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Résumeé

Les vascularites associées aux anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires
neutrophiles (ANCA) sont des affections auto-immunes systémiques rares,
caractérisées par une inflammation nécrosante des petits vaisseaux et/ou une
inflammation extra-vasculaire du tractus respiratoire. Depuis les années 2000, les
modeéles murins de vascularite auto-immune a anti-MPO et/ou de glomérulonéphrite
expérimentale ont permis de dissequer le réle des ANCA, des neutrophiles, de la
voie alterne du complement, des cellules T helper (Th1 et Th17) et des agents
microbiens. Chez 'homme, de nombreux travaux on étudié la réponse T CD4, avant
que la découverte l'efficacité du rituximab ne remette le lymphocyte B au centre des
modeles pathogéniques. De nombreuses inconnues demeurent, en particulier
concernant la physiopathologie des atteintes respiratoires de la GPA ou les
mécanismes expliquant le sur-risque de rechute dans les vascularite a ANCA anti-
PR3. Les modéles animaux ont conduit a l'identification du complement comme cible
thérapeutiqgue d’avenir. Les progres technologiques réalisés ces derniéres années
permettent des conduire, chez 'lhomme, des explorations immunologiques a haute
dimension, dans le sang et les tissus. lls pourraient ouvrir une nouvelle ere dans

I'étude translationelle de ces maladies.
Abstract

Anti-cytoplasmic neutrophil antibodies (ANCA)-associated vasculitis (AAV) are
rare systemic immune-mediated diseases characterized by small vessel necrotizing
vasculitis and/or respiratory tract inflammation. Over the last 2 decases, anti-MPO
vasculitis mouse model has enlighten the role of ANCA, neutrophils, complement
activation, T helper cells (Th1, Th17) and microbial agents. In humans, CD4 T cells
have been extensively studied, while the dramatic efficacy of rituximab demonstrated
the key role of B cells. Many areas of uncertainty remain, such as the driving force of
GPA extra-vascular granulomatous inflammation and the relapse risk of anti-PR3
AAV pathogenesis. Animal models eventually led to identify complement activation
as a promising therapeutic target. New investigation tools, which permit in depth



immune profiling of human blood and tissues, may open a new era for the studying of

AAV pathogenesis.



Introduction

Les vascularites associées aux anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires
neutrophiles (ANCA) sont des affections auto-immunes systémiques rares,
caractérisées par une inflammation nécrosante des petits vaisseaux [1]. La
polyangéite microscopique (PAM) ne comporte par définition que des manifestations
de vascularite nécrosante, non granulomateuse. La GPA se caractérise par une
atteinte inflammatoire du tractus respiratoire souvent inaugurale a type de
granulomatose nécrosante ORL et/ou pulmonaire. L'EGPA associe vascularite et
asthme tardif avec hyperéosinophilie. Les ANCA sont moins fréquents. Cette entité
particuliere ne sera pas abordée ici. La découverte, dans les années 80, des ANCA
et de leurs cibles, la myéloperoxydase (MPO) et la protéinase 3 (PR3) a ouvert la
voie a de nombreux travaux pathogéniques. Quarante ans plus tard les essais
cliniques et les travaux translationnels ont transformé la prise en charge des patients
et notre compréhension de ces maladies. Nous proposons ici de faire le point sur
limmunopathologie des vascularites associées aux ANCA (VAA). Celle-ci fait
intervenir de nombreux acteurs. Les travaux fondamentaux se sont essentiellement
concentrés sur 3 dentre eux:le couple ANCA/polynucléaire neutrophile, des
facteurs environnementaux, microbiens et toxiques, et les cellules T CD4. Des
travaux récents aménent également a interroger le réle des lymphocytes B, celui des

cellules T CD8, et revisiter I'implication du complément [2].

1) ANCA et polynucléaires

In vitro les ANCA anti-PR3 et anti-MPO sont capables d’entrainer I'activation
des polynucléaires neutrophiles (PNN) exprimant a leur surface la PR3 et la MPO
aprés exposition a certaines cytokines pro-inflammatoires [3]. La pathogénicité des
ANCA in vivo a été démontrée par I'équipe de Chapel-Hill en 2002, dans un modéle
de vascularite induite par les anticorps anti-MPO [4]. L’injection de splénocytes de
souris MPO” immunisées contre la MPO, a des souris sauvages ou Rag’” (sans
lymphocytes B ou T) induit des ANCA anti-MPO, une glomérulonéphrite et des
lésions granulomateuses pulmonaires. Le transfert passif des immunoglobulines

entraine également une vascularite. Ce type de modéle n’a pas été reproduit avec
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des ANCA anti-PR3 [5]. Comme nous le reverrons plus loin, le modéle de Chapel-Hill
a permis de démontrer le réle du complément chez la souris [6,7], de S’y interesser a
nouveau chez '’homme [8,9], et ainsi d’ouvrir la voie a de nouvelles thérapeutiques
[10].

