant 

une approche morphologique et des traceurs comme la ferritine de plus grande 

taille (60À), différents chercheurs ont très bien démontré que la restriction des 

macromolécules par rapport à leur taille, s'effectue surtout au niveau de la 

membrane basale glomérulaire et principalement au niveau de la lamina rare 

interna (Farquhar et coll., 1961). Les fenestrations des cellules endothéliales sont 

suffisamment grandes pour laisser passer tous les éléments acellulaires du sang 

(70 à 100 nm de diamètre) (Jorgensen et Bentzon, 1968). 
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Facteurs basés sur la charge 

Les facteurs hémodynamiques ainsi que la taille des macromolécules ne sont pas 

les seuls facteurs à influencer le passage des macromolécules au travers la 

barrière glomérulaire. Il est maintenant clair que les charges isoélectriques des 

macromolécules et de la paroi glomérulaire influencent aussi la sélectivité du 

passage transglomérulaire des macromolécules. La clairance fractionnelle de 

l'albumine (estimée à partir de prélèvements de filtrat au niveau de la capsule de 

Bowman) est significativement inférieure aux valeurs correspondantes pour le 

dextran neutre qui a pourtant le même rayon moléculaire que l'albumine (environ 

36À). À pH physiologique, la barrière glomérulaire qui est chargée négativement, 

restreint le passage des molécules polyanioniques comme l'albumine. Chang et 

ses collaborateurs (Chang et coll., 1975c), ont démontré le rôle des charges 

moléculaires en étudiant les propriétés filtrantes (clairance fractionnelle) de trois 

types de dextrans ayant le même rayon moléculaire mais chargés différemment. 

On peut voir sur le graphique de la figure 3 que la clairance fractionnelle des 

dextrans augmente lorsque les molécules sont plus cationiques (positives). En 

effet, la clairance fractionnelle est beaucoup plus élevée pour les dextrans 

cationiques (DEAE) que pour les dextrans sulfates ou neutres. De plus, l'effet de la 

charge est moins important pour les macromolécules qui ont un rayon supérieur à 

42À ou inférieur à 22À (Bohrer et coll., 1978). Des relations similaires entre la 

charge et la clairance fractionnelle ont été obtenues pour l'albumine (Purtell et coll., 

1979) et pour la HRP (horse-radish peroxidase) (Rennke et coll., 1978). Ces 

résultats suggèrent qu'il se produit des d'interactions électrostatiques entre les 
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molécules circulantes chargées positivement et les sites anioniques de la paroi 

glomérulaire. 

Les études morphologiques permettent de localiser des sites anioniques au niveau 

de tous les constituants de la paroi glomérulaire. En effet, on associe les groupes 

sialiques des hétéropolysaccharides au niveau des cellules endothéliales et 

épithéliales et les groupes carboxyles des glycopeptides collagéniques et non 

collagéniques ainsi que les groupe sulfates des glycosaminoglycanes au niveau de 

la MBG (Blau et Haas, 1973; Caulfield et Farquhar, 1976, Kanwar et Farquhar, 

1979a; Latta et coll., 1975; Charest et Roth, 1985; Michael et coll., 1970; Mohos et 

coll., 1969; Seiler et coll., 1975; Seiler et coll., 1977). Tous ces sites anioniques ont 

un rôle à jouer au niveau de la sélectivité de la paroi glomérulaire. 
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Figure 3: Graphique de la clairance fractionnelle du diéthylaminoéthyl 
dextran (DEAE), du dextran neutre et du dextran sulfate 
anionique en fonction du rayon moléculaire (Å) chez des rats 
normaux. La clairance fractionnelle est plus élevée pour le dextran 
sulfate anionique que pour le dextran neutre et que pour le dextran 
DEAE. (Modifiée de Bohrer et coll., 1978.) 
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Depuis longtemps et encore aujourd'hui, les scientifiques essaient de déterminer la 

contribution des différents sites anioniques de la paroi glomérulaire dans le 

passage transglomérulaire des macromolécules. Cependant, les résultats obtenus 

par différentes études morphologiques soulèvent certaines confusions. En utilisant 

des dextrans neutres comme traceurs morphologiques, Caulfield et Farquhar 

concluent que la membrane basale glomérulaire est la principale barrière qui 

restreint le passage des macromolécules (Caulfield et Farquhar, 1974). Par 

ailleurs, d'autres morphologistes qui ont utilisé des traceurs cationiques denses 

aux électrons tel que la myelopéroxidase (Graham et Karnovsky, 1966), la 

lactopéroxidase (Graham et Kellermeyer, 1968), ou la catalase (Venkatachalam et 

coll., 1970), suggèrent plutôt que la paroi glomérulaire possède une double barrière 

de charges. Ceux-ci soutiennent que les charges présentes au niveau de la MBG 

contribuent grossièrement à la sélectivité de la paroi glomérulaire et qu'une 

sélectivité plus fine s'effectue au niveau des fentes de filtration. Plus tard, certains 

chercheurs (Rennke et coll., 1975; Rennke et Venkatachalam, 1978) ont perfusé le 

rein in situ avec une fraction de ferritines de différents pl mais de même taille (60À). 

Les résultats de cette étude démontrent que les charges de la MBG influencent de 

façon très importante le passage des molécules cationiques. 	Récemment, 

Ghitescu et coll., ont démontré par immunocytochimie en microscopie électronique 

que l'albumine cationique marquait les sites anioniques présents au niveau de la 

rara interna et externe alors que l'albumine anionique et l'albumine neutre étaient 

surtout distribuées du côté endothélial de la MBG (Ghitescu et coll., 1992). Ces 

résultats corroborent ceux de Cotran et coll., et démontrent l'effet des charges 

négatives fixes de la MBG sur le passage des macromolécules. 
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D'autres études confirment ces conclusions. Kanwar et ses collègues ont démontré 

que la perméabilité de la barrière glomérulaire pour la ferritine anionique 

augmentait lorsqu'ils effectuaient une digestion enzymatique des héparanes 

sulfates avec des héparinases (Kanwar et coll., 1980). Plus récemment, van den 

Born et son équipe ont démontré de façon non équivoque l'importance du rôle 

sélectif des héparanes sulfates. 	Ils observent que l'injection intraveineuse 

d'anticorps spécifiques contre les héparanes sulfates, induit l'albuminurie chez des 

rats normoglycémiques. De plus, cette albuminurie est rétablie lorsque ces 

anticorps sont lavés (van den Born et coll., 1992). Par ailleurs, des observations 

récentes démontrent que la perméabilité de la barrière glomérulaire pour la ferritine 

anionique est aussi augmentée lorsque le rein est perfusé avec la neuraminidase 

(provoque le détachement des podocytes) (Kanwar et Rosenzweig, 1982). 

D'autres études démontrent aussi le rôle sélectif des charges anioniques au niveau 

des fentes de filtration dans la sélectivité du passage des macromolécules 

cationiques (Daniels et Hostetter, 1990; Daniels, 1993; Laurens et coll., 1995; 

Fujigaki et coll., 1998) et corroborent les conclusions de Graham et Karnovsky 

(1966). Finalement, il semble que les charges anioniques présentes au niveau des 

cellules endothéliales, contribuent de façon importante à la restriction des 

macromolécules à travers la barrière glomérulaire (Blau et Haas, 1973; Latta et 

coll., 1975; Mohos, 1969; Lassen, 1970). 

En résumé, grâce aux nombreuses études, il est de plus en plus clair que la paroi 

glomérulaire possède plus d'un site sélectif pour les charges. En effet, il semble 
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que le passage des polyanions circulants soit déjà très fortement gêné par les 

charges négatives présentes au niveau de l'endothélium vasculaire. 	Cette 

restriction endothéliale permettrait d'éviter que de grosses molécules, arrêtées plus 

loin par la membrane basale, ne s'accumulent dans la paroi capillaire et produisent 

ainsi un phénomène de colmatage. D'un autre côté, il est clair que les charges 

présentes au niveau de la membrane basale glomérulaire jouent un rôle indéniable 

dans la sélectivité des macromolécules neutres et anioniques. Finalement, il y de 

plus en plus d'évidences qui suggèrent que les charges négatives au niveau des 

fentes de filtration influencent le passage transglomérulaire des macromolécules de 

petites tailles et très cationiques. 

Facteurs basés sur la conformation moléculaire des macromolécules 

Les courbes de tamisage des protéines anioniques et des dextrans sulfate sont 

assez voisines. Cependant, le coefficient de tamisage de l'albumine est plus bas 

que celui du dextran sulfate de même taille. Pour expliquer ceci, des chercheurs 

ont suggéré que la conformation des macromolécules pouvait influencer leur 

comportement lors du passage au travers la paroi glomérulaire. Cette supposition 

découle des études de Bohrer et collaborateurs. Ces derniers ont comparé les 

valeurs de clairance fractionnelle du dextran neutre (rouleau flexible en solution) 

avec celles du ficoll (polymère sphérique et rigide). Les résultats de cette étude 

démontrent que la clairance fractionnelle du ficoll est toujours inférieure à celle du 
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dextran neutre. D'après ces chercheurs, l'albumine se comporte comme une 

sphère rigide, tel le ficoll ( Bohrer et coll., 1979). D'autres chercheurs (Rennke et 

Venkatachalann, 1979) ont fait le même type d'analyse, mais en comparant cette 

fois la clairance fractionnelle de la HRP native, une protéine globulaire ayant un 

rayon de 28Å, avec celle du dextran neutre de dimension similaire. Ils remarquent 

que la clairance fractionnelle de la protéine globulaire (HRP) était significativement 

inférieure celle du dextran et concluent que l'augmentation du transport 

transglomérulaire du dextran est reliée au mouvement de reptation des branches 

flexibles de la molécule. Ces conclusions ont toutefois été très critiquées. D'autres 

études sont nécessaires afin de déterminer la contribution réelle de la forme 

moléculaire lors du transport transglomérulaire des protéines. 

DIABÈTE 

Le diabète mellitus est un désordre métabolique relié à l'absence ou à l'inefficacité 

de l'insuline. La défaillance métabolique de l'insuline induit une insuffisance au 

niveau de l'absorption cellulaire du glucose, ce qui se traduit dans la plus part des 

cas, par une augmentation importante de la glycémie. L'hyperglycémie provoque 

plusieurs lésions au niveau de la microvascularisation ce qui entraîne le 

développement de plusieurs complications incluant la microangipathie, la 

néphropathie, la rétinopathie et la neuropathie (Nathan, 1993). Des altérations au 

niveau des gros vaisseaux tel que l'artérosclérose ont aussi été décrites. Nous 
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verrons plus loin que le glucose est un agent important dans le développement des 

lésions vasculaires au cours du diabète. 

Il existe deux grandes formes de diabète mellitus, le diabète de type I et de type II 

(Bennett, 1983) Le diabète de type I aussi appelé diabète insulinodépendant 

(DID), apparaît souvent avant l'age de 15 ans et résulte de la destruction des 

cellules bêtas du pancréas suite à une réponse auto-immune. Ainsi, le diabète de 

type I se traduit par une absence d'insuline. Cette forme compte pour au moins 10 

à 20 °A des cas de diabète mellitus. La cause de cette forme de diabète semble 

être liée d'un côté à la successibilité des gènes liés au complexe 

d'histocompatibilité de classe II (ces gènes prédisposeraient l'individu au 

développement subséquent d'une réponse auto-immunitaire des cellules bêtas) et 

d'un autre côté à certains facteurs environnementaux nocifs tel que certains virus et 

toxines (Muir et coll., 1992). Le diabète de type II, aussi appelé diabète non-

insulinodépendant (DNID), apparaît plutôt vers l'age de 40 ans, et compte pour plus 

de 80% des cas de diabète. Il semble que l'hérédité soit un facteur pathogénique 

important du diabète de type II, puisque la probabilité d'incidence de la maladie 

entre deux jumeaux est de 90% (Yki-Jârvinen, 1994). L'obésité semble aussi être 

liée à cette forme de diabète. Le DNID est caractérisé par un dysfonctionnement 

dans la sécrétion de l'insuline et par des anomalies au niveau des récepteurs 

membranaires à l'insuline. Les patients qui souffrent de cette forme de diabète, 

présentent très souvent une résistance cellulaire à l'insuline. 



NÉPHROPATHIE DIABÉTIQUE 

La néphropathie diabétique est une des causes majeures de morbidité et de décès 

chez les sujets diabétiques. L'incidence à développer ce type de complication peut 

atteindre jusqu'à 50% chez les patients DID. Les lésions diabétiques touchent tous 

les éléments du parenchyme rénal. Cependant, les lésions au niveau du glomérule 

rénal sont les plus communes et ces dernières sont associées de façon clinique 

avec la protéinurie. 

Altérations structurales au niveau du glomérule 

Lésions glomérulaires 

Les lésions glomérulaires avancées peuvent être observées à faible grossissement 

en microscopie optique. La glomérulose nodulaire décrite par Kimmelstriel et 

Wilson en 1936 (Kimmelstriel et Wilson, 1936; Heti et coll., 1979) est une lésion 

glomérulaire spécifique au diabète, bien qu'elle ait été aussi décrite dans des 

amyloses et dans certaines glomérulonéphrites dites lobulaires. 	Cette lésion 

glomérulaire est caractérisée par la présence de nodules acellulaires amorphes, de 

forme ovale et lamellaire (nodule de Kimmelstriel-Wilson). Ces derniers peuvent 

contenir à l'occasion des débris nucléaires et sont positifs par la coloration de PAS. 

Les nodules ont tendance à se développer à la périphérie du glomérule repoussant 
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ainsi les capillaires. Le développement excessif des nodules, transforme le 

glomérule en une masse non-fonctionnelle. La glomérulosclérose diffuse est une 

lésion glomérulaire mineure qui se produit au niveau du mésangium. Cette 

dernière précède ou accompagne la glomérulosclérose nodulaire. 	Elle est 

caractérisée par l'accumulation de substance membranoïde. Ces substances sont 

aussi positives par la coloration de PAS. Le développement de cette lésion aboutie 

à une hyalinisation du glomérule. En microscopie optique on distingue, dans des 

cas très avancés, des dépôts capsulaires. Ces dépôts sont de petites masses 

rondes éosinophiles situées au niveau du feuillet pariétal de la capsule de Bowman. 

Finalement, entre les cellules endothéliales et la membrane basale glomérulaire, il 

se crée à l'occasion des lésions appelées fibrine cap en raison de leur affinité 

tinctoriale. Ces dernières sont aussi présentes dans d'autres maladies tel que 

l'artériosclérose. La description des modifications fonctionnelles et structurales du 

glomérule au cours du diabète, provient surtout d'études effectuées au cours de la 

glomérulose diffuse, pour la simple raison que la pathologie devient extrêmement 

complexe dans des temps plus avancés et il devient alors difficile d'établir des 

relations structure-fonction. 

L'observation ultrastructurale du rein en microscopie électronique a permis de 

localiser les lésions morphologiques de façon beaucoup plus précise et d'identifier 

plus précisément les structures atteintes au cours du diabète. En effectuant des 

analyses stérélogiques et morphométriques, on note une augmentation importante 

de la taille de la matrice mésangiale à des temps précoces de la maladie. 

Cependant, la quantité de cellules mésangiales ne semble pas être augmentée 
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(Dachs et coll., 1964). Osterby et coll. ont démontré qu'après 3 à 5 ans de diabète, 

l'épaisseur de la MBG était augmentée de façon significative. L'épaississement de 

la MBG progresse avec la durée de la maladie (Osterby, 1975; Osterby et 

Gundersen, 1980; Osterby et coll., 1998). Chez le modèle de rat diabétique (par 

l'administration de la streptozotocine), l'expansion du mésangium se produit après 

deux semaines de diabète (VVehner et Petri, 1983), alors que l'épaississement de la 

MBG à été observé après 6 mois d'hyperglycémie (Rash, 1979a; Rash et Dorup, 

1997). D'autres chercheurs ont aussi noté un épaississement de la MBG au cours 

du diabète (Hirose et coll., 1982; Bendayan et coll., 1986). 

Modifications biochimiques de la MBG 

Il y a une corrélation entre l'épaississement de la MBG, et la présence de 

changements biochimiques dans la composition des acides aminés et des sucres 

au niveau de la MBG (Beisswenger et Spiro, 1970; 1973; 1976; Spiro, 1976). Les 

macromolécules contenant des carbohydrates sont préférentiellement altérées au 

cours du diabète. En effet, la quantité de glycine, d'hydroxylysine, d'hydroxyproline 

ainsi que le nombre de résidus mono- et di-saccharidiques liés de façon covalente 

à l'hydroxylysine, sont augmentés au niveau de la MBG au cours du diabète. 

Inversement, les quantités de valine et de tyrosine ainsi que le nombre de résidus 

lysine diminuent significativement. Ces changements au niveau de la MBG sont 

accompagnés par l'augmentation de la quantité de glycosyltransférase ainsi que de 
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lysyl-hydroxylase au niveau cellulaire (Spiro et Spiro, 1971; Khalifa et Cohen, 

1975). Des études cytochimiques chez le rein de rat utilisant des complexes 

lectines-or qui reconnaissent de façon spécifique des groupements carbohydrates 

de certains glycoconjugués, ont révélé des changements dans la quantité et dans 

la distribution de ces composants au niveau de la MBG des animaux diabétiques. 

