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Nomenclature de Chapel Hill 2012

ANCA
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ANCA-Associated Small Vessel Vasculitis
Microscopic Polyangiitis

Granulomatosis with Polyangiitis

' (Wegener’s)

Eosinophilic Granulomatosis with Polyangiitis
(Churg-Strauss)

Large Vessel Vasculitis
Takayasu Arteritis
Giant Cell Arteritis

Jennette, Arthritis Rheum, 2013



Anticorps anti-cytoplasme des neutrophiles

COUPABLE

IDEAL

Davies, Br Med J, 1982
Van der Woode, Lancet, 1985




Réle pathogene des ANCA anti-MPO

A. Immunisation des souris MPO-/- B. Injection de 5 x 107 a 10® spléenocytes des
par la MPO murine souris MPO-/- immunisées par la MPO

Purification des IgG Y/ Y ¥

C. Injection des IgG purifiés Anti-MPO des souris
MPO-/- immunisé par la MPO

Xiao, J Clin Invest, 2002




Réle de la voie alterne du complément au cours
des vascularites avec ANCA-MPO

Modeéle murin avec injection 1V d’anti-MPO ayant montré le
réle pathogene des ANCA-MPO

Neutrophils Macrophages

Souris SR
pré-traitées § £
par PBS *%

Souris E
pré-traitées r T
par CVF
(déplétion du ¥
complément) ©

Xiao, Am J Pathol, 2007



Réle de la voie alterne du complément au cours
des vascularites avec ANCA-MPO

Urine albumin (ug/ml)
o888 8 8 8

Scale (0-4+)

% Glomeruli involved

wildtype

*

C5-/-

@ leukocyturia
O hematuria

wildtype

wildtype

C5-/-

B % cresents
& % necrosis

C5-/-

Souris WT
(ou C4-/-)

Souris C5-/-
(ou FB-/-)

Relargage par les PNN activés par le
ANCA de facteurs activateurs du

complément
Xiao, Am J Pathol, 2007



Réle de la voie alterne du complément au cours
des vascularites avec ANCA-MPO

C3d C5b-9

= Expression des TR 5 2 TS N
produits d’activation L N | AT f o e R
du complément dans b TR W S d SR R
les lésions W D F)
glomérulaires des
VAA

AAV
b}
!
<
’

Normal

= Expression des
produits d’activation TR el
du complémentdans i e Uy Wt
les Iésions e 1y o B
vasculaires des VAA Nbed T R

AAV
{

Normal

Gou, Clin JASN, 2013



Pas de role pathogene des ANCA anti-PR3

= Pas de modele murin spontané de
glomeérulonéphrite ou de vascularite associée a des
anticorps anti-PR3

" Modele de souris humanisées immunodéficientes
NOD-SCID-IL2R y-/- reconstituées avec des cellules
souches hématopoiétiques humaines

= Souris développant une glomérulonéphrite et une
hémorragie pulmonaire faible a modérée (sans
granulome) a la suite du transfert passif d'IgG
contenant des ANCA-PR3 de patients atteints de GPA

Salama, Curr Opin Rheumatol, 2012
Little, PLoS One, 2012



Le polynucléaire neutrophile




Terrains génétiques distincts selon la spécificiteé
des ANCA

<

—Log, (P value) &
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o . . ANCA-PR3 associés a HLA-
DP, SERPINA1 (codant

e ! pour I’al- antitrypsine) et
e 3] a PRTN3 (codant pour la
g protéinase 3)

ANCA-MPO associés a
HLA-DQ

Lyons, N Engl J Med, 2012



Déréegulation des neutrophiles, effecteurs du
dommage endothéliale, au cours des VAA