Chez 'Homme, une des preuves de la pathogénicité d’auto-anticorps est la
transmission materno-feetale. A ce jour, un seul cas symptomatique a été rapporté
[11]. Un cas de transmission asymptomatique a également été décrit [12]. En réalité,
la présence d’ANCA ne suffit pas a induire les manifestations cliniques : certains
patients restent en rémission sans traitement malgré la persistance d’ANCA a titre
élevé. Les caractéristigues des ANCA -degré de sialylation [13,14], spécificité
épitopique [15]- peuvent influer sur leur pathogénicité, mais aussi nos capacités a les

détecter.

Les interactions entre ANCA, neutrophiles et endothélium ont été largement
étudiés in vitro et in vivo [3]. L’agression vasculaire est attribuée a I'activation des
neutrophiles par les ANCA, induisant I'adhésion a I'endothélium et le « burst
oxydatif ». Des mécanismes associés ont également été suggérés tels que la
libération de facteurs anti-angiogénique par les neutrophiles [16] ou l'induction d’un
stress oxydatif par les anti-MPO, qui activeraient leur enzyme cible, induisant la
production d’acide hypochloreux [17,18]. Le neutrophile intervient également dés les
phénomeénes de rupture de tolérance et dans l'orientation de la réponse immunitaire.
En effet, V. Witko-Sarsat et al. ont montré que le niveau d’expression de la PR3 par
les neutrophiles était plus élevé chez les patients atteints de VAA [19]. Ce niveau
d’expression, génétiguement déterminé [20], est également élevé dans la polyarthrite
rhumatoide et le lupus. Plus récemment, des modifications épigénétiques
responsables d’une sur-expression de la MPO et de la PR3 par les neutrophiles ont
été observées chez les patients [21]. Une étude d’association pangénomique
(GWAS) a identifié plusieurs alléles de susceptibilité aux VAA, HLA ou hors-HLA, qui
dépendent de la spécificité des ANCA. Les VAA avec anti-PR3 étaient associées au
HLA-DP, au géne de I'a1-antitrypsine et a celui de la PR3 [22]. L’a1-antitrypsine est
un inhibiteur de la PR3, et le lien entre I'allele déficient PiZ et la survenue de VAA est
établi depuis des décénnies [23]. La biologie de la PR3 semble donc jouer un rble
dans la pathogénie de la maladie. A. Millet et al. ont récemment montré que de la
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PR3 biologiquement active était présente sur les neutrophiles apoptotiques et
contribuait a induire un microenvironnement pro-inflammatoire. De fagon
interessante, les ANCA anti-PR3 semblaient contribuer a orienter la réponse

cellulaire vers la voie Th17 in vivo [24].

Nous n’adorderont pas dans le détail la pathogénie de la GEPA. Le polynucléaire
éosinophile semble y jouer un réle clé, qu’il s’agisse des manifestations respiratoires
ou de vascularite. Des données récentes sur I'histopathologie des neuropathies de
'GEPA suggérent que les eosinophiles jouent un réle direct dans les lesions de
vascularite des formes ANCA-négatives [25]. Certains alleles de succeptibilité
identifiés par GWAS, qui différent en fonction du statut ANCA, pointent également

vers I'éosinophile [22].

2) Facteurs environnementaux et immunité innée

L’hypothese infectieuse a été formulée dés les premiéres descriptions anatomo-
cliniques de GPA par F. Wegener. Depuis, aucune étiologie infectieuse n’a pu étre
identifiée, contrairement a la périartérite noueuse (PAN) liée au VHB ou aux
vascularites cryoglobulinémiques liées au VHC. Néanmoins, la participation d’agents
microbiens a la pathogénie de la maladie est réguliérement incriminée, le dernier
avatar en étant la piste du microbiote [26—28]. Dans les années 90, il a été montré
que le portage nasal de Staphylococcus aureus était plus fréquent dans la GPA que
chez les sujets sains et qu'’il s’associait a un risque élevé de rechute (RR=9) que le
Cotrimoxazole réduit de 60% [29]. Le rble de toxines super-antigéniques
staphylococciques a été évoqué mais non démontré [30]. Une des théories avancée
est celle de l'auto-antigéne complémentaire [31]. Le peptide complémentaire de la
PR3 (i.e. le peptide codé par le bras anti-sens du gene de la PR3) présenterait une
forte homologie avec certains peptides de S. aureus et pourrait induire des anticorps
anti-PRS3 via une réponse anti-idiotype. Cependant une équipe indépendante n’a pu
confirmer I'existence de ces anticorps anti-cPR3 [32]. Plus récemment, I'équipe de
R.A. Kitching a montré qu’un peptide dérivé d’'une enzyme plasmidique de certaines
souches de Staphylococcus aureus (la phosphogluconate dehydrogenase ; 6PGD)

avait une homologie avec un épitope immunodominant de la MPO et pouvait induire

4



une vascularite a ANCA anti-MPO chez la souris. Des anticorps anti-6PDG étaient

retrouvés chez des patients VAA et les sujets sains [33].