En effet, le nombre des résidus N-acétylgalactosamine et fucose reconnus 

respectivement par les lectines HPL-or et UEA-or, ainsi que d'autres sucres 

reconnus par les lectines RCA-or, WGA/ovomucoide-or et UEA-or, diminuent au 

niveau de la MBG au cours du diabète (Bendayan et coll., 1990). 	Ces 

changements biochimiques reflètent une accumulation (Karttunen et coll., 1986; 

Mohan et coll., 1990) ou une diminution (Shimomura et Spiro, 1987; Parthasarathy 

et Spiro, 1982; Rohrbach et coll., 1982) subséquente de certains composants de 

matrice extracellul,aire, au cours de la maladie. La modification de la quantité de 

protéines extracellulaires modifie par le fait même la distribution ultrastructurale des 

différentes glycoprotéines de la MBG (Bendayan, 1985; Desjardins et Bendayan, 

1990). 

Des méthodes immunocytochimiques en microscopie électronique ainsi que des 

quantifications immuno-biochimiques, ont permis d'analyser et de quantifier de 

façon individuelle le degré d'expression des protéines structurales du glomérule afin 

d'identifier la nature des modifications ultrastructurales. Au niveau de la MBG de 

patients diabétiques qui présentaient seulement certaines lésions morphologiques 

mineures (glomérulosclérose diffuse), les taux de collagène de type IV al, a2, a3 

et a4, de laminine et de fibronectine sont augmentés alors que le taux perlecan 
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est diminué (Kim et coll., 1991; Mohan et coll., 1990; Shimomura et Spiro, 1987). 

Dernièrement Regoli et coll. (Regoli et coll., 1998) ont aussi démontré une 

augmentation significative de la quantité de collagène VI dans la membrane basale 

glomérulaire et plus particulièrement dans le mésangium chez les animaux 

diabétiques avancés, étant donné que le collagène de type IV est prépondérant au 

niveau des nodules de Kimmelstiel-Wilson (Nerlich et coll., 1994). Plus récemment, 

d'autres études basées sur des méthodes de Northem-blot et d'hybridation in situ 

ont démontré que les quantités d'ARN messagers codant pour les sous-unités al 

du collagène de type IV et pour les sous-unités B1 et B2 de la laminine, 

augmentaient significativement après quelques jours suivant l'induction du diabète 

chez les rats (Park et coll., 1997; Fukui et coll., 1992). 

La quantité d'ARNm codant pour le perlecan est aussi diminuée au cours du 

diabète (Fukui et coll., 1992). Cependant, plusieurs chercheurs ne détectent pas 

nécessairement une diminution de la protéine dans le glomérule au cours du 

diabète. En effet, en utilisant des techniques d'immunofluorescence sur des 

biopsies de patients souffrant de néphropathie diabétique, certains chercheurs 

notent une réduction dans l'intensité du marquage pour les héparanes sulfates, 

sans toutefois observer une diminution de la densité de marquage pour le perlecan 

(Tamsma et coll., 1994). C'est résultats semblent indiquer que les conditions 

diabétiques interfèrent avec la synthèse du perlecan, possiblement en limitant 

l'addition d'héparane sulfate sur la structure protéique du perlecan (Olgemôller et 

coll., 1992). Finalement, la réduction même de la quantité d'héparane sulfate au 

niveau de la membrane basale est encore controversée aujourd'hui. Woodrow et 
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ses collègues n'observent aucune diminution d'héparane sulfate dans la MBG de 

patients diabétiques (Woodrow et coll., 1992). Par ailleurs, certaines études ont 

monté une réduction relative d'héparane sulfate. D'après ces études, la quantité 

d'héparane sulfate serait "diluée" lors de la déposition excessive des autres 

composants de la matrice extracellulaires (van den Born et coll., 1995a; Groggel et 

coll., 1988). De plus, d'autres études montrent une diminution d'héparane sulfate 

qui semble être absolue. Kanwar a démontré par autoradiographie et par analyse 

biochimique que la synthèse de protrotéoglycanes diminuait de 40% chez les rats 

diabétiques comparativement aux rats normaux (Kanwar et coll., 1983). Des 

résultats similaires ont été rapportés chez la souris diabétique (Rohrbach et coll., 

1983). De plus, par méthode biochimique, Parthasarathy et Spiro ont noter une 

diminution significative de la quantité d'héparane sulfate dans la MBG de patients 

diabétiques (Parthasarathy et Spiro, 1982). À l'aide d'analyses ultrastructurales, 

d'autres études ont aussi démontré une diminution dans la quantité de marquage 

d'héparane sulfate au niveau de la lamina rara interna de la MBG chez des rats 

diabétiques (Desjardins et Bendayan, 1990; Vernier et coll., 1992), et au niveau de 

la MBG chez le patient diabétique (Tamsma et coll., 1994). 

Modifications moléculaires et architecturales de la MBG 

La distribution de certaines protéines structurales de la MBG est aussi modifiée au 

cours du diabète. Desjardins et Bendayan ont démontré par immunocytochimie 
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ultrastructurale combinée à l'analyse morphométrique, que la distribution du 

marquage spécifique pour le collagène de type IV qui se trouve principalement au 

niveau de la lamina densa chez l'animal normal, est déplacée de façon significative 

du côté subendothéliale de la MBG chez l'animal diabétique (Bendayan, 1985; 

Desjardins et Bendayan, 1990). Par ailleurs, Desjardins et Bendayan n'ont observé 

aucune modification dans la distribution du marquage de la laminine, de l'entactine 

ainsi que des protéoglycanes héparanes sulfates chez ces mêmes animaux 

(Desjardins et Bendayan, 1990). Toutes les modifications structurales au niveau de 

la MBG reflètent les changements dans la structure tridimensionnelle de la MBG. 

Dernièrement, en utilisant une approche combinant les techniques de cryo-fixation, 

de cryo-décapage et d'immunocytochimie en microscopie électronique, lnoue et 

Bendayan ont observé une altération au niveau de l'organisation ultrastructurale 

des composants de la MBG au cours du diabète (lnoue et Bendayan, 1995). Le 

réseau de filaments denses au niveau de la partie subépithéliale de la MBG chez 

l'animal normal, fait place chez l'animal diabétique, à un réseau de filaments diffus, 

caractérisés par la présence de filaments minces et de matériels granulaires. De 

plus, la partie subendothéliale de la MBG chez l'animal diabétique est caractérisée 

par l'accumulation de collagène de type IV et par la déposition de basotubules 

(filament de 12 nm) ainsi que par l'apparition d'espaces vides. 
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Modifications cellulaires 

Le phénotype des cellules glomérulaires est modifié au cours du diabète. On 

observe entre autre une augmentation de la synthèse d'a-actin au niveau des 

cellules mésangiales. Ces dernières reprennent le phénotype typique des cellules 

musculaires lisses (Alpers et coll., 1992). Certains chercheurs n'ont cependant pas 

pu observer ce type de transformation (Schleicher et coll., 1996). Le phénotype 

des cellules épithéliales, normal au début de la néphropathie diabétique, subit aussi 

certaines modifications au cours du diabète. Ces modifications sont caractérisées 

par l'effacement des pédicelles dû au fusionnement des podocytes. Par la suite, 

les podocytes dégénèrent et se détachent de la MBG (Bjorn et coll., 1995; Cohen 

et coll., 1977). 

Ces modifications phénotypiques sont accompagnées par des changements au 

niveau de l'expression de certaines protéines impliquées dans la régulation de la 

synthèse ou de la dégradation des composants matriciels. En utilisant un anticorps 

spécifique contre la sous-unité a3 de l'intégrine a3B1, Regoli et Bendayan ont 

montré une diminution significative de la présence de cette intégrine au niveau de 

la membrane plasmique des podocytes faisant face à la membrane basale 

glomérulaire chez des rats diabétiques (Regoli et Bendayan, 1997). Le rôle de 

cette intégrine au niveau des interactions cellule-matrice, a été très étudiée. Cette 

intégrine est un récepteur connu pour la laminine (Gehlsen et coll., 1989; Kerjaschki 

et coll., 1989), le collagène (Wayner et Carter, 1987; Miles et coll., 1995), la 

fibronectine (Miles et coll., 1995), l'entactine (Dedhar et coll., 1992) ainsi que pour 
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l'épiligrine (Carter et coll., 1991). Ainsi, étant donné que les podocytes sont 

impliqués dans la synthèse de la matrice extracellulaire de la MBG, la réduction de 

l'expression de Œ3B1  au niveau des ces cellules pourrait influencer la déposition 

normale des composants de la matrice extracellulaire (Regoli et Bendayan, 1997). 

L'altération au niveau de l'expression des intégrines au cours du diabète n'est pas 

si simple. En effet, bien que Regoli et Bendayan aient démontré une diminution de 

l'intégrine Œ3B1, ils ont aussi démontré récemment, qu'il y avait par ailleurs une 

augmentation de l'expression de la sous-unité 131 au niveau du glomérule au cours 

du diabète (Regoli et Bendayan, 1999). Il est bien connu que la sous-unité [31 des 

intégrines est impliquée dans la signalisation intracellulaire via son interaction avec 

la protéine kinase FAK (Hanks et coll., 1992; Hanks et coll., 1997). Par le fait 

même, Regoli et Bendayan ont démontré qu'il y avait une réduction importante de 

l'association entre la sous-unité [31 de l'intégrine et FAK au cours du diabète. Ces 

résultats suggèrent fortement qu'il se produit une altération au niveau de la 

transduction des signaux intracellulaires (signalisation outside-in) au cours du 

diabète. Dans ce même ordre d'idée, des chercheurs ont montré qu'il y avait une 

augmentation importante de l'expression du facteur de transcription TGF43 au 

niveau des cellules glomérulaires au cours du diabète (Park et coll., 1997; 

Yamamoto et coll., 1993; Yang et coll., 1995). L'augmentation de TGF-13 est 

accompagnée par l'augmentation de l'expression des oncogènes c-fos et c-jun 

(Kreisberg et coll., 1994). Le rôle du TGF-P dans la formation de la matrice 

extracellulaire a été démontré par plusieurs chercheurs (Border et coll., 1990; 

Border et coll., 1992; Yamamota et coll., 1993). Il y a probablement un lien entre 

l'altération de l'expression du TGFI3 et l'accumulation de matrice extracellulaire au 
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cours du diabète. L'expression de certaines enzymes impliquées dans la synthèse 

et la dégradation de la matrice extracellulaire est aussi altérée au niveau des 

cellules glomérulaires au cours du diabète. Shcleicher et coll. ont montré qu'il y 

avait une augmentation importante de l'expression de la prolylhydroxylase au 

niveau des cellules mésangiales. Cette enzyme est impliquée dans la néosynthèse 

du collagène (Schleicher et coll., 1996). De plus, des groupes de chercheurs 

américains et japonais ont démontré que très tôt au cours de la maladie, la quantité 

de ARNm codant pour la métalloprotéinase-2 et 3 diminue au niveau des cellules 

glomérulaires. Contrairement, la quantité de ARNm codant pour l'inhibiteur des 

métalloprotéinases-1 est augmentée (Wu et coll., 1997). Ces résultats sont donc 

consistants avec les résultats qui montrent l'accumulation de matrices 

extracellulaires au niveau de la membrane basale glomérulaire et du mésangium au 

cours de la néphropathie diabétique. 

Altérations fonctionnelles au niveau de la 1111l3G 

Au cours du diabète, plusieurs altérations fonctionnelles accompagnent les 

modifications structurales de la MBG. Au début de l'évolution de la maladie, 

l'hyperfiltration glomérulaire est associée à l'hypertrophie rénale. Par la suite, la 

protéinurie s'installe. Habituellement, la protéinurie accompagne les modifications 

structurales de la membrane basales glomérulaire. Si la maladie persiste, on 

observe alors une réduction importante de la filtration glomérulaire, et dans certain 
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cas une insuffisance rénale qui est dans la plus part des cas fatale pour l'individu. 

La protéinurie est la manifestation la plus commune des altérations fonctionnelles 

du rein au cours du diabète. Hormis de rares exceptions, l'origine des protéines 

dans l'urine est plasmatique. Depuis 20 ans, les connaissances concernant les 

mécanismes impliqués dans de développement de la protéinurie ont beaucoup 

progressé grâce à l'affinement des techniques expérimentales et à l'émergence de 

nouveaux concepts. 	Parallèlement, l'évolution des moyens permettant de 

caractériser les protéinuries, a permis leur dépistage précoce. En effet, au début 

de la maladie, il est possible de détecter une microprotéinurie (très faibles quantités 

de protéines dans l'urine d'environ 30 à 300 mg/24 heures). La relation entre la 

microprotéinurie et les modifications structurales au cours du diabète n'est pas 

encore établie. Aucune corrélation n'a encore été faite entre l'altération 

fonctionnelle et l'épaississement de la MBG. Il y a beaucoup d'évidences qui 

suggèrent que l'origine de la microprotéinurie est principalement reliée à une perte 

de la fonction glomérulaire plutôt qu'à une altération tubulaire. En effet, des études 

de microponctions démontrent que l'albuminurie (perte de l'albumine), se produit 

bien avant la saturation au niveau de la réabsorption tubulaire (Park et Maack, 

1984). De plus, l'excrétion excessive de l'albumine au cours du diabète, n'est pas 

accompagnée d'une excrétion de la 13-2-microglobuline. Cette dernière est une 

petite protéine dont le poids moléculaire ne dépasse pas 20 kDa. Comme l'inuline, 

la f3-2-microglobuline est normalement filtrée à travers la barrière glomérulaire sans 

aucune restriction. Cependant elle est complètement réabsorbée par le tubule 

proximal. Ainsi, le taux d'excrétion de cette protéine reflète le degré de 

réabsorption tubulaire. L'excrétion de l'albumine dans l'urine n'est donc pas due à 
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, 

une insuffisance de la réabsorption tubulaire, étant donné l'absence de beta-2 

microglobuline dans l'urine de sujets diabétiques (Viberti et coll., 1979; Vittinghus et 

Mogensen, 1982). L'altération de la perméabilité glomérulaire au cours du diabète 

est concomitante aux modifications qui se produisent au niveau des propriétés 

sélectives de la paroi glomérulaire. Dans la suite de cette introduction, nous allons 

donc faire un survol des modifications qui se produisent au niveau des propriétés 

sélectives de la paroi glomérulaire au cours du diabète. 

La perte de la perméabilité sélective de la paroi glomérulaire au cours du diabète 

expérimental a été démontrée de façon très élégante par immunocytochimie en 

microscopie électronique (Bendayan et coll., 1986). 	Chez l'animal normal, 

l'albumine endogène est principalement concentrée du côté subendothélial de la 

membrane basale glomérulaire. Ainsi, dans des conditions normales, l'albumine 

est retenue du côté subendothélial de la MBG et ne traverse pas la barrière 

glomérulaire. Par ailleurs, chez l'animal diabétique depuis un an, l'albumine sérique 

n'est plus retenue du côté subendothélial mais devient plutôt répartie de façon 

uniforme au travers toute l'épaisseur de la membrane basale. Dans cette même 

étude, Bendayan et coll. montrent que l'épaisseur de la membrane basale chez les 

animaux diabétiques est supérieure à celle des animaux normoglycémiques. Ces 

résultats ont été confirmés par des analyses morphométriques. L'altération de la 

fonction glomérulaire au cours du diabète est donc concomitante aux modifications 

structurales de la MBG. Pour la première fois, ces chercheurs démontraient 

morphologiquement la perte de la perméabilité de la paroi glomérulaire et le 

passage de l'albumine au travers la MBG au cours du diabète. Par la suite, des 
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résultats similaires ont été obtenus pour les immunoglobulines endogènes (IgG) 

(Desjardins et Bendayan, 1989). Ces études ont amené les chercheurs à se 

questionner sur les causes et les mécanismes pouvant être responsables de 

l'altération fonctionnelle de la paroi glomérulaire au cours du diabète. En fait, en 

faisant un tour rapide de la littérature, on s'aperçoit que tous les déterminants 

définissant la perméabilité de la paroi glomérulaire, sont modifiés dans des étapes 

plus ou moins avancées du diabète. 

Modifications des propriétés sélectives de la MBG basées sur la taille 

Myers et ses collègues ont démontré que chez des patients diabétiques avancés, la 

clairance fractionnelle est très élevée pour les molécules neutres de grandes tailles 

(supérieures à 46Å) (Myers et coll., 1982). La propriété sélective de la MBG basée 

sur la taille est donc modifiée au niveau de la GBM. D'après eux, cette altération 

est associée à l'apparition de pores non-sélectifs au niveau de la paroi 

glomérulaire. Par ailleurs, ces conclusions ne sont que théoriques, car les seules 

bases anatomiques qui peuvent expliquer pour le moment la modification de la 

propriété sélective de la taille au niveau de la MBG, sont les changements 

ultrastructuraux détectés au niveau de la paroi glomérulaire par approches 

morphologiques (Inoue et Bendayan, 1995; Moriya et coll., 1993b). 
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Modifications des propriétés sélectives basées sur les charges 

Plusieurs chercheurs essaient d'établir la relation entre la diminution de la quantité 

de charges négatives au niveau de la paroi glomérulaire et l'altération fonctionnelle 

du glomérule au cours du diabète. Certains suggèrent que la diminution de la 

quantité de charges au niveau de la MBG chez des patients diabétiques est 

directement reliée à la diminution d'héparanes sulfates (van den Born, 1995b; 

Moriya, 1993b) ainsi qu'à la diminution des acides sialiques (VVestberg et Michael, 

1973; Cruz et Moreau-Lalande, 1978; Wahl, 1982). Toutefois, d'autres résultats 

s'opposent à ces conclusions. Goode et ses collaborateurs supposent plutôt que 

l'altération de la sélectivité basée sur les charges au cours du diabète, n'est pas 

due à une diminution de la quantité de charges mais à un déplacement de ces 

dernières à l'intérieure de la paroi glomérulaire (Goode et coll., 1995). En résumé, 

tous les chercheurs s'entendent sur le fait que la propriété sélective basée sur les 

charges est modifiée au cours du diabète, cependant la façon dont l'altération se 

produit est encore mal comprise. 

