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H_/ Glomerulonéphrites =
de Liege néphropathies glomeérulaires

e primitives (primaires, idiopathiques)
— GN algA
— GN extramembraneuse (GEM)
— Syndromes Néphrotiques idiopathiques
— GN extracapillaire
— GN membrano-proliférative

« secondaires (a une autre maladie)

— Maladies systémiques (diabete, connectivites, amyloidose,...)
— Neéoplasies
— Infections



CH Glomérulonéphrites

de Liége

o Symptomes:
— Cliniguement : cedemes et HTA

— Biologiqguement :

= Protéinurie
syndrome néphrotique :
. protéinurie >3.5 g/24h
. hypoprotéinémie avec albuminéemie <25 g/L
. hyperlipidemie
= Hématurie
= Atteinte (+/-) de la fonction rénale




cH./ Néphropathies auto-immunes

de L:‘éée

e Chroniques

— Glomérulonéphrites primitives
= Anti-PLA2R

e Aigues
— Néphrites lupiques
= Anti-dsDNA

— Glomérulonéphrites rapidement progressives

» Syndrome de Goodpasture
— Anti-MBG

= Vascularite rénale
— ANCA : anti-MPO et anti-PR3



Anti-PLA2R

GEM



3/ Glomerulonéphrite extra-membraneuse
de Liege (GEM)

 Primary membranous nephropathy (pMN, pMGN, IMN)

o Cause la plus fréequente de syndrome néphrotique chez
I'adulte et 1/3 des GN primitives de I'adulte

e Survient a tout age mais rare chez les enfants. Incidence
augmente avec age. Pic entre 40-50 ans.

« Hommes 2 fois plus atteints que les femmes

 Symptomes : HTA dans 13 a 55% des cas, 80% des
patients ont syndrome néephrotique avec fct renale N ou
legerement alterée.



2/ Glomérulonéphrite extra-membraneuse
de Liége (GEM)

 80% des cas : forme primitive
— origine indéterminée = forme idiopathique
— liée a la présence d’auto-AC

e 20 9% origine secondaire a

— une maladie auto-immune systemique (LED, glomérulonéphrites a
ANCA, Sjogren, thyroidite de Hashimoto),

— une tumeur (tube digestif, poumon, sein)

— une cause infectieuse (Hépatite B, Hépatite C, syphilis,...)
— syndrome hyper 1IgG4

— un médicament (sels d’or, AINS, D-pénicillamine,...)

— sarcoidose

e Allo-immuns :

— Neonatal MN (anti-EPN)
— De novo apres transplantation rénale



2/ Glomeérulonephrite extra-membraneuse
de Liege (GEM) primitive

 Evolution variable

— 1/3 des patients : remission spontanee (apres une
période variable: 4 a 120 mois),

— 1/3 des patients : evolution vers IRCT (10 ans).

— 1/3 des patients : proteinurie persistante si non traite
par immunosuppresseurs

» Facteurs prédictifs de mauvais pronostic :
diminution débit de filtration glomérulaire au moment du diagnostic,
protéinurie néphrotique persistante,
sexe masculin, age supérieur a 50 ans,
HTA non contrdlée,
fibrose interstitielle et atrophie tubulaire a la biopsie,
taux élevé d’AC anti-PLA2R



2/ Glomérulonéphrite extra-membraneuse
de Liége (GEM)

e Diagnostic :

— Blopsie : Histologie rénale : épaississement du
versant externe de la membrane basale glomérulaire
di a un depot contenant des antigenes « etrangers »
(si secondaires) ou intrinseques (si primitives) aux
podocytes, des immunoglobulines (IgG4, 1gG1)
dirigées contre ces Ag et des composes du
complément (en particulier CAM C5b-9).



'Hu Glomerulonéphrite extra-membraneuse
de Liege (GEM)

e Diagnostic :
— Blopsie : Histologie réenale :

NORMAL GEM AC anti-PLA2R

Tomas N ENG J MED 2014



/) Glomerulonephrite extra-membraneuse
de Ligge (G EM)

e Diagnostic :
— Protéinurie

— AC anti-PLA2R dans +/- 70 % des GEM
primitives



CH PLA2R

de Liége

* Cible majeure des GEM découverte en 2009 par Beck et
Salant

* Récepteur de la phospholipase A2 de type M (récepteur
transmembranaire de type 1 pour la phospholipase
soluble, appartenant a la famille des récepteurs au
mannose).

