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Résumé

Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie rare et complexe, pour laquelle
plusieurs nouveaux biomarqueurs d’intérét sont en cours d’investigation, dans 'espoir
d’'une meilleure aide au diagnostic, a la stratification des risques et a I'adaptation des
traitements. La présence d’autoanticorps dirigés contre I'apolipoprotéine A-1 (Anti ApoA-
1 IgG) a été rapportée dans le LES, dans d’autres maladies et chez des contrdles sains.
Dans certains cas, cet anticorps a pu étre associés aux maladies cardio-vasculaires (MCV).
Notre étude rétrospective a analysé les données de 176 patients de la cohorte suisse des
patients lupiques (SSCS) pour établir une corrélation entre les anticorps anti-ApoA-1 IgG,
ainsi que les anti-F3L1 IgG (dirigés contre un épitope immunogene de '’ApoA-1) et
différents parametres d’activité du LES comme la leucopénie, I'hématurie, la protéinurie,
la consommation du complément, les anti-dsDNA, les anticorps anti-phospholipides, le
score d’activité SLEDAI et le traitement par corticostéroides systémiques. Ceci argumente
en faveur de l'utilisation de ce marqueur dans la pratique clinique. En revanche, nous
n’avons pas pu démontrer une association de ce biomarqueur avec la présence de MCV
chez les patients de la cohorte SSCS, et cet aspect nécessitera plus d’investigations. Dans
le travail qui suit, nous passons en revue différents biomarqueurs d’activité dans le LES,
dans les MCV et nous décrivons le lien important entre LES et MCV. Enfin, nous élaborons
dans la conclusion et les perspectives quelques pistes pour I'étude future des anti-ApoA-

1 IgG comme test pronostic du possible développement de MCV chez les patients lupiques.

Introduction
Le lupus érythémateux systémique (LES) est une maladie multi-systémique complexe et
rare, rendant son étude difficile et passionnante. La perte de tolérance du soi est une

caractéristique de cette maladie qui géneére une réponse immunitaire contre plusieurs



antigenes cellulaires. L'inflammation et les dégats tissulaires résultants sont a I'origine
des manifestations cliniques pléiotropes dans le LES. En particulier, les complications
cardio-vasculaires sont fréquentes et grevées de hautes morbidité et mortalité. Un intérét
croissant est donc porté sur la recherche de biomarqueurs utiles au diagnostic ou au suivi
de cette maladie. Certains biomarqueurs pourraient permettre de définir des sous-
groupes de patients a haut risque de complications spécifiques d’organes, comme par
exemple les atteintes cardio-vasculaires. Dans ce travail, nous effectuons un tour
d’horizon des biomarqueurs connus ou étudiés dans le LES, avec un regard particulier
pour ceux associés aux maladies cardio-vasculaires (MCV). Puis dans cette continuité,
nous décrivons et discutons l'article publié dans la revue Rheumatology en mars 2020,
abordant I'étude des anticorps anti-apolipoprotéines A-1 (ApoA-1) de classe IgG comme

biomarqueur dans un échantillon de la Cohorte Suisse des patients lupiques (SCSS).

Biomarqueurs associés au lupus érythémateux systémique

Les biomarqueurs peuvent étre utiles a 'appréciation de la maladie par le clinicien ou en
recherche clinique. Un biomarqueur est défini comme un parameétre mesurable sous
forme moléculaire, biochimique ou génétique permettant d’identifier et/ou de monitorer

un processus biologique, et pouvant comporter une valeur pronostique [1].

Ce paragraphe évoque plusieurs biomarqueurs établis ou en cours d’étude pour une
utilisation diagnostique ainsi que pour le suivi du LES. Il s’agit classiquement du facteur
anti-nucléaire (FAN), des anti-ADN double brin (dsDNA), du complément C3 et C4, et des
parametres hématologiques, avec une forte association entre les cytopénies (anémie,
leucopénie, neutropénie, lymphopénie, thrombopénie) et les exacerbations de la maladie