Hyperfiltration glomérulaire 

Le taux de filtration glomérulaire est augmenté de 20 à 40% avant l'apparition de la 

protéinurie. De plus, 25% des diabétiques ont une filtration glomérulaire supérieure 

à la normale pendant de nombreuses années. Comme nous l'avons mentionné 
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plus tôt, certains facteurs modulent le taux de filtration glomérulaire. Il s'avère que 

certains d'entre eux sont modifiés au cours du diabète. 	Il y a beaucoup 

d'évidences qui suggèrent que l'hyperglycémie ainsi que certains facteurs 

métaboliques seraient en partie impliqués dans l'augmentation de la filtration 

glomérulaire (Viberti et Wiseman, 1986). En effet, la normalisation de la glycémie 

par l'infusion de l'insuline, provoque une diminution significative la filtration 

glomérulaire (Mogensen, 1971a). Cependant, dans d'autres cas, la normalisation 

de la glycémie n'a pas eu l'effet escompté (Christiansen et coll., 1981b). Par 

ailleurs, d'autres études ont montré que l'injection intraveineuse de glucose chez un 

individu normal, tend à faire augmenter le taux de filtration glomérulaire mais à un 

degré moindre que l'hyperfiltration glomérulaire mesurée chez des patients 

diabétiques (Christiansen et coll., 1981b; Mogensen, 1971a; Brochtner-Mortensen, 

1973; Mogensen et coll., 1981). 	De plus, l'injection de glucagon, ainsi que 

l'hormone de croissance hypothalamique (GH) entraînent une augmentation de la 

filtration glomérulaire chez des sujets normaux (Parving et coll., 1980; Christiansen 

et coll., 1981a). Il apparaît que ces hormones sont augmentées au cours du 

diabète (Unger, 1976). 

Le système rénine-angiotensine joue aussi un rôle au niveau de l'hyperfiltration, 

mais celui-ci est controversé. Christlieb a démontré que les taux de rénine avaient 

tendance à diminuer chez des animaux diabétiques souffrant d'hyperfiltration 

glomérulaire (Christlieb, 1974). 	del Castillo et coll., ont démontré que la 

glomerulopressine (augmente la filtration glomérulaire) était augmentée chez les 

chiens diabétiques (del Castillo et coll., 1977). 
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La modification des facteurs hémodynamiques au cours du diabète, semble aussi 

contribuer à l'hyperfiltration glomérulaire. 	Le flux plasmatique rénal est 

modérément augmenté au début du diabète. Cette augmentation est reliée à 

l'hypertrophie rénale, à la vasodilatation ainsi qu'à la diminution de la résistance 

vasculaire (Mogensen et Andersen, 1973; Christiansen et coll., 1981b). Le gradient 

de pression AP mesuré chez le rat, est aussi augmenté. La pression oncotique 

semble être normale chez les diabétiques (Mogensen, 1971a). Finalement, le 

coefficient d'ultrafiltration est augmenté très rapidement au début du diabète. Cette 

augmentation est reliée à l'augmentation de la surface de filtration (Hirose et coll., 

1980). Il y a cependant un envers à la médaille. À un stade tardif de la maladie, la 

surface de filtration est diminuée en raison de l'occlusion glomérulaire et de 

l'expansion mésangiale (VVinetz et coll., 1982). À ce stade de la maladie, la 

filtration glomérulaire diminue de façon importante. 	Finalement, bien que 

l'hypertension systémique ne soit pas toujours associée à la néphropathie 

diabétique chez l'humain chez le rat (Hostetter et coll., 1981), il semble qu'elle 

accélère le développement des lésions glomérulaires chez l'humain (Hasslacher et 

coll., 1985), ainsi que chez le rat (Cooper et coll., 1987). 

PATHOGENÈSE 

Deux écoles de pensées ont longtemps débattu la question concernant l'origine 

pathologique responsable du développement des lésions glomérulaires au cours du 
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diabète. Bien que le sujet soit encore controversé aujourd'hui, la plus part des 

données semblent indiquer que le développement de la microangiopathie 

diabétique est directement relié à l'hyperglycémie. Telle était la théorie présentée 

par Williamson en 1977 (Williamson, 1977). Cependant à cette époque, l'idée 

contraire présentée par Siperstein, suggérait que la microangipathie diabétique et 

plus particulièrement l'épaississement des membranes basales de capillaires, 

observé chez les diabétiques, n'étaient pas la conséquence d'une insuffisance en 

insuline, mais plutôt un phénomène extra-métabolique relié à l'expression des 

gènes de prédisposition au diabète (Siperstein et coll., 1968). En résumé, d'après 

Siperstein, l'épaississement des membranes basales de capillaires au cours du 

diabète, ne serait pas dû à l'état diabétique en soi, mais plutôt à certains facteurs 

génétiques. La théorie de Siperstein est basée sur des analyses quantitatives en 

microscopie électronique qui visaient à déterminer l'épaisseur de membranes 

basales de capillaires présents au niveau du quadriceps fémoral chez des individus 

normaux, chez des patients diabétiques ainsi que chez des individus considérés 

"pré-diabétiques" (individus normaux qui ont deux parents diabétiques). Dans cette 

étude, Siperstein constate que l'incidence de la microagiopathie (épaississement 

des membranes basales) est plus élevée chez des patients pré-diabétiques que 

chez des individus normaux. Williamson, contestait les conclusions de Siperstein, 

n'ayant pu observer lui-même l'épaississement des membranes basales chez des 

diabétiques juvéniles. D'autre part, Williamson constatait que l'épaississement des 

membranes basales était un phénomène progressif et relié à la durée du diabète. 

Le débat était alors ouvert. 	Plusieurs auteurs critiquaient les méthodes de 

préparation des tissus utilisées par Siperstein, alors que d'autres insinuaient que 
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les méthodes d'analyses morphométriques utilisées par Siperstein étaient 

beaucoup plus sensibles et reproductibles que celles utilisées par Williamson. De 

son côté, Wiliamson critiquait fortement la valeur de l'échantillonnage de Siperstein, 

du fait que l'age moyen du groupe d'individus diabétiques et pré-diabétiques était 

supérieur d'au moins dix ans à l'age moyen des individus du groupe contrôle. 

Depuis, de nombreux chercheurs ont démontré le lien entre l'hyperglycémie et 

l'épaississement de membranes basales, écartant ainsi les conclusions de 

Siperstein. 

En effet, les lésions glomérulaires sont observées dans plusieurs types de diabète, 

incluant le diabète expérimental chez des animaux rendus hyperglycémiques 

chimiquement (Mauer et coll., 1981; Steffes et coll., 1982; Bendayan, 1985). Ces 

observations démontrent que les prédispositions génétiques du diabète de type I ou 

de type II, ne sont pas nécessaires au développement des lésions vasculaires. De 

plus, on sait depuis longtemps que la greffe d'un rein normal chez des patients 

diabétiques, provoque au niveau du rein implanté, l'apparition des lésions 

vasculaires (Mauer et coll., 1976) et l'épaississement des membranes basales 

glomérulaires (Mauer et coll., 1983). Récemment, un groupe de Minneapolis 

(Fioretto et coll., 1997) a examiné l'effet de la greffe isolée de pancréas sur 

l'évolution de la néphropathie diabétiques chez des receveurs diabétiques. Après 

dix ans suivant la transplantation, ils observent une diminution significative de 

l'épaisseur de la MBG ainsi que de l'expansion mésangiale. 	Ces résultats 

démontraient pour la première fois que les lésions typiques de la néphropathie 

diabétique régressent suite à une normalisation de la glycémie. Dernièrement, des 
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chercheurs ont démontré que la normalisation de la glycémie par l'injection 

d'insuline (Kern et Engerman, 1990) ou par la transplantation d'îlots pancréatiques 

(Pugliese et coll.,1997), diminue de façon considérable les altérations 

fonctionnelles et structurales du glomérule chez le rat et chez le chien. D'un autre 

côté, des études génétiques et épidémiologiques effectuées dans les années 90 

suggèrent que certains facteurs génétiques augmentent le risque de développer 

une néphropathie. Entre autre, certaines mutations au niveau des gènes du 

collagène de type IV (Krolewski, 1999) et le polymorphisme du gène pour le 

récepteur à insuline (Doria et coll., 1992) sont associés au développement de la 

protéinurie. Toutefois, les évidences disponibles pour le moment, supportent 

l'hypothèse suggérant le rôle majeur de l'hyperglycémie dans le développement de 

la néphropathie diabétique. 

HYPERGLYCÉMIE ET GLOMÉRULOPATHIE DIABÉTIQUE 

Des études sur tissus en culture in vitro ont démontré l'influence du glucose sur la 

croissance des cellules rénales ainsi que sur le métabolisme de la matrice 

extracellulaire. En outre, l'incubation prolongée des cellules glomérulaires (cellules 

mésangiales, épithéliales et endothéliales) dans un milieu hyperglycémique, induit 

une augmentation de la synthèse protéique et une hausse de l'expression des 

ARNm qui codent pour le collagène de type IV, la laminine et la fibronectine (Ayo et 

coll., 1990; Danne et coll., 1993; Ziyadeh et Cohen, 1993) mais une diminution de 
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l'expression des héparanes sulfates et du perlecan (Olgenmôller et coll., 1992; van 

Det et coll., 1996). Ces observations sont appuyées par les résultats obtenus à 

l'aide de la technique d'hybridation in situ (Suzuki et coll., 1997). Récemment, des 

études in vitro (Wolf et coll., 1992; Ziyadeh et coll., 1994) et in vivo (Park et coll., 

1997), ont démontré que la stimulation du facteur de transcription TGF-p par le 

glucose, induisait la synthèse des composants extracellulaires. Le glucose semble 

donc agir via différents mécanismes: 

La voie du polyol 

L'hyperglycémie induit une augmentation intracellulaire du glucose. En effet, dans 

certaines cellules (cellules nerveuses, cellules rénale et cellules vasculaires), le 

transport intracellulaire du glucose n'est pas dépendant de l'insuline. Ainsi, au 

cours de conditions hyperglycémiques, le surplus de glucose devient rapidement 

toxique pour ces cellules. Le glucose intracellulaire est impliqué dans l'activation 

de la voie du sorbitol. L'excès de glucose intracellulaire est métabolisé en sorbitol, 

par une enzyme, l'aldose réductase (Greene, 1988) et éventuellement en fructose. 

L'accumulation intracellulaire du fructose et du sorbitol augmente l'osmolarité 

intracellulaire. Cela provoque l'absorption massive d'eau par les cellules ce qui 

crée des lésions cellulaires importantes (Kinoshita, 1974). L'accumulation du 

sorbitol est aussi associée à la diminution de la quantité de myo-inositol, ce qui 

provoque l'inhibition métabolique du phosphatidylinosytol, une réduction de la 
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quantité du diacylglycérol, une réduction de l'activité de la protéine kinase C ainsi 

qu'une diminution de l'activité de l'ATPase sodium-potassium (Greene, 1988). Il est 

clair que l'augmentation de la voie du polyol entraîne de sérieuses lésions au 

niveau des cellules nerveuses. Cependant, il semble qu'au niveau du rein, la 

contribution de ce mécanisme soit assez minime, étant donné que l'injection de 

l'inhibiteur de l'aldose réductase ne réduit en aucun temps l'excrétion de l'albumine 

dans l'urine. En fait, les conséquences de l'augmentation de la voie du sorbitol au 

niveau du glomérule (diminution de la quantité de diacylglycérol) sont voilées par 

l'augmentation de la quantité de diacylglycérol formé par la voie de synthèse de 

novo (Craven et coll., 1989; Larkins et Dunlop, 1991). L'augmentation du glycérol 

entraîne l'augmentation de la quantité de PKC. Celle-ci semble associée à 

l'augmentation de synthèse des composants matriciels au cours du diabète, via 

probablement l'activation de TGF-P. D'autre part, il a été démontré que l'injection 

de l'inhibiteur de l'aldose réductase, entraîne une diminution de la fluorescence du 

collagène au cours du diabète. Il semble y avoir une corrélation positive entre la 

quantité de l'aldose réductase et les taux de fructolysation non-enzymatique 

(Gabbay et coll., 1972). 

Glycosylation non-enzymatique 

Aussi appelée réaction de "Maillard", la glycosylation (glycation) non-enzymatique 

se distingue des réactions impliquant des enzymes catalytiques comme certaines 
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glycosyltransférases au niveau des compartiments intracellulaires (Maillard, 1912; 

Monnier et Cerami, 1981; Monnier, 1993). 	Une partie importante des 

connaissances actuelles que l'on a sur la réaction de Maillard, est basée sur des 

recherches en chimie alimentaire couvrant la période de 1912 à 1975. La réaction 

de Maillard est initiée par la liaison chimique entre l'aldéhyde d'un sucre réducteur 

comme le glucose avec un groupement aminé d'une protéine ou avec un autre 

composé analogue. Cette réaction forme une base de Schiff qui est instable et 

réversible. 	Par la suite cette base de Schiff subit plusieurs réarrangements 

chimiques et forme un produit de glycation intermédiaire plus stable mais toujours 

réversible (Bunn et coll., 1978; Higgins et Bunn, 1978; Koenig et coll., 1982; Cohen, 

1986). Ce produit de glycation intermédiaire est le produit d'Amadori et sa 

formation in vivo en présence de glucose s'effectue en quelques jours (Guthrow et 

coll., 1979; Shima et coll., 1991) (voir figure 4). Ce produit d'Amadori est identique 

à celui que l'on retrouve au niveau de l'hémoglobine glyquée et au niveau de 

l'albumine glyquée. Ces protéines glyquées sont présentes dans l'organisme 

normal, mais en faibles quantités. Des études récentes ont démontré qu'il y avait 

une corrélation entre la glycémie et les quantités de protéines glyquées circulantes 

(Day et coll., 1980; Day et coll., 1979; Cohen et Hud, 1989; Neuman et coll., 1994). 

Certains facteurs influencent l'intensité de la réaction. On sait entre autre que 

certains sucres sont chimiquement plus réactifs que d'autres. Par exemple, le 

ribose est 130 fois plus réactif que le glucose (Bunn et Higgins, 1981). La structure 

de la protéine influence aussi la réactivité des acides aminés. Par exemple, 

certaines protéines comme la ribonucléase, possèdent au niveau de son site 

catalytique un résidu lysine extrêmement réactif au glucose (Baynes et Monnier, 
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1989). Finalement, la vitesse de renouvellement de la protéine (demi-vie) est le 

principal facteur limitant le taux de glycation (Schleicher et Wieland, 1986). En 

effet, des études récentes démontrent que le taux de glycation des protéines 

plasmatiques et tissulaires dépend d'un équilibre entre la vitesse de synthèse et la 

vitesse de dégradation du produit d'Amadori. De ce fait, les protéines tissulaires 

comme le collagène, qui ont une demi-vie plus longue que les protéines circulantes, 

sont enclines à la glycation avancée (AGE) (Brownlee et coll., 1988; Vlassara, 

1996). Les lipides et les acides nucléiques peuvent aussi subir des glycations 

avancées. Une fois l'Amadori formé, il subit une série de modifications qui mène à 

la formation de sucres déshydratés (déoxyosones) très réactifs, qui vont propager 

la réaction de Maillard et former des liens covalents croisés inter- et 

intramoléculaires dans la protéine. Ces molécules deviennent jaunes et insolubles. 

Si la réaction est très avancée, il se forme des mélanoïdines similaires aux dépôts 

retrouvés au fond d'un plat brûlé. Ces produits de glycation avancée sont 

irréversibles et s'accumulent au cours de la vie (Brownlee et coll., 1988; Vlassara, 

1996; Makita et coll., 1991). Jusqu'à maintenant, on connais deux produits de 

Maillard avancés, la pyrraline (Miyata et Monnier, 1992) et la pentosidine (Sell et 

Monnier, 1989). Cette dernière est hautement fluorescente et a été isolée à partir 

du collagène humain. Nous allons maintenant décrire le rôle de la glycation non-

enzymatique dans le développement des lésions glomérulaires au cours du 

diabète. 
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Figure 4 : Schéma démontrant les étapes de la glycosylation non-enzymatique. 

Le glucose se lie à un acide aminé d'une protéine pour former une base de 

Schiff et éventuellement un produit d'Amadori. Par la suite les produits 

d'Amadori subissent des modifications biochimiques et forment des produits 

de glycation avancée (AGEs). 