* Antigene exprimé fortement au niveau des podocytes
glomerulaires, plus faiblement au niveau des poumons
et des neutrophiles

 AC : essentiellement de type IgG4
e Autres cibles : endopeptidase neutre, THSD7A.



CH. Anti-PLA2R

de Lféée

Liaison des AC a PLA2R1 sur les podocytes

Dépots de complexes immuns sur le versant externe de
la membrane basale glomeérulaire

Activation du complément
Destruction de la barriere glomérulaire
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./ Glomerulonéephrite extra-membraneuse
deLfe (GEM)

* 4 stades : étapes successives d’'un processus dynamigue

Amas de filaments dans les podocytes
en regard des dépdts

Ay

Les dépdes grossissent progressivement
et apparition de spicules

cellule endorhéliale|

| membrane basale
glomérulaire (MBG)

Site internet Néphroblog



H PLA2R

de Liege

|| existe des polymorphismes du gene du
PLAZ2R. Certains génotypes associés a une plus
grande susceptibilité géenetigue pour la GEM
idiopathique et a un taux de rémission faible

* Association de la GEM idiopathigue a certains
types HLA, en particulier HLA-DQA1



H\ : PLAZR : méthode de détection

de Liege

* |FIl: lignée de cellules rénales embryonnaires
humaines HEK293 transfectées avec le gene
de PLAZR.

Medizinische

EUROIMMUN Labordiagnostika 9 0 0 @

AG

Anti-Phospholipase A2 Receptor IIFT (IgG)

1

PLA2R-transfected cells Control-transfected cells




CH PLA2R : méthode de détection

de Liege

 Elisa (PLA2R1 humaine, domaine extra-cellulaire,
purifie): quantitatif

EUROIMMUN

Cohort (n = 1034) n A";l':l't'i‘:fjbi';:f;“‘:gm

Primary MN"%2 198" 190

Sensitivity 198 96%

Other nephritides'? 230 0

Other autoimmune diseases 315 0

Healthy blood donors 291 1

Specificity 836 99.9%
"Anti-PLA,R-positive sera from patients with primary MN




CH.

de Liege

PLA2R : méthode de détection
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Am J Kidney Dis. 2016;68(1):138-147
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The results from the two EUROIMMUN test systems
were in good agreement. Samples that were negative
in the Anti-PLA,R ELISA generally gave low titers of
1:10 to 1:100 in the IIFT. All sera with antibody titers of
over 1:100 in the IIFT were also positive in the ELISA.
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H.

de Liege

Anti-PLAZ2R

e Detecté dans 70% des GEM primitives,
pas dans les secondaires
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CH. Anti-PLA2R

de Liege
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cH Anti-PLA2R : DIAGNOSTIC

de Liege

* Excellent marqueur de diagnostic des
GEM Iidiopathiques

e Sensibilité ;: 57-82 % (selon ethnie)

« Specificité : 89-100 % (detectés dans
guelgues cas de GEM secondaires: lupus,
hépatite B, cancer,...)



H. Anti-PLA2R : DIAGNOSTIC

de Liege

o (Certains patients peuvent avoir une biopsie avec
detection d’anti-PLA2R mais pas d’AC circulants. C’est
le cas au debut de la maladie : tous les AC sont dans les
depots au niveau du rein = pas d’AC circulants.

e Rarement on peut observer le contraire.

Clinical disease

3
L J

Figure 3. Schematic representation of the temporal Immunologic activity
association of serologic tests for anti-phospholipase A;
receptor (PLAzR), tissue staining for PLAzR, and clinical
disease activity as represented by proteinuria. The
PLA:R mass within deposits is represented by the gold aPLAR
trapezoid at the bottom of the graph. Note that tissue )
staining for PLA-R may precede the appearance of circu-
lating anti-PLA;R antibodies (z-PLA:Rs) because the
kidney likely acts as a “sink” for these autoantibodies
early in the disease. At some point (denoted by an
asterisk), the subepithelial PLAzR- and immunoglobulin
G (lgG)-containing deposits will cause sufficient podocyte
injury to lead to detectable proteinuria, which increases

Maximal

Proteinuria

with disease progression. When #-PLAzR levels decline o

and disappear, immune deposits will slowly start to TiMe — Complete
recede, allowing resolution of proteinuria (partial and o S remEsen
complete remissions). Note that PLA;R will continue to Tissue PLALR: + . .

be detected in tissue well after the circulating antibody o

disappears. Serum o-PLAR: — + -

Am J Kidney Dis. 2016;68(1):138-147



2 Anti-PLA2R :
deLigze  MARQUEUR d’ACTIVITE de la MALADIE

e Correlation entre la presence de I'AC et
une maladie cliniguement active avec

protéinurie et hypoalbuminémie (geck. kidney Int
2010).

e Hoxha a recemment montré une
corrélation entre le taux d’AC au
diagnostic et I'activité de la maladie
(protéinurie) 3 Am Soc Nephrol 2015; 26(10):2545-2558).