[2]. Des parametres inflammatoires (C-reactive protein (CRP), vitesse de sédimentation),



peuvent étre utilisés en clinique pour le suivi biologique de l'activité de la maladie.
Plusieurs auto-anticorps sont utilisés comme biomarqueurs dans le LES, et parmi eux les
anticorps anti-Smith (anti-Sm) sont associés a la protéinurie dans le LES, et peuvent étre
présents chez 15% de patients négatifs pour les anticorps anti-dsDNA [3]. Concernant
'atteinte articulaire dans le LES, on a constaté la présence d’anticorps anti-protéines
carbamylés (également utilisé comme biomarqueurs diagnostiques dans la polyarthrite
rhumatoide) chez 50% des patients lupiques présentant des symptomes ostéo-
articulaires, et significativement élevés en comparaison aux patients présentant un LES
sans symptomes ostéo-articulaires ou aux controles sains [4]. Notons également la
prévalence plus importante d’hypovitaminose D sévere chez des patients avec un LES

actif [5].

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer les cytopénies, associées au LES, soit médiées
par des anticorps (anticorps anti-granulocytes, anticorps lymphotoxiques, anémie
hémolytique autoimmune, thrombopénie autoimmune) par une lyse extravasculaire ou
encore par une apoptose excessive des neutrophiles ou des lymphocytes. Ces atteintes
peuvent également se présenter comme conséquences des complications de la maladie
(infectieuse, néoplasique) ou du traitement [2,6,7]. Concernant les leucocytes, on a
démontré chez les patients lupiques une diminution significative des lymphocytes T
folliculaires régulateurs (Tfreg), qui inhibent l'activation des lymphocytes B par les
lymphocytes T folliculaires auxiliaires (Tfh) dans le centre germinatif. De plus une
diminution des Tfreg et 'augmentation du ratio Tth/ Tfreg est corrélé a l'activité de la
maladie et au titre des dsDNA [8]. De méme, la quantité de lymphocytes identifiés comme
« mucosal-associated invariant T cells », lymphocytes effecteurs se comportant comme
des cellules de I'immunité innée, sont diminués dans le sang périphérique des patients

lupiques en raison d’une apoptose induite par l'activation chronique de ces cellules,



révélée par le marqueur de surface CD69 [9]. A I'analyse de la formule sanguine, une
diminution du volume thrombocytaire peut étre observée en raison de l'activation des
plaquettes chez les patients lupiques, également corrélée a la présence d’anticorps anti-

phospholipides [10].

Les approches plus modernes et holistiques concernant les biomarqueurs englobent les
connaissances issues de la génomique et de la protéomique. Entre 100 et 150 génes sont
associées au développement du LES [11,12], néanmoins la composante des loci d’intérét
génétique n’explique pas plus de 20% de I'héritabilité du LES [13], avec une prévalence
de 25 a 69% de la maladie chez des jumeaux homozygotes [14]. Une grande variété de
types de biomarqueurs, notamment génétiques, épigénétiques (p.ex. les micro ARN), et
protéiques sont actuellement a I'étude pour leur role diagnostic ou pronostic dans le LES.
C’est notamment le cas des micro ARN (miARN), ARN simples brins non codants qui lient
des ARN messagers (ARNm) cibles et régulent I’'expression post-transcriptionnelle des
genes concernés. Les miARN ont été étudiés dans le LES et suggérés comme marqueurs
biologiques d'importance, en particulier dans l'atteinte rénale liée au LES par mesure
plasmatique [15] ou urinaire [16], notamment pour le dosage des miR-3201 et miR-1273

urinaires qui sont significativement diminués dans la néphrite lupique et corrélés a

I'inflammation endocapillaire glomérulaire [17].

Alternativement, 'approche « transcriptomique » peut étre utilisée pour la mesure de
parametres dont la variabilité rend la mesure difficile dans le sérum. Par exemple,
plusieurs auteurs plutot que quantifier directement l'interféron de type I (IFN-I) décrit
pour son lien dans le développement du LES, ont préféré la détection quantitative des
ARNm des génes induit par [FN-I et par la méme de son activité. Cette approche permet

non seulement de distinguer des « profils transcriptomiques » propres a chaque patient



selon I'expression de la maladie et les types d’atteintes [18], mais potentiellement
également d’adapter la thérapie en fonction de ce profil avec des résultats prometteurs

[19-21].