L’implication des bactéries Gram négatif a également été suggérée. L’équipe de
R. Kain et al. a décrit des anticorps dirigés contre LAMP-2 (Lysosome-associated
Membrane Proteine-2, protéine lysosomale exprimée par les neutrophiles et les
cellules endothéliales), qui présente une forte homologie avec FimH-1, adhésine
fimbriale des bactéries Gram négatif [34,35]. L'immunisation contre FimH-1 induisait
des anticorps anti-LAMP-2 et une glomérulonéphrite nécrosante chez le rat,
suggerant un mimétisme moléculaire. La prévalence des anti-LAMP2 a été confirmée
dans d’autres cohortes par la méme équipe [36], mais remise en question par le
goupe de Chapel-Hill [37]. Ceci pourrait étre di a des différences techniques et/ou a
la disparition de ces anticorps sous traitement. Les résultats spectaculaires du
modele FimH/anti-LAMP2 n’ont, a notre connaissance, pas été reproduits par

d’autres laboratoires, contrairement aux modeéles animaux de Chapel-Hill.

Certains facteurs environnementaux sont indiscutablement inducteurs de
vascularites avec ANCA chez 'Homme : la silice [38] et certains médicaments
comme I'hydralazine, le propyltiouracile (PTU) ou encore le levamisole (anti-
helminthique veterinaire utilisé un temps comme immunomodulateur en médecine
humaine) [39, 40]. L’étude de I'immunisation anti-MPO induite par le PTU a permis
de mettre a jour des mécanismes de rupture de tolérance qui pourraient également
étre a 'ceuvre dans les VAA. Nakasawa et al. ont montré que le PTU perturbait la
NETose, ce qui pouvait induire une vascularite anti-MPO chez le rat [41]. Le
Levamisole perturbe lui aussi la NETose [42,43]. La NETose est un processus de
mort programmée du neutrophile avec formation de filaments extracellulaires, les
NETSs, (neutrophil extracellular traps), composés de fibres de chromatine associées
aux protéases des granules azurophiles. Une autre équipe a montré que les NETs
étaient impliqués dans la captation des auto-antigénes neutrophiliques par les
cellules dendritiques. Ces cellules dendritiques chargées en NET induisaient une
vascularite pulmonaire et rénale associée a la présence d’ANCA, d’anti-ADN natif et
de dépdbts immuns [44]. Des altérations fonctionelles des cellules dendritiques
myéloides circulantes ont été mises en évidence chez les patients en poussée, la
fonction des pDC restant peu altérée. Leur origine reste a déterminer. Les cibles des
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ANCA pouvant étre exprimées sur les cellules de la lignée monocytaire, on ne peut
exclure que les ANCA soient impliqués [45]. Outre les polynucléaires et les cellules
dendritiques, d’autres cellules innées ont été explorées, dont les cellules lymphoides

innées et les cellules T invariantes associées aux muqueuses (MAIT) [46,47].

3) Lymphocytes T CD4+ helper et régulateurs.

Plusieurs éléments suggeérent que les lymphocytes T CD4 participent aux
|ésions tissulaires et/ou a la réponse auto-immune, a commencer par le fait que les
isotypes des ANCA (IgG1 et 4) sont T-dépendants [48]. De plus, ces cellules sont
présentes dans les lésions ORL et rénales. Dans le modele de glomérulonéphrite
expérimentale induit par des anticorps anti-membrane basale glomérulaire chez des
souris immunisées contre la MPO, la déplétion des lymphocytes T CD4 réduit les
Iésions glomérulaires [49]. Chez les patients, des cellules T CD4 ont été largement
étudiées dans le sang et le sont de plus en plus in situ.

a) Lymphocytes T mémoires.

En périphérie, plusieurs anomalies des cellules T CD4 ont été observées, en
particulier une sur-expression de marqueurs d’activation tels que le CD25, HLA-DR
ou CD69. De plus, il existe fréequemment une lymphopénie CD4 avec diminution des
cellules naives (CD45RA*CD45ROCCR7*) et expansion des cellules effectrices
mémoires (Tem ; CD45RA'CD45RO+*CCRY7"). Lors des poussées, ces cellules Tem
circulantes diminuent, suggérant leur recrutement au niveau des sites inflammatoires
[50]. Ces cellules Tem ont effectivement été mises en évidence dans les urines de
patients en phase active [51,52]. On observe également une expansion des cellules
Tem n’exprimant plus la molécule de costimulation CD28. Ces cellules T CD4 CD28"
ont été retrouvées dans les lésions granulomateuses respiratoires de GPA et
produisent davantage d’IFN-y et de TNF-a que les cellules CD28* [53]. De plus, les
cellules T CD4 CD28" ont un potentiel cytotoxique (expression de perforine et de
NKG2D, récepteur NK activateur). Les cellules CD4 NKG2D+ des patients peuvent
exercer une action cytotoxique sur les cellules endothéliales in vitro [54]. Les cellules
CD4 CD28- expriment le CD57 et correspondent a des cellules effectrices mémoires
hautement différenciées, au répertoire restreint, suggérant une activation antigénique