Anti-PLAZ2R
deLiege COrrélation avec la SEVERITE de la maladie

Anti-Phospholipase A, Receptor Antibodies Correlate
with Clinical Status in Idiopathic Membranous
Nephropathy

Julia M. Hofsra,* Laurence H. Bock, fr,* David M. Beck, lack F. Wetzels,* and David . Salant

Clin J Am Soc Nephrol 6; 2011
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Figure 1. | Correlation between the anti-PLA,R antibody level and
proteinuria (haseline samples, n = 14).




-,—'if;__;f-i: Anti-PLAZR :
de Liége SUIVIde I’'ACTIVITE de la MALADIE

* Diminution significative apres 3 mois de la
protéinurie et du taux d'anti-PLA2R
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',',x; Anti-PLA2R :
de Liege SUIVIde ’ACTIVITE de la MALADIE

« Patients en remission clinique :

AC diminuent ou disparaissent plusieurs mois
avant que la proteinurie soit completement
resolue.

100 % =

www.pla2r.com




C-,-'“**“f; Anti-PLAZR
de Liége SUIVIde I’ACTIVITE de la MALADIE
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» Anti-PLAZR
de Liege SUIVIde I’ACTIVITE de la MALADIE

e Réascension de 'AC en cas de récidive
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Figure 2. | Anti-PLA;R-autoantibody levels during the clinical
course of 13 anti-PLA,R-positive patients with remission of protein-
uria during follow-up. Nephrotic, sample taken during period of
proteinuria =3.5 g/d with serum albumin <3.0 g/dl; Remission, . .
sample taken during clinical remission with proteinuria <3.5 g/d; Hofstra. Clin J Am Soc Nephrol 6; 2011
Relapse, sample taken during clinical relapse of proteinuria =3.5 g/d
after a period of remission.




2/ Anti-PLA2R :
de Liége SUIVI du TRAITEMENT

« AC disparaissent apres 1 an de traitement
Immunosuppresseur (rituximab) chez 68
% des patients (Beck. J Am Soc Nephrol 2011)

e Disparition des AC guelques mois avant
disparition de |la protéinurie indiguant gue
la rémission immunologique précede la
remission clinique



_,_';:.__j;;if Anti-PLAZ2R :
de Liege SUIVIdu TRAITEMENT

Association of Anti-PLA,R Antibodies with Outcomes
after Immunosuppressive Therapy in Idiopathic
Membranous Nephropathy

Anneke P. Bech, * Julia M. Hofstra, * Paul E. Erenchl'ey,* and Jack FM. Wetzels*

Clin J Am Soc Nephrol 2014; 9(8):1386-1392

Table 2. Outcome related to PLA;R antibody at end of treatment in PLA;R-related disease

Persist i_ng Immunos uppress ive

Variable Persistent Remission Relapse Proteinuria Therapy Dead
PLASR antibody 14 (58) 8 (33) 00 1(4) 1(4)
negative (n=24)
PLASR antibody 0 () 4 (44) 1(11) 2(22) 2(22)

positive (n=9)

Values are given as n (%). P (chi-squared test) between remission and no remission=0.003.




1y Anti-PLAZR :
de Lisgs SUIVI du TRAITEMENT

Table 2. Outcome related to PLA;R antibody at end of treatment in PLA;R-related disease

Variable Persistent Remission Relapse ;;iiﬁ:ﬁ;ga Imm{{:i?f pressive Dead
Py
PLASR antibody 14 (58) 8 (33) 0 1({4) 1(4)
negative (n=24
PLASR antibody 0 (0) 4 (44) 1(11) 2(22) 2 (22)
positive (n=9)

Values are given as n (%). P (chi-squared test) between remission and no remission=0.003.

* 58% des patients n'ayant plus d’AC apres leur
traitement restent en remission clinique.

e Tous les patients ayant encore des AC
rechutent.