SLE ANCA HC

Données in vitro

= PR3 - production IL-8 et MCP-1 par CE
- recrutement PNN et monocytes

= |nternalisation de PR3 dans les CE »
apoptose des CE

= MPO - oxydants dans CE

= ANCA stabilisant adhésion endothéliale
des PNN et 1 transmigration

N : . . Données in vivo
Profil d’expression génique

M ICAM-1 et VCAM-1 sur endothélium

specifique des PNN des patients avec VAA (biopsies)
Expression inappropriée de ANCA stabilisant adhésion endothéliale
PR3/MPO par perturbation et 4 transmigration des PNN
du contrdle épigénétique CE circulantes au cours des VAA
Ciavatta, J Clin Invest, 2010 Taekema-Roelvink, JASN, 2001
Alcorta, Kidney Int, 2007 Yang, Am J Pathol, 2001 Woywodt, Ann Rheum Dis, 2006

Yang, J Am Soc Nephrol, 2004 Radford, Arthritis Rheum, 2001 Little, Blood, 2005



La PR3 est une protéase avec des propriétés
pro-inflammatoires

Vésicules  Granules Impliquée dans la prolifération et

sécrétoires  tertiaires Gra"“les;p,ec'f'ques la différenciation myéloide
(gélatinase) oo onaalres Bories, Cell, 1989
(gélatinase,

lactoferrine)

Réles pro-inflammatoires

Clivage de protéines anti-
inflammatoires: annexin-Al,
récepteurs (PAR2)

Activation de chimiokines (IL-8) ou
cytokines (IL-13, TNF-a.)

Clivage de protéines de la matrice

Granules azurophiles/primaires
Elastase )
Protéinase 3 (@,
Cathepsine G\E

Azurocidine
Myélopéroxydase Expression de PR3 sur les neutrophiles

HC GPA

PR3 stockée dans les granules azurophiles
mais aussi dans les vésicules de sécrétion

et exprimés a la membrane
Witko-Sarsat, Blood, 1999
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Expression membranaire de la PR3 au cours de
la GPA

=  Existence dans des
proportions constantes chez
un méme individu de PNN A :

mPR3" 5 mPR3* 3 bimodal

exprimant une grande
quantité de mPR3 et de Tr e T WS e F
PNN lI'exprimant peu

= Expression accrue de mPR3 a la surface des PNN associée a risque
accru de développer une maladie inflammatoire, en particulier la
GPA

= Expression accrue de mPR3 corrélée a l'activité de la GPA et
associée a un risque plus élevé de rechutes

= Alléle rare A-564 G du promoteur du gene de Rarok, JASN, 2002

la PR3 plus fréquent au cours de la GPA Gencik, Kideny Int, 2000
Witko-Sarsat, JASN, 1999

Muller Kobold, Br J Rheumatol, 1998



Réle de la PR3 dans le processus inflammatoire

Expression o®l¢y

constitutive PR3.3 ”‘A Externalisation

de mPR3 a la membrane
induite par
I’'apoptose

Expression de PR3
induite par cytokines
(« priming »)
et activation des PNN

ANCA M
/L anti-PR3 ,t..

*o

Activation des Inhibition de la phagocytose

neutrophiles par macrophagiqu?
les ANCA anti-PR3 PR3 = « don’t eat-me signal ? »

B cbpie6

A Phospholipidscramblasel WCDlS/CDllb
4@ Calreticuline

Witko-Sarsat, Joint Bone Spine, 2018
Witko-Sarsat, Curr Opin Rheumatol, 2010

"1 CD177



Réle de la PR3 dans le processus inflammatoire
et la dérégulation immunitaire

Neutrophil
activation

ranuloma formation

, , . Dendritic cells
Défaut de résolution

de l'inflammation:
Phagocytose altérée .
des neutrophiles N
i P B cells @) 2%"@’{4_-,-*
apoptotiques par les (Syon /)~ @y
macrophages ? ’

~

Witko-Sarsat, Joint Bone Spine, 2018
Millet, J Clin Invest, 2015



La PR3 agit comme un signal de danger pour
les macrophages

Inflammation
Vessel necrosis

/a2%)
PNN apoptotiques exprimant la
Mo PR3 a la membrane induisent
' une réponse pro-inflammatoire
par les macrophages (IL-13,

chimiokines, iNOS)