Modifiée de Ruderman et coll., 1992. 
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Glycosylation-non-enzymatique intermédiaire (produits d'Amadon) 

L'étude du rôle des produits d'Amadori dans l'évolution de la néphropathie 

diabétique est moins extensive comparativement aux études qui concernent le rôle 

des AGEs au cours du diabète. Cependant, de plus en plus d'évidences 

démontrent le rôle central de ces produits de glycation intermédiaire dans l'initiation 

des lésions rénales au cours du diabète. Lorsque l'on injecte du plasma enrichi de 

produits d'Amadori à des animaux normaux, ces derniers développent des lésions 

glomérulaires "pseudo-diabétiques" caractérisées par un épaississement des 

membranes basales glomérulaires (McVerry et coll., 1980) et par une hyperfiltration 

glomérulaire (Sabbatini et coll., 1992). Il est bien établi que le produit d'Amadori 

augmente l'expression et la production de collagène de type IV au niveau de 

cellules mésangiales en culture et cela indépendamment de la concentration de 

glucose dans le milieu (Ziyadeh et Cohen, 1993). Plus récemment, Cohen et son 

équipe ont aussi démontré que l'albumine glyquée stimulait la production de 

collagène de type IV ainsi que de la fibronectine dans les cellules endothéliales 

glomérulaires en culture et ce, dans des conditions normoglycémiques (Cohen et 

coll., 1997; Ziyadeh et coll., 1998). Dernièrement, des chercheurs ont montré la 

présence des récepteurs spécifiques à l'albumine glyquée de type Amadori au 

niveau des cellules mésangiales (Wu et Cohen, 1995). De plus, en utilisant un 

anticorps spécifique contre albumine glyquée de type Amadori, Cohen prévient la 

surproduction de collagène de type IV dans les cellules mésangiales poussant dans 

un milieu contenant du plasma riche en produits d'Amadori (Ziyadeh et cohen, 

1993). Étonnement, en injectant pendant huit semaines consécutives ce même 
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anticorps dans la circulation d'une souris hyperglycémique depuis quatre mois, 

Cohen et ses collaborateurs observent une réduction significative de l'excrétion de 

protéines dans l'urine ainsi qu'un taux d'expression normal de fibronectine et de 

collagène de type IV dans les cellules mésangiales, sans toutefois observer une 

réduction de la glycémie (Cohen et coll., 1994; Cohen et coll., 1995). Ces résultats 

indiquent que le changement de l'expression cellulaire observé chez les patients et 

chez les animaux diabétiques, est principalement causé par la présence d'albumine 

glyquée. 

D'autres part, le produit d'Amadori peut aussi être oxydé par un ion métallique et 

former des résidus carboxyméthyl-lysine qui peuvent causer des lésions tissulaires 

importantes. De plus, des chercheurs ont démontré que l'albumine glyquée pouvait 

modifier la perméabilité vasculaire (Williams et coll., 1981; Londoho et coll., 1995). 

Comme ces observations nous le suggèrent, les modifications au cours du diabète 

semblent se produire rapidement. Ces modifications précoces semblent être 

reliées à la présence de protéines glyquées dans le sang. Il est donc crucial 

d'investiguer plus en détail le rôle des produits d'Amadori dans le développement 

des lésions glomérulaires qui se produisent dans des stades précoces du diabète. 

Glycosylation non-enzymatique Avancée (AGE) 

La membrane basale glomérulaire est un site vulnérable à la glycation non-

enzymatique avancée (AGE). Ceci a été montré in vitro et in vivo (Trueb et coll., 

1984; Garlick et coll., 1988). 	Ces produits (AGEs), activent des récepteurs 
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spécifiques à la surface de macrophages et stimulent la sécrétion de cytokines 

(Vlassara et coll., 1988). Cette substance stimule la synthèse de composants de la 

matrice extracellulaire. Récemment, il a été démontré que les produits de glycation 

avancée agissaient sur les cellules mésangiales via un facteur de croissance dérivé 

des plaquettes (PDGF) et stimulaient la synthèse de collagène IV, laminine et de 

protéoglycanes (Dol et coll., 1992). De plus, la glycation non-enzymatique rend la 

MBG résistante à la digestion enzymatique par les collagénases. Il est maintenant 

clair que ces produits favorisent l'accumulation des constituants matriciels et 

l'épaississement de la MBG au cours du diabète. L'accumulation des AGEs au 

niveau de la membrane basale glomérulaire provoque la désorganisation 

structurale de celle-ci. En fait, la glycation du collagène de type IV diminue l'affinité 

de son domaine NC1 pour le domaine hélicoïdale d'une autre molécule de 

collagène, ce qui entraîne une diminution des associations latérales lors de la 

formation du réseau collagénique (Tsilbary et coll., 1988). De plus, la formation des 

AGEs sur la laminine entraîne une diminution du processus d'auto-assemblage de 

la protéine ainsi qu'une diminution de la liaison de la protéine avec le collagène de 

type IV et avec les héparanes sulfates. Ces modifications structurales modifient 

par le fait même les propriétés sélectives de la membrane basale glomérulaire 

(Boyd-White et Williams jr., 1996). On sait aussi que les groupes réactifs formés 

suite à l'accumulation de AGEs dans la MBG, peuvent former des liens covalents 

avec certaines protéines solubles comme l'albumine (Michael et Brown, 1981), 

l'immunoglobuline et des lipoprotéines. Ce phénomène de liaison peut entraîner 

l'installation de complexes immuns au niveau de la membrane basale et provoquer 

ainsi des atteintes immunes (Couser et coll., 1984). 
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HYPOTHÈSE DE TRAVAIL ET OBJECTIF DE NOTRE ÉTUDE 

Le rôle et les propriétés sélectives de la paroi glomérulaire ont fait l'objet d'études 

très détaillées (Farquhar et coll., 1961; Graham et Karnovsky, 1966; Caufield et 

Farquhar, 1974; Laliberté et coll., 1978, Bendayan et coll., 1986). Il est connu que 

la paroi glomérulaire, grâce aux propriétés sélectives de la MBG basées sur la taille 

et la charge, exclut le passage des macromolécules sériques comme l'albumine 

(Brenner et coll., 1978). Au cours du diabète, la perméabilité sélective de la paroi 

glomérulaire est altérée et cette altération entraîne l'apparition de la protéinurie 

(Hostetter, 1986; Viberti et coll., 1982; Viberti et coll., 1993). Dans des stades 

avancés de la maladie, la perte de la fonction glomérulaire est concomitante à des 

changements au niveau de la structure (Farquhar et coll., 1959; Hirose et coll., 

1982; Bendayan, 1985; Osterby, 1986; Osterby et coll., 1998; Desjardins et 

Bendayan, 1990) et de la composition (Beisswenger et Spiro, 1970; Pathasarathy 

et Spiro, 1982; van den Born et coll., 1995) de la MBG, à l'hyperfiltration 

glomérulaire (Ditzel et Junker, 1973; Christiansen et coll., 1981b) ainsi qu'à la 

glycation non-enzymatique des protéines sériques (Bunn et coll., 1978; McFarland 

et coll., 1979; Guthrow et coll., 1979; Day et coll., 1980) et des constituants de la 

MBG (Cohen et coll., 1980; Trueb et coll., 1984; Garlick et coll., 1988; Tomino et 

coll., 1991). Toutefois, il est difficile d'associer un seul de ces facteurs à la perte de 

la perméabilité glomérulaire au cours du diabète. Plusieurs études récentes ont 

démontré la présence d'altérations au niveau de la paroi glomérulaire dans des 

stades très précoces du diabète. Morya et coll., ont observé au niveau des MBG 

chez le rat, une diminution des charges après seulement dix jours d'hyperglycémie. 
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Ce résultat suggère que les changements au niveau du rein se produisent très 

rapidement au début de la maladie (Moriya et coll., 1993b). D'autres chercheurs 

ont observé l'apparition d'une hyperfiltration glomérulaire très rapidement après 

l'induction du diabète chez des animaux (Sabbatini et coll., 1992; Garcia et coll., 

1998). De plus, beaucoup d'études révèlent une augmentation très rapide de 

l'expression des ARNm qui codent pour les protéines structurales de la MBG après 

l'induction du diabète chez le rat (Park et coll., 1997; Wu et coll., 1997; Fukui et 

coll., 1992). Bien que la microalbuminurie soit détectée très tôt chez des patients 

diabétiques, aucune étude n'a démontré directement la perte de la perméabilité 

sélective au niveau de la paroi glomérulaire à un stade précoce de la maladie. 

Étant donné que plusieurs déterminants de la perméabilité glomérulaire sont 

modifiés très rapidement au début de la maladie, il se pourrait bien que la 

perméabilité sélective de la paroi soit aussi rapidement modifiée. 

Chez l'humain, il est difficile d'étudier les mécanismes impliqués dans la perte de la 

perméabilité glomérulaire au début de la maladie, étant donné le stade déjà avancé 

des lésions morphologiques et fonctionnelles du glomérule, lors du diagnostique de 

la maladie. L'utilisation de modèles d'animaux diabétiques ne pose pas ce 

problème et offre plusieurs avantages. Bien que le modèle de rats diabétiques par 

l'injection de la streptozotocine soit généralement utilisé pour l'étude de la 

néphropathie diabétique, la phase correspondant au stade initial de l'altération de 

la perméabilité glomérulaire, n'a pas encore été déterminée chez ces animaux. 
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Au cours de cette étude, nous voulions d'abord vérifier si la perte de la perméabilité 

glomérulaire était présente dans des temps précoces du diabète. Dans un 

deuxième temps, nous voulions voir s'il y avait une corrélation entre l'altération de 

la perméabilité glomérulaire et les changements morphologiques précoces, dans le 

but d'approfondir notre compréhension sur les processus qui entraînent l'altération 

fonctionnelle de la paroi glomérulaire. Nous avons choisi comme paramètres 

morphologiques l'épaisseur des MBG ainsi que la distribution du collagène de type 

IV à l'intérieur de la MBG. Afin de déterminer la perméabilité de la MBG, nous 

avons investigué le passage de l'albumine endogène au travers la paroi 

glomérulaire chez des rats normaux et hyperglycémiques. Pour ce faire, nous 

avons utilisé la technique d'immunocytochimie à l'or colloïdal combinée à la 

protéine A-or . De plus, à l'aide d'analyses morphométriques, nous avons mesuré 

l'épaisseur des MBG et nous avons obtenu la distribution de l'albumine au travers 

de la paroi glomérulaire pour chacun des animaux afin de pouvoir les comparer 

statistiquement. En utilisant la même approche, nous avons obtenu la distribution 

du collagène de type IV au niveau des MBG des différents animaux. Finalement, 

nous voulions vérifier si l'altération de la perméabilité glomérulaire pouvait être 

réversible par un contrôle stricte de la glycémie. 

Modèle animal 

Le diabète expérimental a été induit chez des rats mâles de type Sprague-Dawley 

par l'injection intra-péritonéale d'une seule dose de streptozotocine. 	La 
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streptozotocine est une drogue cytotoxique qui détruit de façon spécifique les 

cellules bêtas des îlots de Langerhans au niveau du pancréas. Cette destruction 

est irréversible et provoque une diminution importante de la sécrétion de d'insuline. 

De fait, 48 heures suivant l'injection de la drogue, les rats présentent une 

hyperglycémie importante qui se poursuit tout au long de l'expérience. Les rats 

injectés avec la streptozotocine sont donc un modèle du diabète de type l (diabète 

insulino-dépendant). 	En effet, ces rats diabétiques présentent des lésions 

similaires à celles observées chez des patients souffrant du diabète de type l. Ces 

similarités incluent l'hypertrophie rénale (Seyer-Hansen, 1977), l'augmentation du 

volume rénal (Rash et Dorup, 1997), une expansion mésangiale (Rash, 1979b), un 

épaississement des membranes basales glomérulaires (Rash, 1979a) ainsi que 

l'albuminurie (Mauer et coll., 1976; Rash, 1980). D'autres similarités plus générales 

au diabète mellitus sont aussi observées. En autre, les rats présentent une 

polyurie (excrétion de quantité excessive d'urine), une diarrhée, un amaigrissement, 

la polydipsie (soif excessive), ainsi que le développement de cataractes. 

Les animaux que nous avons injectés par la streptozotocine ont été gardés 

hyperglycémiques pendant dix jours, deux, quatre, et six mois respectivement. Les 

animaux contrôles ont été injectés avec une solution de citrate de sodium et sont 

demeurés normoglycémiques tout au long de l'expérience. La glycémie et la 

glucosurie ont été contrôlées régulièrement au cours de l'expérience. Un groupe 

d'animaux est resté hyperglycémique pendant deux mois puis a été traité 

quotidiennement à l'insuline pendant un mois. La dose d'insuline a été ajustée 

individuellement pour chaque animal en fonction de leur glycémie. 
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lnnmunocytochimie 

Les sites antigéniques pour l'albumine endogène et pour le collagène de type IV 

ont été révélés en utilisant des anticorps spécifiques polyclonaux en combinaison 

avec la technique d'immunocytochimie en post-enrobage avec la protéine A-or. 

L'anticorps contre le collagène de type-IV reconnait la sous-unité globulaire qui se 

trouve du côté c-terminal de la protéine. La spécificité de nos anticorps a été 

vérifiée par des études contrôles. Cette méthode a déjà été utilisée pour l'étude de 

la perméabilité vasculaire (Bendayan et coll., 1986; Ghitescu et Bendayan, 1992; 

Bendayan et Rasio, 1996). De plus, la nature particulière de l'or colloïdal nous 

permet d'effectuer des analyses morphométriques. 	Contrairement à notre 

technique, les méthodes utilisant des traceurs exogènes denses aux électrons 

peuvent introduirent des modifications au niveau de la perméabilité vasculaire 

(Cotran et Karnovsky, 1967; Simionescu, 1979; Villasschi et coll., 1986). De plus, 

contrairement aux études de clairance qui évaluent de façon globale la filtration 

glomérulaire et la réabsorption tubulaire, notre technique nous permet d'évaluer 

uniquement les processus associés à la paroi glomérulaire 

Le principe de la protéine A-or 

La protéine A a été identifiée, caractérisée et purifiée à partir de la bactérie 

Staphylococcus aureus (Verwey, 1940, Forsgen et Sjôquist, 1966). La protéine A 

est composée d'une seule chaîne polypeptidique dont le poids moléculaire est de 

42 kDa. Cette protéine possède la propriété de se lier au fragment Fc des 
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immunoglobulines G (IgG) et avec certains IgA et IgM (Goundswaard et coll., 1978; 

Lindmark et coll., 1983). L'interaction entre la protéine A et l'immunoglobuline est 

une réaction pseudo-immune qui se produit sur les domaines CH2  et CH3  du 

fragment Fc (Deisenhofer, 1981). Cette association n'interfère pas dans la liaison 

entre l'immunoglobuline et son antigène. De plus, la protéine A est très stable aux 

changements de température et de pH ainsi qu'en présence d'agents dénaturants. 

La figure 5 illustre bien le principe de la protéine A-or. 

Particule d'or --\\ 

\.> 
C—  Protéine A 

/1 Anticorps — ,\ Antigène (Protéine) 

Coupe de tissu— 

Figure 5: Schéma démontrant le principe de la protéine A-or. 

L'immunoglobuline reconnaît de façon spécifique un antigène donné. Une 
protéine A liée à une particule d'or colloïdal est reconnue par le fragment 
Fc de l'immunoglobuline. Il se forme donc un complexe qui comprend un 
antigène, un anticorps et une protéine A-or. 
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ABSTRACT 

ln diabetes, the glomerular basement membrane undergoes thickening and 

structural alterations with loss of glomerular permselectivity properties. 

However, the onset of the alterations at early phases of diabetes is unclear. 

Aiming to determine the functional and structural alterations of the glomerular 

wall in the early stages of diabetes, we have studied the distribution of 

endogenous circulating albumin and type IV collagen in the glomerular 

basement membrane, using the immunocytochemical approach. The 

streptozotocin-injected hyperglycemic rat was our animal model. Renal 

tissues were examined after 10 days, 2, 4 and 6 months of hyperglycemia. 

Upon immunogold labelings, changes in the glomerular permeability to 

endogenous albumin were found altered as early as upon ten days of 

hyperglycemia. ln contrast, no structural modifications were detected at this 

time point. lndeed, glomerular basement membrane thickening and an 

altered type IV collagen labeling distribution were only observed after four 

months of hyperglycemia suggesting that functional alterations take place 

early in diabetes prior any structural modification. ln order to evaluate the 

reversibility of the glomerular alterations, two-month old diabetic animais 

were treated with insulin. These animais showed a significant restoring of 

their glomerular permselectivity. Our results suggest a link between glycemic 

levels and alteration of glomerular permeability in early stages of diabetes, 
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probably through high levels of glycated serum proteins. 

Key words: Glomerular Basement Membrane; Albumin; Type IV Collagen; 

Insulin; Immunocytochemistry. 
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INTRODUCTION 

The glomerular wall plays an important role in blood filtration. lts properties 

have been extensively studied by ultrastructural approaches using various 

circulating endogenous and exogenous markers [1-5]. Such studies have 

demonstrated that the transglomerular passage of serum proteins and 

macromolecules is highly selective. Serum albumin for example, which has a 

molecular weight of 68 kDa, is normally excluded from transglomerular 

transport and is not found in significant amounts in the urine [5-8]. The 

exclusion of this protein has been considered to be the combined result of 

size restriction and electrostatic charge repulsion [9]. However, it has been 

well documented that in diabetic nephropathy, the glomerular permselectivity 

is markedly impaired, leading to proteinuria [10-11]. The loss of glomerular 

selective permeability occurring in long-term diabetic condition appears to be 

concomitant with several other alterations such as increase in glomerular 

filtration rate [12-13], glycation of proteins [14-18] and basement membrane 

components [19-22], as well as modifications in the structure and 

composition of the basement membrane [23-30]. Therefore, associating a 

single ethiopathological factor to the pathogenesis of glomerular permeability 

is rather difficult. 