« = taux d’AC apres traitement predit a long
terme le suivi du patient




Ty, Anti-PLAZR :
de Liege Facteur de RISQUE

* Corrélation entre taux d’AC au diagnostic et le
pourcentage de rémission :

o Patients avec taux eleve d’AC anti-PLA2R vont
moins passer en rémission spontanee (4 % vs
38%)

 Taux d’'AC elevé, delai de remission plus long



de Liége Facteur de RISQUE

Phospholipase A2 Receptor Autoantibodies and
Clinical Outcome in Patients with Primary Membranous
Nephropathy

Elion Hoxha, Ina Thiele, Gunther Zahner, Ulf Panzer, Sigrid Harendza, and Rolf A.K. Stahl

J Am Soc Nephrol 2014

Table 2. Clinical baseline characteristics and PLA;R antibody levels at the time of study inclusion of patients reaching
remission or no remission of proteinuria after 12 months

Characteristic Remission No Remission P Value

Patients (n) 39 28 —

Sex ratio of men to women (% men) 29/10 (74.4) 22/6(78.6) —

Age (yr) 55.2+16.3 55.8+12.7 0.88
Time from renal biopsy to first serum measurement (mo) 1.0+1.4 1.4+1.6 0.36
Proteinuria (mg/24 h) 9732+5429 100225164 0.83
Serum albumin (g/L) 24.2+43 24.0%£3.3 0.78
Serum creatinine (mg/dl) 1.4+0.6 1.1+0.5 0.13
Patients on immunosuppressive therapy (%) 33 (85) 23 (82) —

PLAZR antibody level (total IgG ELISA) 179+207 311297 0.04

PLAZR antibody level (IgG4 ELISA) 23+30 54+56 0.01




Ty Anti-PLA2R :
ot Ses TRANSPLANTATION

« 30-50 % des patients atteints de GEM qui
recoivent une transplantation renale
développent une récidive de la maladie dans
I'allogreffon.

* Risque de recidive de GEM apres
transplantation rénale : présence d’AC au
moment de la transplantation : facteur de risque

de récidive de la maladie (stanl. N Engl j Med 2010:
363(5):496-498)



Ty Anti-PLA2R :
e e TRANSPLANTATION

« PLAZR présents lors de la transplantation : VPP
: 91% pour reapparition de la maladie. (Quintina
Transplantation 2015; 99(8):1709-1714)

e = AC anti-PLA2R n’est pas une contre-
iIndication a la transplantation mais doit
augmenter la surveillance du patient apres
transplantation.

 Debiec (Am J Transplant 2011) montre quant a

lui gue AC ne sont impliques que dans 50 % des
recidives apres transplantation.



=14/ Anti-PLAZR : Distinction GEM récurrente
de Liege ou de novo apres transplantation

 AC anti-PLAZ2ZR pas présents dans GEM de novo

Ni au niveau serique ni au niveau de la biopsie

(Debiec Am J Transplant 2011, Larsen Transplantation
2013;95(10):1259-1262)

« = AC anti-PLA2R: marqueur idéal pour
distinguer une GEM récurrente ou de novo



CH Anti-Endopeptidase neutre

de Liege

 Endopeptidase neutre (EPN) : Ag podocytaire
 Formes rares de GEM néonatales

« Transfert d’AC maternels par le placenta contre
endopeptidase du feetus (meres ont mutation
genétique qui empéche la synthese d’EPN) =
processus comparable a incompatibilité Rhéesus

A Endogenous antigen and allo-or autoantibodies

@ NEP ® PLAZR
]
y NP qpa
}-ﬁ 5 pr—— -

¥y =

Y Y
[ I Placenta autoantibodies

T . :
Maistnai alibantiibodias Debiec Semin Immunopathol 2014




CH Anti-THSD7A

de Liége

Thrombospondin type-1 domain containing
orotein 7A

Protéine transmembranaire a la surface des
podocytes.

A rechercher chez les patients souffrant de
GEM, anti-PLA2R négatifs.

Tres rarement les 2 AC ensemble.
Prevalence : 2-14 % (5% dans nos pays)




CH. Anti-THSD7A

de Liege

| Thrombospondin Type-1 Domain-Containing

7A in Idiopathic Membranous Nephropathy

Nicola M. Tomas, M.D., Laurence H. Beck, Jr., M.D., Ph.D,,
Catherine Meyer-Schwesinger, M.D., Barbara Seitz-Polski, M.D., Hong Ma, Ph.D.,
Gunther Zahner, Ph.D., Guillaume Dolla, M.S., Elion Hoxha, M.D.,
Udo Helmchen, M.D., Anne-Sophie Dabert-Gay, Ph.D., Delphine Debayle, Ph.D.,
Michael Merchant, Ph.D., Jon Klein, M.D., Ph.D., David J. Salant, M.D.,
Rolf A.K. Stahl, M.D., and Gérard Lambeau, Ph.D. N ENG J Med 2014
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CH. Anti-THSD7A

de Liege

e Corrélation entre le taux d’AC et I'activité de la
maladie

C Anti-THSD7A Antibody and Disease Activity
Feb.12 May 12 Sept.12 Feb.13 July13 Jan.14
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H. Arbre décisionnel

de Liege
Membranous
nephropathy (MN)
Anti-PLA;R antibodies

Primary membranous 2
nephropathy (pMN) Secondary cause?