Th17

Microenvironment

conducive to autoimmunity Th2 /Th9

Witko-Sarsat, Joint Bone Spine, 2018
Millet, J Clin Invest, 2015



La PR3 agit comme un signal de danger pour
les macrophages

Réponse pro-inflammatoire favorisant la
maturation et I'activation des cellules
dendritiques, créant un microenvironnement
favorable a la persistance de l'inflammation
(J T régulateurs, P Th2, Th9 et Th17, et G-CSF

recrutant les PNN amplifiant la boucle)
N Chemokines

Microenvironment .. |

conducive to autoimmunity ‘= Th2/Th3

Witko-Sarsat, Joint Bone Spine, 2018
Millet, J Clin Invest, 2015



Perturbations lymphocytaires T observées chez
les patients avec GPA et ANCA-PR3
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Roles respectifs des ANCA, des PNN et de
I'activation du compléement

Activation des PNN par des

cytokines (TNF-o) ou le C5a Q
Expression membranaire glfi'emf;"n%taxis
des antigénes MPO/PR3 Ne”troph”\

1 7/

Complement system
activation and
coagulation

system activation

o®
Microparticles

Endothelial TF —o
cell |

C I

i\ - )

Chen, Nat Rev Rheumatol, 2017



Roles respectifs des ANCA, des PNN et de
I'activation du compléement

Role pro-inflammatoire de la PR3 membranaire
@@® Activation des PNN par les ANCA se fixant aux
@@ antigenes membranaires
[ / Burst oxydatif et agression endothéliale

Complement system
activation and
coagulation

system activation

Microparticles -

Endothelial TF —o
cell |

C I

Neutrophil
activation

Chen, Nat Rev Rheumatol, 2017



Roles respectifs des ANCA, des PNN et de
I'activation du compléement

@@@
@@ Chemotaxis
[ / Neutrophil\)r”ﬂmg

Csa-6 @,
Complement system - PR3
activation and P
coagulation MPO -@ A
system activation ®0 g

Activation du complément
conduisant a la production de
C5a, amplifiant la réponse

inflammatoire
) ' 1 ‘ )

Endothelial _ N'[
cell | & : @

( |

Chen, Nat Rev Rheumatol, 2017



Roles respectifs des ANCA, des PNN et de
I'activation du compléement

“hemotaxis
3 Ming

Endothelial
cell |
|

(

Endot' caum injury
e o )

Chen, Nat Rev Rheumatol, 2017



Quelles perspective thérapeutiques ?

Chemotaxis
priming

Complement system Cibler I'activation du
tivati d ’ . .
i i o complément via la voie C5a/C5aR

coagulation
system activation

B
Microparticles

Neutrophil
activation

Endothelial TF—®—75 NETs
cell | ;3"
(0 L ) it )

Chen, Nat Rev Rheumatol, 2017



Quelles perspective thérapeutiques ?

Cibler la protéinase 3 et son role

pro-inflammatoire

Complement system
activation and
coagulation

system activation

B
Microparticles

Neutrophil
activation

Endothelial TF—®—75 NETs
cell | ;3-
(0 L ) it )

Chen, Nat Rev Rheumatol, 2017



Quelles perspective thérapeutiques ?

Chemotaxis
priming

% S0

|

Complement system
activation and
coagulation

system activation

Cibler les LyB mémoires et
plasmocytes producteurs d’/ANCA

. PO

B
Microparticles

Neutrophil
activation

Endothelial TF—®—75 NETs
cell | ;3-
(0 L ) it )

Chen, Nat Rev Rheumatol, 2017



Voies d’activation du complément

Classical pathway ACtivatiOn de Ia Alternative pathway
molécule C3 quelle O C3(H,0)

Cﬁ@ %Ag—Ab i .
complex que SOIt Ia vole

1@
C3 convertase

C5 convertase (C3b)