Several studies have investigated renal alterations occurring early in 

diabetes. Renal extracellular matrix gene expression in early stages of 
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experimental diabetes was found to be altered with a marked increase in the 

mRNAs expression of a. chains of type IV procollagen [31-34] and [3 chains of 

laminin [32-33]. 	In addition, increases in expression of the inhibitor of 

metalloproteinase-1 [31] and TGF-f3 [33-34] mRNAs have also been reported. 

ln contrast, expression of heparan sulfate proteoglycans [32] and 

metalloproteinase-2 [31] mRNAs seems to undergo decreases. Moriya et al. 

have demonstrated that changes in the charge selective barrier of the 

glomerular basement membrane (GBM) may occur in early stages of 

experimental diabetes, as early as one week after induction of diabetes [35]. 

Physiological studies have, on the other hand, shown the existence of 

microalbuminuria prior to the development of the clinically persistent 

proteinuria in human diabetes [36]. Microalbuminuria in early phases of 

diabetic nephropathy seems to be due to, or is concomitant with disturbances 

of the charge barrier of the GBM and is followed by damages to the size 

restriction barrier [37-38]. Although streptozotocin induced-diabetic rats are 

generally used for the study of the early phases of diabetic nephropathy, 

timing in the loss of selective permeability properties of the GBM in this 

experimental model has yet to be determined. The present study was focused 

on the glomerular wall,.assessing its functional and structural features rather 

than the overall renal function through clearance evaluations which include 

the tubular reabsorption. 
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Application of the post-embedding immuno-gold method on renal tissues 

allows for the high-resolution localization of endogenous albumin within the 

glomerular wall. This approach was previously applied to the investigation of 

glomerular permeability in long-term diabetic animais and carries major 

advantages [5]. 	Indeed, the post-embedding approach allows for the 

detection of serum proteins retained in situ under physiological steady-state 

conditions. This contrasts with methods using exogenous electron-dense 

tracers introduced into the circulation with adverse effects on vascular 

permeability [39-41]. 	Furthermore, due to the particulate nature of the 

colloidal gold marker, morphometric evaluations can be performed assessing 

the passage of endogenous serum components through vascular walls [5,42-

43]. ln the present study, vve have investigated the distribution of endogenous 

serum albumin across the glomerular wall, as a parameter reflecting the 

glomerular permselectivity properties. The work was carried out on animais at 

early stages of diabetes as well as on insulin-treated diabetic animais. We 

established correlations between the time points at which glomerular 

functional alterations and ultrastructural modifications appear as well as the 

reversibility of these alterations upon insulin treatment. Results have 

demonstrated that as early as upon ten days of hyperglycemia, albumin 

distribution through the glomerular basement membrane is altered, despite 

the absence of glomerular basement membrane thickening and normal type IV 

collagen distribution. 	ln addition, glycemic control achieved by insulin 
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treatment, appears to restore the permselectivity properties of the glomerular 

wall in an early phase of diabetes. 
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Materials and methods 

Animals. An experimental hyperglycemic state was induced in 100 g male 

Sprague-Dawley rats by a single intraperitoneal injection of streptozotocin 

(70 mg/kg body weight) dissolved in 10 mmo1/1 citrate buffer, pH 4.5. The 

hyperglycemic state developed within the first 48 h after injection and 

continued throughout the entire life-time of the animais. This was assessed 

by regular measurements of glycosuria and glycemia carried out using 

Multistix and Dextrostix reagent strips (Miles Ames, Ontario, Canada). 

Levels of circulating insulin (postprandial) were determined by 

radioimmunoassay (insulin RIA kit, Chromacod, Bio Ria, Montreal, Quebec) 

on blood samples collected at the end of each experiment. Animais of the 

control group which received only the citrate buffer, remained 

normoglycemic. Nine groups, each comprising of at least three animais, were 

created. Groups 1 to 4 consisted of streptozotocin-injected animais of ten 

days, two, four and six months of hyperglycemia, respectively. Group 5 

consisted of two-month hyperglycemic animais which afterwards were treated 

subcutaneously by daily injections of human biosynthetic insulin (Eli Lilly Co., 

Indianapolis, IN, USA) for one month. The amounts of insulin ranged from 15 

to 20 units/day depending on the animal and were adjusted according to bi-

weekly blood glucose monitoring. Groups 6, 7, 8 and 9 consisted of age-

matched control animais to groups 1 to 4. At time of death, the body weight 

was measured and blood samples were taken. Streptozotocin-injected rats 
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displayed high blood glucose and low insulin levels compared to the age-

matched control animais (Table 1). Blood glucose levels averaged 29.4 ± 

1.0 mmol/lfor the hyperglycemic animais (groups 1 to 4) vs 6.6 ± 0.35 mmo1/1 

for their age-matched controls (groups 6 to 9) and 4.9 ± 0.8 mmo1/1 for the 

insulin-treated streptozotocin-injected animais (group 5). The hyperglycemic 

animais also displayed important polyuria with total urine 24 h volumes of 

113 ± 13 mi (vs 6.7 + 1.5 ml for the controls). Protein and albumin excretion 

were of 70.8 ± 8.6 mg/24 h and 21.5 ± 6.0 mg/24 h respectively (vs 38.9 ± 7.0 

mg/24 h and 1.5 ± 0.5 mg/24 h for the controls). 

Tissue processing. The animais were anesthetized with urethane and the 

kidney cortex was immediately fixed in situ by immersion with a periodate-

lysine-paraformaldehyde solution [44]. Small tissue fragments were sampled 

and maintained in the fixative for two hours at 4°C. They were then rinsed in 

0.1 mol/1 phosphate buffer, dehydrated in methanol and embedded in 

Lowicryl K4M at —20°C as previously described [45]. Ultrathin sections were 

cut, mounted on Parlodion-carbon coated nickel grids and processed for 

immunocytochemistry. 

Immunocytochemistry. Antigenic sites for endogenous albumin and type IV 

collagen were revealed using specific polyclonal antibodies (Cappel, West 

Chester, PA, USA and Chemicon, Temecula, CA, USA, respectively) in 
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combination with the protein A-gold post-embedding immunocytochemical 

technique. The labeling procedure was carried out as previously described 

[45]. Briefly, the grids carrying the tissue thin-sections were incubated on a 

drop of 0.15 mol/1 glycine in 0.01 mol/1 phosphate buffered saline pH 7.3 

(PBS) for 20 min, and transferred on a drop of PBS containing 1 % gelatin 

(Nanoprobes lnc, NY, USA) for an additional 10 min. Next, the grids were 

incubated overnight at 42C on a drop of the anti-albumin polyclonal antibody 

(1:50) or 3 hours at room temperature on a drop of the anti-type IV collagen 

polyclonal antibody (1:40). After rinsing in PBS, the sections were incubated 

with 0.15 mol/1 glycine in PBS for 20 min and transferred on a drop of the 

protein A-gold complex (10 or 15 nm) for a 30 min incubation at room 

temperature [45]. The grids were then washed with PBS, rinsed in distilled 

water and dry. The tissue sections were stained with uranyl acetate and 

examined with a Philips 410 electron microscope. The specificity of each 

immunolabeling was assessed by various control experiments: incubation 

with the protein A-gold solution alone, omitting the antibody step, and 

incubation with the antibody solution to which the corresponding antigen was 

added in excess, followed by the protein A-gold complex. 

Morphometric analysis. For both antigens, the exact location of the gold 

particles over the glomerular basement membrane was analyzed by a 

morphometrical approach using an image processing system (Videoplan 2, 
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Carl Zeiss Inc., Toronto, Canada). The pictures were recorded at X 16 900 

and printed to a final magnification of X 42 250. At least fifteen pictures were 

analyzed for each antigen and for each animal. The distance between each 

individual gold particle and the abluminal plasma membrane at the base of 

the endothelial cells was recorded. Simultaneously, at the same site, the 

distance between the base of endothelial cell and the podocyte was also 

measured. The ratio 

R= [distance (Endothelium - gold particle) / distance (Endothelium-

Epithelium)] between these two values was calculated. On average, 500 

ratio values were recorded for each animal and each antigen. The 

distribution of these ratio values ( 0 < R < 1) was determined and represented 

as histograms. Mean values were calculated and statistically evaluated 

using the Mann-Whitney U test. 
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RESULTS 

Electron microscopy examination of renal tissue revealed the glomerular 

basement membrane between the endothelial and the epithelial cells of the 

glomerular wall, with its three characteristic regions: the lamina lucida interna 

on the subendothelial side, the lamina densa in the central part and the 

lamina lucida externa on the epithelial side (fig 1). Morphometrical analysis 

showed that basement membrane thickness of control and hyperglycemic 

animais at ten days and two months are similar. ln contrast, the four and six-

month hyperglycemic animais display significant thickenings with respect to 

the normoglycemic age-matched animais (Table 1). ln addition, at six 

months in hyperglycemic condition, the mesangial regions display large 

accumulations of basement membrane material, confirming previous reports 

[5,23,24,261. 

ln normoglycemic animais, gold particles revealing endogenous rat albumin 

antigenic sites, were found over the flocculent material present in the 

capillary lumina (circulating protein), as well as over the glomerular 

basement membrane. Labeling was almost absent in the urinary space. The 

labeling over the glomerular basement membrane appeared intense over the 

subendothelial side with few particles over the lamina densa. The lamina 

lucida externa on the epithelial side, was almost free of labeling (fig. 1A). ln 
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tissues from hyperglycemic animais, the distribution of the labeling was 

similar to that of the normoglycemic animals although the gold particles were 

more numerous over the lamina densa and lamina lucida externa (fig. 1B). 

Intense labeling was also detected over the enlarged mesangial regions. 

Treatment of hyperglycemic animais with insulin appeared to reverse 

somehow the distribution of this labeling, the gold particles being more 

numerous over the lamina lucida interna (fig. 1C) 

Morphonnetrical evaluation of the distribution of the labelings through the 

GBM confirmed these subjective observations. The ratio values "R" between 

the distance of the gold particles to the abluminal endothelial plasma 

membrane and the thickness of the basement membrane at the same site, 

generated on tissues from normal and hyperglycemic animals, are reported 

in figure 2. ln the normoglycemic animais, a peak was systematically found 

at the level of the subendothelial side of the GBM (0.30<R<0.34) (figs. 

2A,2C,2E,2G). ln contrast, hyperglycemic animals displayed much more 

extended distributions with the major peak shifting to the right towards the 

subepithelial side of the GBM (R>0.4) (figs. 2B,2D,2F,2H). The shifts occur 

as early as upon ten days of hyperglycemia and become more important 

along with the duration of the hyperglycemic state. The Mann-Whitney U test 

demonstrated the significance of the differences between labeling 

distributions from normoglycemic and hyperglycemic animais at time points 
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as early as after ten days of hyperglycemia and thereafter (p <0.01) On the 

other hand, the labeling distribution of albumin for the insulin-treated 

streptozotocin-injected animais (fig. 3B) was similar to that of the age-

matched normoglycemic animais (fig. 2C) and differed significantly from that 

of the age-matched hyperglycemic animais (p<0.01) (fig. 3A). 

The ultrastructural localization of type IV-collagen was also studied on tissues 

of two and four-month hyperglycemic and age-matched control animais. 

Labeling by gold particles was restricted to the extracellular matrix and was 

absent from the capillary lumina, urinary space and glomerular cells (fig. 4). 

The labeling of the glomerular basement membrane was mainly located over 

the lamina densa in tissues of two-month normoglycemic and hyperglycemic 

animais (fig. 4). At four months of hyperglycemia, the labeling was distributed 

mainly on the subendothelial side of the GBM which indicates an important 

alteration in the type IV collagen distribution. The morphometrical evaluation 

reported in figure 4 confirmed these results. 

The experiments performed to assess the specificity of the 

immunocytochemical results yield either no labeling or few gold particles over 

the different glomerular structures (results not illustrated). 
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DISCUSSION 

ln the present study, the protein A-gold immunocytochemical technique was applied on 

renal tissues of normal and hyperglycemic animais as well as of insulin-treated animais 

for assessing the passage of endogenous albumin through the glomerular wall. ln 

contrast to the clearance studies which evaluate the overall GBM filtration and tubular 

reabsorption [46], the morpho-immunocytochemical study allows for the evaluation of 

processes occurring solely at the level of the glomerular wall [5, 8]. Streptozotocin-

injected hyperglycemic animais displayed the typical alterations related to diabetes with 

high blood glucose and low insulin levels with strong proteinuria and major deficiency in 

weight gain. ln addition, animais with four months of hyperglycemia and over, displayed 

the renal alterations characteristic of the diabetic glomerulopathy with thickening of 

glomerular basement membrane and enlargement of mesangial matrix [10,23,26]. 

ln the normoglycemic animais of all ages, albumin antigenic sites were detected in 

capillary lumina and in the GBM mainly on its subendothelial side, few being located to 

the epithelial side. This suggests that in normal condition, albumin is mainly retained by 

the GBM preventing its passage from blood to the urinary space. This result is in 

agreement with previously reported ones [5, 8]. ln contrast, in hyperglycemic animais, 

including those at ten days, albumin antigenic sites were no longer preferentially 

accumulated on the subendothelial side of the GBM, the distribution of the labeling 

having shifted towards the epithelial side of the GBM. This indicates that the retention of 

albumin by the GBM, is altered in short-term hyperglycemic condition, as it is for long-

term diabetic animais [5]. As a matter of fact, many studies have established that 
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important alterations in the biochemical and biophysical properties of the GBM occur in 

long-term diabetes and follow, or are concomitant with, the loss of the glomerular 

permselectivity. These alterations correspond mostly to the thickening of the GBM which 

constitutes the hallmark of diabetic glomerulopathy [26,47] and is the result of enhanced 

synthesis and decreased turnover of its structural components [48]. Although, recent 

observations reported increased expression of TGF-r3 and type IV procollagen [31-34] 

and a decreased expression of metalloproteinases [31,49] in the GBM at the early phase 

of diabetes, the accumulation of GBM components as early as upon three months of 

diabetes is controversial [34]. ln our study, GBM thickening was observed only after four 

months of hyperglycemia. Along with this thickening, changes in the distribution of type 

IV collagen were also observed after four months of hyperglycemia as in long term 

diabetes [25-27,50]. These structural alterations thus appear long after changes in 

glomerular permselectivity to albumin which occur as early as upon ten days of 

hyperglycemia, indicating that the onset of morphological changes does not correlate 

with the early loss of GBM selective filtration properties. The possibility that such early 

alterations could in principle be attributed to a direct nephrotoxic action of streptozotocin 

can be ruled out since the alterations of the glomerular wall observed in the 

hyperglycemic animais are fully restored by the insulin treatment. 

Loss of glomerular filtration properties in early diabetes could be explained by other 

factors or combination of factors. Heparan sulfate proteoglycans (HSPG) through their 

anionic charges, play important roles in the filtration properties of the GBM [29-30]. 

Decrease synthesis of glomerular HSPG was previously found in early [35,51] as well as 
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late [52] stages of experimental diabetes. Therefore, charge barrier alterations could 

explain the early loss of permselectivity properties of the GBM [35]. On the other hand, 

physiological factors such as the glomerular plasma flow and filtration rates also affect 

glomerular function [53-54], their real contribution to the loss of glomerular 

permselectivity in early stages of diabetes remains however uncertain [55]. 

Recent studies indicate that alterations in vascular permeability during diabetes, could 

be due to glycation of serunn proteins [56-63]. Amadori products are the predominant 

forms of circulating glycated proteins in diabetic subjects [64].. Their formation is rapid 

[18,63,65] and their half-life short [66]. Therefore, levels of Amadori products in serum 

are directly related to the ambient glucose and are significantly enhanced in diabetic 

conditions [67, 68]. ln vitro [56, 69, 70] and in vivo [58, 60, 69, 71] studies have 

demonstrated that Amadori products increase vascular permeability. Along the same 

line, in vitro studies on isolated glomerular basement membranes, suggest that the 

sieving coefficient for glycated albumin is greater than that for the native one [59]. 

Recent studies have also shown that glycated albumin injected into the circulation of 

normal animais cross easily the glomerular wall and increases the filtration of non-

glycated albumin [61-62]. Alteration of albumin conformation as well as particular 

interactions with GBM components have been proposed to explain this enhanced 

glomerular passage of native albumin [61, 69, 71]. 

Our present results also show that the altered glomerular albumin distribution in two-

month hyperglycemic animals is restored when blood glucose levels are normalized by 
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insulin treatment. This supports the assumption that insulin treatment can restore 

permselective properties of the GBM. Since Amadori adducts formation is directly 

related to blood glucose levels [67], vve can assume that insulin treatment, by reducing 

blood glucose levels, decreases concentrations of circulating Amadori products thus 

restoring glomerular function. 	ln conclusion, we propose that circulating glycated 

albumin already present as early as upon ten days of hyperglycemia, could enhance 

glomerular permeability at very early stages and could potentially lead to glomerular 

injuries. 
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Table 1: Characteristics of the control and diabetic rats. 