No A Yes

- . Anti-THSD7A antibodies, Secondary membranous
e === =
Determination of the titer other autoantibodies nephropathy (sMN)
Low /\ High
A . h Spontaneous remission
ccompanying therapy unlikely
Remission Persi_sting Immunosuppression l
proteinuria
¥ | v Antibodies
Therapy Monitoring of the || persist
stop antibody titer
Antibodies
disappear ¥
Therapy stop
\ v
St.abl.e Relapse |— Flow chart modified according to Hofstra J et al.
remission Nat Rev Nephrol 2013, 9: 443-458.

Flyer Euroimmun FA_1254 D_UK_BO01. 07/2016



cH./ Conclusions
de Liege

— Anti-PLA2R marqueur spécifique des GEM
primitives

— Taux elevé d’AC associé a une maladie plus
sévere

— Diminution des AC précede la remission
cliniqgue de la protéinurie

— Facteur de risque independant de ne pas
atteindre la rémission

— AC lors de la transplantation rénale : risque
plus éleve de GEM recurrente.



'l-hf’*’ Conclusions : Indications de la
deLicge détermination des anticorps anti-PLA2R

— Alternative non invasive a la biopsie dans la
différenciation GEM primitive ou secondaire

— Evaluation de la séverité de la maladie

= Décision du type de traitement

= Prédiction de la rémission
— Suivi de l'activite de la maladie

= Suivi de 'efficacité du traitement,

= Durée du traitement

— Evaluation du risque de rechute apres
transplantation renale.



Anti-GBM

Goodpasture



C'H%j Maladie de Goodpasture

de Liege

« = maladie a anti-GBM
* Rare cause de glomérulonéphrite : 1-2 %

 Represente 10-20 % des glomérulonéphrites a
croissants

 Rapidement progressive = diagnostic d’urgence
e Symptomes au diagnostic :

— IRA

— Dyspnée,..



CH\ Maladie de Goodpasture

de Liége

e Diagnostic :
— Un diagnostic rapide permet un traitement efficace
— Biopsie rénale OU AC anti-GBM
— Antigene : chaine alpha-3 du collagene IV

e Suivi:
— Titre d’AC corrélé a I'activité de la maladie

o 30-40 % des patients anti-GBM ont des ANCA
 5-10 % des patients ANCA ont des anti-GBM



CH Anti-MBG

de Liege

 |FI sur coupe de rein de singe

* Elisa ou autre technigue utilisant I'antigene
. chaine alpha-3 du collagene IV



ANCA

Vascularites



-!;'L?égé Vascularites

Inflammation des vaisseaux sanguins dont il résulte une
altération de la lumiere et une ischémie du tissu atteint.

Tableau 4.2
Classification et caracieristigues des principales vascularites a médiation immune
Type de vascularite® Exemples Description
Vascularite des gros vaissealx Maladie de Horton Artérite granulomateuse atteignant fréqguemment I'artére temporale. Touche
(aorte et sas branches principales vers habituellement des patients Agés de plus de 50 ans et est souvent associée a un tableau
les extrémites, la téte et le cou) de pseudo-polyarthrite rhizomélique.
Ariérite de Takayasu Artérite granulomateuse touchant habituellement des patients de moins de 50 ans
Vascularites des vaisseaux Périarterite noueuse Vascularite nécrosante qui touche typiguement les artéres rénales et respecte
de moyen calibre (artéres viscerales les vaisseaux pulmonaires.

principales et leurs branches)

Maladie de Kawasaki Artérite associée & un syndrome lympho-cutanéo-muqueux, survenant habituellement
chez I'enfant. Les artéres coronaires sont souvent atteintes, avec formation
de micro-anévrismes et/ou de thromboses.