chronique [55]. Ces données ont été interprétées comme le témoin d’'une réponse T
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auto-réactive. La présence de cellules T CD4 dirigées contre la MPO a été
démontrée chez des patients [56,57], sans que le caractére auto-réactif des cellules
T CD4 CD28 elles-mémes n’ait été démontré. L’expansion des cellules T CD4 CD28-
a été également rapportée dans d’autres maladies inflammatoires, en particulier, la
polyarthrite rhumatoide. Deux équipes ont récemment montré que cette expansion
des cellules T CD4 CD28" était induite par le CMV [58,59], comme chez les sujets
agés. Morgan et al. ont montré qu’elles étaient dirigées contre le CMV [58]. Ces
données jettent donc un jour nouveau sur plus de 20 ans de travaux sur les cellules
T CD4+ mémoires des VAA et posent la question du réle de l'infection latente par le
CMV dans ces maladies. En effet, si les cellules T CD4 CD28", induites par le CMV,
sont impliquées, la maladie pourrait étre plus sévere chez les malades séropositifs
pour le CMV. |l est cependant possible que I'expansion des cellules T CD4 CD28 ne
soit que le fruit de l'interaction entre l'infection chronique par le CMV et la maladie

et/ou ses traitements, sans rOle « pathogene ».

b) Réponse Th1, Th2 et Th17

Au dela des anomalies des cellules T CD4 mémoires dont la signification
pathogénique reste donc a préciser, plusieurs travaux ont étudié la polarisation de la
réponse effectrice dans les VAA. Les r6les respectifs des lymphocytes Th1 et Th2
semblent différer en fonction du type de vascularite (GPA, MPA ou EGPA). Dans la
GPA, les analyses de biopsies nasales, lavages broncho-alvéolaires ou
prélévements sanguins suggéeraient que les lymphocytes Th1 et 'IFN-y jouaient un
rble prépondérant dans la composante granulomateuse initiale de la maladie, alors
que le versant vasculitique impliquerait une réponse de type Th2. Quelques équipes
ont toutefois rapporté des résultats en partie contradictoires [48]. Dans 'EGPA, le
rle des cytokines Th2 (IL-4, IL-5, IL-13, IL-25) apparait prépondérant [60—62].

Les lymphocytes Th17, identifiés il y a 20 ans dans des modéles murins
d’auto-immunité [63,64], sont impliqués dans la défense anti-bactérienne et anti-
fongique [65]. Leurs principaux marqueurs sont CCR4, CCR®6, IL23R, CD161 et le
facteur de transcription RORyt. Leurs fonctions effectrices médiées par I'lL-17, d’IL-
22, de TNF-a et d’'IL-6. L'IL-17 agit sur les cellules endothéliales, épithéliales, les



cellules présentatrices d’antigene (monocytes, cellules dendritiques), et induit la
libération de cytokines activant les PNN (IL-8, CXCL1). L'implication des cellules
Th17 dans les pathologies inflammatoires, initialement démontrée dans des modéles
de polyarthrite, d’encéphalite, ou de colite [63,64], est également suspectée chez
'Homme dans la PR, les entéro-colopathies inflammatoires, la sclérose en plaques
(SEP), le psoriasis ou encore le lupus systémique [66]. Ceci a conduit avec succes
au développement de biothérapies ciblant la voie Th17 et/ou I'lL-17 dans le psoriasis,
la spondylarthrite et/ou les enterocolopathies inflammatoires (ustekinumab, anti-IL-
12p40, secukinumab, anti-IL17A). Dées 2008, I'équipe de Groningen a montré que,
les cellules T CD4+ produisaient davantage d’IL-17 (et d’IL-4) chez les patients
atteints de GPA que chez les sujets sains, notamment dans des cultures de cellules
mononuclées en présence de PR3 [67]. Nogueira et al. ont rapporté une
augmentation des taux sériques d’'IL-23 et d’'IL17A chez les patients en poussée et
deétecté des cellules T CD4 productrices d’IL-17 en présence de I'auto-antigéne [68].
Wilde et al. ont également retrouvé une augmentation des cellules T CD4 IL-17+
dans la GPA [66]. Une équipe indienne a rapporté des résultats comparables [69].
Enfin, il a été montré, par immunohistochimie, que comparativement a d’autres
orbitopathies inflammatoires (idiopathique, sarcoidosiques), les Iésions orbitaires de
GPA étaient plus riches en cellules productrices IL-23* ou IL-17* [71]. Des
lymphocytes T IL-17+ ont également été observés dans les Iésions rénales de VAA
[72-74]. Enfin, plusieurs modéles de glomérulonéphrite expérimentale (avec ou sans
immunisation anti-MPQO) ont montré, en bloquant 'lL-17 ou en utilisant des souris IL-
177 ou RORyt”, que I'lL-17 et les lymphocytes Th17 étaient impliqués [75-78]. Des
travaux murins récents ont montré que ces Th17 pouvaient provenir du tube digestif,
sous linflucence du microbiote intestinal [73], ou encore de cellules mémoires
résidantes induites par une infection a S aureus, E Coliou C albicans [74].

