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1. Introduction

1.1Vascularites systémiques

Les vascularites sont un groupe de maladies inflammatoires rares partageant
comme caractéristique commune la présence d’un infiltrat inflammatoire avec nécrose
fibrinoide de toute la paroi vasculaire (endothélium, média et adventice) artérielle ou
veineuse. Elles peuvent toucher des organes isolés ou au contraire présenter une

atteinte systémique, c’est-a-dire de plusieurs organes (1).

Il s’agit d’'un groupe hétérogeéne de maladies car elles peuvent étre secondaires a
une étiologie (infectieuse, hémopathie ou maladie de systeme par exemple) mais
également étre une atteinte inflammatoire primitive de la paroi vasculaire. Au fil du
temps, il a été proposé plusieurs types de classifications de ces pathologies (2-6) et la
plus récente d’entre-elles, la classification internationale de Chapel-Hill révisée en 2012,

repose principalement sur la taille des vaisseaux atteints (1) :

- Vascularites des vaisseaux de taille variable : Maladie de Behcet, Syndrome de
Cogan.

- Vascularite des vaisseaux de grande taille (aorte et ses branches) : Artérite a
cellules géantes (ou Maladie de Horton), Maladie de Takayasu.

- Vascularite des vaisseaux de moyen calibre (principales arteres viscérales et
leurs branches) : Maladie de Kawasaki, Péri-artérite noueuse

- Vascularite des vaisseaux de petits calibres.
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Ce dernier groupe, le plus diversifié, peut se subdiviser lui-méme en vascularites
a dépb6ts de complexes immuns (en raison de la présence de dépb6ts dimmuns
complexes visibles en immunofluorescence au sein des biopsies des organes touchés)
et les vascularites dites « pauci-immunes » c’est-a-dire sans dépots visualisables en

immunofluorescence a I'analyse en anatomopathologie.

Ces vascularites pauci-immunes sont également appelées vascularites a ANCA
car la plupart sont caractérisées par la présence dans le sang des patients d’anticorps

anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophiles (ANCA).

1.2Vascularites systémiques a ANCA

Les vascularites systémiques a ANCA comprennent, par ordre de

fréquence décroissante :

- La polyangéite microscopique ou micropolyangéite (= MPA)
- La granulomatose avec polyangéite (=GPA) ou maladie de Wegener
- La granulomatose éosinophilique avec polyangéite (= EGPA) ou syndrome de

Churg et Strauss

Ces maladies touchent les 2 sexes a tous les ages de la vie, bien qu’elles aient

une prédominance chez les sujets de plus de 60 ans, et leur incidence confondue est en
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moyenne de 20 patients par million d’habitants chaque année en Europe (7) pour une

prévalence estimée entre 46 et 184 par million d’habitants (8).

Les vascularites a ANCA représentent un prototype de maladie de systéeme avec
une atteinte potentielle de tous les grands systémes de l'organisme, et elles peuvent

engager le pronostic vital ou d’organe. (1,9)

L’atteinte principale faisant toute la gravité de ces maladies est un syndrome

pneumo-rénal associant :

- Une atteinte rénale avec une glomérulonéphrite rapidement progressive évoluant
sans traitement vers linsuffisance rénale terminale nécessitant la mise en
épuration extra-rénale ou la transplantation.

- Une atteinte pulmonaire variable mais pouvant étre responsable au maximum
d’hémorragies intra-alvéolaires massives et de syndromes de détresse

respiratoire aigle amenant les patients a étre pris en charge en réanimation.

A ces atteintes cardinales s’associent fréequemment des signes généraux (fievre,
asthénie, anorexie, amaigrissement), une atteinte ORL, cutanée, neurologique,
cardiaque, digestive, articulaire, musculaire, toutes polymorphes et associés a des

degrés et des intensités variables chez les patients.

Bien gu’hétérogénes, ces 3 maladies présentent donc comme caractéristiques

communes :
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- Une inflammation de la paroi vasculaire des vaisseaux de petits calibres, ce qui
explique le caractere systémique de la clinique.

- La présence dans la plupart des cas d’auto-anticorps dirigés contre le cytoplasme
des polynucléaires neutrophiles (PNN) et des monocytes (ANCA) et plus
précisément contre la myéloperoxydase (MPO) ou la protéinase 3 (PR3), deux
antigénes contenus dans les granulations primaires des PNN et des Monocytes.
Bien que ces anticorps ne soient pas présents dans tous les cas et qu’ils puissent
étre retrouvés dans dautres situations (Maladie de Crohn ou induits
secondairement a la prise de certains médicaments par exemple), ils restent trés
spécifiques de ces pathologies, et en particulier de la MPA pour les anti-MPO et

de la GPA pour les anti-PR3 (10).

En raison de I'hétérogénéité clinico-biologique de ces maladies, au fil des
années, plusieurs méthodes d’évaluation de l'activité, du pronostic et des séquelles des

vascularites a ANCA ont été développées.

Le score le plus couramment utilisé a I'heure actuelle sur le plan international
pour déterminer I'activité des vascularites a ANCA est le Birmingham Vasculitis Activity
Index 3.0 (BVAS 3.0) (11,12). Ce score présente également I'avantage de disposer

d’une valeur pronostique (13).

Le BVAS permet d’évaluer l'activité de la maladie par une cotation de 0 a 63
portant sur 56 items, chacun de ces items étant pondéré en fonction de la gravité de

I'atteinte, et regroupés en 9 grandes catégories d’atteintes d’organes :
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Signes généraux

Atteinte cutanée

Atteinte des muqueuses et ophtalmologique

Atteinte ORL

Atteinte pulmonaire

Atteinte cardiaque

Atteinte digestive

Atteinte rénale

Atteinte neurologique

Plusieurs autres évaluations sont également disponibles :

La catégorie EUVAS, utilisée habituellement dans les essais cliniques consacrés

aux vascularites a ANCA et permettant de classer les vascularites en groupes

homogénes en fonction de I'étendue de l'atteinte clinique et de la réponse au

traitement (14) :

o

o

Localised pour les atteintes ORL et pulmonaire limitées

Early systemic pour les atteintes générales modérées avec créatinine
plasmatique < 120 pmol/I

Generalized pour les atteintes générales étendues avec créatinine
plasmatique < 500 pmol/ |

Severe pour les atteintes étendues avec créatinine plasmatique > 500
pmol/ |

Refractory pour les maladies réfractaires au traitement
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- Le Five Factor Score (FFS), score pronostique de la maladie mis au point par le
Groupe Francais d’Etude des Vascularites (15,16) et permettant d’évaluer la
gravité de la maladie et de décider de l'attitude thérapeutique sur 5 facteurs
simples : Age > 65 ans, Créatinine plasmatique > 150 umol/l, atteinte cardiaque,
atteinte digestive séveére (perforation, hémorragie, pancréatite) et I'absence
d’atteinte ORL. Plus le FFS est élevé, plus la pathologie est grave et nécessite
une prise en charge intense, chaque item du FFS valant un point sauf 'absence
d’atteinte ORL qui est un facteur protecteur retirant un point.

- Le Vasculitis Damage Index, seul score validé permettant d’évaluer les séquelles
de la maladie ou du traitement et cotant les atteintes persistantes malgré une

prise en charge thérapeutique adaptée. (17)

Ces scores présentent l'avantage de permettre d’obtenir des évaluations
standardisées de pathologies hétérogenes et donc de comparer plus facilement les
groupes de patients au sein des essais thérapeutiques ou des études de

physiopathologie.

Du fait de la sévérité des atteintes cliniques, la prise en charge repose dans la
majorité des cas sur [l'association d'une corticothérapie systémique et
d'immunosuppresseurs (au premier rang desquels Cyclophosphamide et Rituximab)
avec un schéma d’attaque pour obtenir la rémission de la maladie et un schéma

d’entretien en prévention des rechutes, fréquentes dans ces pathologies (9,18,19).
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Malgré les traitements immunosuppresseurs actuellement utilisés, les
vascularites a ANCA restent responsables d’'une morbi-mortalité élevée puisqu’il
persiste une morbidité élevée avec des défaillances d’organes parfois sévéres, des
complications infectieuses des traitements et surtout une mortalité 2.7 fois supérieure

chez les patients atteints par rapport a la population générale (20).

Améliorer la qualité de vie et le pronostic des patients, toujours séverement
impactés a I'heure actuelle par leur pathologie inflammatoire, reste donc une priorité, et
il existe une nécessité de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques
régissant ces maladies et une place pour la recherche de nouvelles voies

thérapeutigues innovantes pour les patients.