Length 
of time 

Weight 
(g) 

Plasma 
glucose levels 

(mmo1/1) 

Plasma 
insulin levels 

(pU/m1) 

GU! thickness 
(nm) 

control 160 ± 2 6.9 ± 0.61 28.0 ± 4.0 240 ± 39 
10 days 

diabetic 148 ± 2 26.7 ± 1.2t 29.0 ± 0.5 240 ± 17 

control 405 ± 5 7.5 ± 0.25 66.0 ± 11.0 230 ± 23 
2 months 

diabetic 286 ± 26t 30.7 ± Olt 32.0 ± 3.0t 222 ± 35 

control 566 ± 17 6.0 ± 0.2 43.5 ± 7.0 220 ± 35 
4 months 

diabetic 290 ± 25t 28.9 ± 1.2t 31.5 ± Mt 260 ± 35* 

control 750 ± 25 6.1 ± 0.89 30.9 ± 3.3 270 ± 28 
6 months 

diabetic 187 ± 17t 31.2±1.2t 18.5 ± 0.5t 320 ± 35* 

mean values ± s.e.m., n = 3 — 5 ani mals 
*p<0.05; t p<0.001 
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Legends for figures 

Fig. 1. lmmuno-electron microscopy of endogenous albumin. 

(A) Renal tissue of a two-month-old normoglycemic animal. The glomerular 

wall appears normal with a thin glomerular basement membrane (GBM). The 

immunolabeling by gold particles, revealing albumin antigenic sites over the 

GBM, is mainly located over the subendothelial side. Flocculent material 

present in the capillary lumen (CL) is also labeled. The urinary space (US) 

as well as podocytes (P), are almost free of labeling. 

(B) Renal tissue of a two-month old hyperglycemic animal. The glomerular 

wall shows no significant morphological changes. GBM displays a normal 

thickness. Gold particles are present over the subendothelial as well as the 

central and subepithelial side of the GBM. 

(C) Renal tissue of a two-month old streptozotocin-injected insulin-treated 

animal. 	The labeling by gold particles is located mainly over the 

subendothelial side of the GBM. 

(A X 50 000; B X 44 500; C X 49 000) 

Fig. 2. Morphometrical analysis of albumin distribution. 

Distribution of rat albumin immunolabelings in the glomerular basement membrane 

of normoglycemic and streptozotocin-injected hyperglycemic animais as expressed 

in ratio values R = [distance (Endothelium-gold particle)/distance (Endothelium- 
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Epithelium)]. The histograms of all control animais (A,C,E,G) show asymmetrical 

distributions of the labeling, with peaks in the region corresponding to the 

subendothelial side of the glomerular basement membrane. For the streptozotocin- 

injected hyperglycemic animals (B,D,F,H), the distributions of the labeling appear 

significantly shifted to the right. 

Fig.3. Morphometrical analysis of albumin distribution. 

Distribution of rat albumin immunolabeling in the glomerular basement 

membrane of streptozotocin-injected hyperglycemic animais (3A) and 

streptozotocin-injected insulin-treated animais (3B) as expressed in ratio 

values (R). The histogram of the streptozotocin-injected insulin-treated 

animais (3B), is similar to that of the normoglycemic animais (20) but differs 

significantly from that of the age-matched hyperglycemic animais (3A). 

Fig. 4 Immuno-electron microscopy and morphometric analysis of type 

IV collagen. 

Immunolabelings for type IV collagen in the glomerular basement membrane 

of two-month normoglycemic (A) and two- (B) and four-month (C) 

streptozotocin-injected hyperglycemic animais. Labeling by gold particles is 

concentrated on the central lamina densa for the normoglycemic and 

hyperglycemic animais up to two months. ln contrast, tissues from the four-

month hyperglycemic animais display significant changes with labelings 
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located towards the subendothelial side of the GBM. The distribution of the 

labeling, as expressed in ratio (R) values, reported in corresponding 

histograms, demonstrate significant changes only in tissues of four-month 

hyperglycemic animais. 

(A X 39 000; B X 32 000; C X 30 000) 
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DISCUSSION 

Au cours du diabète, la perméabilité glomérulaire est altérée. Cette altération se 

traduit par le passage des macromolécules (exemple : albumine, IgG) au travers la 

paroi glomérulaire (Bendayan et coll., 1986; Desjardins et Bendayan, 1989) et 

éventuellement, par une augmentation de la quantité de protéines dans l'urine 

(Hostetter, 1986; Viberti et coll., 1983). Chez un sujet diabétique, la perte de la 

fonction glomérulaire est concomitante aux modifications des propriétés sélectives 

de la paroi glomérulaire (Deckert et coll., 1988). Jusqu'à présent, très peu d'études 

ont investigué les altérations glomérulaires se produisant dans des stades précoces 

du diabète. Au cours de la présente étude, nous avons donc voulu vérifier si le 

stade précoce du diabète était caractérisé par la présence d'une altération au 

niveau de la perméabilité glomérulaire. De plus, nous avons vérifié si cette 

altération fonctionnelle était concomitante à des changements ultrastructuraux au 

niveau de la MBG. Dans une premier temps. nous avons étudié la perméabilité 

sélective de la paroi glomérulaire chez des animaux normoglycémiques, chez des 

animaux présentant un diabète précoce (rats hyperglycémiques pendant dix jours, 

deux, quatre et six mois) ainsi que chez des animaux hyperglycémiques traités à 

l'insuline (rats hyperglycémiques pendant deux mois puis traités par la suite à 

l'insuline pendant un mois). Pour ce faire, nous avons investigué le passage de 

l'albumine sérique au travers de la paroi glomérulaire en utilisant la technique 

d'immunocytochimie combinée à la protéine A-or en microscopie électronique. 

D'autres études ont aussi investigué, par approches morphologiques, les propriétés 

filtrantes de la paroi glomérulaire en utilisant des marqueurs exogènes denses aux 
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électrons. Cependant, ces approches sont confrontées à un sérieux problème dû à 

la nature non-physiologique des traceurs exogènes. En effet, il a été démontré que 

ceux-ci pouvaient induire des modifications hémodynamiques et modifier ainsi les 

propriétés filtrantes de la paroi glomérulaire (Cotran et Karnovski, 1967; 

Simionescu, 1979; Villasci et coll., 1986). La technique d'immunocytochimie en 

post-enrobage qui ne nécessite pas l'emploi de traceurs exogènes, est une 

approche beaucoup plus adéquate pour l'étude de la perméabilité glomérulaire car 

elle permet de révéler des protéines qui ont été fixées in situ dans des conditions 

d'équilibre physiologique (Mc Lean et Nakane, 1974; Bendayan, 1980). De plus, 

contrairement à la technique d'immunopéroxidase (Ryan et Karnovssky, 1976; 

Courtoy et coll., 1983; Laliberté et coll., 1978), l'utilisation de la protéine A-or 

permet, grâce aux particularités de l'or colloïdal, de révéler les sites antigéniques 

avec une très haute résolution et par le fait même d'effectuer des analyses 

morphométriques afin de déterminer la distribution de l'antigène à l'intérieur de la 

MBG. Les études antérieures ont montré que la distribution de l'albumine obtenue 

par cette technique est un très bon paramètre la perméabilité glomérulaire 

(Bendayan et coll., 1986). Finalement, contrairement aux études de clairance qui 

évaluent de façon concomitante la filtration glomérulaire ainsi que la réabsorption 

tubulaire (Hardvvicke et Squire, 1955), la technique d'immunocytochimie à l'or 

colloïdal permet d'analyser uniquement les processus associés à la filtration 

glomérulaire. 

Dans notre étude, nous avons utilisé le modèle de rat rendu expérimentalement 

diabétique par l'injection de la streptozotocine. Cette drogue détruit de façon 
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sélective les cellules bêtas du pancréas. Une seule dose de streptozotocine a 

permis d'induire l'état hyperglycémique chez les animaux. Ces animaux ont été 

très utilisés car ils développent les altérations caractéristiques de la glomérulopathie 

diabétique (Steffes et Mauer, 1984). De plus, étant donné qu'un faible nombre de 

cellules bêtas subsistent au traitement à la streptozotocine, les rats synthétisent 

une faible quantité d'insuline. 	Ces derniers, tout en restant fortement 

hyperglycémiques, sont viables sans apport supplémentaire d'insuline. Avant de 

sacrifier les animaux, le poids, la glycémie ainsi que les taux d'insuline circulante 

ont été mesurés. La glycémie des animaux hyperglycémiques (injectés par la 

streptozotocine) était significativement supérieure à celle des animaux 

normoglycémiques correspondants ainsi que des animaux hyperglycémiques traités 

à l'insuline. 	De plus, le poids et les taux d'insuline circulante des animaux 

hyperglycémiques étaient significativement inférieurs à ceux des animaux 

normoglycémiques correspondants. Les animaux diabétiques présentent aussi des 

symptômes reliés à l'hyperglycémie tel que la glycosurie et la protéinurie. Ces 

données révèlent l'état pathologique des animaux injectés par la streptozotocine. 

L'examen du tissu rénal en microscopie électronique révèle les trois régions 

caractéristiques de la membrane basale glomérulaire: La lamina rara interna située 

du côté subendothélial de la MBG, la lamina densa au centre et la lamina rara 

externe située du côté subépithélial de la MBG. Les épaisseurs des membranes 

basales des animaux normoglycémiques et des animaux hyperglycémiques depuis 

deux mois sont similaires et celles-ci ne diffèrent pas significativement. Toutefois, 

l'épaisseur des MBG des animaux hyperglycémiques depuis quatre et six mois est 
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significativement augmentée comparativement à l'épaisseur de la MBG des 

animaux normoglycémiques correspondants. De plus, tel que décrit chez les 

animaux diabétiques depuis un ans, nous observons une accumulation importante 

de matrice extracellulaire au niveau du mésangium chez les animaux 

hyperglycémiques depuis 6 mois (Bendayan et coll., 1986; Farquhar et coll., 1959; 

Osterby, 1986). 

Au niveau du tissu rénal des animaux normoglycémiques, l'albumine sérique est 

retrouvée au niveau du matériel floculent présent dans la lumière capillaire 

(protéines circulantes) ainsi qu'au niveau de la membrane basale glomérulaire. 

L'espace urinaire ne contient à peu près pas d'albumine. Au niveau de la MBG, 

l'albumine est surtout présente du côté subendothélial. Cependant, un faible 

marquage est aussi présent au niveau de la lamina dense. Le marquage au niveau 

de la lamina rara interna est presque complètement absent. Au niveau du tissu des 

animaux hyperglycémiques, le patron de marquage de l'albumine est similaire à 

celui des animaux normoglycémiques, cependant, le marquage est plus dense au 

niveau de la lamina dense et de la lamina rara externe. De plus, un marquage 

intense a été retrouvé au niveau de la région mésangiale. Chez les animaux 

hyperglycémiques traités à l'insuline, l'albumine est surtout présente du côté 

subendothélial de la MBG. 

Les analyses morphométriques nous ont permis d'établir avec précision la 

distribution de l'albumine au travers la MBG des différents animaux. La distribution 

de l'albumine au niveau de la MBG des animaux normoglycémiques présente 
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systématiquement un pic du côté subendothélial de la MBG. Par ailleurs, la 

distribution de l'albumine chez les animaux hyperglycémiques est beaucoup plus 

étendue et le pic de ces distributions est déplacé vers le côté subépithélial de la 

MBG. Les analyses statistiques révèlent que déplacement de la distribution vers le 

côté subépithélial est significatif après seulement dix jours d'hyperglycémie. De 

plus, ce déplacement devient plus important avec la durée de l'état 

hyperglycémique. Finalement, la distribution de l'albumine au travers la MBG des 

animaux hyperglycémiques traités à l'insuline diffère significativement de celle 

obtenue pour les animaux hyperglycémiques correspondants mais ne diffère pas 

de celle obtenue pour les animaux normoglycémiques. 

Dans un deuxième temps, nous avons vérifié s'il y avait présence de modifications 

structurales au niveau de la MBG à des temps précoces du diabète. Pour ce faire 

nous avons utilisé la technique d'immunocytochimie à l'or colloïdal afin de localiser 

les sites ultrastructuraux du collagène de type IV à l'intérieur de la MBG chez des 

animaux hyperglycémiques depuis deux et quatre mois, ainsi que chez les animaux 

normoglycémiques correspondants. Par la suite nous avons procédé aux analyses 

morphométriques afin d'analyser la distribution du collagène de type IV au travers 

la MBG des différents animaux. Le marquage du collagène de type IV au niveau 

du tissu rénal est restreint à la MBG et n'est pas présent au niveau de l'espace 

urinaire, de la lumière capillaire ou au niveau des cellules glomérulaires. Au niveau 

du tissu rénal des animaux hyperglycémiques de deux mois et des animaux 

normoglycémiques, la distribution du collagène de type IV est plutôt centrale avec 

un marquage intense au niveau de la lamina dansa. Par ailleurs, au niveau du 
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tissu rénal des animaux hyperglycémiques depuis quatre mois, le collagène de type 

IV est majoritairement situé du côté subendothélial de la MBG et la distribution 

diffère significativement de celle des animaux hyperglycémiques de deux mois 

ainsi que de celle des animaux normoglycémiques. 

Nos résultats démontrent que dans des conditions normales, l'albumine est 

majoritairement retenue du côté subendothélial de la MBG. Ces résultats sont 

similaires à ceux obtenus dans d'autres études (Bendayan et coll., 1986). Par 

ailleurs, chez les animaux hyperglycémiques, incluant ceux à dix jours 

d'hyperglycémie, l'albumine n'est plus retenue de façon préférentielle du côté 

subendothélial et traverse la MBG vers l'espace urinaire. 	L'altération de la 

perméabilité glomérulaire avait déjà été observée chez des animaux diabétiques de 

un ans (Bendayan et coll., 1986). Nos résultats démontrent que les propriétés 

sélectives de la MBG sont rapidement altérées au cours du diabète. Ces 

observations constituent un fait nouveau. En effet, bien qu'il ait été démontré que 

l'excrétion de l'albumine chez le rat est déjà significativement élevée après 

seulement quatre semaines d'hyperglycémie (Michels et coll., 1980), il n'a jamais 

été démontré directement l'altération de la perméabilité au niveau de la MBG dans 

des conditions d'hyperglycémie aussi précoces. 	D'autre part, nos résultats 

démontrent bien que l'altération de la perméabilité glomérulaire n'est pas la 

conséquence d'une action néphrotoxique de la streptozotocine, étant donné que 

suite à un traitement à l'insuline, nous observons un rétablissement des propriétés 

sélectives de la paroi glomérulaire. D'autres chercheurs ont aussi démontré 

l'absence d'un effet de la streptozotocine sur le développement des lésions 
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associées à la glomérulopathie diabétique (Rash, 1979a; 1980). 

Comme nous l'avons décrit dans l'introduction, les propriétés sélectives de la paroi 

glomérulaire sont déterminées par plusieurs facteurs. Les propriétés de la MBG 

basées sur la taille et la charge sont des facteurs importants qui influencent la 

filtration des macromolécules (Brenner et coll., 1978; Batsford et coll., 1987). 

Certains facteurs hémodynamiques régulent aussi la filtration glomérulaire (Brenner 

et coll., 1971; Robertson et coll., 1972). D'autre part, la forme et la conformation 

des molécules filtrées influencent leur passage au travers la paroi glomérulaire 

(Bohrer et coll., 1979; Rennke et Venkatachalam, 1979). Nous croyons donc que 

l'altération précoce de la fonction glomérulaire chez les animaux hyperglycémiques 

est associée à la modification d'un ou de plusieurs de ces déterminants. 

Au cours du diabète avancé, la perte de la perméabilité glomérulaire, est 

concomitante aux altérations biochimiques et biophysiques de la MBG. 

L'épaississement de la MBG constitue l'altération structurale la plus commune de la 

glomérulopathie diabétique (Rash, 1979a; Osterby, 1986; Hirose et coll., 1982; 

Bendayan et coll., 1986). L'épaississement de la MBG résulte d'une augmentation 

de la synthèse de ses composants structuraux ainsi que de la réduction de leur 

renouvellement (Cohen et coll., 1982). Certaines études ont démontré une 

augmentation de la synthèse du collagène de type IV et VI, de la laminine, de la 

fibronectine (Mohan et coll., 1990; Simionescu et Spiro, 1987; Suzuki et coll., 1997) 

ainsi que de certains inhibiteurs des métalloprotéinases (Suzuki et coll., 1997) dans 

le glomérule au cours du diabète. Parallèlement, les taux d'expression des 
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métalloprotéinases sont diminués (Suzuki et coll., 1997). 	D'autres facteurs 

contribuent aussi à l'accumulation des constituants de la MBG au cours du diabète. 

En autre, il est connu que l'accumulation des AGEs au niveau de la MBG 

d'animaux diabétiques diminue la vitesse de renouvellement des constituants 

structuraux de la MBG (Brownlee et coll., 1988; Bendayan, 1998). En effet, la 

présence des AGEs au niveau du collagène de type IV bloque les sites d'attaque 

enzymatique et par le fait même, le collagène de type IV devient plus résistant à la 

dégradation par les collagénases (Brovvnlee et coll., 1983). 