Vascularites des petits vaisseaux Granulomatose Inflammation granulomateuse touchant le tractus respiratoire et vascularite nécrosante
(ariérioles, veinules, capillaires de Wegener des petits vaisseaux, avec glomérulonéphrite fréquente. Associée a la présence
et parfois petites artéres) de c-ANCA.
Syndrome de Churg Inflammation granulomateuse riche en polynucléaires éosnophiles atteignant le tractus
el Strauss respiratoire et vascularite nécrosante des petits vaisseaux. Associée a un asthme
et a une hyperéosinophilie sanguine. Associée 4 la présence de p-ANCA.
Polyangéite Vascularite nécrosante des petits vaisseaux, sans (ou presque sans) dépots
microscopique immuns. Une atteinte des artéres de petit ou de moyen calibre est possible. Une

glomérulonéphrite nécrosante et une capillarite pulmonaire sont fréquentes. Associée
ala preésence de p-ANCA.

*Noter que certaines arterites des petits et des gros vaisseaux peuvent toucher des artéres de moyen calibre, mais que les vascularites des vaisseaux de gros ef moyen calibre

ne touchent pas de vaisseaux plus petits gue des artéres

c-ANCA : anticorps anti-cytoplasme des polynucléaires, de localisation cytoplasmigue (antiprotéinase 3)

p-ANCA : anticorps anti-cytoplasme des polynucleaires, de localisation pen-nucleaire (antimyeloperoxydase)
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Symptomes généraux

Vascularites a ANCA

Polyangéite microscopique

(MPA)

Granulomatose avec

polyangéite (GPA)

Fiévre, asthénie, perte de poids

Granulomatose éosinophilique
avec polyangéite (EGPA)

Atteinte rénale : glomérulonéphrites rapidement progressives

Atteinte ORL

Atteinte pulmonaire

Atteinte cutanée

Atteinte neurologique

Atteinte oculaire

Atteinte rhumatologique

Autres

Rev Med Suisse 2014; 10: 493.7

+ 35% des cas

« Lésions nécrosantes rares

Hémorragie alvéolaire

* Purpura sur vasculite
leucocytoclastique
* Livedo, urticaire

Mononévrite multiple

Sclérite/épisclérite

Arthrites/arthralgies fréquentes

* 90% des cas

* Destruction cartilagineuse, «saddle nosex
(nez en pied de marmite}, masses
orbitaires, sténoses subglottiques

* Hémorragie alvéolaire
+ MNodules parenchymateux

* Purpura sur vasculite leucocytoclastique
* Livedo, urticaire

* Mononévrite multiple
* Inflammation granulomateuse
du systéme nerveux central

Sclérite/épisclérite
Arthrites/arthralgies fréquentes

+ 48% des cas

« Lésions nécrosantes rares
* Rhinite allergique, polypose nasale

* Asthme résistant
* Infiltrats parenchymateux
* Masses pleurales

* Hémorragies alvéolaires

* Polymorphe

* Nodules sous-cutanés douloureux,
en particulier sur les coudes,
mains et jambes

Mononévrite multiple

+ Eosinophilie sanguine

+ Atteinte gastro-intestinale avec
infiltration éasinophilique

* Atteinte cardiaque (péricardite,
insuffisance cardiaque, troubles du rythme)



CcH\/ ANCA

« = Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibodies

« AC dirigés contre les enzymes contenues
dans les granules du cytoplasme des

neutrophiles et des monocytes.
— protéinase 3 (PR3)

— myeloperoxydase (MPO)

— elastase

— cathepsine G

— BPI (bactericidal permeability increasing protein)

— lactoferrine et lysozyme



C-!j_iége ANCA : Détection

Screening:

Immunofluorescence indirecte sur polynucléaires
neutrophiles fixés a I'ethanol / au formol / au
methanol.

e Conjugue : anti-globuline anti-1gG.
o Positif si dilution > 1/20.

e Titre = efficacité du traitement et activité de la
maladie.
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Formalin fixation

Anlihm-.'lies to Antibodies to neutral
strong cations proteins or weak
(e.g. MPQO) cations (e.g. PR3)

p-ANCA c-ANCA

Hoffman & Specks, 1998
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ANCA

— Neutrophiles fixés 3 I"ETHANOL ]