c) Les lymphocytes T régulateurs (Tregs)
Les Tregs jouent un rble clé dans la tolérance périphérique, en contrélant
notamment les cellules T auto-réactives ayant échappé a la délétion thymique [79].
Leur r6le dans la prévention de l'auto-immunité a été largement démontré dans les

modéles animaux. Chez I'Homme, comme chez la souris, les Tregs sont
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CD4+CD25*CD127'"° et expriment fortement de fagon constitutive le facteur de
transcription FoxP3. Leur activité suppressive nécessite une stimulation via leur
récepteur de I'antigéne (TCR) et semble ensuite s'exercer essentiellement via des
molécules membranaires telles que CTLA-4. Outre les cellules T, les Tregs sont
capables d’inhiber les cellules B et des cellules innées. Cette inhibition peut étre
médiée par la lyse directe des cellules cibles, la modulation des cellules dendritiques,
le contrdle de voies métaboliques (ATP via le CD39) et/ou par la sécrétion de
cytokines régulatrices (TGF-B, IL-10, IL-35). En 2007, I'équipe de Groningen
rapportait un défaut de fonction suppressive des lymphocytes T CD4+*CD25" dans la
GPA [80], confirmé ensuite par d’autres [58,81]. Cependant, la majorité des patients
étaient sous immunosupresseurs. Ce défaut de fonction suppressive des Tregs a été
confirmé dans une cohorte de patients en rémission, vierge de tout traitement et en
utilisant des critéres plus stricts de tri des Tregs [82]. Plus recemment, Zhao et al. ont
rapporté une diminution des Tregs en poussée et une fréquence accrue sous
rituximab. Cependant, ceci était essentiellement lié a une expansion des cellules
CD45RACD25*, trés probablement FoxP3°, qui ne correspondent pas a
d’authentiques Tregs [79]. Dans des modeles de glomérulonéphrite expérimentale,

les Tregs ont un role protecteur via le contréle des réponses Th1 et Th17 [83,84].

4) Les lymphocytes B : les anticorps et au-dela ?

Le réle des ANCA a été largement étudié dés les années 1990 mais peu de
travaux se sont initialement intéressés aux lymphocytes B. On les retrouve in situ,
dans les lIésions granulomateuses de la GPA comme dans le rein. A I'étage
respiratoire, I'équipe de Libeck a mis en évidence un infiltrat lymphocytaire B au
contact de cellules PR3*, la présence de plasmocytes et parfois de structures
lymphoides tertiaires [85-87]. L’analyse du répertoire des lymphocytes B lésionnels a
révélé des mutations somatiques, suggérant un processus de sélection clonale. Une
hypothese est que l'auto-immunité anti-PR3 soit initiée dans les voies respiratoires,
induisant initialement une maladie localisée, séronégative avec secondairement
développement de la réponse anticorps induisant la composante vascularitique. A ce
jour, la présence in situ de lymphocytes B auto-réactifs dirigés contre la MPO ou la

PR3 n’a pas été démontrée. Plus récemment, Zhao et al. ont confirmé la présence
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de lymphocytes B au contact de cellules PR3+, et de plasmocytes CD138",
essentiellement 1gG*. lls ont également confirmé la présence in situ de BAFF et
d’APRIL, cytokines favorisant la survie des cellules B [88].

Avant l'ére du rituximab, seuls quelques travaux avaient exploré les
lymphocytes B circulants des patients. Deux équipes ont induit la production d’ANCA
in vitro en stimulant les cellules mononuclées des patients avec du CpG[89,90]. A ce
jour, aucune donnée n’existe concernant le phénotype des lymphocytes B auto-
réactifs des patients atteints de VAA. En réalité, c’est la découverte de l'efficacité
clinigue du rituximab qui va faire prendre conscience du réle clé de ces cellules.
Aprés les données préliminaires du milieu des années 2000 et la démonstration de
I'efficacité du rituximab comme traitement d’attaque en 2010 (essais RAVE et
RITUXVAS), I'étude MAINRITSAN a montré qu’une biothérapie anti-lymphocyte B
est plus efficace que 'immunosuppresseur pléiotrope de référence, I'azathioprine.
Cette efficacité démontre que les lymphocytes B jouent un rdle central dans
limmunopathologie des VAA [91,92].

A I'ére du rituximab, c’est paradoxalement vers les lymphocytes B régulateurs
(Breg) que l'essentiel des travaux sur les lymphocytes B se sont concentrés. La
principale hypothese était qu’apres la déplétion B, la reconstitution lymphocytaire
puisse augmenter la fonction B régulatrice des patients. Cette hypothése s’appuie
notamment sur le phénotype immature/transitionnel, CD24"CD38" décrits par
certains pour les Breg. Dans la PR et le LES, le risque de rechute aprés rituximab est
plus faible si c’est cette population lymphocytaire immature qui prédomine lors de la
reconstitution B. Le CD5, classique marqueur T, a également été proposé comme un
marqueur Breg chez 'Homme [93], sans que cela ne soit consensuel [94]. La
capacité a sécréter de I'lL-10 (cellules B10) reste le critére principal définissant les
Breg. En 2013, Wilde et al. ont mis en évidence une diminution de fréquence des
B10 dans les VAA [95]. Leur fréquence était corrélée a celle des Tregs et
inversement corrélée a cette des T CD4 IFNy*. L'équipe de Chapel-Hill a décrit une
diminution des lymphocytes B CD5* totaux, des CD5+*CD24"CD38" et des B10 chez
des patients en poussée. La proportion de lymphocytes B CD5* lors de la
reconstitution lymphocytaire post-rituximab était inversement corrélée au risque de

