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PLAN DU COURS

INTRODUCTION GENERALE

DIAGNOSTIC CLINICO-BIOLOGIQUE DES VASCULARITES A ANCA
MECANISMES PHYSIOPATHOLOGIQUES CENTRES SUR LE NEUTROPHILE
- Stimulation excessive des neutrophiles

- Rodle pathogéne des ANCA

- Rédle du systeme du complément

PRISE EN CHARGE THERAPEUTIQUE



Introduction générale



- 100aine de maladies autoimmunes identifiées : 5 a 10% de la population
mondiale

- 3eme cause de morbidité apres les maladies cardiovasculaires et les cancers
dans les pays développés

- Pathologies chroniques inflammatoires évoluant par poussées et rémissions
- Maladies multifactorielles d’étiologie inconnue :

* terrain génétique prédisposant
* facteurs environnementaux: infections, agents physico-chimiques...

Rupture de tolérance aux antigenes du soi : autoréactivité
pathologique



Classification des maladies autoimmunes

Maladies autoimmunes non spécifiques
d’organes (maladies systémiques)

Maladies autoimmunes spécifiques d’organe

Connectivites
Lupus
Polyarthrite rhumatoide
Syndrome de Sjogren
Sclérodermies
Myopathies

Vascularites autoimmunes

Immune Complex Small Vessel Vasculitis
Cryoglobulinemic Vasculitis
IgA Vasculitis (Henoch-Schénlein)
Hypocomplementemic Urticarial Vasculitis
(Anti-C1q Vasculitis)

Medium Vessel Vasculitis

\

Polyarteritis Nodosa '
KawasakiDisease

Anti-GBM Disease

1
ANCA-Associated Small Vessel Vasculitis
Microscopic Polyangiitis
) Granulomatosis with Polyangiitis
' (Wegener’s)
Eosinophilic Granulomatosis with Polyangiitis
(Churg-Strauss)

Large Vessel Vasculitis
Takayasu Arteritis
Giant Cell Arteritis

Intestin Maladie de crohn,
RCH, maladie
coeliaque

Estomac Maladie de Biermer

Foie Hépatite Al
Cholangite biliaire
primitive (CBP)

Pancreas Diabete de type 1

Thyroide Thyroidite de
Hashimoto et de
Basedow

Gaine de myéline Sclérose en plaques




Vascularites : inflammation paroi vasculaire +++ conduisant a un
rétrécissement ou obstruction des vaisseaux

VASCULARITES DES PETITS VAISSEAUX A COMPLEXES IMMUNS
= ot
X Vascularites cryoglobulinémiques X Vascularites a dépéts d'IgA : purpura rhumatoide = purpura d'Henoch Schénlein
X Vascularites a dépots d'anticorps anti-membrane basale glomérulaire (Goodpasture)
X Vascularites urticariennes hypocomplémentémiques (a anticorps anti-C1q) Mac Duffie

VASCULARITES DES VAISSEAUX DE TAILLE MOYENNE
=t T
X Périartérite noueuse X Maladie de Kawasaki

VASCULARITES ASSOCIEES AUX ANCA
-€ r o

X Granulomatose avec polyangéite (GPA, anciennement Wegener)
X Micropolyangéite (MPA)
X Granulomatose a éosinophiles avec polyangéite (EGPA (anciennement angéite de Churg et Strauss)

VASCULARITES DES VAISSEAUX DE GRA

TAILLE
€ 2

X Maladie de Horton X Maladie de Takayasu

Classification des vascularites selon la taille des vaisseaux atteints. D’aprés Jennette JC, Falk RJ, Bacon PA, et al. 2012 revised International Chapel
Hill Consensus Conference Nomenclature of Vasculitides. Arthritis Rheum 2013;65(1):1-11.

Revue du praticien, Fain O et al, 2015



Vascularites nécrosantes

Autoanticorps = ANCA
Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibodies

Tropisme privilégié : rein / poumon




Diagnostic clinico-biologique



Approche diagnostique

Signes généraux
Signes d’ischémie
Autres manifestations

Angiographie Diagnostic aHEA
Echo-doppler de Autoanticorps
Autres (Tx, ...) 2 .
S—— vascularite
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Vascularite
Granulome
poumon/rein




Diagnostic des différentes yascularites nécrosantes \
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Taille des vaisseaux petits petits petits moyens
Atteinte ORL et 0 ++ 0
Atteinte pulmonaire +++ ++ +++

Asthme 0 0 +++ 0
Atteinte rénale glomérulaire +++ +++ + 0
Atteinte rénale vasculaire 0 0 0 ot
Arthralgies ++ ++ N ++
Multinévrite + ++ 4+ o+
Atteinte digestive 0 4+ ++ 4+
Atteinte cardiaque + + ++* 4t
Hyperéosinophilie + 0 @ +
c-ANCA - - -
p-ANCA _ _
microanévrismes 0 0 0 ++

* Quand ANCA absents.