1.3Physiopathologie des vascularites a ANCA

Les vascularites a ANCA sont, comme la plupart des maladies inflammatoires ou
auto-immunes, d’origine multifactorielle. Elles peuvent survenir sur un terrain génétique
prédisposé, et les études d'association pangénomique (ou genome-wide association
studies, GWAS) ont d’ailleurs démontré la présence de certains variants du complexe
majeur d’histocompatibilit¢ humain (systteme HLA) de classe 2 mais aussi d’autres
genes non impliqués dans le systeme HLA chez les patients atteints de vascularites a
ANCA (21). A ce terrain génétique, ni nécessaire ni suffisant, peut s’ajouter certains
facteurs environnementaux comme |'exposition a la silice cristalline (22) ou encore le
portage chronique nasal du Staphylococcus aureus (23), un germe pouvant exprimer un

super-antigéne susceptible d’activer un grand nombre de lymphocytes T de maniére
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indépendante de la spécificité antigénique (24). Le role de ce super-antigene reste

toutefois débattu dans les maladies inflammatoires a I’heure actuelle (25,26).

La physiopathologie des vascularites a ANCA est donc complexe et
incomplétement comprise a I'heure actuelle. Il s’agit de pathologies inflammatoires
médiées par l'immunité adaptative : les lymphocytes Thl7, B, mais également
limmunité innée : notamment le systeme du complément et les PNN pour la MPA et la
GPA d’une part et les lymphocytes Th2 et les polynucléaires éosinophiles pour 'TEGPA

d’autre part (27,28).

Plus spécifiguement, lors de lactivation du systéeme immunitaire face a des
pathogénes infectieux, les cellules dendritiques présentatrices d’antigénes interagissent
avec les lymphocytes T naifs qui se transforment en lymphocytes Th1l7 sécréteurs
d’interleukine 17 (IL17). L’IL17 induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par
les macrophages et ces cytokines sont responsables de 'activation des PNN (29). Ces
PNN sont également stimulés par le C5a issu de l'activation de la voie alterne du
complément en réponse au pathogene (30) et ces PNN activés représentent une des

premieres lignes de défense de I'organisme face au pathogéne.

En dehors de la classique phagocytose du pathogene, les PNN sont également
responsable de la formation de NET (pour Neutrophils Extracellular Traps) des réseaux
de fibres extracellulaires composées essentiellement d’ADN de PNN qui en se liant aux
pathogénes contribuent a leur destruction. Ces NET sont normalement dégradés par
des enzymes, en particulier la DNAse | (31). Hors, la dégradation de ces NET par la
DNAse | est diminuée chez les patients atteints de vascularites a ANCA (32) et il est
possible que la persistance de l'exposition du systéme immunitaire a 'ADN des

20



neutrophiles soit responsable d’une rupture de tolérance contre la MPO ou la PR3

contenus dans les granulation des PNN, menant donc a la génération des ANCA (33).

Chez les patients, ces auto-anticorps pathogenes se fixent sur les PNN activés et
entrainent leur hyperactivation, la production de cytokines pro-inflammatoires, la
production de ROS (Reactive Oxygen Species) voire la formation de NET, responsables

d’'une activation inflammatoire chronique et ultimement des lésions vasculaires (34-37).

1.4Le CD95-Ligand ou Fas-Ligand soluble

Le CD95 (ou Fas) est un membre de la famille des récepteurs au Tumor Necrosis
Factor a (TNFa), comportant un domaine transmembranaire impliqué dans I'apoptose.
Son ligand, le CD95-L ou Fas-L, est impliqué dans la tolérance périphérique et la

réaction immunitaire. (38)

Lorsque le CD95-L est clivé par des métalloprotéases, sa portion clivée est
libérée dans la circulation. Cette portion clivée ou CD95 Ligand soluble (s-CD95L)
également appelé Fas Ligand soluble (s-Fas-L) est capable d’induire des voies

cellulaires non apoptotiques calcium-dépendantes. (39)

Il a été démontré que le CD95-L était exprimé par les cellules endothéliales des
patients atteints de lupus érythémateux systémique (SLE) et, qu’une fois clive, le s-
CD95L était capable d’induire le recrutement, dans les organes atteints, de lymphocytes

Th17 via [linteraction avec la Phospholipase Cy1 (PLCy1) par un mécanisme
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Sphingosine-1-phosphate (S1P) dépendant (40). Par ailleurs le s-CD95L est augmenté

dans le sérum des patients lupiques et est corrélé a I'activité de la maladie. (39)

Il a également été démontré la présence en nombre important de lymphocytes
Th17 au sein des reins des patients atteints de vascularites systémiques a ANCA et, sur
un modele murin de vascularite, que ces lymphocytes Th17 migraient de l'intestin vers

les reins par un mécanisme lui-aussi S1P dépendant. (41)

Outre les Thl7, le s-CD95L est également chemo-attractant pour les
polynucléaires neutrophiles (PNN) (42), une cellule trés impliquée dans la

physiopathologie des vascularites systémiques a ANCA. (35-37)

Enfin, le s-CD95L a déja été retrouvé augmenté chez un petit nombre de patients

atteints de vascularites systémiques a ANCA. (43)

Etant donné le pouvoir chemo-attractant du s-CD95L sur les lymphocytes Th17 et
les PNN, son élévation chez les patients atteints de vascularites systémiques a ANCA et
le r6le qu’il joue dans le lupus érythémateux systémique (qui présente des atteintes

rénales proches des vascularites), il semble légitime :

- D’estimer les taux de s-CD95L sur une population bien déterminée de patients
atteints de vascularites systémiques a ANCA en comparaison a des témoins
sains.

- De corréler ce taux aux scores d’évaluation de la maladie et aux parametres
biologiques des patients afin de déterminer si ce s-CD95L pourrait étre un
biomarqueur pertinent dans les vascularites a ANCA.

22



2. Méthodes

2.1 Type d’étude

Nous avons effectué un recueil rétrospectif de I'ensemble des sérums testés
comme positifs pour les ANCA (c-ANCA anti-PR3 ou p-ANCA anti-MPO) au CHU de
Bordeaux et mesuré la concentration en CD95-L soluble chez ces patients afin de la
comparer a des témoins sains non atteints de vascularite a ANCA. |l s’agit donc d’une
étude cas-témoins rétrospective monocentrique congcue comme une étude préliminaire a
un projet de recherche fondamentale portant sur I'implication du CD95-L soluble dans la

physiopathologie des vascularites a ANCA.

2.2 Critere de jugement principal

Le taux de CD95-Ligand soluble mesuré dans le sérum des patients ou des

témoins et sa corrélation a I'activité de la vascularite estimée par le score BVAS 3.0.

2.3 Criteres de jugement secondaires

La corrélation du taux de CD95-Ligand soluble aux autres scores d’évaluation et

parametres biologiques de la vascularite a ANCA.
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2.4 Population analysée

Nous avons inclus tous les sérums prélevés au CHU de Bordeaux ou envoyés a
celui-ci depuis les hopitaux périphériqgues de Nouvelle Aquitaine entre le 01/09/2017 et
le 22/01/2018 pour suspicion diagnostique ou suivi de vascularite a ANCA et testés

positifs pour les anti-MPO ou les anti-PR3.

Les sérums témoins étaient issus de volontaires sains provenant de personnels

du laboratoire de recherche.

2.5 Dosage du CD95-L soluble

Une fois ces sérums identifiés, nous avons évalué la concentration de CD95-L
soluble dans le sérum des patients grace a un kit ELISA commercial (Human CD178/

Fas-L/CD95L ELISA Kit — Diaclone SAS).

L’ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) est un test immuno-
enzymatique couramment utilisé en laboratoire de routine et en recherche pour estimer
des concentrations de molécules d’intérét par exemple dans un sérum ou un surnageant

de cellules.

La méthode dite de I'ELISA « double-sandwich » que nous avons utilisé ici

consiste a déposer dans une plaque 96 puits a fond plat préalablement recouverte d’'un
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anticorps de capture (anti-human CD95-L) les sérums des patients ou des témoins
(ainsi qu’un standard de concentration connue pour permettre linterprétation de

'ELISA).

Les sérums sont répartis en dupliqua dans les puits et incubés 2 h a température
ambiante. Apres 3 lavages, un anticorps de détection biotinylé anti-CD95-L est ajouté
pendant 1h a température ambiante. La plaque est ensuite lavée 3 fois puis 'enzyme
HRP (HorseRadish Peroxydase) couplée a l'avidine, est ajoutée pour se fixer de

maniere spécifique a la biotine.

Aprés une incubation de 20 minutes et 3 lavages, une solution de TMB
(TetraMethylBenzidine) et d’H202 est ajoutée, entrainant une réaction enzymatique
d’oxydoréduction visualisée par une réaction colorimétrique bleue. Aprés 20 minutes,
lajout d’acide sulfurique (H2SOs a 1 Molaire) permet de stopper la réaction

enzymatique.

La densité optique est ensuite mesurée a 450 nm par spectrophotométrie et cette
densité optique est directement proportionnelle a la concentration de s-CD95L présente

dans les échantillons.