rechute [96,97]. Cependant I'équipe de Boston, n’a pas retrouvé ces résultats [98].
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Récemment Todd et al. ont étudié la production de TNFa et d’'IFNy par les CD4 en
co-culture avec des Breg autologues, sans observer de différence entre patients et
sujet sains [99]. De la méme maniere, Lepse et al. n'ont pas retrouvé de déficit de
fonction suppressive des lymphocytes B de patients sur leurs monocytes [100]. A
notre connaissance, aucun travail n’a a ce jour testé par co-culture allogénique la
fonction B régulatrice des patients. De fagon intéressante, Todd et al. ont en
revanche noté que dans une culture de PBMC stimulés par du CpG et/ou CD40L les
cellules B totales des patients en rémission sous rituximab produisaient davantage
d’IL-10 mais aussi moins de TNFa que celles des autres patients en rémission [99],
rejoignant des résultats obtenus dans la PR [101]. Au total, un déficit quantitatif en
Breg est démontré par plusieurs équipes mais le lien entre I'efficacité du rituximab et
un effet pro-Breg reste a démontrer. Surtout, 'hnypothése d’un tel effet suppose qu’il
intervienne au stade de la repopulation B, ce qui explique mal l'efficacité rapide du
rituximab en traitement d’attaque. L’efficacité du rituximab est encore plus frappante
en traitement d’entretien, basé sur des ré-injections répétées. Or les Breg sont
CD20+ et vraisemblablement déplétés par le rituximab. L’efficacité de la déplétion B
au long cours pousse donc surtout a se poser la question du réle pathogene des
lymphocytes B en tant qu’orchestrateurs de la réponse immunitaire.

En dehors du fait que les plasmocytes n’expriment pas le CD20, plusieurs
éléments cliniques suggerent que l'efficacité du rituximab n’est probablement pas
uniqguement liée a la suppression de la production d’ANCA. Il n’y a par exemple, pas
de stricte corrélation entre I'évolution du titre des ANCA et I'activité de la maladie ou
la réponse au rituximab [92]. De plus, le rituximab est tout aussi efficace chez les
patients n‘ayant pas ou plus d’ANCA détectables [102]. Si I'effet pathogéne des
ANCA ne fait aucun doute, les cellules B jouent probablement d’autres réles directs,
comme cela a été montré dans les différents modéles murins d’auto-immunité
d’organe [103—107]. Dans certaines maladies auto-immunes telles que le pemphigus
ou la myasthénie, l'auto-anticorps est I'effecteur clé. Dans d’autres, les Iésions
tissulaires sont essentiellement médiées par I'immunité cellulaire, méme si des auto-
anticorps sont présents. C’est notamment le cas dans la SEP et la PR et leurs divers
modeéles murins respectifs. L'efficacité de la déplétion lymphocytaire B dans ces
maladies considérées comme T-médiées suggére que les lymphocytes B jouent un

réle clé dans la réponse auto-immune T. L’existence d’un tel réle pathogéne des
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lymphocytes B, indépendant de la sécrétion des auto-anticorps, a été démontré il y a
20 ans [108] : chez la souris lupique MRL/lpr, rendre les lymphocytes B incapables
de sécréter leur immunoglobuline (souris mig-Tg) n'empéche pas la survenue d’'une
néphropathie lupique. Le réle joué par les lymphocytes B dans I'entretien d’'une
réponse auto-immune T a été documenté dans des modeles d’arthrite et de diabéte
[103]. Plus récemment, des modéles murins ont permis de montrer que I'expression
de molécules de costimulation CD80/CD86, la production d’'IL-6 ou d’IFN-y par les
lymphocytes B jouaient un réle important dans les modeles expérimentaux d’arthrite
ou d’encéphalite [104-107].

5) Les lésions granulomateuses de la GPA : médiation cellulaire ou
humorale ?

Contrairement a la vascularite proprement dite nous savons trés peu de choses
sur la pathogénie de la granulomatose nécrosante de la GPA. Jusqu’a récemment, la
principale hypothése était qu’elle soit médiée par une réponse cellulaire Th1 et/ou
Th17, avec initiation secondaire d’'une réponse humorale locale puis systémique
dirigée contre le neutrophile [109]. Ce modeéle reposait sur des arguments cliniques,
épidémiologiques et immunologiques. Sur le plan clinique, la granulomatose
respiratoire de la GPA est souvent révélatrice, les patients développant ou non des
ANCA et/ou des manifestations vasculitiques dans un second temps. Sur le plan
épidémiologique, le role de la silice et du portage ORL du staphylocoque vont
également dans le sens d’'une maladie initiée par un facteur environnemental a
I'étage respiratoire. Les arguments immunologiques reposaient sur la balance
Th1/Th2 [110] puis la découverte des infiltrats lymphocytaires B et plasmocytaires, et
des structures lymphoides, et plus récemment les données sur la présence locale
d’'IL-23 et d'IL-17. Selon ce modele, l'efficacité du rituximab s’expliquerait par la
suppression de la production locale et/ou systémique d’ANCA mais aussi par
I'élimination de cellules B pathogenes in situ via la présentation antigénique et la
production de cytokines pro-inflammatoires entretenant une réponse T CD4 Thi
et/ou Th17. Dans ce modeéle les lésions neutrophiliques initiales sont interprétées
comme le témoin d’'une agression externe d’origine indéterminée, qui aboutirait in