Gravité : Syndrome pneumo-rénal

Revue du praticien, Fain O et al, 2015



Diagnostic des autoanticorps

1 |[: > Ac anti-cytoplasme de neutrophiles : ANCA
Immunofluorescence indirecte sur frottis de PNN

Marquage cytoplasmique

Marquage périnucléaire

2 | > Identification de la cible par technique ELISA
Cible: MPO
Cible: PR3 (protéinase 3) (myéloperoxydase)
90% GPA 60% des MPA ou GEPA




Mécanismes physiopathologiques
centres sur Ie neutrophlle




Les neutrophiles détruisent leur cible par
différents mécanismes :

1- Phagocytose et activation de I'explosion
oxydative (production des FRO)

2- Dégranulation de médiateurs enzymatiques
pré-formés protéolytiques

3- Libération de NETs



Les grandes fonctions des neutrophiles:
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Azurophilic (primary) granules: myeloperoxidase, 4—4-/; -V -

| \ MPO
elastase, defensin, cathepsin G, proteinase 3, BP!, y ¥ \ l 0,
B-glucuronidase, iNOS ( | 4 cr
NETs: Extracellular DNA with elastase < l r ;\ 5. it )
myeloperoxidase, and antimiczobial peptides , J -Arg ||\ 2 —» 1,0, — 0l

S8 . 1 .' J y 2+
ub’w [ iNOS l i

Secondary and tertiary granules: Lactoferrin, 4-—- . 0
MMP8, MMP9, MMP25, LL-37, lysozyme, gp91P"ox m =4 ' *OH

/ NO ——> NO*+0,—> ONOO"

: : : L-Citrulline
Receptors: Dectin-1, TLR2 (peptidoglycan), TLR4 (lipopolysaccharide),

TLRS (flagellin), TLR6 (zymosan), Mac-1 (CR3) FcyRs, CR1

Mayadas et al, Ann Rev Pathol Mech Dis, 2014

Médiateurs produits dans le phagolysosome mais aussi a
'extérieur de la cellule entrainant des lésions vasculaires et
tissulaires



POINT DE DEPART :
Stimulation

excessive des neutrophiles
conséquences de
I'environnement inflammatoire
des phases de poussées

PRIMING «
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Démasquage d’autoantigenes de localisation
habituelle intra-cellulaire

Activation de la réponse humorale et
production d’autoanticorps de type ANCA
notion du soi ignoré



Autoantigenes granulaires transloqués
a la membrane des neutrophiles
- Myélopéroxydase (MPO)

g /\ - Protéinase 3 (PR3)

( o\

Dégranulation

Autoantigenes localisés sur les NETs
- Myélopéroxydase (MPO)
- Protéinase 3 (PR3)

PR3 - MPO O




Neutrophil Activated neutrophil Anuclear neutrophil
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Nucleus - — —
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Sorensen OE et al, 2016, J Clin Invest



NETOSE et vascularite a ANCA : ESSAIS IN VITRO

PN primés par TNF et incubés 3h
avec ANCA (a) ou IgG contrdle (b)

c

Percentage NETs
N
(&)}
¢

Buffer HC SVW PMA

Analyse par co-marquage par
immunofluorescence:
ADN/protéines des NETS

Nature Medecine, Kessenbrock et al, 2009




NETOSE et vascularite a ANCA : ESSAIS IN VIVO CHEZ LANIMAL

Immunohistochimie:
marquage des histones
citrullinées sur coupe de
péritoine

PTU : propvithiouracvl
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NETOSE et vascularite a ANCA: Essais ex vivo sur biopsies de patients

a-IF sur coupe de glomérule :
colocalisation DNA/ histones /
élastase

b- Microscopie confocale :

* Colocalisation DNA/histones/MPO
(dépots de NETs dans le tissus
inflammé)