Eosinophil

Neutrophil W4 MAC ‘ .
Monocyte — canplex > Cell lysis

Chen, Nat Rev Rheumatol, 2017




Voies d’activation du complément

Classical pathway Lectin pathway Alternative pathway

“ L _MASP
@ } et e Pl Factor B
complex Bb 4—:‘

C3a) ‘/14— () C3(H,0)bB
S Activation de la
CinlC19) — . l«— Factor B
(co+(c2  molécule C5
l générant le C5a |«— Factord ——

C3 convertase

C3 convertase @@ - et |e C5b ,_..-_I-_—-

3bBb

G GAQ ,

vl

Neutrophil 4 MAC . .
Monocyte — canplex > Cell lysis

Chen, Nat Rev Rheumatol, 2017



Voies d’activation du complément

Classical pathway Lectin pathway Alternative pathway

MBL, MASP
Cﬁ@ J" Ag-Ab “ P Ba - Factor B
complex Bb *T:
‘/14— O C3(H,0)bB

Factor B
%6 () e

VN -—
l<— FactorD —

Recrutement et activation des

o }@c@ {
' © =X
Neutrophil Mone @ — ! > Celllysis

Chen, Nat Rev Rheumatol, 2017



1. Cibler lI'activation du complément via la
voie C5a/C5aR

C5L2 : récepteur anti-inflammatoire
C5aR : récepteur pro-inflammatoire

% Glomerular Crescent

30

20

15

10

P=0.0035 P=0.0359

*
’0
8.14% »
_¢’_
P 0.17%
&
*
ooden

B6 c5L2-/- C5aR-/- (CD88)

Scale (0-5)

CCX168 : molécule inhibant
spécifiquement le C5aR

Hematuria

*
T *
*

Anti-MPO
& vehicle
Anti-MPO
& CCX168

Proteinuria

J -
l "k

O w©
i &%
= c =
22 28
=L - et

Leukocyturia

Ow Q
is &9
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= 2 L O
C -«
< o3 Eg

Xiao, JASN, 2014



1. Cibler lI'activation du complement via la
voie C5a/C5aR

‘ L -~ >
o "
g S=ia o . Souris C5L2-/-
Souris C5aR-/- ‘ 2 n: Nécrose
Glomerule *1 fibrinoide et
normal § ). J% croissant
4%
- e B N
Souris C6-/- : Modéle murin avec
Nécrose injection IV d’anti-MPO
fibrinoide et , ¥ 4 f « ayant montré le réle
croissant pathogene des ANCA-MPO

Xiao, JASN, 2014



— Randomized Trial of C5a Receptor Inhibitor Avacopan

in ANCA-Associated Vasculitis

Jayne DR et al, ] Am Soc Nephrol, 2017,;28:2756-67

Essai de phase 2
(CLEAR), de non-
infériorité

Patients naifs ou en
rechute, PR3 ou MPO
Induction par CYC ou
RTX

IV Cyclophosphamide _’
67 patients and Azathioprine

= CTC60 + placebo
= CTC 20+ CCX168

Avacopan
ﬂ 20 bid Prodnisone 20

Avacopan
(3 P
90 bid .6 acebo

Cyclophosphamide Rituximab ' Placebo
+ Azathioprine “ bid Pradnizana &0

OR

= CTCO +CCX168
Réponse clinique a S12 i



Randomized Trial of C5a Receptor Inhibitor Avacopan
in ANCA-Associated Vasculitis

Jayne DR et al, ] Am Soc Nephrol, 2017,;28:2756-67

A Placebo + 60 mg prednisone Avacopan + 20 mg prednisone Avacopan + no prednisone
100 100
[
80 80
= Essai de phase 2
60 60
40

(CLEAR), de non-
infériorité
= Patients naifs ou en
rechute, PR3 ou MPO
®" Induction par CYC ou

Birmingham Vasculitis Activity Score (% Change)