L’approche « protéomique » des biomarqueurs, largement utilisée, permet grace a
différentes techniques (spectrométrie de masse, microarray protéiques, électrophorese
capillaire, chromatographie en phase liquide notamment) d’étudier les protéines
traduites et leur modifications ultérieures pouvant altérer leurs fonctions, a la recherche
de biomarqueurs pertinents dans le LES. De nombreuses protéines candidates ont été
étudiées. Certaines parmi les plus prometteuses sont la protéine S100-A9 phosphorylée
(marqueur diagnostic) [22], et la serine-threonine kinase receptor-associated protein
(STRAP, marqueur pronostic) [23]. D’autres encore sont l'interféron gamma (sanguin et
urinaire), la chimiokine C-X-C motif ligand 16 (CXCL16), et I'activateur du plasminogéene
de type urokinase, qui ont montré une association avec I'activité de la maladie, qui sont
sécrétés dans le tissu rénal des patients présentant une néphrite lupique, et sont associés
a la sévérité des lésions histopathologiques [24]. Un autre marqueur sérique,
'ostéopontine, composant de la matrice extracellulaire avec un réle immunomodulateur,
est augmentée en moyenne d'un facteur 4 dans le LES, et correle avec I'activité de la
maladie et les dommages d’organes ainsi qu’avec la présence de syndrome des anticorps
anti-phospholipides (SAPL) [25]. L'IFN-y inducible protein 10 (IP-10) et la sialic acid-
binding Ig-like lectin 1 (SIGLEC1) sont proposés comme pour monitorer I'activité de la
maladie et la réponse au traitement car ils sont mieux corrélés aux poussées et aux
rémissions de la maladie que les marqueurs classiques [26]. D’autres encore ont été
évalués au cours de plusieurs études avec des résultats intéressants, comme pour les

annexines A2 and A5, la sérotransferrine, and les apolipoprotéines A-I, CIII, C-1, A-IV [27].



Concernant les patients présentant une néphrite lupique (NL), I'analyse de biopsies
rénales a montré des résultats prometteurs pour plusieurs peptides comme la
sérotransferrine, les cytokératines 18 and 19, I'albumine et I'annexine A5, ou encore
'alpha-1-antitrypsine urinaire [28]. D’autres marqueurs spécifiques de la NL sont les
dosages urinaires de I'alpha-1-antichymotrypsine, de I'haptoglobine, et dans une moindre
mesure de la retinol binding protein, qui sont augmentés en cas de NL et absents en cas
de LES inactif [29]. De méme, le taux de la neutrophil gelatinase-associated lipocaline
(NGAL) et la monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1 ou CCL2) sérique et urinaire
est augmentée chez les patients lupiques, en comparaison avec des controles sains. De
plus chez les patients lupiques présentant une NL en comparaison aux patients lupiques
sans atteinte rénale, la NGAL est augmentée de maniere marquée, tandis que la MCP-1
urinaire correle avec I'activité de la maladie mesurée par le SLE disease activity index
(SLEDAI), la diminution de la fraction C3 du complément, la protéinurie et la diminution

du taux de filtration glomérulaire [30].

Concernant les atteintes pulmonaires dans le LES, peu de biomarqueurs pertinents sont
actuellement identifiés. Dans une cohorte hongroise de 18 patients lupiques dont la
moitié présentait une atteinte pulmonaire, le taux sérique d’IP-10 et de chemokine ligand
21 (CCL21) était augmenté de maniere significative chez les patients avec une atteinte
pulmonaire. De plus, I'augmentation d’[P-10 corrélait avec la capacité vitale forcée (FVC)
et le VEMS, tandis le CCL21 corrélait inversement avec les parametres de diffusion du

monoxyde d’oxygene (DLCO et KCO) a 'examen des fonctions pulmonaires [31].

Les biomarqueurs associés a I'atteinte cardiovasculaire dans le LES sont détaillés dans le
chapitre suivant. Il est toutefois notable qu’en dehors des marqueurs utilisés dans la

pratique pour leur association aux événements cardio-vasculaires (troponine, D-dimeres)



et du dosage des anti-phospholipides (associés ou non au SAPL), il n’y a actuellement pas
de biomarqueur spécifique a I'atteinte cardio-vasculaire dans le LES malgré une élévation
bien démontrée de ce risque d’atteinte chez les patients lupiques (voir chapitre 3). Les
scores de Framingham de stratification du risque estimé de MCV a 10 ans ne sont

notamment pas assez sensibles pour capturer le risque chez ces patients [32].