2.6 Recueil de données et corrélation du s-CD95L a I'activité de la vascularite

En parallele de la réalisation des ELISA, nous avons recueilli les données

cliniques et biologiques des difféerents patients dans leurs dossiers médicaux.
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Outre ces données, afin de disposer d’une vision d’ensemble de la maladie, nous
avons également décrit la population en termes de thérapeutiques utilisés au cours de
la maladie et au moment du dosage de s-CD95L, de réponse au traitement ainsi que

par les évaluations et scores précédemment décrits :

- Le Birmingham Vascultis Activity Index 3.0 (BVAS 3.0)
- Lacatégorie EUVAS,
- Le Five Factor Score (FFS)

- Le Vasculitis Damage Index (VDI)

Une fois le taux de s-CD95L connu, nous avons corrélé ce parametre a I'activité
des vascularites évaluée par le score BVAS 3.0 afin d’obtenir I'évaluation du critere de

jugement principal.

Enfin, les témoins ont été décrits en termes d’age et de sexe afin de permettre

une comparaison des données démographiques entre patients et témoins.

2.7 Critéres d’inclusion et d’exclusion

Nous avons inclus dans l'analyse statistique tous les sérums issus de patients
avec diagnostic de MPA ou de GPA confirmé selon les criteres de la classification

révisée de 2012 de Chapel Hill.

Nous avons exclus les sérums provenant des patients :
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- Dont le diagnostic était incertain au moment de I'étude.

- Atteints d’'une forme de chevauchement avec d’autres maladies inflammatoires
empéchant de déterminer clairement I'imputabilité de la vascularite dans les
différentes atteintes cliniques, ce qui ne permettait pas de calculer le BVAS.

- Avec des dossiers présentant un trop grand nombre de données cliniques et

biologiques manquantes, ce qui ne permettait pas de calculer le BVAS.

2.8 Aspects statistiques

Les données recueilies ont été résumées par statistiques descriptives :
moyennes, écart-types, pourcentages. Les variables catégorielles ont été analysées par
le test exact de Fisher et les variables continues ont été analysées par le test de Mann-
Whitney en raison de [leffectif faible et de la possibilité d’'une distribution non
paramétrigue des données. Les corrélations étaient établies par le coefficient de

Spearman.

Une valeur p (p value) < 0.05 était considérée comme significative et les analyses
statistiques et les graphiques de représentation des données ont été réalisées a l'aide
du logiciel GraphPad Prism version 8.3.0 pour Windows, GraphPad Software, San

Diego, California, USA.
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3. Résultats

3.1 Description de la population étudiée

L’étude a inclus 79 sérums issus de 52 patients et 8 sérums témoins issus de
volontaires sains provenant de personnels du laboratoire de recherche. 9 sérums ont

été exclus des analyses conformément aux critéres d’exclusion.

La répartition des différents sérums est représentée sur la figure 1 et comportait :

- 19 sérums issus de Granulomatoses avec Polyangéites provenant de 14
patients. Parmi ces prélevements, 6 correspondaient a des patients avec
vascularite active soit un total de 4 patients.

- Les granulomatoses éosinophiliques avec polyangéites étaient représentées par
un total de 12 sérums issus de 6 patients.

- Comme attendu selon les données de la littérature, la plus grosse partie de la
cohorte était composée des Polyangéites Microscopiques. Nous disposions de
39 sérums issus d'un total de 24 patients. Parmi ces 39 sérums, 21
correspondaient a des vascularites actives.

- 8 sérums de volontaires sains issus des personnels du laboratoire.

- 9 sérums exclus pour les raisons citées précédemment.
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Figure 1. Répartition des différents sérums de la population étudiée

Les caractéristiques cliniques, paracliniques et thérapeutiques de la cohorte sont
présentées dans les tableaux 1 & 7 avec les éventuelles données manquantes. Le détail

des différentes atteintes cliniques des patients est disponible en annexe.

Tableau 1. Caractéristigues cliniques et Statut ANCA des patients

GPA (N=19) MPA (N=39) P Value
Moyenne ET Moyenne ET
Age 57,5 13,2 66,2 10,8 0,0074 **
Nombre | Pourcentage | Nombre | Pourcentage
Homme 14 73,7 29 74,4 >0,9999
Femme 5 26,3 10 25,6 >0,9999
Signes généraux 10 52,6 12 30,8 0,1508
Rénal 14 73,7 38 97,4 0,0119 *
Pulmonaire 16 84,2 25 64,1 0,1370
Cutanéo-muqueux 1 5,3 3 7,7 >0,9999
Neurologique 9 47,4 6 15,4 0,0226 *
Musculaire 1 5,3 5 12,8 0,6525
Articulaire 11 57,9 11 28,2 0,0436 *
ORL 13 68,4 13 33,3 0,0231 *
Digestif 0 0,0 4 10,3 0,2921
Ophtalmologique 4 21,1 0 0,0 0,0091 **
Cardio-vasculaire 2 10,5 3 7,7 >0,9999
Cancer ou Hémopathie associé 2 10,5 0 0,0 0,1034
Autres conditions associées 2 10,5 2 51 0,5907
c-ANCA Anti-PR3 17 89,5 4 10,3 < 0,0001 ****
p-ANCA Anti-MPO 2 10,5 37 94,9 < 0,0001 ****
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Tableau 2. Caractéristigues biologigues des patients

GPA (N=19) MPA (N=39) P Value
Moyenne ET Manquantes | Moyenne ET Manquantes
CRP (mg/L) 66,6 118,1 0 27,7 46,4 10 0,7107
GB (GIL) 9,0 3,0 0 7,9 2,5 11 0,3463
Hb (g/dL) 12,9 2,0 0 10,3 2.0 10 < 0,0001 ***
PNN (G/L) 6,8 3,0 0 59 2,5 13 0,3831
Lymphocytes (G/L) 11 0.6 0 11 0.6 13 0,9864
PNEOo (G/L) 0.4 0.4 0 0.2 03 16 0,1841
Plaquettes (G/L) 273,7 120,2 0 256,0 128,1 11 0,4814
Créatinine (umol/L) | 1471 138,6 0 2785 239,0 4 0,0003 ***
MDRD (m Lzl)min/l,73 67,9 27,0 1 32,4 19,9 4 < 0,0001 ****
m
Protéinurie (g/24h) 0.5 08 5 16 17 7 0,0059 **
Hématurie Nombre | Pourcentage | Manquantes | Nombre | Pourcentage | Manquantes 0,5543
0 7 36,8 11 28,2
traces 1 53 1 2,6 >0,9999
1+ 2 10,5 4 3 7,7 8 >0,9999
24 2 10,5 6 15,4 >0,9999
3+ 3 15,8 10 25,6 0,5130
Anatomopathologie 13 68,4 27 69.2 >0,9999
disponible
Tableau 3. Catégories EUVAS et scores des patients
GPA (N=19) MPA (N=39) P Value
Catégorie EUVAS | Valeur absolue Pourcentage | Valeur absolue Pourcentage
Localized 1 53 0 0,0 0,3276
Early systemic 4 21,1 5 12,8 0,4503
Generalized 12 63,2 18 46,2 0,2708
Severe 2 10,5 16 41,0 0,0322 *
Refractory 0 0,0 0 0,0 >0,9999
Moyenne Ecart-type Moyenne Ecart-type
FES 0,5 0,8 1,3 0,7 0,0009 ***
VDI 15 1,9 1,2 11 0,9436
BVAS 3.0 6,3 12,2 9,0 12,7 0,1889
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Tableau 4. Thérapeutigues utilisées au cours de I’histoire de la maladie

GPA (N=19) MPA (N=39) P-Value
Nombre Pourcentage Nombre Pourcentage
Corticothérapie 19 100,0 38 97,4 >0,9999
Cotrimoxazole 11 57,9 10 25,6 0,0221 *
Cyclophosphamide 15 78,9 33 84,6 0,7144
Rituximab 13 68,4 17 43,6 0,0973
Méthotrexate 4 21,1 1 2,6 0,0355 *
Azathioprine 10 52,6 21 53,8 >0,9999
IgIV / Echanges plasmatiques 4 21,1 14 35,9 0,3666
Autres traitements 6 31,6 15 38,5 0,7726
Tableau 5. Thérapeutigues utilisées au moment du dosage de s-CD95Ligand
GPA (N=19) MPA (N=39) P-Value
Nombre | Pourcentage Nombre Pourcentage
Corticothérapie 12 63,2 16 41,0 0,1627
Cotrimoxazole 8 42,1 2 51 0,0011 **
Cyclophosphamide 4 211 3 7.7 0,2013
Rituximab 4 211 10 25.6 >0,9999
Méthotrexate 1 5.3 0 0,0 0,3276
Azathioprine 2 10,5 8 20.5 0,4720
IgIV / Echanges plasmatiques 0 0,0 3 7.7 0.5437
Autres traitements 3 158 1 28.2 0.3495
Tableau 6. Réponse au traitement
GPA (N=19) MPA (N=39) P-Value
Nombre Pourcentage Nombre Pourcentage
Réponse 0 0,0 6 15,4 0,1634
partielle
Rechute 2 10,5 4 10,3 >0,9999
Rémission 15 78,9 18 46,2 0,0244 *
Réfractaire 1 5,3 1 28,2 0,0806
Déceés 1 5,3 0 0,0 0,3276
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Tableau 7. Caractéristiques des témoins

Témoins (N = 8)
Moyenne ET P-Value (comparé aux vascularites)
Age 40.3 8.9 < 0.0001 ****
Nombre Pourcentage
Homme 5 62.5 0.6731
Femme 3 375 0.6731

3.2 Comparaison des populations de MPA et de GPA

Les MPA sont plus agées (66.2 vs 57.5 ans — p = 0.0074) que les GPA, avec plus
d’atteintes rénales (97.4 vs 73.7% 5 — p = 0.0119). A contrario, les GPA présentent plus
d’atteintes neurologiques (47.4 vs 15.4% — p = 0.0226), articulaires (57.9 vs 28.2% —p =
0.0436), ORL (68.4 vs 33.3% — p = 0.0231) et ophtalmologiques (21.1 vs 0% — p =

0.0091). Le reste des éléments cliniques sont comparables.