0o 2 4 6 8 10 12

0 2 4 6 8 10 12

Time (weeks)
RTX B o Birmingham Vasculitis Activity Score c Urinary Albumin/Creatinine Ratio D Urinary MCP-1/Creatinine Ratio
b 20% 0%
& » 3
H 0% |\ 10% 10% \”‘
= 67 patients gAY o N B
20% \ 11 20%
] 30% e 1o% o Th k
CTC 60 + placebo sl L e | A Sy W
_ o \ | . a0% ** 40%
u CTC 20 + CCX168 § S0% \d [ R 1 . * _a 50%
& i e o —— .
= 0% - T t o 50% ol - . 50% i -
u CTC 0 + CCX168 70% L \\\11 iy ** ** 70% * .
-70% *kk
’ . . AN -80% -80%
i -80% A
= Réponse clinique a S12
- o
A00% T —A00% +———— r——100% —r—
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12

Time (weeks)



Essais ciblant l'activation du compléement
via la voie C5a/C5aR

= Etude de phase 3, internationale, évaluant CCX168/Avacopan

= >300 patients inclus

ADVOCATE  Twonprimary endpoints (analyzed after 12 months)
Stu d y Des i g n Remission rate Sustained remission rate

at 6 months at 12 months

= Criteres de

jugement:
= Rémission a M6 P L 2 ,J'

1 year treatment period

. V4 . .
Remission
maintenu a M12 TestGroup - [ T~ piacebo prednisone taper
" Fin du suivi des ks RTX 4 weeks or CYC 12 weeks folowed by AZA

derniers patients

Placebo twice dail
Standard of Care y
en septembre Conro Govp | [
(N = 150) Prednisone, 60 mg/day tapered to 0 mg over 21 weeks
2019 RTX 4 woeks o CYC 12 weeks folowed by AZA

RTX = rituximab CYC = cyclophosphamide AZA = azathioprine

clinicaltrials.gov



Essais ciblant l'activation du compléement
via la voie C5a/C5aR

IXPLORE IXCHANGE

Etude de phase 2 Phase 2
USA Europe

Evaluant I'lFX-1 (anti-C5a) Evaluant I'lFX-1 (anti-C5a)
Idem étude CLASSIC (Tolérance) Idem étude CLEAR (Efficacité)
36 patients a inclure 81 patients a inclure

Csa Screening  Randomization 1:1 Day 1 End of Study W 24
groupA: IFX-1+ reduced GC ‘ Treatment: 16 Weeks || Follow up: 8 Weeks
(N=15) | ! i ‘
part 1 %r(c:ngzBﬁ;]alacebo + standard o W - e o

ne\_N — M_H_’_H_ ’ . .
epitope Eri
, %roup B: placebo + standard ‘ Treatment: 16 Weeks || Follow up: 8 Weeks
C (N=18) |
\\ ; part 2 i V' .
> v group C: IFX-1+no GC w2 w4 ws w1s w20
\ B (N=33) Aa o A " " 4 4 " 4
‘ Yy v v v v v v \ v T

5 ‘
| 'r.‘ GC = glucocorticoids Remission Induction Phase:
A % RIX/CYC
IFX-1 § § Remission Maintenance

\ Phase. AZAMTX/MME/MPS:;
4 or can remain RTX/CYC

STUDY OBJECTIVE
= Primary objective: efficacy of IFX-1 treatment as replacement for glucocorticoid (GC) therapy in GPA and MPA
« Secondary objectives: + To assess safety and tolerability of IFX-1
+ To compare toxicity of standard-dose GC with [FX-1
- To generate data for pharmacokinetic (PK) and pharmacodynamic (PD) modelling

Key Features

- Blocks C5a biological effects up to 100% in human blood

- Leaves MAC formation intact
- Binds with high affinity to the discovered epitope

clinicaltrials.gov



2. Cibler la protéinase 3 et son role pro-
inflammatoire

INS1007 : petite molécule orale inhibant |la dipeptidyl peptidase
1 (DPP1) ou cathépsine C (enzyme catalysant I'activation des
sérine protéases jouant un role clé dans des maladies
inflammatoires pulmonaires chroniques)