Enfin, une approche novatrice pour I'analyse des biomarqueurs est celle de I'analyse du
« métabolome », explorant les parametres métaboliques de certaines cellules des patients
affectés afin d’établir une « identité métabolique » spécifique au diagnostic, illustré dans
le LES par I'équipe de Wu et al. en 2012 [33]. L’analyse de nombreux métabolites
appartenant a différentes voies métaboliques (glycolyse, beta-oxydation des acides gras,
etc.) permet de distinguer et d’associer les perturbations importantes de ces voies
meétaboliques chez les patients lupiques (et également dans d’autres maladies comme la
polyarthrite rhumatoide), en relation notamment avec 'augmentation du stress oxydatif,
de I'inflammation, et une diminution de I’énergie cellulaire produite [34]. Une étude de
2016 sur le « métabolome » de 80 patients suivi pour LES comparés a 57 contrdles sains
correspondants en age et sexe a montré une corrélation de certains métabolites avec le
score d’activité SLEDAI, avec certaines manifestations organiques (cutanée, muqueuse,
musculo-squelettique, hématologique ou rénale) et avec la consommation du
complément C3 et C4 [35]. Une autre approche analytique du « métabolome » urinaire
chez des patients présentant une néphrite lupique a suggéré la possibilité de distinguer

les atteintes de classe III/IV et de stade V [36].



Maladies cardio-vasculaires dans le lupus érythémateux systémique

Les MCV dans le LES sont d’expression variée, et expliquent une partie notable de la
morbidité et mortalité de la maladie. La prévalence importante des MCV due a la maladie,
en lien avec a I'inflammation chronique ou encore les traitements regus, représente une
cause majeure de mortalité chez les patients lupiques. Leur prévalence s’éleve en
moyenne a 10% selon les analyses des cohortes de patients lupiques issus des groupes de
recherche de Toronto, Pittsburgh, et Baltimore [37-40]. Ces chiffres varient entre études
en fonction des critéres d’inclusion des MCV utilisés parmi lesquels I'angine de poitrine et
I'infarctus du myocarde sont les plus fréquemment admis. Les définitions plus larges
integrent comme événement cardio-vasculaire les AV(, les AIT, les maladies vasculaires
périphériques et les morts subites. Ces données représentent probablement une sous-
estimation de I'impact réel en raison des de la durée limitée des études disponibles, avec
toutefois une durée d’étude de 34 ans pour la cohorte de Toronto. Dans cette cohorte, les
résultats décrits par Urowitz et al. montrent une prévalence de I'angine de poitrine et de
'infarctus chez 1087 patients lupiques de 10.9 % [38]. Selon une étude plus récente, le
risque d’éveénement cardio-vasculaire est augmenté jusqu’a 6 fois dans la premiere année
apres le diagnostic, et reste augmenté de maniére significative jusqu’a 5 ans apres le
diagnostic de maniere indépendante des facteurs de risque cardio-vasculaires (FRCV)
traditionnels (age, hypertension, hypercholestérolémie, tabagisme, etc.) [41]. On note que
le risque cumulé de MCV chez ces patients est 5 a 10 fois supérieur en comparaison avec
une population saine apres ajustement pour le sexe et I’age [42]. Le risque d’infarctus du
myocarde est 2 a 10 fois plus élevé et le risque d’AVC 2 a 8 fois plus important entre 18 et
44 ans par rapport a des controdles sains apres I'ajustement des FRCV classiques selon des
études californienne et montréalaise [43,44]. De méme, dans la cohorte de 498 patientes

lupiques de Pittsburgh en Pennsylvanie, les femmes de 34 a 44 ans présentaient jusqu’a