II'y a significativement plus de vascularites classées EUVAS sévere dans le
groupe MPA que dans le groupe GPA (41 vs 10.5% — p = 0.0322). Assez logiqguement,
le FFS est aussi significativement plus élevé dans le groupe MPA par rapport au groupe
GPA (1.3 vs 0.5 — p = 0.0009). Le reste de la répartition des différentes catégories

EUVAS, les scores BVAS et VDI sont similaires.

Comme attendu, les statuts ANCA sont significativement différents entre les 2

populations (p < 0.0001).

Par ailleurs, sur le plan biologique, le taux moyen d’hémoglobine est
significativement plus bas dans le groupe MPA par rapport au groupe GPA (10.3vs 12.9
g/dL — p < 0.0001), le DFG évalué par la formule MDRD plus bas (32.4 vs 67.9

mL/min/1.73m? — p < 0.0001), le taux de créatinine plasmatique plus élevé (278.5 vs
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138.6 umol/L — p = 0.0003) et la protéinurie plus élevée (1.6 g/24h vs 0.5 g/24h — p =

0.0059). Le reste des caractéristiques paracliniqgues est comparable.

Comme attendu puisque le portage chronique de Staphylococcus aureus a été
démontré comme impliqué dans les rechutes de cette vascularite, les GPA recevaient
statistiguement plus de Cotrimoxazole, que ce soit au cours de toute I'évolution de la
maladie (57.9 vs 25.6% — p = 0.0221) ou au moment ou le dosage de s-CD95L a été
effectué (42.1 vs 5.1% — p = 0.0011). Par ailleurs, les GPA avaient recus statistiquement
plus de Methotrexate (21.1 vs 2.6% — p = 0.0355) au cours de I'histoire de leur maladie,
possiblement en raison de la présence plus fréquente d’'une atteinte articulaire. Le reste
des thérapeutiques recues était comparable que ce soit au cours de I'évolution de la

vascularite ou au moment du dosage de CD95 Ligand soluble.

Enfin, les réponses au traitement étaient similaires en dehors du pourcentage de
rémission apres traitement qui était significativement plus élevé dans le groupe GPA

(78.9 vs 46.2% — p = 0.0244).

3.3 Population témoin

La population témoin consistait en 8 membres issus du labo de recherche : 5
hommes et 3 femmes, soit un sex-ratio comparable a celui des vascularites sans

différence significative entre les vascularites et les témoins.
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En revanche, en raison de la sélection d’'une population témoin issu d'un
laboratoire de recherche, celle-ci était significativement plus jeune (d&ge moyen 40.3 ans

— ET 8.9) que celle des vascularites (p < 0.0001).

3.4 CD95-Ligand soluble chez les vascularites a ANCA

Comme le montre la figure 2, le taux de CD95-Ligand soluble est
significativement plus élevé chez les patients atteints de Polyangéite Microscopique
(MPA) et de Granulomatose avec Polyangéite (GPA) par rapport aux témoins sains

(respectivement, p = 0.0410 pour les MPA et p = 0.0075 pour les GPA).

En revanche, il n’existe pas de différence significative dans le taux de CD95-
Ligand soluble chez les patients atteints d’EGPA, possiblement en raison d’une
physiopathologie différente des MPA et des GPA et d'un trop faible nombre de
prélevements. Pour ces raisons, nous avons décidé de nous concentrer par la suite

exclusivement sur les prélevements de patients atteints de MPA ou de GPA.
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Figure 2. Taux de CD95-Ligand soluble chez les vascularites a ANCA

Analyse statistique : test de Mann-Whitney ; *=p <0.05; * =p <0.01

3.5 CD95-Ligand soluble chez les GPA et les MPA

Lorsque I'on divise les GPA et les MPA entre vascularite active et non active

grace au score d’activité BVAS 3.0, on constate, comme le montre la figure 3 :

- Une différence significative dans le taux de s-CD95L entre les GPA non actives
et les témoins (p = 0.0349) et entre les GPA active et les témoins (p = 0.0070). Il

n’y a en revanche pas de différence entre GPA active et non active.
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- Une différence significative dans le taux de s-CD95L entre les MPA non active et
les active (p = 0.0074) et entre les MPA active et les témoins (p = 0.0022). Il n’y a

en revanche pas de différence entre MPA non active et témoins.
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Figure 3. Taux de s-CD95L chez les GPA et MPA actives et non actives

Analyse statistique : test de Mann-Whitney ; *=p < 0.05; ** = p <0.01

Lorsque I'on regroupe MPA et GPA, on constate une différence significative entre
les vascularites actives et non actives (p = 0.0150) et entre les vascularites actives et
les témoins (p = 0.0009). Il 'y a en revanche pas de différence entre vascularites non

actives et témoins. Ces résultats sont représentés sur la figure 4.
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Figure 4. Taux de s-CD95L chez les GPA et MPA actives et non actives
Analyse statistique : test de Mann-Whitney ; * = p < 0.05 ; *** = p < 0.001

3.6 Corrélation CD95-L soluble et activité de la vascularite

Aprés avoir mis en évidence la présence d’un taux plus élevé de CD95-L soluble
chez les MPA et les GPA et une différence entre les vascularites actives et non actives,
nous avons voulu savoir si ce taux pouvait étre prédictif de l'activité de la maladie et
donc s'il existait une corrélation entre le taux de CD95-L soluble et l'activité de la

vascularite évaluée par le score BVAS 3.0.
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Nous avons commencé par vérifier si, a I'instar des données établies dans la
littérature, I'activité des patients de notre population d’étude était bien corrélée au taux

des ANCA.

L’activité des GPA et MPA était corrélée positivement au taux d’ANCA de facon

statistiguement significative (p = 0.0001) comme représenté sur la figure 5.

MPA + GPA

R = 0,4804

*k%k

BVAS 3.0

Figure 5. Corrélation entre ANCA et Activité de la vascularite (MPA et GPA)
évaluée par le BVAS 3.0

Analyse statistique : Coefficient de corrélation de Spearman ; *** = p < 0.001

Concernant le critere de jugement principal, le taux de CD95-L soluble était
corrélé positivement au BVAS de fagon statistiguement significative (p = 0.0327) comme

représenté sur la figure 6.
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Figure 6. Corrélation entre S-CD95L et Activité de la vascularite (MPA et GPA)
évaluée par le BVAS 3.0

Analyse statistique : Coefficient de corrélation de Spearman ; * = p < 0.05

Lorsque I'on sépare les MPA et les GPA, la significativité n’est conservée que
pour les MPA que ce soit pour le taux d’ANCA (p = 0.0018) ou le taux de s-CD95L (p =
0.0291), possiblement en raison d’'un manque de puissance, résultat représenté sur la

figure 7.
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Figure 7. Corrélation entre ANCA (gauche) ou S-CD95L (droite) et Activité de la
MPA évaluée par le BVAS 3.0

Analyse statistique : Coefficient de corrélation de Spearman ; *=p<0.05; * =p <0.01
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4. Discussion

Le principal résultat de notre étude est de retrouver un taux de s-CD95L
significativement plus élevé chez les MPA et les GPA par rapport aux témoins et une
corrélation positive entre le taux de s-CD95L et I'activité de la vascularite évalué par le

score BVAS 3.0.

Lorsque I'on sépare les populations entre MPA et GPA, on constate également
pour les MPA une différence dans le taux de s-CD95L entre les MPA actives et non
actives et une corrélation positive entre le s-CD95L et le BVAS 3.0. Cette différence
entre vascularite active et non active n’est pas retrouvée chez les GPA, possiblement

par mangue de puissance.

La répartition entre les différentes vascularites était cohérente avec les données
de la littérature avec une prédominance de MPA, suivi par les GPA et les EGPA. Les
atteintes cliniques, caractéristiques biologiques, scores d’évaluation étaient conformes a
celles retrouvées habituellement dans la littérature. La prise en charge thérapeutique
des patients respectait le « standard of care » et était également conforme aux données
et recommandations avec une majorité de patients traités par corticothérapie,
Cyclophosphamide, Rituximab, Azathioprine, principales molécules actuellement

Proposeés a ces patients.