BPI .
CANCA B ANCA )
p I nucleialre
[ anti-PR3 / (mpO) ] [ Neutrophiles fixés ala FORMALINE ] (Cellules Hep 2 ]
l négatif cANCA
Granulomatose |
avec polyangéite ;
\ 4 [ anti-MPO / (PRr3) ]
[ Neutrophiles fixés au METHANOL] |
négatif PANCA positif négatif
1 \ 4 \ 4
\ 4 -polyangéite microscopique ELASTASE
ANCA atypique : Rectocolite - syndrome de Churg-Strauss CATHEPSINE G
- polyarth_rite rhumato'l'de ulcérohémorragique - gllor.nérlljlcl)néphrite néc’rosante LACTOFERRINE
- maladies hépatiques - périartérite noueuse nécrosante LYSOZYME

autoimmunes




de Liege CA N CA % Eth;:l-ﬂxed
- N'uc'!-"ar‘- neutrophil

/s n _ ; 3!
Protéinase 3 = PR3 o SNCA e e MW
Formalin-fixed

« Ethanol : image cytoplasmique e
 Formaline : image cytoplasmique
 Hep 2 : négatif

ANTICORPS ANTI-NEUTROPHILES
Image périnucléaire des neutro fixés a 'éthanol. Negatif
Image cytoplasmique des neutro fixés a I'éthanc*  POSITIF

| Image cytoplasmique des neutro fixés a I'éthanol (TilNon fait |
Anti-MPO <20.0 RU/mlI Positif >= 20

Anti-PR3 * >200.0 RU/ml Positif >= 20

Granulomatose avec polyangéite (GPA, Wegener): 40-90 %

Polyangéite microsopique (MPA): 15-20 %

Glomérulonéphrite extra-capillaire pauci-immune: 10%

Granulomatose éosinophilique avec polyangéite (EGPA, Churg-Strauss ): <10 %
Attention !! PR3 décrits dans maladies inflammatoires du tube digestif , pathologies infectieuses, ...




i DANCA

i aElhanﬂl-fixed
;‘NLJ'('I-*‘E! neutrophil

Myéloperoxydase = MPO ..

@ P-ANCA target antigen B
Formalin-fixed

 Ethanol : image périnucléaire neutrophil
 Formaline : image cytoplasmique
e Hep 2 : négatif

Image périnuc éaire des neutro *POSITIF

fixés a 1'éthanol.

Titrage Non fait

Image cytoplasmique des neutro Négatif

fixés & 1'éthanol.

Image cytoplasmique des neutro. *POSITIF

fixés a8 la formaline

Anti-MPO *166.8 RU/ml Positif >= 20
Anti~PR3 <20.0 RU/m1 Positif >= 20

Polyangéite microscopique (MPA): 65-90 %

Glomérulonéphrite extra-capillaire pauci-immune: 70-90%

Granulomatose éosinophilique avec polyangéite (=EGPA (Churg-Strauss) ): 40%
Granulomatose avec polyangéite (=GPA (Wegener)) : 10-20 %



Cibles antigéniques : aspects sur

Cﬂ_iége ethanol / formol
Ag Aspects E Aspects F
PR3 c ANCA c ANCA
MPO DANCA c ANCA
Elastase DANCA c ANCA
Cathepsine G DANCA c ANCA
BPI cCANCA (1/2) c ANCA
Lactoferrine PANCA c ANCA

Lysozyme c/pPANCA c ANCA
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Quelques exemples...



CH Mme C., vascularite, MPO ++

de Liege

ETHANOL FORMALINE METHANOL

périnucléaire
U

périnucléaire cytoplasmique ne pas faire

méthanol si MPO +



-
| M)
i F J

4

| -

de Liege

Mme C., vascularite, MPO ++

Image périnu

Titrage

Anti-MPO
anti-~PR3

TR

léaire des neutro

fixés & 1l'éthanol.

Non fait

Image cytoplasmique des neutro Négatif
fixés a 1l'éthanol.

Image cytoplasmique des neutro. *POSITIF
fixés a la formaline

*166.8 RU/ml Positif >= 20
<20.0 RU/ml Positif >= 20




CH M P.. vascularite, PR3 ++

de Liege

ETHANOL FORMALINE METHANOL

cytoplasmique cytoplasmique negatif



C-H M P., vascularite, PR3 ++

de Liege

ANTICORPS ANTI-NEUTROPHILES
Image périnucléaire des neutro fixés a 'éthanol. Négatif

Image cytoplasmique des neutro fixés a I'éthanc*  POSITIF
Image cytoplasmique des neutro fixés a I'éthanol (TiiNon fait