* Colocalisation MPO/PR3/DNA
(dépots de NETs a l'intérieur du
glomérule)

Nature Medecine, Kessenbrock et al, 2009



NETOSE et vascularite a ANCA : Essais ex vivo sur sérum de patients
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Role pathogene des ANCA



Modele animal : preuve de concept

Souris sans MPO qui vont
s’'immuniser apres injection

o s . 7 Immunisation des souris MPO-/- injection de 5 x 107 a 10° splénocytes des
intra perltoneale de M P() par la MPO murine souris MPO-/- immunisées par la MPO
( Purification des ‘
PO - splénocytes
X anti-MPO
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s  MPO-/-immunisées par la MPO
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Souris normale

L'injection des cellules lymphocytaires spécifiques anti-
MPO ou d’Ac anti-MPO déclenche une glomérulonéphrite
chez les souris



Coupes de glomérules souris RAG-/-
ayant recu 102 splénocytes des souris
KO MPO immunisées: apparition
progressive de lésions +/- séveres

% de glomérules anormaux a J6
apres l'injection d’Ac anti-MPO a
JO et J3 versus témoin: Ac anti-BSA

Table 2. Pathologic Findings in Mice that Received Two Injections of Anti-MPO IgG or Anti-BSA 1gG

% Glomeruli Neutrophils per Meutrophils per
Group Crescents (%) Necrosis (%) with neutrophils positive glomerulus all glomeruli
Anti-MPO 12.0 = 6.1 178 + 7.8 30.27 = 6.98" 3.08 = 1.02" 0.97 = 0.48"
Anti-BSA 0.0 0.0 597 £ 249 1.06 = 0.08 0.07 = 0.03

Mice received two doses of anti-MPO 1gG (anti-MPO) or anti-BSA 1gG (anti-BSA) on day 0 and day 3 with sacrfice on day 6. Crescent formation
and necrosis are expressed as the percentage of glomeruli affected. Immunoenzyme microscopy to detect glomerular neutrophils is expressed as
percentage of glomeruli with any neutrophils, average number of neutrophils per cross section of glomeruli with neutrophils, and average number of
neutrophils per cross section of all glomeruli.

*Meutrophil infiltration is significantly higher (F < 0.001) in the anti-MPOC group by all three methods of measuring glomerular infiltration.

Xiao et al, J Clin Invest 2002 Xiao et al, Am J Pathol 2005



Role des ANCA dans la production des FRO : essais in vitro
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Production de FRO a partir de PN isolés et
stimulés in vitro par des ANCA

Falk R et al, PNAS 1990



Entretien d’une réaction inflammatoire délétere médiée
par les ANCA au cours des poussées

PRIMING
TNF-a, LPS, IL-18
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Dysfonctionnement de la régulation de la production
des ANCA
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Role du Systeme du Complément



Alternative pathway

Classical pathway Lectin pathway
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Chen M et al, Nature Rev Nephrol, 2017
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Chen M et al, Nature Rev Nephrol, 2017



Classical pathway Lectin pathway Alternative pathway
C3(H,0)
MBL MASP o :
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Chen M et al, Nature Rev Nephrol, 2017



Boucle amplificatrice pro-inflammatoire par C5a

Chemotaxis
priming

Complexe d’attaque
membranaire

Neutrophil

Complement system
activation and
coagulation

system activation

® ’ @
Microparticles ‘ jeHioph

activation

Endothelial TF NETs
cell | =
(T o 1 ) € 1

Nature Reviews | Nephrology

Chen M et al, Nature Rev Nephrol, 2017



Prise en charge thérapeutique
Immunomodulation globale ou ciblée

Objectifs thérapeutiques :

1- Limiter la réaction inflammatoire lors des poussées par un traitement
symptomatique anti-inflammatoire

2- Limiter la survenue de nouvelles poussées tout en palliant aux conséquences
fonctionnelles des atteintes tissulaires par l’instauration d’un traitement
d’entretien a visée immunomodulatrice
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Systeme du Complément
Eculizumab (Ac anti-C5)
Avacopan (antagoniste C5R)
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Activation of complement Phagocytosis
alternative pathway by neutrophils
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Traitements complémentaires

- Immunoglobulines polyvalentes : diminution du risque infectieux
- Prophylaxie anti-infectieuse : triméthoprime-sulfaméthoxazol

- Vaccinations préconisées
virus grippe, SARS CoV-2 et pneumocoque
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