Nous avons exclu peu de prélévements de l'analyse (N = 9) et uniquement en
raison de diagnostics incertains (N=3), d’'un trop nombre de données manquantes (N=1)

ou de la coexistence d’'une autre pathologie inflammatoire avec des atteintes voisines
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des vascularites (cryoglobulinémie associée pour 5 des prélévements) qui n’aurait pas
permis d’établir des scores d’évaluations fiables et représentatifs. Comme précisé
précédemment, les EGPA étant peu représentées et cette pathologie étant plutot
meédiée par les lymphocytes Th2 et les polynucléaires éosinophiles, ce qui n’est pas le

cas des MPA et GPA, nous avons décidé de les exclure de la plupart des analyses.

Les MPA, les vascularites les plus proches d’'un syndrome pneumo-rénal « pur »,
présentaient assez logiquement une prédominance d’atteintes rénales ce qui explique la
différence statistiguement significative observée sur les parametres biologiques rénaux :
MDRD plus bas, créatinine plasmatique et protéinurie plus élevée. Il existait également
une hémoglobine statistiquement plus basse dans le groupe MPA, probablement
d’origine multifactorielle, secondaire a [linsuffisance rénale et/ou au syndrome

inflammatoire biologique, sans qu'il soit possible de le déterminer précisément.

L’étude cas-témoins que nous avons réalisée, bien qu’elle dispose d’un certain
nombre de biais inhérents a son design, est adaptée a I'étude des maladies rares, ce
qui est le cas des vascularites a ANCA. Il s’agissait également d’une étude exploratoire
préliminaire a un travail de recherche fondamentale, ce design était donc adapté a un

premier travail consacré a la relation entre vascularite a ANCA et s-CD95L.

La principale limitation de notre étude est bien entendu son design rétrospectif

monocentrique, ce qui inclut par essence un certain nombre de biais.

Il existe ainsi un biais de sélection en raison de linclusion uniquement des
patients avec ANCA positifs dosés au CHU de Bordeaux, et qui ne sont donc que

partiellement représentatifs de la population totale des vascularites a ANCA. En effet,
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cela n’inclut pas les vascularites ANCA négatives ou dont les ANCA ont été négativés
par la prise en charge thérapeutique. Ceci est a nuancer toutefois car les vascularites
sont des pathologies rares, en général prises en charge en centre de référence, et on
peut penser que la grande majorité de ces patients sont pris en charge en CHU, ce qui
tend a étre confirmé par le fait que seul 3 sérums provenaient d’hépitaux périphériques

de la région (Dax et Bayonne).

La présence d’'un certain nombre de données manquantes dans les données
biologiques a potentiellement pu impacter les scores d’activité et donc en partie les
résultats de I'étude sur le critere de jugement principal mais probablement plutét dans le
sens d’une diminution du BVAS que d’une augmentation. Ceci est peu problématique
car I'étude atteint la significativité statistique pour la corrélation entre BVAS et s-CD95L

malgré une éventuelle sous-estimation de l'activité de la vascularite.

La population témoin était constituée de femmes et d’hommes issus du
laboratoire de recherche. Ces témoins étaient comparables aux vascularites en terme
de sexe mais significativement plus jeune que les patients, ce qui est peu surprenant
compte tenu d’'une prédominance des plus de 60 ans chez les patients et de témoins
issus de la population active. Le choix des témoins était guidé par leur disponibilité au
moment de I'étude et les résultats seront a valider sur une population strictement

comparable aux patients en termes de caractéristiques démographiques.

Compte tenu du caractére exploratoire de I'étude, nous disposions d’un effectif
réduit et certains sérums provenaient des mémes patients a des moments différents de
leur suivi. Il a été décidé d’analyser chaque prélevement comme un patient indépendant
afin de disposer de suffisamment de prélevements et de puissance pour pouvoir réaliser
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une inférence. Toutefois cette facon de procéder ne permet pas de s’affranchir d’'une
possible variabilité intra-individuelle. Nous avons envisagé d’utiliser un modéle mixte
pour I'analyse statistique afin de prendre en compte cette variabilité mais cela a été

impossible car nous ne disposions pas de plusieurs prélévements pour chaque patient.
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5. Conclusion

Au total, le s-CD95L est donc plus élevé chez les patients atteints de MPA et
GPA et correle avec I'activité de la vascularite évaluée par le BVAS 3.0. Ces premiers
éléments sont en faveur d’un réle physiopathologique du s-CD95L dans les vascularites
a ANCA et ce parameétre pourrait potentiellement étre un biomarqueur utile dans ces

pathologies.
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6. Perspectives

De facon intéressante, notre équipe a démontré en collaboration avec une équipe
de Rennes que le s-CD95L était impliqué dans la migration des lymphocytes Th17 via
un mécanisme S1P dépendant dans le rein d’'un modéle murin de lupus (40) et que ce
s-CD95L pouvait étre inhibé par un inhibiteur de protéases habituellement utilisé dans le
HIV, le Ritonavir (44). Or la migration des Th17 semble également étre soutenue par un

mécanisme S1P dépendant dans un modéle murin de vascularites (41).

Ces éléments, combinés au résultat de ce travail, nous ont donc poussés a
explorer le réle du s-CD95L dans la physiopathologie des vascularites & ANCA, afin de
valider ces résultats de facon prospective dans une plus grande cohorte de patients et

d’étudier son réle dans la genése de la maladie, in vitro et in vivo sur modéle murin.

C’est la raison pour laquelle nous avons débuté un projet de recherche
translationnelle prospectif, le projet VASC-FAS (Clinical Trials : NCT03698071) qui sera

prochainement soumis pour publication.

Enfin, compte tenu de I'action démontrée par le Ritonavir sur le s-CD95L, il nous
paraissait intéressant d’explorer les mécanismes immunologiques qui pourraient
expliquer cette action anti-inflammatoire et les possibilités de repositionnement de ces

thérapeutigues antivirales dans les maladies inflammatoires et auto-immunes.

Nous avons donc réalisé une revue de la littérature consacrée a ce sujet, revue
qui a été publiée sous forme de lettre a I'éditeur dans Autoimmunity Reviews en 2019

(45) et dont la version longue en anglais se trouve a la suite de ce manuscrit.
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7. Revue de la littérature : les anti-protéases du HIV pour le traitement des

maladies inflammatoires

7.1 Proteases and protease inhibitors

Proteases are proteolytic enzymes widely expressed in the living world, from
bacteria and viruses to humans, where they represent about 2% of the human genome
(46,47). They play an essential role in the regulation of physiological functions through
the activation, the destruction and the synthesis of proteins (48). Moreover, they have
been involved in various pathological mechanisms such as infections, cancers,

cardiovascular diseases, neurodegenerative or immunological disorders (49).

Protease inhibitors have been developed in a wide range of therapeutics,
encountering a considerable success for the management of atrial fibrillation
(dabigatran, thrombin inhibitor (50)), hypertension and chronic kidney disease
(Benazepril, angiotensine convertase inhibitors (51)), or for the treatment of multiple

myeloma (bortezomib, proteasome inhibitor (52)).

However, the most striking success was the FDA approval of Saquinavir in 1995,
which was the first protease inhibitor for the management of HIV infection, quickly
followed by Ritonavir in 1996. Associated with non-nucleoside and nucleoside reverse
transcriptase inhibitors, it initiated the era of highly active antiretroviral therapy (HAART).
This led to a massive reduction of the mortality of the pandemic, contributing to

transform HIV infection into a chronic disease (53,54).
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HIV protease is a 99 amino-acid protein expressed by the pol gene of the HIV
virus. It is required to cleave the gag and pol polyproteins, which is a crucial step for the
maturation of virions. HIV protease inhibitors prevent this cleavage and therefore impair

the maturation of newly born virions (55,56) (Figure 8).
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Figure 8. HIV Protease and HIV Protease Inhibitors mechanism of action

HIV protease inhibitors are divided into three generations of molecules, based on
their date of approval, resistance, safety and efficacy profiles (47). Ritonavir, Saquinavir,
Indinavir and Nelfinavir represent the first generation. The second includes Lopinavir,

Fosamprenavir and Atazanavir. Finally, the third generation encompass Tipranavir and

Darunavir (57) (Annex 3).
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After the initiation of HAART, unexpected side-effects have been noticed
including the improvement of Kaposi's sarcoma, which is an angioproliferative disease
often affecting HIV positive patients (58-60). These observations encourage many
authors to investigate non-antiviral effects of HAART, including HIV protease inhibitors.
Moreover, following studies highlighted additional properties of HIV protease inhibitors,
such as preventing inflammation, angiogenesis and tumor growth (61,62). The present
review focuses on HIV protease inhibitors in the regulation of immunological
mechanisms (Figure 9) and their potential applications in the field of autoimmune and

inflammatory diseases (Figure 10).