Anti-MPO <20.0
Anti-PR3 *  >200.0

RU/mI
RU/mI

Screen 1/40
Positif >= 20
Positif >= 20




CH'\"/ MmeF,, Lupus, Hep 2 : Homogéne 1/1280

de Liege
ETHANOL FORMALINE METHANOL
. Noyau homogene
- périnucléaire ?
Noyau homogeéne Noyau homogéne / U
_, périnucléaire ? périnucléaire faible : cyto neg Ne jamais rendre

meéthanol si ANA ++



C',"x Mme F., Lupus, Hep 2 : Homogene 1/1280

de Liege

AR

Image nucléaire

Image cytoplasmique Négatif

Titrage des AAN 1/1280 Screen 1/80 1/2560 01/03/1]

CARACTERISATION

Anti-SSA Négatif

Anti-SSB Négatif

Anti-Sm Négatif

Anti-RNP Négatif

Anti-Scl 70 Négatif

Anti-Jol Négatif

Immunoblotting Non fait

Anti-DsDNA <30 UI/ml <30 01/03/1
< 30 : Négatif
30 - 75 : Douteux
> 75 : POSITIF

Anti-histones Négatif

Anti-nucléosomes <20.0 U/ml Positif >= 20 +140.2 01/03/1

LI TCRLILY

*POSITIF .

4 1lréthanol. Image provenant de la présence d'anticorps anti-nucléaires & la
dilution de screening des ANCA: 1/20

cytoplasmique des neutro Négatif

a 1l'éthanol.

cytoplasmigue des neutro. Négatif

& la formaline




H Mme D., Sharp, Hep 2 : Moucheté 1/1280

de Liege

ETHANOL FORMALINE METHANOL

Noyau moucheté Noyau moucheté Noyau moucheté




1 Mme H., Hep2 : Granulations
de Liége cytoplasmiques

ETHANOL FORMALINE

cytoplasmique cytoplasmique faible




CH Mme B.. RCUH

de Liege

ETHANOL FORMALINE METHANOL
périnucléaire périnucléaire

négatif
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ANTICORPS ANTI-NEUTROPHILES
Image périnucléaire des neutro fixés a I'éthanol.*  POSITIF
Image cytoplasmique des neutro fixés a I'éthanol.  Négatif
Image cytoplasmique des neuiro fixés a la formaline Negatif

Image périnucléaire des neutro fixés au methan*  Positif faible
Suspicion de rectocollite hémorragigue

AUTO-ANTICORPS
Anticorps anti-saccharomyces cerevisae (ASCA) Igf Negatif

Anticorps anti-saccharomyces cerevisae (ASCA) Ig(Negatif




H Mme V., PR
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ETHANOL FORMALINE METHANOL

Périnucléaire faible négatif négatif
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ANTICORPS ANTI-NEUTﬁOPHILES
Image périnucléaire des neutro fixés & l'éthanol.*  POSITIF
Autres types d'anticorps non spécifiques

Image cytoplasmigue des neutro fixes a I'éthanol.  Negatif
Image cytoplasmique des neutro fixés a la formaline Négatif

AUTO-ANTICORPS
Facteur Rhumatoide <10 Ul/mi <16
Anti-CCP *10.8 RU/ml Positif > 5
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Review

Antonella Radice **, Laura Bianchi , Renato Alberto Sinico °

Anti-neutrophil cytoplasmic autoantibodies: Methodological aspects and clinical
significance in systemic vasculitis

Autoimmunity Revews 12 (2013) 487-495

PR3 AND MPO-ANCA HIGH SENSITIVE ASSAYS

a
lIF ON ETHANOL-FIXED GRANULOCYTES (LEUKOCYTES)
| | ! | 1
€ ANCA P ANCA| |At ANCA NEG
ANCA-PR3 |JN€.&—HPD{and PR3) || (PRA/MPO-ANCA)

POS

NEG | P{}SI

NEG NEG

POS

—

ANA HEp2

FORM

| | | 1
PR3-ANCA MPO-ANCA NEG  peeres
| |
IIF on EtOH-Fixed Cells (Formalin, HEp-2) ..q....E AASV very
I f | unlikely | :
*m IEI:EEI :...J high clinica14.-§
AASV very AASV s
likely unlikely ¥

-
‘i."l1-'iT"i‘-.‘ii.ii.‘i‘-.‘i‘-.i

: histological confirmation }

when possible

AASV without
detectableANCA exist

-
LAl L AL LA L AL LA LR LAl Ll ALy L]

Fig. 4. a) Algonthm for ANCA-testing according to the guidelines. b) Alte mative algonthm
for ANCA-testing using PR3 and MPO-ANCA high sensitive assays as screening tests.

NB : avec cet algorithme,
pas de détection de
pathologies autres que
Vascularites !!!
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MERCI POUR VOTRE ATTENTION !