fine a la rupture de tolérance T puis B vis-a-vis des antigénes du polynucléaire
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neutrophile (PR3 et plus rarement MPO). Cependant, pour C. Jennette et R. Falk
(Chapel-Hill), les lésions extravasculaires débutant par une agression du neutrophile
seraient tout simplement induites par les ANCA [111], un des arguments étant la
présence de « granulomes » dans le modéle murin de vascularite a anti-MPO, méme
si pour I'heure les travaux publiés sur ces lésions font défaut. Trés récemment une
équipe d’ophtalmologistes a apporté des données tissulaires sur la pathogénie de la
GPA en analysant le profil d’expression génique d’orbitopathies inflammatoires
diverses [112]. Quatre-vingt trois biopsies ont été analysées (8 GPA, 8 sarcoidoses,
25 orbitopathies Basedowiennes, 25 idiopathiques, 20 échantillons de sujets sains).
Les génes d'immunoglobulines étaient au premier plan de ceux distinguant GPA et
sujets sains. De plus, le profil cytokinique des GPA était caractérisé par la
surexpression d’un grand nombre de cytokines pro-inflammatoires, dont I'lL-4, I'lL-5,
PIL-17, I'lL-21, I'IL-23 et le TNF-a. Les Iésions de sarcoidose exprimaient un panel
plus limité de cytokines, dont le TNF-a et I'lL-23, et davantage d’'IFN-y que celles de
GPA.

6) Lymphocytes T CD8+ : acteurs sous-estimés ?

Le r6le des lymphocytes CD8 cytotoxiques est bien connu dans l'immunité
anti-infectieuse et anti-tumorale. Il est moins étudié dans les maladies auto-immunes,
comparativement a d’autres populations T (CD4 effecteurs, Tregs). Pourtant, chez la
souris, le réle délétere des lymphocytes CD8 a été mis en évidence dans des
modeles d’auto-immunité, tels que le diabéte ou I'encéphalomyélite expérimentale
[113].

Sur le plan phénotypique, la principale anomalie T CD8 retrouvée et confirmée
par plusieurs équipes, est, comme dans le compartiment CD4, I'existence d’'une
expansion des cellules TCD8 hautement différentiées, caractérisées par la perte
d’expression de CD28 et/ou la re-expression du CD45RA (cellules TEMRA) [114—
117], corrélée a I'age et/ou la durée d’évolution de la maladie. Ces cellules effectrices
mémoires hautement différentiées se caractérisent par leur capacité de production

de cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, TNF-a) et I'expression de marqueurs
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cytotoxiques (perforine, granzyme). Ces cellules sont souvent considérées comme
en état de sénescence cellulaire, ce qui se définit par un arrét irréversible du cycle
cellulaire. En réalité, elles gardent des capacités prolifératives sous certaines
conditions de stimulation, notamment via les voies de co-stimulation OX40/0OX40L ou
4-1BB/4-1BBL [118] et les cytokines IL-2 et IL-15 [119]. Dans les VAA comme dans
la PR, I'existence d’'une expansion de cellules CD8 hautement différentiées a été
mise en évidence. Dans les deux cas, cela a été interprété comme le témoin d’une
stimulation antigénique chronique d’origine auto-immune, sans que cela n’ait été
démontré. Dans les VAA, on sait depuis peu que ceci est, comme dans la PR et chez

les sujets agés, au moins en partie induit par le CMV [59].

En 2008, Mc Kinney et al. ont montré que les cellules CD8, bien que peu
étudiées, pourraient jouer un réle clé dans la physiopathologie des VAA[120]. Dans
ce travail, les auteurs ont analysé la valeur pronostique du transcriptome des
différentes populations leucocytaires circulantes purifiées (polynucléaires,
monocytes, lymphocytes B, T CD4 et T CD8). De fagon inattendue, une signature
transcriptomique prédisant le risque de rechute a été mise en évidence non pas dans
les neutrophiles, les CD4 ou les lymphocytes B mais dans les cellules CD8. Ce profil
d’expression génique -impliquant I'lL-7 récepteur, la voie du TCR et les génes
impliqués dans la mémoire T- ne semblait pas lié aux caractéristiques des patients
(type d’ANCA compris). De fait, il était également retrouvé chez les sujets sains,
suggérant un déterminisme génétique, et impactait le pronostic dans diverses
situations immunologiques (auto-immunité, infection...). Son origine et sa
signification fonctionnelle restent toutefois a déterminer. Dans la glomérulonéphrite
extra-capillaire expérimentale, il a été démontré que les anticorps anti-CD8 [121] ou
anti-perforine [122] avaient un effet protecteur. Chez les patients atteints de VAA, les
cellules CD8 peuvent étre présentes en abondance in situ, dans les foyers de
glomérulonéphrite comme dans les lésions de vascularite nécrosante, mais les
données fonctionnelles font défaut [123]. Chez 'Homme trés peu de données
fonctionelles existent. La mise en envidence d’une diminution de la réponse CD8
sous rituximab pose la question du réle direct ou indirect des lymphocytes B dans la
réponse T CD8 [124]. Les lymphocytes cytotoxiques (CD8 et/ou NK) pourraient étre

impliqués dans l'entretien des lésions de vascularite par des mécanismes de
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cytotoxicité dépendante des anticorps. Ceci pourrait résoudre I'apparent paradoxe
entre I'efficacité de la déplétion lymphocytaire B par rituximab et 'impact pronostic de
la réponse CD8.