7.2 Immunological mechanisms of HIV protease inhibitors

Impact on T lymphocytes

In HIV patients, HIV protease inhibitors are able to restore CD4+ and CD8+ T
lymphocytes count (63), mainly by inhibiting the HIV-driven apoptotic process (64,65)
but these drugs can also impair their proliferative response (66). Moreover, HAART
containing a HIV Protease Inhibitor improve neutrophil and monocyte functions (67) and
Indinavir has been shown to reduce transendothelial migration of dendritic cells in HIV

patients (68).

Interestingly, Ritonavir improved survival of CD4+ T lymphocytes, even in HIV
uninfected cells (64,69). This observation relies on the stabilization of the mitochondrial
hyperpolarization state by HIV protease inhibitors. Indeed, the mitochondria is known to

play a crucial role in CD4 T cells apoptosis: when those lymphocytes are activated, the
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mitochondrial membrane is hyperpolarized and this hyperpolarization contributes to the
extracellular membrane permeabilization releasing apoptotic factors such as cytochrome
C, smac/diablo, required for the induction of apoptotic signaling pathways in the
presence of stress inducers including FasL or oxidative stress. Matarrase et al. have
shown that HIV protease inhibitors have the ability to prevent Fas-induced apoptosis in
activated lymphocytes from healthy donor by stabilizing the mitochondria membrane
potential and reduce the production of reactive oxygen intermediate. This apoptosis
inhibition is caused by the downregulation of caspase-9 and -3 activity preventing the

downstream cleavage of PARP (70).

Anti-inflammatory effects

Alongside with these specific effects on T cell survival, HIV protease inhibitors
seem also able to reduce the pro-inflammatory cytokine environment. These treatments
decrease the production of IL2, IFNy and TNFa from PMA-lonomycin activated
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of healthy subjects through a molecular

mechanism that remains to be elucidated (71).

Saquinavir inhibits the production of proinflammatory cytokines (i.e., IL6, IL1[,
TNFa) and potentiate IL10 secretion in the serum and the lung in a mice model of lung
injury, suggesting its immunoregulatory potential (72). Yu et al. demonstrated that TLR4
and HMGB1 were decreased in HIV protease inhibitor-treated mice engendering a
reduction of the MAPK signaling pathway (followed by p38 and JNK phosphorylation)

triggered by TLR4 (72). HMGB-1 is a nuclear DNA-binding protein that regulates
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transcription and DNA organization. Released by apoptotic or necrotic dying cells,
HMGB-1 acts as a Damage Associated Molecular Pattern (DAMP), or alarmin, by
activating TLR2 and TLR4 signaling and thus triggering inflammatory cytokine
production. HMGB-1 also allows self-DNA recognition by TLR9 (73,74). The
accumulation of HMGB-1 has been involved in various autoimmune diseases including
Systemic  Sclerosis (SSc), Rheumatoid arthritis (RA), Polymyositis (PM),
Dermatomyositis (DM) and Systemic Lupus Erythematosus (SLE) (74). In RA, serum,
synovial liquid and tissue levels of HMGB-1 were shown to be significantly elevated in
patients due to hypoxia or pro-inflammatory factors such as TNFa or IL18 and
decreased after topical injection in joints of glucocorticoids (75-78). Interestingly,
HMGB-1 is capable of inducing destructive arthritis after injection in the joint by
promoting IL1 production by macrophages (79). HMGB-1 levels were also shown to be
increased in dermis of SLE patients after photoinduced lesions (80) and SLE serum,
probably after keratinocytes or T cells death (81,82), as well as in DM and PM muscles
(83). Corticosteroid treatment of patients with these inflammatory myositis leads to
clinical improvement in association with decreasing in HMGB-1 levels. More
interestingly, in SLE patients, disease activity correlates to HMGB-1 levels and injection
of HMGB-1 and nucleosome complexes into mice leads to the generation of anti-double
stranded DNA autoantibodies, which greatly contributes to SLE pathogenesis. HMGB-1
is also increased in serums of SSc patients. High levels of this DAMP are associated
with severe form of the disease meaning high modified Rodnan skin score, diffuse
cutaneous forms, pulmonary, heart, kidney and articular involvement (84). Moreover,
platelets microparticles, which have recently been implicated in the physiopathology of

SSc (85), contain HMGB-1.
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By inhibiting the HMGB-1 expression, Saquinavir could therefore represent an
interesting inhibitor of the DAMP-mediated inflammation, which is of particular interest
for management of inflammatory diseases. Nonetheless, it remains to decipher how this

HIV-protease inhibitor modulate the mRNA expression level of this inflammatory factor.

Studies have also demonstrated that the HIV protease inhibitor-induced anti-
inflammatory effect could be mediated through the interaction between HIV protease
inhibitor and a cellular protease, Cathepsin V, which prevent the activation of the

TLR4/MyD88 pathway by inhibiting the TLR4-MyD88 receptor complex (86,87).

Anti-angiogenic and anti-tumor effects

HIV protease inhibitors have been reported to block NFkB activation induced by
TLR2 and TLR4 activation in human endothelial cells (88). Ritonavir impairs the
proliferation of endothelial cells, favors the apoptosis of Kaposi’'s sarcoma cells, and
reduces the production of pro-inflammatory cytokines, such as TNFa, IL6, IL8 through
the inhibition of the NFkB pathway (89,90). Moreover, in Kaposi’'s Sarcoma, Saquinavir
and Indinavir inhibit bFGF and VEGF-induced angiogenesis by impairing the migration
of endothelial cells into the perivascular space. These drugs can also abrogate matrix
metalloproteinase-2 (MMP-2) proteolytic activation by blocking its conversion to its
active form (60). The MMP-2 over-expression is triggered by endothelial cells in the
presence of angiogenic factors such as FGF, and is known to degrade basement
membrane of blood vessels, promoting the migration of endothelial cells and the

formation of neo-vessels. By blocking endothelial cells migration and MMP-2 activation,
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HIV protease inhibitors impair neo-angiogenesis but the molecular target involved in

these processes remain to be elucidated.

In addition to these anti-angiogenic effects, HIV protease inhibitors are of
particular interest in the field of cancer. Indeed, constitutive activation of the PI3K/Akt
pathway is involved in carcinogenesis, particularly for metastatic dissemination of cancer
cells (91) and Nelfinavir possesses the ability to inhibit growth factor receptor activation
(IGFR and EGFR) leading to PI3K/Akt inhibition (92,93). It also induce ER stress which
leads to global inhibition of protein synthesis (92,93). Interestingly, it also reduces the
inflammation by inhibiting MAPK signaling in macrophages and by activating protein
phosphatase 2 (94). These data suggest that HIV protease inhibitors could represent
possible antitumor agents that could be combined with conventional therapies to prevent

angiogenesis and/or limit metastasis occurrence.

The proteasome consists of the classic- and the immuno-proteasome with three
different proteases in the classic proteasome coined (31, 2 and B5 replaced in the
immunoproteasome LMP-2, MECL-1, and LMP-7, respectively when cells are stressed
(95). The immunoproteasome is expressed in hematopoietic cells and de novo
synthesized in the rest of cells upon various stresses, notably to stimulate antigen
presentation. Indeed, the immunoproteasome has been involved in various
phenomenon including antigen processing for presentation within class | MHC,
production of inflammatory cytokines, NFkB activation (96). Consequently, proteasome
inhibitors, such as Bortezomib, became among the leading molecules in the therapy of
some hematological malignancies such as Multiple Myeloma (97). HIV protease

inhibitors dampen the cytotoxic activity of T Ilymphocytes by modulating the
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immunoproteasome chymotrypsin-like activity and impairing the epitope presentation by
MHC | molecules, both in mice infected by lymphocytic choriomeningitis virus (98), and
in human cells (99-101). These drugs also inhibit proliferation and induce apoptosis in
several human cancer cell lines and in murine tumor model, through the inhibition of the

proteasome activity but the exact mechanism is unknown (100).

The ability of HIV protease inhibitors to down-modulate the immuno-proteasome
activity seems to be a very promising therapeutic option to treat patients affected by
auto-immunity. Indeed, immunoproteasome have been involved in the progression of
various autoimmune diseases, such as Systemic Lupus Erythematosus, Rheumatoid
Arthritis, or Multiple Sclerosis where its blockage alleviates animal models symptoms

(102).

Adverse effects

Despite these interesting “off-target effects”, treatment with HIV protease
inhibitors are associated with premature atherosclerosis (103,104). Macrophages are
the most abundant cell type present in these lesions and have been shown to play major
roles in the pathology progression. Treatment of macrophages with HIV protease
inhibitors could trigger TNFa and IL6 production, favoring chronic inflammation.
Mechanistically, HIV protease inhibitors can enhance the binding of the RNA binding
protein HuR to the 3’-UTRs region of TNFa and IL6 mRNA and therefore stabilize them

(105). HIV protease inhibitor can also induce endoplasmic reticulum stress in
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macrophages and activate the unfolded protein response through the PERK signaling

pathway, leading notably to proinflammatory chemokine secretion (106,107).