Malgré que l'augmentation de l'expression des ARNm pour le TGF-P, pour la 

laminine, ainsi que pour le procollagène de type IV est observé très rapidement 

après l'induction du diabète (Fukui et coll., 1992; Wu et coll., 1997; Park et coll., 

1997), l'accumulation comme tel des protéines ultrastructurales de la MBG au cours 

des trois premiers mois d'hyperglycémie n'est pas encore bien démontrée. Dans 

notre étude, l'épaississement de la MBG a été observé après quatre mois 

d'hyperglycémie. 	L'épaississement de la MBG se produit donc bien après 

l'altération de ses propriétés filtrantes. Bien que la relation entre l'épaississement 

de la GBM et la protéinurie ne soit pas encore très bien établie chez l'humain, nos 

résultats suggèrent que l'épaississement ne contribue pas de façon significative à 

la perte des propriétés filtrantes de la MBG. Cette conclusion confirme les résultats 

obtenus par Desjardins et Bendayan. Ces derniers ont démontré que le simple 

épaississement de la GBM, n'était pas suffisant pour expliquer la perte de la 

perméabilité glomérulaire au cours du diabète (Desjardins et Bendayan, 1989). En 

effet, ils ont démontré que l'épaississent de la MBG qui s'effectue aussi avec l'âge 



123 

n'est pas associé avec une modification de propriétés de filtration de la MBG. 

Dans notre étude, nous avons montré qu'à quatre mois d'hyperglycémie, il y avait 

en plus de l'épaississement de la MBG, un changement dans la distribution du 

collagène de type IV. En effet, dans le tissu rénal de rats normaux et de rats 

hyperglycémiques depuis deux mois, le collagène de type IV est principalement 

localisé au niveau de la région subendothéliale de la lamina densa. Cependant, au 

niveau du tissu rénal d'animaux hyperglycémiques depuis quatre mois, le 

marquage du collagène de type IV est majoritairement localisé du côté 

subendothélial de la lamina rara interna. Cette modification structurale a été 

observée chez des animaux diabétiques avancés (Bendayan, 1985; Desjardins et 

Bendayan, 1990). Nos résultats suggèrent que la distribution du collagène de type 

IV dans la MBG est modifiée de façon concomitante à l'épaississement de la MBG 

dans des stades précoces du diabète (après quatre mois d'hyperglycémie) Pour 

expliquer ce résultat, Desjardins et Bendayan ont suggéré qu'au cours de 

l'épaississement de la MBG, le collagène de type IV serait masqué par 

l'accumulation d'autres constituants différents du collagène de type IV. Il se 

pourrait aussi que ce résultat reflète une modification particulière dans la 

composition du collagène IV (Desjardins et Bendayan, 1990). En utilisant des 

anticorps spécifiques contre les différentes chaînes du collagène de type IV, 

Desjardins et ses collaborateurs ont démontré que la composition moléculaire du 

collagène de type IV était modifiée au cours du diabète avancé. En effet, les 

chaînes al et a2 qui sont localisées du côté subendothélial de la MBG chez 

l'animal normal, sont retrouvées dans toute l'épaisseur de la MBG chez l'animal 
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diabétique (Desjardins et coll., 1990). Dans cette étude, la modification de la 

conformation moléculaire est concomitante à la perte de la fonction glomérulaire. 

En modifiant la composition moléculaire du collagène de type IV, il est possible que 

la structure tri-dimensionnelle et la conformation de la matrice soient alors altérées 

et que les propriétés fonctionnelles de celle-ci soient par le fait même modifiées. 

Dans ce sens, lnoue et Bendayan ont montré qu'en effet, l'architecture de la MBG 

est modifiée chez des animaux diabétiques avancés (lnoue et Bendayan, 1995). 

D'autre part, les études sur le développement ontogénique de la GBM chez le rat 

suggèrent fortement que l'organisation des différentes molécules de collagène de 

type IV à l'intérieur de la MBG, est nécessaire à l'établissement des propriétés 

fonctionnelles de celle-ci. Toutefois, nos résultats démontrent que l'altération de la 

distribution du collagène de type IV, n'est pas corrélée avec l'altération des 

propriétés sélectives de la MBG dans des stades précoces du diabète. En effet, 

malgré l'altération de la distribution de l'albumine à dix jours et à deux mois 

d'hyperglycémie, nous n'observons aucune altération de la distribution du collagène 

de type IV. Par contre, nos résultats démontrent que l'altération de la distribution 

du collagène de type IV ainsi que l'épaississement de la MBG, sont associés avec 

une augmentation de l'altération de la perméabilité glomérulaire après quatre et six 

mois d'hyperglycémie. Ainsi, bien que ces modifications structurales ne semblent 

pas impliquées dans l'initiation de l'altération fonctionnelle du glomérule, nous 

croyons qu'elles contribuent de façon importante au développement de 

l'albuminurie et des lésions fonctionnelles au niveau du glomérule au cours du 

diabète. En contre partie, malgré le fait que nous n'ayons pas observé de 

modifications structurales au niveau de la MBG dans des temps précoces du 
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diabète, nous n'écartons pas la possibilité que certaines modifications, plus subtiles 

puissent tout de même être présentes, mais que la sensibilité de notre méthode ne 

permette pas de détecter ces modifications. En fait, en utilisant la technique de 

marquage à l'immunopéroxidase, Park et ses collaborateurs ont observé une 

augmentation significative de la quantité de collagène IV après seulement sept 

jours suivant l'induction du diabète chez le rat (Park et coll., 1997). Malgré que 

nous n'ayons pas observé un épaississement de la membrane basale glomérulaire 

dans des temps aussi précoces du diabète, nous n'écartons pas la possibilité que 

que cette augmentation de la quantité du collagène de type IV coïncide avec une 

augmentation de l'épaisseur de la membrane basale glomérulaire. Il est possible 

que notre technique ne soit pas assez sensible pour détecter des épaississements 

subtiles de la MBG. En utilisant la méthode de cryofracture et de cryodécapage, 

Moriya et ses collaborateurs ont démontré que la largeur des pores formées par le 

réseau protéique à l'intérieur de la MBG était augmentée chez l'animal diabétique 

depuis un mois (Moriya et coll., 1996). Il est possible que ces changements subtils 

puissent être suffisants pour modifier la structure tridimensionnelle et les propriétés 

de filtration de la MBG pour l'albumine. D'un autre côté, des études physiologiques 

indiquent que la clairance fractionnelle du dextran neutre chez des animaux 

présentant un diabète précoce ainsi que chez des patients présentant une 

microalbuminurie, ne diffère pas de la clairance fractionnelle du dextran neutre 

mesurée chez des sujets normaux (Mogensen, 1971b; Pennell et coll., 1981; 

Michels et coll., 1982). De plus, la perméabilité de la paroi glomérulaire pour les 

IgG chez le rat, n'est pas altérée au cours des trois premiers mois suivant 

l'induction du diabète. Ces résultats suggèrent donc que les propriétés filtrantes de 
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la paroi glomérulaire basées sur la taille, ne sont pas modifiées de façon importante 

au début du diabète. La modification des propriétés filtrantes basées sur la taille se 

produit tardivement au cours du diabète, bien après la modification des charges de 

la MBG (Moriya et coll.,1993a). 

La paroi glomérulaire comprend plusieurs sites chargés négativement. Ces sites 

anioniques jouent un rôle important dans la sélectivité de la paroi glomérulaire lors 

de la filtration. On distingue entre autre des groupes sialiques au niveau des 

membranes endothéliale et épithéliale (Blau et coll., 1973; Latta et coll., 1975; 

Charest et Roth, 1985; Bendayan et coll., 1990), des groupes carboxyles (Michael 

et coll., 1970; Mohos et coll., 1969; Seiler et coll., 1975; Seiler et coll., 1977) ainsi 

que les groupes sulfates (Caulfield et Farquhar, 1976, Kanwar et Farquhar, 1979a; 

) au niveau de la MBG. Cependant, le rôle définitif de chacun de ces composants 

anioniques n'est pas encore bien établi. On considère que le rôle des charges 

négatives au niveau de l'endothélium serait de limiter le passage des très grosses 

macromolécules circulantes et de prévenir ainsi le colmatage de la MBG. Les 

charges anioniques au niveau de l'épithélium et plus précisément au niveau des 

diaphragmes entre les podocytes auraient possiblement des rôles importants dans 

la sélectivité des petites molécules cationiques ainsi que dans la régulation du 

passage de l'eau (Daniels, 1993). Le rôle des cellules endothéliales et épithéliales 

dans la sélectivité de la filtration glomérulaire a longtemps été controversé. 

Cependant la membrane basale glomérulaire isolée et dénudée des cellules 

épithéliales et endothéliales, est beaucoup moins sélective que lorsque les cellules 
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sont présentes (Daniels et coll., 1993). De plus, l'injection d'anticorps spécifiques 

contre les protéines anioniques se trouvant au niveau des diaphragmes entre les 

podocytes, induit une protéinurie importante (Fujigaki et coll., 1998). Ces résultats 

démontrent aussi que les cellules épithéliales et la membrane basale glomérulaire 

agissent en concert afin de maintenir les propriétés sélectives de la paroi 

glomérulaire. Finalement, les charges anioniques au niveau de la MBG seraient 

impliquées dans la régulation du transport transglomérulaire des macromolécules 

anioniques et neutres (Ghitescu et coll., 1992). Les héparanes sulfates semblent 

être les principaux déterminants qui contribuent à maintenir les sites anioniques au 

niveau de la MBG (Kanwar et Farquhar, 1979b). Cependant, certains auteurs 

suggèrent que les sites anioniques de la MBG sont plutôt maintenus grâce aux 

groupes carboxyles (Bertolatus et Klinzman, 1991). D'autres études sont donc 

nécessaires afin d'éclaircir le rôle de chacun des constituants anioniques dans la 

perméabilité glomérulaire. 

Plusieurs chercheurs ont observé une diminution de la quantité d'héparane sulfate 

dans la MBG chez l'humain (Parthasarathy et Spiro, 1982; Tamsma et coll., 1994) 

et chez l'animal (Rohrbach et coll., 1983; Kanwar et coll., 1983; van den Born et 

coll., 1995b) au cours du diabète. La quantité de groupes sialiques est aussi 

diminuée au cours du diabète (Westberg et Michael, 1973; Wahl et coll., 1982). 

Ainsi, les propriétés sélectives de la MBG basées sur la charge sont modifiées au 

cours du diabète. Ces modifications sont aussi concomitantes à la perte de la 

perméabilité glomérulaire. Toutefois, l'altération des charges anioniques au niveau 

de la paroi glomérulaire dans des stades précoces du diabète est encore 
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controversée. La quantité d'ARNm pour les HS diminue de façon significative 

après 1 mois suivant l'induction du diabète chez le rat (Fukui et coll., 1992). De 

plus, en utilisant des sondes cationiques tel que la polyétyleneimine (PEI), Moriya a 

démontré une diminution significative des sites anioniques après seulement sept 

jours suivant l'administration de la streptozotocine chez le rat. Il montre de plus que 

cette altération se produit avant l'apparition de l'albuminurie dans l'urine (Moriya et 

coll., 1993b). Cette observation pourrait expliquer en partie nos résultats montrant 

l'altération de la perméabilité de la MBG après dix jours d'hyperglycémie. 

Cependant, cette hypothèse n'est que subjective, étant donné qu'aucune étude 

jusqu'à présent n'a réussit à montrer de façon satisfaisante une diminution 

significative de la quantité d'héparanes sulfates ou de groupements carboxyles 

dans des stades aussi précoces de la maladie. D'autre part, certaines observations 

suggèrent que l'altération des charges à l'intérieur de la MBG, n'est pas le seul 

facteur qui contribue à la perte de la perméabilité glomérulaire. En effet, lors 

d'exercices physiques modérés, on observe une alternance rapide entre l'apparition 

et la disparition de la microalbuminurie. Ce phénomène ne peut pas être expliqué 

par une altération au niveau des charges de la MBG car le processus est trop 

rapide (Vittinghus et Mogensen, 1982). De la même façon, chez un animal 

diabétique, la microalbuminurie disparaît très rapidement avec la normalisation de 

la glycémie. Ce phénomène est beaucoup trop rapide pour permettre à la MBG de 

renouveler ses sites anioniques (Viberti et coll., 1979) et cela malgré la vitesse de 

renouvellement élevée des glycosaminoglycanes (Cohen et Surma, 1981). 

Finalement, puisque l'augmentation de l'excrétion de l'albumine est inconstante au 

cours du diabète, la perte de la perméabilité glomérulaire ne peut pas être 
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expliquée uniquement que par la modification des charges dans la MBG (Rasch, 

1980; Pennell et coll., 1981; Pennell et Meinking, 1982). 

En résumé, dans des étapes avancées du diabète, 	il est évident que la 

modification des sites anioniques ainsi que l'altération de la structure architecturale 

de la MBG contribuent tous deux au développement de l'altération fonctionnelle du 

glomérule. Cependant, dans des étapes précoces de la maladie, soit suivant les 

dix premiers jours après l'induction du diabète, il est encore difficile de déterminer 

avec certitude la présence et la nature des modifications intrinsèques de la paroi 

glomérulaire qui pourraient potentiellement influencer la filtration sélective des 

macromolécules. Les données actuelles semblent montrer la présence d'une 

altération précoce au niveau des charges intrinsèques de la paroi glomérulaire, 

cependant ce facteur ne semble pas suffisant pour expliquer la perte de la 

perméabilité glomérulaire. D'un autre côté, les études physiologiques suggèrent 

que la perte de la perméabilité glomérulaire dans des stades précoces du diabète 

n'est pas associée à l'altération des propriétés sélectives de la MBG basées sur la 

taille. 

Comme nous l'avons vue dans l'introduction, les facteurs hémodynamiques sont 

des déterminants importants de la filtration glomérulaire. Il s'avère que très tôt au 

cours du diabète expérimental (après sept jours suivant l'induction du diabète), 

certains des facteurs hémodynamiques sont modifiés et la filtration glomérulaire est 

augmentée (Hostetter et coll., 1981; Garcia et coll., 1998; Michels et coll., 1980). 

L'augmentation de la filtration glomérulaire est aussi observée chez de jeunes 
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patients diabétiques (Christensen et coll., 1981; Hostetter et coll., 1982), et ces 

derniers excrètent une grande quantité d'urine comparativement à des individus 

normoglycémiques. L'étiologie exacte de l'hyperfiltration glomérulaire est plus ou 

moins comprise jusqu'à présent. Cependant, certains facteurs ont été investigués. 

L'injection de glucose dans un rat normal provoque une hyperfiltration, mais à un 

degré moindre que celle observée chez un animal diabétique (Brochtner-

Mortensen, 1973). On observe aussi une augmentation de certaines hormones tel 

que le glucagon qui ont une action positive sur la filtration glomérulaire (Unger, 

1976) ainsi qu'une diminution de la sécrétion de rénine chez l'animal diabétique 

(Christlieb, 1974). 	De plus, on constate une diminution des récepteurs 

membranaires pour l'angiotensine II dans le glomérule des animaux diabétiques 

(Ballermann et coll., 1984). Dans notre étude, nous ne pouvons écarter la 

possibilité que certains facteurs hémodynamiques puissent être modifiés dans les 

dix premiers jours suivant l'induction du diabète et contribués ainsi à la perte de la 

perméabilité glomérulaire. Cependant, personne n'a encore établi de liens directs 

entre la perte de la perméabilité de la paroi glomérulaire et l'augmentation de la 

filtration glomérulaire au début du diabète. De plus, les études à ce sujet sont 

contradictoires. 	En effet, il apparaît que certains rats souffrant d'un diabète 

précoce, présentent un taux d'excrétion d'albumine et de dextran neutre normal 

malgré une augmentation de la filtration glomérulaire et de la vitesse du flux 

sanguin. Au contraire, d'autres animaux développent une protéinurie mais en 

gardant un taux de filtration glomérulaire toujours normal (Pennell et coll., 1981; 

Pennell et Meinking, 1982). De plus, la MBG peut supporter une certaine 

augmentation des forces de pression et de tension. À la lumière de ces 
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observations, il apparaît que l'hyperfiltration n'est pas un élément essentiel au 

développement de la protéinurie chez des rats diabétiques. Bien qu'il soit évident 

que l'hyperfiltration accélère le développement des lésions glomérulaires, nous ne 

croyons pas que ce facteur seul puisse contribuer à la perte des propriétés 

sélectives de la paroi glomérulaire dans des temps aussi courts que dix jours 

d'hyperglycémie. Ainsi, d'après nous, la perte de la perméabilité glomérulaire que 

nous observons après seulement dix jours d'hyperglycémie est plutôt associée à 

des facteurs qui sont extrinsèques à la paroi glomérulaire. Cette hypothèse est 

beaucoup plus compatible avec la vitesse à laquelle se développe l'altération 

fonctionnelle du glomérule au cours du diabète. 

Les protéines sériques subissent très rapidement une glycosylation non-

enzymatique lors de conditions hyperglycémiques. Par exemple, la glycosylation 

de l'albumine sérique s'effectue dans un délai de deux jours suivant l'augmentation 

de la glycémie (Day et coll., 1980). La glycosylation de l'albumine forme un produit 

d'Amadori. 	Ce dernier est la forme prédominante des protéines glyquées 

circulantes chez les sujets diabétiques. Les quantités de produits d'Amadori dans 

la circulation sont directement proportionnelles aux taux de glucose sanguin (Day et 

coll., 1980; Guthrow et coll., 1979; Neuman et coll., 1994). Cette relation linéaire est 

due au fait que ces produits d'Amadori présentent une demi-vie très courte (13 

jours chez l'homme et 6 jours chez le rat) (Guthrow et coll., 1979; Shima et coll., 

1991) et une vitesse de formation très rapide (Day et coll., 1980). De plus en plus 

d'études suggèrent l'implication des produits d'Amadori dans le développement de 

la microangiopathie et de la néphropathie diabétique (Renold et coll., 1978; Cohen 
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et Ziyadeh, 1996; Wieland, 1983). Des études in vitro (Smith et coll., 1989; Williams 

et coll., 1981) et in vivo (Villaschi et coll., 1986; Sampietro et coll., 1987; Poduslo et 

Curran, 1994) démontrent que l'albumine glyquée augmente la perméabilité 

vasculaire et suggèrent que l'altération de la perméabilité vasculaire au cours du 

diabète pourrait être reliée à la glycation des protéines circulantes. 