7) Le complément : un retour gagnant ?

Le complément est un acteur clé des réponses immunitaires médiées par les
anticorps. Son activation aboutit a la production du complexe d’attaque membranaire
mais aussi d’opsonines et d’anaphylatoxines (C3a, C4a, C5a, impliquées dans la
réponse vasculaire et la chemoattraction). Le réle du complément fut donc interrogé
dés la découverte des ANCA et de leurs cibles, a la fin des années 80. Deux
éléments cliniques, qui contrastent avec d’autres maladies systémiques a anticorps
se compliquant de glomérulonéphrite (lupus systémique, vascularites
cryoglobulinémiques), ont initialement laissé penser que ce systéme n’était pas un
acteur déterminant : 'hypocomplémentémie (C3, C4, CH50) est rare et l'atteinte
rénale caractéristigue est une glomérulonéphrite nécrosante extracapillaire pauci-
immune, c’est-a-dire avec peu ou pas de dépdét dimmunoglobuline et de
complément. Ce n’est qu’en 2007 que cette idée va étre remise en cause grace au
modeéle murin anti-MPO developpé par H Xiao et I'équipe de Chapel-Hill [6]. Dans ce
modéle, l'utilisation de souris déficientes en C5, en facteur B ou déplétée en
complément par injection de venin de cobra inhibe le developpement de la maladie,
alors que d’absence de C4 est sans effet. Ceci démontre le role clé de la voie alterne
du complément. La méme année, une équipe hollandaise rapporta des résultats
comparables en utilisant un anticorps monoclonal bloquant I'activation du C5 [125].
Une équipe allemande montra ensuite, dans un modele souris MPO” immunisées
puis greffées avec une moelle MPO*, que la greffe de cellules myéloides déficitaires
en récepteur du C5a (C5aR, CD88) bloquait I'apparition de la vascularite [126]. Ces
équipes ont également montré que la stimulation des neutrophiles par les ANCA
induisait I'activation du complément in vitro. Ces résultats conduirent a revisiter le
rble du complément chez I’homme [127]. Plusieurs équipes ont démontré la présence
de C3c, C3d, C4d et de C5b-9 dans les Iésions glomérulaires, le C5aR étant, lui,
down régulé, potentiellement du fait de son activation. Des taux élevés de fractions
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du complément (C3a, C5a, Bb, C5b-9) ont également été mise en évidence dans le
sang et/ou les urines des patients [127], certains de ces paramettres étant corrélés a
l'activité de la maladie et/ou a la sévérité de I'atteinte rénale. Plus récemment, H Xiao
et al. ont montré que le déficit en C6 n'a pas dimpact dans leur modele,
contrairement au C5, et ont confirmé le réle du C5aR et I'intérét de son blocage, en
utilisant le CCX168, un inhibiteur oral qui deviendra I'’Avacopan [7]. La 1¢® étude
contrélée testant I'Avacopan (CLEAR) débuta en 2011 et montra des résultats
encourageants [10]. Ceci conduisi a une seconde étude (ADVOCATE), publiée début
2021, et qui démontre lefficacité de I'Avacopan en tant qu’alternative a la
corticothérapie [128]. La mise sur le marché de I’Avacopan, approuvée au Japon en

septembre 2021 et aux USA en octobre 2021, est en cours d’examen en Europe.

Conclusion

La physiopathologie des VAA est de mieux en mieux comprise (Figure 1). Il
faut reconnaitre que les connaissances actuelles ne permettent pas encore
d’apporter de réponses tout a fait satisfaisantes a nos patients sur « la cause » de
leur maladie et les facteurs externes modifiables (alimentation, pollution, stress). En
revanche les progrés réalisés depuis les années 2000 illustrent parfaitement
limportance de I'approche translationnelle de ses maladies : en 2010 la recherche
thérapeutiqgue révolutionnait la prise en charge des patients et remettait le
lymphocyte B au centre des modéles pathogéniques. En 2020 une cible
thérapeutique identifiée des années plus tét a partir de modéles murins ouvrait la
voie a une nouvelle approche thérapeutique [10]. En 2021, de nouveaux outils bio-
technologiques permettent de conduire, chez [I'homme, des explorations
immunologiques a haute dimension, dans le sang et les tissus, et pourraient ouvrir

une nouvelle ére dans I'étude de ces maladies.
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Legendes des Figures

Figure 1 : Physiopathologie des vascularites associées aux ANCA : principaux
acteurs et cibles thérapeutiques. Th: T helper, Tth: T helper folliculaires. GPA :
granulomatose avec polyangéite. GEPA : granulomatose éosinophilique avec polyangéite.
PAM : polyangéite microscopique. (réalisé avec BioRender.com).
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