Moreover, Ritonavir, Atazanavir and Lopinavir stimulate ICAM-1 expression on
human endothelial cells and the adhesion of monocytes to the vascular endothelium
could also aggravate atherosclerosis (108). Finally, in mice, Ritonavir induce cardiac

fibrosis partially through the synthesis of TGF( by platelets (109).

These results implement the knowledge regarding tolerance and adverse effects
of HIV protease inhibitors. Nevertheless, the safety and pharmacokinetic profiles of
these FDA-approved molecules are already established, which position them as good

candidate for other therapeutics applications.
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Figure 9. HIV Protease Inhibitors non-antiviral properties
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7.3 Potential therapeutic applications in non-infectious diseases

Autoimmunity, and more generally, chronic inflammatory diseases are becoming
one of the major cause of death around the world. Because HIV protease inhibitors have
known impact on the immune system, repositioning these drugs for new clinical

indications including inflammatory diseases seems of particular interest.

Systemic Lupus Erythematosus (SLE)

Systemic Lupus Erythematosus (SLE) is a chronic autoimmune disease
characterized by loss of tolerance to nuclear components, production of autoantibodies,
immune complex formation and deposition, ultimately leading to organ damages (110). It
has been observed that HIV positive SLE patients under HAART exhibit lower disease
activity as compared to untreated SLE patient cohorts (111). Of note, only one targeted
therapy has been approved by FDA (i.e., anti-BAFF mAbs such as Belimumab) for SLE
patients in the last 50 years and this treatment shows limited therapeutic effect

rendering the development of targeted therapy urgent for this pathology.

Our team has recently established that Ritonavir inhibit the inflammatory signaling
pathway induced by FasL (also known as CD95L) (112). CD95 (Fas/APO-1/TNFRSF6)
is a transmembrane receptor that belongs to the tumor necrosis factor receptor (TNF-R)
family (113). Its cognate ligand, CD95L, is a transmembrane glycoprotein mainly

expressed by activated T lymphocytes and NK cells or in chronic inflammatory disorders
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such as SLE by endothelial cells covering the blood vessel in the inflamed organs (40).
This membrane-bound ligand acts locally through cell-to-cell contact to kill infected and
transformed cells (114). The extracellular domain of human CD95L can be cleaved by
metalloproteases (115), releasing a soluble CD95L (s-CD95L) into the bloodstream.
Unlike membrane-bound CD95L (m-CD95L), s-CD95L fails to trigger cell death but
instead contributes to aggravating inflammation in chronic inflammatory disorders such
as SLE (116,117) and cancers (118-121) by inducing non-apoptotic signaling pathways

including MAPK (122), NFkB (123) and PI3K (117).

CD95 harbors an intracellular conserved amino-acid stretch called death domain
(DD), which serves as a docking platform to trigger cell death. Upon binding of m-
CD95L, CD95 leads to the recruitment of the adaptor protein Fas Associated Death
Domain (FADD) through homotypic interactions via their respective DD. FADD in turn
aggregates the initiator caspase-8 and caspase-10. The CD95/FADD/caspase complex
is called death-inducing signaling complex (DISC) (124) and leads to the elimination of
cancer cells through an apoptotic mechanism. Conversely, s-CD95L fails to induce cell
death but triggers the formation of a non-apoptotic complex termed motility-inducing
signaling complex (MISC) implementing a Ca?* response, which inhibits DISC formation
and promotes migration of cancer cells (117-119). To trigger the MISC, CD95 recruits
PLCy1 via an intracellular domain different from its DD that we designated CID for
calcium-inducing domain. We observed that the inflammatory Th17 cells bathed with s-
CD95L undergo an intracellular calcium signal promoting their trans-endothelial
migration and their accumulation into the inflamed tissues of SLE patients through a

sphingosine 1 Phosphate (S1P) dependent pathway (40). Modeling analyses revealed
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that Ritonavir structure is similar to that of the CID peptide bound to PLCy1 and its
incubation with Th17 cells prevented the implementation of the s-CD95-mediated
inflammatory signal by preventing recruitment of PLCy1 by CD95. To reach this
conclusion, we initially developed a protein-fragment complementation assay (PCA)
monitoring the PLCy1/CD95 interaction and performed a large-scale screen to identify
drugs that disrupt this interaction. This approach identified the HIV protease inhibitor
ritonavir as a potent disruptor of the CD95/PLCy1 interaction exhibiting no effect on the
CD95/FADD interaction responsible for the induction of the apoptotic pathway and which
is instrumental in immune homeostasis, a cellular process that you do not want to
disturb in auto-immune disorders. Interestingly, administration of Ritonavir in lupus-
prone MRLY“" mice dramatically improved the architecture (reduced mesangial
proliferation, Bowman’s capsule rupture and C3 deposition in kidney) and the filtration
function of kidneys as compared to control-treated mice(44). Interestingly, HIV protease
inhibitors are also able to prevent the binding of anti-DNA antibodies to their target
antigen in NZB/W F1 mice (125) and could improve SLE pathogenesis in vivo through
additional mechanisms rendering very attractive its clinical use for SLE patients. It
remains to discuss if this treatment should be proposed to all SLE patients or to those

exhibiting higher serum concentrations of s-CD95L.

Systemic Sclerosis (SSc)

Systemic sclerosis is a rare autoimmune disease characterized by

microangiopathy accompanied by fibrosis of the skin and internal organs (126).
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Sanchez et al. showed that Nelfinavir prevents fibroblast differentiation into
myofibrobasts in normal skin, lung and heart and in systemic sclerosis lung, through the
inhibition of the canonical TGF-B pathway (attenuation of Smad3 expression and
Smad2/3 phosphorylation) in a dose-dependent manner. Moreover, it increases
autophagic degradation of type | collagen in fibroblast by inhibiting the mTOR pathway

and reduces lung fibrosis in an animal model of Systemic sclerosis (127).

Li and colleagues proposed a pilot study for the use of HIV protease inhibitors in
Idiopathic Pulmonary Hypertension because of the implication of HMBG-1 in this
pathology and the known impact of HIV protease inhibitors on this DAMP (128).
Interestingly, pulmonary hypertension is one of the clinical hallmarks of SSc, responsible
for the morbidity, and HMGB-1 is implicated in the physiopathology of the disease, as

aforementioned.

This could be a new way towards anti-fibrotic drugs for a disease without any
treatment capable to address the debilitating clinical outcomes, but the scarce data on
the role of HIV protease inhibitors in SSc warrants further investigation to establish their

potential therapeutic value in this pathology.

Multiple Sclerosis

Multiple sclerosis is an inflammatory disease affecting the central nervous system
(CNS) (129). It has been demonstrated that HIV positive patients have a significantly
lower risk of suffering from Multiple Sclerosis compared to matched uninfected controls,

which could be due either to HIV-driven immunosuppression or treatment-dependent
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adverse effect (130). It has therefore been hypothesized that anti-retroviral treatment

may contribute to this unusual low MS incidence in HIV positive patients.

Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE) is the commonly used
mouse model for studying Multiple Sclerosis. Hosseini et al. demonstrated that daily
administration of Ritonavir in different EAE mouse models prevents central nervous
system infiltration of mononuclear cells and clinical symptoms (131). Central nervous
system inflammation was reduced as reflected by the decreased expression in IL1q,
IL1B and TNFa mRNA levels in Ritonavir-treated mice as compared to vehicle-treated
counterparts. Ritonavir also prevented adoptive EAE transfer in which T-lymphocytes of
EAE mice were injected to EAE-free SJL mice suggesting that Ritonavir could prevent

central nervous system invasion by pathogenic T cells.

However, the more important part of the Ritonavir-driven therapeutic effect on
EAE is likely due to its inhibition of the NFkB pathway, leading to downregulation of pro-
inflammatory cytokines such as IL1a or IL1B. It is also possible that modulation of the

proteasome activity prevents antigen presentation of some CNS epitopes.

Th17 cells are an important cellular subtype whose accumulation is implicated in
MS physiopathology (129) and Th17 cells and related cytokines are elevated in MS
patients (132). Because, disrupting the CD95-PLCy1 interaction with Ritonavir prevents
Thl7-driven inflammation in SLE, exploring the therapeutic effect of CD95L and HIV

protease inhibitor in MS warrants further study.
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Psoriasis

Psoriasis is a chronic inflammatory disease of the skin affecting 2-3% of the
worldwide population (133). Several case reports and one clinical trial showed
improvement of psoriasis scores when patients newly infected with HIV where treated
with antiviral regimen and several of this cases involved a HAART including protease
inhibitors (134-142). Psoriasis is a Thl7-driven disease, and as aforementioned,
because Ritonavir blocks s-CD95L-driven Th17 migration to inflamed skin, this family of
drugs might alleviate psoriasis development through this mechanism. This hypothesis

has to be further explored in animal models of psoriasis.
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7.4 Conclusion and perspectives for HIV Protease Inhibitors in inflammatory

diseases

Repositioning FDA and EMA-approved drugs for new therapeutic indications
seems a very promising way to address the constant need for better patient care and

less expansive medications.