PR3 Actlvatlon
Inactive

mPR3 Neutrophlls
TN CatC /\'
¥

mPR3 | )- Neutroph|l

Neut hil
ANCA L & »a Recrmtment Azltjwr:t?oé
]

] ,

Y 3 /

i Cytokines Direct
= CatC Chemokines \ Tissue

Activated * __/ :

Damage
Neutrophils x
NSP Activation

(eg NE, CatG)




3. Cibler les LyB mémoires et plasmocytes
producteurs dANCA

les PNN activés

1

(Activation des PNN et\
inflammation
vasculaire médiées
par les ANCA

’

Présentation des
antigenes par les NET
et corps apoptotiques

Sécrétion de BAFF par ]

Sources d’antigenes
immunogenes

!

Présentation des
antigenes des ANCA
aux LyB

!

Editing épitopique
pour la production
d’ANCA

Production

. J

plasmocytes

J

Surexpression des
genes codant pour les
antigenes des ANCA )

r

Régulation insuffisante

Production fm’VCA de la production d’ANCA
pathogéne . par les LyT et LyB ) Boucle d’amplification de la

production d’ANCA

Adapted from Jennette, Semin Immunopathol, 2014



3. Cibler les LyB meémoires et plasmocytes
producteurs d’ANCA

A s — 0y —E—
4 1 ol *
Modéle murin de & _
transplantation de 5 o
moelle osseuse de §s{ - -
. -
souris WT chez des 3 ! h d e
souris déficientes pour : - , | T e
. . proteinuria (0-3) hematuria (0-4) mean albuminuria
la MPO et immunisées , _ ;
avec la MPO dT
Traitement par CTC + . .
CYC, ou bortezomib B
seul * o

crescents Necrosis

Bontscho, JASN, 2011



3. Cibler les LyB meémoires et plasmocytes
producteurs d’ANCA

Modeéle murin de 25
transplantation de
moelle osseuse de
souris WT chez des
souris deéficientes pour
la MPO et immunisées
avec la MPO
Traitement par CTC +
CYC, ou bortezomib
seul

B CIR
A S/ICYC
O BTZ

-

*# #

N
o

-y
(&)

anti-MPO titer (arbitrary units)
=

o
o

*#

at randomisation 1 week of treatment at sacrifice

Bontscho, JASN, 2011



3. Cibler les LyB mémoires et plasmocytes
producteurs d’ANCA

= Diminution des LyB mémoires circulants chez les
malades actifs - Recrutement dans les sites
inflammatoires ou différenciation en plasmocytes ?

=  Efficacité chez la souris MPO des inhibiteurs du
protéasome

= Rationnel d’'une combinaison RTX/belimumab :

" Production locale de BAFF, notamment par les
neutrophiles activés, limitant la déplétion B

= Exces de BAFF apres RTX pourrait favoriser de
développement de lymphocytes B autoréactifs

Schrezenmeier, JASN, 2018



3. Cibler les LyB mémoires et plasmocytes
producteurs d’ANCA

COMBIVAS

Rituximab
N=15 SN

Belimumab Evaluation de la
— combinaison
lthummab .
RTX/belimumab au
=N cours des vascularites
N=15
Placebo avec ANCA-PR3
Months ? 31 6 12 18 24
lymph node biopsies
nasal biopsies
Key analysis Maximal B cell depletion End of treatment End of follow up
time points Clinical remission

Steroid withdrawal

clinicaltrials.gov



Take home message

= Role clé des ANCA (MPO +++), de l'activation du
complément (MPO +++, PR3 ?) et de la protéinase 3
membranaire (PR3 +++) au cours des VAA

= Trois axes principaux ciblés par les futurs essais
thérapeutiques :

1. Activation du complément ciblée par les inhibiteurs de la
voie du C5a/C5aR

2. Role pro-inflammatoire de la protéinase 3 membranaire
ciblée par l'inhibition des sérines protéases du
neutrophile

3. Production d’ANCA ciblée par les anti-CD20 ou les
combinaisons anti-CD20/anti-BAFF
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