Le rein constitue un très bon modèle dans l'étude du rôle de l'Amadori dans 

l'altération de la perméabilité vasculaire. L'albumine glyquée est préférentiellement 

excrétée dans l'urine comparativement à l'albumine native (Kowluru et coll., 1987; 

Ghiggeri et coll., 1984; Shaklai et coll., 1984; Layton et Jerums, 1988). Il semble 

que l'excrétion préférentielle de l'albumine glyquée soit due au fait que cette 

dernière est moins réabsorbée que l'albumine native au niveau des tubules 

proximaux (Ghiggeri et coll., 1984; Shaklai et coll., 1984; Bendayan et Londoho, 

1996). 

L'albumine glyquée semble aussi affecter directement la fonction glomérulaire. 

L'injection intraveineuse d'albumines glyquées chez des rats normaux induit une 

hyperfiltration glomérulaire (Sabbatini et coll., 1992). De plus, la normalisation de la 

glycémie rétablie les taux de filtrations glomérulaires (Jensen et coll., 1987). Toute 

ces observations suggèrent l'hyperfiltration glomérulaire semble être reliée à 

l'hyperglycémie. Il est donc possible que les quantités de produits d'Amadori dans 

la circulation dans des stades précoces du diabète, soient suffisantes pour induire 

l'hyperfiltration glomérulaire. D'autre part, l'albumine glyquée est préférentiellement 

filtrée au travers de la paroi glomérulaire (Daniels et coll., 1992; Londorio et coll., 
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1995; Ghiggeri et coll., 1984). En effet, Daniels et ses collaborateurs montrent que 

le coefficient de filtration pour l'albumine glyquée au travers des membranes 

basales glomérulaires isolées est plus élevé que celui mesuré pour l'albumine 

native (Daniels et coll., 1992). De la même façon, lorsque l'albumine glyquée est 

injectée dans la circulation d'un animal normal, Londoho et coll., observent que 

celle-ci passe beaucoup plus aisément au travers la barrière glomérulaire que 

l'albumine native (Londoho et coll., 1995; Bendayan et Londofio, 1996). Ce 

phénomène est aussi observé avec la ferritine glyquée (Williams et Siegal, 1985). 

De plus, la présence de l'albumine glyquée dans la circulation d'un animal normal, 

augmente le passage de l'albumine native au travers la paroi glomérulaire 

(Londoho et coll., 1995; Bendayan et Londoho, 1996). Ces résultats démontrent 

que seule la présence ne l'albumine glyquée dans la circulation est suffisante pour 

induire l'altération de la perméabilité glomérulaire. Afin d'expliquer l'augmentation 

du passage transglomérulaire de l'albumine native, Londoho et ses collaborateurs 

ont suggérés que l'albumine glyquée pourrait par un mécanisme encore inconnu, 

induire des altérations au niveau des propriétés sélectives de la paroi glomérulaire 

en interagissant avec les composants de la MBG. Par ailleurs, il semble que ces 

altérations ne soient que temporaires, étant donné que Londorio et coll. observent 

un rétablissement des propriétés sélectives de la paroi glomérulaire lorsque 

l'albumine glyquée est enlevée de la circulation (Londoho, communication 

personnelle). 

Dans notre étude, nous assumons que les quantités d'albumine glyquée circulante 

(Amadori) sont déjà augmentées après dix jours d'hyperglycémie, malgré que nous 
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n'ayons pas effectué d'évaluation quantitative (Day et coll., 1980; Higgins et Bunn, 

1981; Neuman et coll., 1994). Nous suggérons donc que la présence de l'albumine 

glyquée dans le sang des animaux hyperglycémiques de dix jours pourrait 

possiblement augmenter la perméabilité de la paroi glomérulaire pour l'albumine 

native, et par le fait même, expliquer nos résultats du déplacement de la distribution 

de l'albumine vers le côté épithélial de la MBG chez ces animaux 

hyperglycémiques. Par ailleurs, dans notre étude, nous n'avons cependant pas pu 

distinguer de façon individuelle les distributions correspondantes pour l'albumine 

native et pour l'albumine glyquée étant donné que notre anticorps reconnaît les 

deux formes d'albumine. 

Le mécanisme par lequel l'albumine glyquée traverse la paroi glomérulaire malgré 

les propriétés restrictives de la MBG (basées sur la charge et la taille) n'est pas 

encore bien compris. Plusieurs auteurs ont montré que le point isoélectrique (pl) de 

l'albumine était modifié au cours de la glycosylation non-enzymatique (Bundschuh 

et coll., 1992; Ghiggeri et coll., 1984; Kowluru et coll., 1987). En effet, l'albumine 

devient plus anionique une fois glyquée. Le passage de l'albumine glyquée au 

travers de la MBG devrait être plus restreint que le passage de l'albumine native, 

mais Londoho et coll.et  Daniels et coll. observent le phénomène inverse (Londoho 

et coll., 1995; Daniels et coll., 1993). Ainsi, le pl ne semble pas contribuer à 

l'augmentation du passage de l'albumine glyquée au travers de la paroi 

glomérulaire. D'un autre côté, il est possible que la glycation non-enzymatique 

modifie le repliement et la conformation tri-dimensionnelle de l'albumine et que la 

forme modifiée de l'albumine glyquée puisse ainsi passer plus aisément que 
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l'albumine native au travers de la MBG (Daniels et coll., 1992; Kowluru et coll., 

1987; Layton et Jerums, 1988). De plus, il semble que l'altération de la structure 

moléculaire de l'albumine glyquée modifie ses propriétés de liaison avec certains 

ligans et ceci pourrait influencer sa réabsorption au niveau des tubules rénaux 

(Shaklai et coll., 1987). Il s'avère que les protéines qui présentent une structure 

tertiaire altérée sont retrouvées en plus grande quantité dans l'urine de certains 

patients protéinuriques (Ghiggeri et coll., 1984). Cette conclusion a cependant été 

controversée (Murtiashaw et Winterhalter, 1986). 

Les produits d'Amadori ne sont pas seulement impliqués dans l'altération des 

propriétés fonctionnelles de la MBG mais ils sont aussi responsables des 

modifications structurales de la MBG. Ceci à été démontré pour la première fois 

par Mc Verry et coll. qui observaient l'apparition de changements 

"pseudodiabétiques" lorsqu'ils injectaient de l'albumine glyquée dans les souris. Ils 

observaient entre autre l'expansion mésangiale, l'épaississement des MBG ainsi 

que l'apparition de la protéinurie (McVerry et coll., 1980). 	Il est connu que 

l'albumine glyquée stimule la synthèse du collagène de type IV, de fibronectine et 

de laminine ainsi que l'expression du TGF-5 (Ziyadeh et coll., 1998; Cohen et coll., 

1997; Ziyadeh et Cohen, 1993). En accord avec ces résultats, Cohen et coll. 

observent une réduction de l'épaississement de la MBG ainsi qu'une diminution de 

l'excrétion de l'albumine chez des animaux diabétiques lorsqu'ils injectent un 

anticorps spécifique contre l'albumine glyquée dans ces animaux (Cohen et coll., 

1994; Cohen et coll., 1995). Ces données suggèrent que les produits d'Amadori 

sont impliqués dans le développement des lésions glomérulaires ainsi que dans la 
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perte de la fonction glomérulaire au cours du diabète. Le mécanisme par lequel 

l'albumine glyquée agit sur les cellules n'est pas encore parfaitement compris. 

Cependant, Cohen et ses collaborateurs ont démontré la présence de récepteurs 

spécifiques pour l'albumine glyquée au niveau des cellules mésangiales (Ziyadeh et 

coll., 1993; Cohen et coll., 1994; Wu et cohen, 1995). Ces récepteurs pourraient 

donc avoir un rôle déterminant dans le développement de la glomérulopathie 

diabétique. 

La glycation non-enzymatique de type "Amadori" s'effectue aussi au niveau des 

composants de la MBG, plus particulièrement sur le collagène de type IV (Cohen et 

coll., 1980; Perejda et Uitto, 1982; Schleicher et Weiland, 1984; Uitto et coll., 1982). 

Plusieurs évidences indiquent que la glycation s'effectue au niveau des groupes N-

terminaux sur les résidus de lysine et d'hydroxylisine (Cohen et coll., 1981; Robins 

et Bailey, 1971). Il est maintenant évident que cette glycation altère la fonction et le 

métabolisme de la MBG. 	En effet, l'incubation de membranes basales 

glomérulaires isolées dans un milieu riche en glucose pendant une période de six 

semaines, modifie les propriétés sélectives de la perméabilité glomérulaire 

(Cochrane et coll., 1997). Ces chercheurs proposent que la glycation non-

enzymatique formerait des liens croisés entre les protéines et ceci induirait 

l'expansion du réseau moléculaire de la MBG en modifiant ainsi les propriétés 

physicho-chimiques et électro-chimiques de la MBG. D'autre part, l'accumulation 

de liens kétoamine dans la MBG augmente la demi-vie des protéines et diminue le 

renouvellement de ses constituants. Ainsi, nous n'écartons pas la possibilité que 

glycation non-enzymatique de type Amadori au niveau des constituants de la MBG 
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puisse être impliquée dans l'initiation de l'altération de la perméabilité glomérulaire 

dans des temps aussi courts que 10 jours d'hyperglycémie, cependant, personne 

n'a encore démontré la présence d'Amadori au niveau de la MBG dans des temps 

précoces du diabète. D'autre part, Daniels et son équipe ont démontré que la 

glycation des constituants de la MBG n'est pas nécessaire pour provoquer la perte 

de la fonction glomérulaire (Daniels et coll., 1992). 

L'insuline est l'hormone anabolique responsable de la translocation du glucose par 

les cellules. De cette façon, l'insuline régule la concentration de glucose dans le 

sang. Outre l'action de l'insuline dans la régulation du glucose sanguin, cette 

hormone agit directement sur certaines cellules et est impliquée dans de nombreux 

phénomènes de transduction cellulaire. Il est bien connu que la normalisation de la 

glycémie prévient le développement des lésions glomérulaires au cours du diabète 

(Mauer et coll., 1974). 	Entre autre, l'administration d'insuline chez des rats 

diabétiques réduit la synthèse du collagène de type IV, l'épaississement de la MBG 

(Cohen et Khalifa, 1977) ainsi que le volume rénal (Rasch, 1980). De plus, en 

utilisant la technique de cryofixation et de cryofracture, Moriya et son équipe ont 

démontré que le diamètre des pores à l'intérieur de la MBG chez des animaux 

diabétiques pouvait être normalisé par un traitement à l'insuline (Moriya et coll., 

1996). Par ailleurs, la normalisation de la glycémie effectuée dans des temps très 

avancés du diabète, ne semble pas atténuer les lésions glomérulaires (Pugliese et 

coll., 1997). 	Beaucoup d'études ont investigué l'effet de l'insuline et de la 

normalisation de la glycémie sur le développement des lésions morphologiques du 

glomérule, cependant très peu ont investigué l'effet de la normalisation de la 
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glycémie sur le rétablissement des propriétés sélective de la paroi glomérulaire 

dans des stades précoces du diabète. 

Dans notre étude, nous avons donc voulu vérifier si la normalisation de la glycémie 

chez les animaux hyperglycémiques, pouvait être suffisante pour restaurer les 

propriétés sélectives de la paroi glomérulaire. 	Pour ce faire, des animaux 

hyperglycémiques depuis deux mois ont été quotidiennement traités à l'insuline 

pendant une durée d'un mois afin de maintenir une normoglycémie constante. La 

dose d'insuline à été ajustée individuellement pour chaque animal en fonction de 

leur glycémie. A l'aide d'analyses morphométriques, nous avons étudié et comparé 

la distribution de l'albumine sérique dans la MBG des animaux traités à l'insuline et 

des animaux hyperglycémiques depuis deux mois. 	Nous observons un 

rétablissement significatif de la distribution de l'albumine sérique à l'intérieur de la 

MBG des animaux traités à l'insuline. Ces résultats suggèrent donc que le 

traitement à l'insuline et la normalisation de la glycémie rétabli les propriétés 

filtrantes de la paroi glomérulaire. Étant donné que la formation des produits 

d'Amadori est directement proportionnelle au taux de glucose sanguin, nous 

assumons que le traitement à l'insuline qui réduit le taux de glucose sanguin, réduit 

aussi la concentration des produits d'Amadori (après une période de deux jours, 

Day et coll., 1980) et rétabli par le fait même, les propriétés fonctionnelles de la 

paroi glomérulaire. En conclusion nous proposons que l'albumine glyquée 

circulante présente après dix jours d'hyperglycémie, contribue à l'initiation de 

l'altération de la perméabilité glomérulaire dans des stades précoces du diabète et 

éventuellement au développement de la glomérulopathie diabétique. 
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Conclusion 

Dans cette étude, nous avons utilisé la technique d'immunocytochimie à l'or 

colloïdal combinée à des analyses morphométriques afin d'étudier la distribution de 

l'albumine à l'intérieur de la MBG. Nous avons démontré que la perméabilité 

glomérulaire est altérée dans des temps très précoces du diabète. Cette altération 

fonctionnelle se traduit par le passage de l'albumine au travers la paroi 

glomérulaire. 

Pour le moment, il est difficile de désigner le ou les facteurs responsables de la 

perte de la fonction glomérulaire dans des temps aussi précoces du diabète. 

Toutefois dans cette étude, nous avons démontré que l'altération précoce de la 

perméabilité glomérulaire n'est pas concomitante aux modifications structurales. 

En effet, l'épaississement de la MBG ainsi que la modification de la distribution du 

collagène de type IV ont été observés bien après l'apparition de la perte de la 

perméabilité glomérulaire. Cependant, nos résultats suggèrent que ces 

modifications structurales contribuent au développement des altérations 

fonctionnelles et structurales du glomérule dans des étapes plus avancées du 

diabète. 

La modification de certains facteurs hémodynamiques ainsi que l'altération des 

charges intrinsèques de la paroi glomérulaire sont aussi des facteurs qui 

contribuent au développement de la glomérulopathie diabétique, cependant il 

semble que ces facteurs ne sont pas suffisants pour expliquer le passage de 
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l'albumine sérique au travers de la MBG dans des temps très courts suivant 

l'induction du diabète. 

Il est connu que seule la présence de l'albumine glyquée dans le sang est 

suffisante pour induire une altération de la perméabilité glomérulaire En présence 

de glucose, la formation de l'albumine glyquée est très rapide. De plus, la quantité 

d'albumine glyquée dans le sang est directement proportionnelle aux taux de 

glucose sanguin. Nous assumons donc que suite à l'induction du diabète, les 

quantités d'albumine glyquée circulante augmentent très rapidement et que ces 

dernières contribuent à la perte de la perméabilité glomérulaire dans les stades 

précoces du diabète. Le mécanisme par lequel l'albumine glyquée altère la 

perméabilité glomérulaire n'est pas encore connu. Dans cette étude, nous avons 

finalement démontré que la normalisation de la glycémie par un traitement à 

l'insuline, rétablissait les propriétés sélectives de la paroi glomérulaire. 	Nous 

assumons que la réduction des taux de glucose sanguin réduit aussi la 

concentration d'albumine glyquée et rétablit par le fait même les propriétés de 

filtration glomérulaire. Dans ce cas, l'effet de l'albumine glyquée sur la perméabilité 

glomérulaire ne serait que temporaire. 

Dans un travail futur, il serait très intéressant d'évaluer quantitativement les taux 

d'albumine glyquée circulante dans des stades précoces du diabète ainsi qu'après 

un traitement à l'insuline afin de vérifier s'il y a réellement une relation entre la perte 

de la perméabilité glomérulaire, la glycémie et la présence d'albumine glyquée dans 
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le sang. Pour ce faire, nous pourrions utiliser des méthodes de chromatographie 

d'affinité ou bien d'ELISA avec un anticorps spécifique contre l'albumine glyquée. 

Toutes ces méthodes de quantification ont déjà été utilisées pour évaluer les 

quantités d'albumine glyquée dans le sang. Il serait aussi intéressant de quantifier 

biochimiquement les quantités d'albumine glyquée tissulaire (MBG) dans des 

stades précoces du diabète. 

Depuis deux ans, il existe sur le marché un anticorps spécifique contre l'albumine 

glyquée de type Amadori. Il serait donc intéressant d'injecter cet anticorps chez 

des animaux dans des stades précoces du diabète afin de vérifier s'il se produit un 

rétablissement des propriétés sélectives de la paroi glomérulaire. Ce modèle nous 

permettrait d'étudier directement le rôle des produits d'Amadori dans le 

développement de la glomérulopathie diabétique. La perméabilité glomérulaire est 

régulée par une multitude de facteurs. 	Il est possible que l'altération de la 

perméabilité glomérulaire dans des étapes précoces du diabète, puisse être le 

résultat de plusieurs facteurs. Cependant, l'hyperglycémie et plus précisément 

l'albumine glyquée semblent être des facteurs prédominants. 
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