HIV protease inhibitors are able to interact with the immune system
independently from their specific antiviral action by impairing apoptosis of T cells,
reducing DAMP mediated inflammation, inhibiting the immunoproteasome and
preventing neo-angiogenesis. These “off-target effects” are very attractive to envision
this treatment for the management of various inflammatory diseases such as Systemic

Lupus Erythematosus, Systemic Sclerosis, Multiple Sclerosis, or Psoriasis.

Because of this wide range of new therapeutic actions, it seems of particular
interest to further investigate more deeply these treatments for inflammatory diseases

and, perhaps, opening a hew way towards effective therapies for these patients.
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Annexes

Annexe 1 : Atteintes cliniques détaillées de la population de MPA

Sur le plan clinique, sur 39 prélevements de MPA:

- 12 (30.8%) présentaient des signes généraux (asthénie, anorexie,
amaigrissement ou fiévre)
- 38 (97.4%) présentaient une atteinte rénale, dont :
o 33 glomérulonéphrites rapidement progressives (GNRP)
o 1, une néphropathie tubulo-interstitielle chronique (NTIC)
o 4, une insuffisance rénale chronique sans précision
- 25 (64.1%) présentaient une atteinte pulmonaire dont :
o 9, une hémorragie intra-alvéolaire (HIA, dont un associée a un asthme)
o 4 un asthme (dont un associé a une hémorragie intra-alvéolaire, 3 a une
diminution de la DLCO)
o 11, une pneumopathie interstitielle diffuse ou une diminution de la DLCO
(dont 3 associées a un asthme et 2 a des nodules pulmonaires)
o 3, des nodules pulmonaires
o 1, une masse pulmonaire
o 3, une atteinte pulmonaire sans précision
- 3(7.7%) une atteinte cutanéo-muqueuse, dont :
o 1 purpura vasculaire
o 2 éruptions érythémato-squameuse sans précision

- 6 (15.4%) une atteinte neurologique, dont :
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o 5 neuropathies périphériques (polyneuropathie, polyradiculonévrite ou

multinévrite)
o 1 crise convulsive
- 5(12.8%) une atteinte musculaire a type de myalgies
- 11 (28.2%) une atteinte articulaire, dont :
o 3 polyarthrites
o 6 polyarthralgies d’horaire inflammatoire
o 2 polyarthralgies sans précision
- 13 (33.3%) une atteinte ORL, dont :
o 9 sinusites cliniques (frontales, maxillaires,
ethmoidales)
o 2 hypoacousies
o 1 épistaxis
o 1 comblement d’un sinus ethmoidal sans précision
- 4 (10.3%) une atteinte digestive, dont :
o 2 atteintes hépatiques sans précision
o 2 rectorragies sans précision

- 3 (7.7%) une atteinte cardiovasculaire a type de péricardite

sphénoidiennes

ou

- Il n’y avait pas d’atteinte ophtalmologique, de cancer ou d’hémopathie associée.

- 1 présentait un acrosyndrome et 1 était associée a une gammapathie

monoclonale de signification indéterminée a IgG lambda.
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Annexe 2 : Atteintes cliniques détaillées de la population de GPA

Sur le plan clinique, sur 19 prélevements de GPA :

- 10 (52.6%) présentaient des signes généraux (asthénie, anorexie,
amaigrissement ou fievre)
- 14 (73.7%) présentaient une atteinte rénale, dont :
o 11 glomérulonéphrites rapidement progressives (GNRP)
o 3 une protéinurie ou une hématurie isolés
- 16 (84.2%) présentaient une atteinte pulmonaire dont :
o 3, une hémorragie intra-alvéolaire (dont 2 associées a un asthme et 1 a
des nodules pulmonaires)
o 2 un asthme (associé a des hémorragies intra-alvéolaire)
o 4, une pneumopathie interstitielle diffuse (PID, dont 2 associées des
nodules pulmonaires)
o 10, des nodules pulmonaires (dont 1 associé a des masses, 1 a une HIA,
2 ades PID
o 2, des masses pulmonaires (1 associée a une HIA, 1 a des nodules)
o 3, une atteinte pulmonaire sans précision
- 1 (5.3%) une atteinte cutanéo-muqueuse a type d’hypertrophie gingivale
- 9(47.4%) une atteinte neurologique, dont :
o 7 neuropathies périphériques (mononeuropathie, polyneuropathie,
polyradiculonévrite ou multinévrite)

o 2 crises convulsives
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- 1 (5.4%) une atteinte musculaire sans précision
- 11 (57.9%) une atteinte articulaire, dont :
o 8 polyarthrites
o 1 oligo-arthrite
o 1 polyarthralgie sans précision
o 1 atteinte articulaire sans précision
- 13 (68.4%) une atteinte ORL, dont :
o 5 Rhinosinusites crouteuses
o 4 sinusites-bronchites
o 2 otites récidivantes
o 1 surdité brusque
o 1 atteinte ORL sans précisions
- 4 (21.4%) une atteinte ophtalmologique, dont :
o 1 uvéite antérieure aigue
o 2 exophtalmies
o 1 atteinte ophtalmologique sans précision
- 2(10.5%) une atteinte cardiovasculaire a type de périaortite-médiastinite
- Il n’y avait pas d’atteinte digestive
- 2 (10.5%) étaient associées a un cancer (une tumeur fibreuse solitaire pleurale,
un carcinome vésical in situ)
- 2 (10.5%) éetaient associées a une autre pathologie : un syndrome catastrophique

des anti-phospholipides et une recto-colite hémorragique.
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Annexe 3 : HIV Protease Inhibitors currently available for HIV management

Generation Molecule FDA date of approval

Saquinavir 1995
Ritonavir 1996

First generation
Indinavir 1996
Nelfinavir 1997
Lopinavir 2001
Second generation Fosamprenavir 2003
Atazanavir 2003
Tipranavir 2005

Third generation
Darunavir 2006
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Titre : Implication du CD95-Ligand/Fas-Ligand soluble dans les vascularites systémiques a ANCA

Résumé : Les vascularites systémiques a ANCA sont un groupe de maladies inflammatoires touchant les vaisseaux
de petits calibres et comprenant notamment la polyangéite microscopique et la granulomatose avec polyangéite.
Malgré les traitements actuels, leur morbi-mortalité reste élevée et des poussées imprévisibles peuvent engager le
pronostic vital ou d’organe. Il existe donc une place au développement de nouveaux biomarqueurs d’activité ainsi que
dans la recherche de nouvelles voies thérapeutiques. Le CD95-L soluble est une partie clivée du CD95-L, ligand du
récepteur de mort cellulaire CD95. Ce s-CD95L présente des propriétés pro-inflammatoires chémo-attractantes sur
les lymphocytes Thl7 et les polynucléaires neutrophiles, deux types cellulaires impliqués dans la physiopathologie
des vascularites systémiques a ANCA. Cette étude rétrospective monocentrique, préliminaire a un travail de
recherche translationnelle, avait pour but d’estimer les taux de s-CD95L sur les sérums ANCA positifs des patients du
CHU de Bordeaux et de corréler ce taux a I'activité de la maladie évaluée par le score BVAS 3.0.

Nous avons montré que le s-CD95L est plus élevé chez les patients atteints de vascularites et qu’il est corrélé avec
I'activité de la vascularite évaluée par le BVAS 3.0. Ces premiers éléments sont en faveur d’un réle du s-CD95L dans
la physiopathologie des vascularites a ANCA. Par ailleurs, cette molécule pouvant étre inhibée par le Ritonavir, un
anti-protéase du HIV, nous avons donc effectué une revue de la littérature sur les mécanismes immunologiques qui
pourraient expliquer cette action et les possibilités de repositionnement de ces thérapeutiques antivirales pour les
maladies inflammatoires et auto-immunes.
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Abstract: ANCA associated vasculitis are inflammatory diseases affecting small blood vessels, including microscopic
polyangiitis and granulomatosis with polyangiitis. Despite current treatments, their morbi-mortality remains high and
unpredictable pulses can be life-threatening or lead to irreversible organ damage. There is therefore a need for new
activity biomarkers as well as research for new therapeutic pathways. Soluble CD95-L is a cleaved part of CD95-L, a
ligand for the CD95 cell death receptor. This s-CD95L has chemo-attractive pro-inflammatory properties on Th17
lymphocytes and neutrophils, two cell types involved in the pathophysiology of ANCA associated vasculitis. The
purpose of this retrospective monocentric study, preliminary to a translational research project, was to estimate s-
CD95L levels on positive ANCA sera from Bordeaux University Hospital patients and to correlate this rate with
disease activity assessed by the BVAS 3.0 score.

We have shown that s-CD95L is higher in patients with vasculitis and that it correlates with BVAS 3.0 score. These
first elements are in favor of a role for s-CD95L in the pathophysiology of ANCA associated vasculitis. Moreover, this
molecule is impaired by Ritonavir, an HIV anti-protease, and we carried out a review of the literature on the
immunological mechanisms that could explain this action and the possibilities for repositioning these antiviral drugs for
inflammatory and autoimmune diseases management.
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