10



50x plus de risque de présenter un infarctus du myocarde en comparaison avec des
controles sans LES [39,44]. Le LES est associé a une fréquence augmentée de MCV par une
association importante avec des FRCV comme I'hypertension et I'insuffisance rénale, de
sorte que le diagnostic méme de LES est considéré comme un FRCV précoce. Méme chez
des patients lupiques avec un profil de risque cardiovasculaire estimé faible selon le score
de risque Framingham (évaluant le risque cardio-vasculaire a 10 ans), une association a
été retenue entre I'élévation basale de la troponine sérique ultrasensible et la présence a
'ultrason de plaques d’artériosclérose carotidienne [32]. Enfin, 'emploi des traitements
anti-inflammatoires (AINS ou de corticostéroides), participe également au
développement des MCV. En effet, la dose cumulée d’inhibiteurs COX et de
corticostéroides représente un facteur de risque cardio-vasculaire supplémentaire. Enfin,
les atteintes vasculaires veineuses (thromboses veineuses profondes, embolies
pulmonaires) sont également fréquentes avec un prévalence d’au moins 20 a 30 %, en
particulier en association avec le syndrome des anticorps anti-phospholipides (SAPL)
[45]. Le CDL40 sérique a montré une association avec la présence d’APL et de thromboses

artérielles chez ces patients [46].

Auto-anticorps associés aux maladies cardio-vasculaires

L’'implication de I'immunité innée et adaptative est étudiée chez les patients présentant
des MCV associées ou non aux maladies auto-immunes. La présence de certains auto-
anticorps correle avec un risque augmenté de MCV selon la littérature disponible. Ceux-ci
sont classés comme fortement, probablement ou possiblement associés selon la force du
niveau d’évidence a disposition. On retrouve en particulier une forte association entre
MCV et la présence d’anticorps anti béta-2-glycoprotéine 1 (2GP1), anti-LDL oxydé

(oxLDL), et anti-heat-shock proteins (HSP) [47-51]. Les autoanticorps dirigés contre la
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cardiolipine, la phosphorylcholine, I'apolipoprotéine A1l (ApoA-1), le complexe
oxLDL/B2GP1, les HDL, I'enzyme de conversion d’angiotensine (ECA), la sérum amyloide
A (SAA) et la lipoprotéine lipase (LPL) présentent une association classée probable avec
les MCV. Les anti-Trypanosoma cruzi Shed Acute Phase Antigen (SAPA), anti-insuline, anti-
mannose binding protein (MBL), et les anti-CRP quant a eux sont classés comme
possiblement associés aux MCV [47]. A noter que d’autres auto-anticorps identifiés chez
des patients présentant une cardiopathie hypertensive n’ont pas encore été étudiés chez
les patients présentant des connectivites et ne seront pas abordés ici [49]. Ci-dessous,
nous passons brievement en revue quelques caractéristiques et données disponibles dans
la littérature concernant les anticorps anti-phospholipides, les anti-Heat-shock protein
les anti-LDL oxydés, qui présentent une corrélation forte avec le risque d’évenements
cardiovasculaires. Nous abordons également les anticorps anti-apolipoprotéine Al

étudiés dans notre étude décrite plus bas.

Anticorps anti-phospholipides

Ces auto-anticorps sont dépistés sous la forme d’anticorps anti-cardiolipine IgM et/ou IgG,
anti-B2GP1 IgM et/ou IgG, ou de l'anticoagulant lupique. Le nom de ce dernier est
évocateur de son effet in vitro (allongement du PTT), mais non de son effet in vivo (pro-
thrombotique). La f2GPlou apolipoprotéine H lie la cardiolipine et génére un effet
anticoagulant par effet sur les plaquettes et les facteurs de coagulation, qui peuvent

néanmoins s’inverser dans certaines conditions (effet pro-coagulant).

Il existe plusieurs méthodes de dépistage des anticorps anti-phospholipides (APL),
comprenant notamment le temps de céphaline activée sensible (aPTT) comme test de
dépistage, le dilute Russel Viper Venom Test (dARVVT) pour le dépistage de I'anticoagulant

lupique, et les Elisa anti-cardiolipines et anti 2GP1. Les APL ciblent les phospholipides,
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ainsi que de nombreuses protéines plasmatiques avec une affinité pour les molécules
anioniques (ex. B2GP1) mais également exprimées a la surface de cellules comme les
cellules endothéliales, les monocytes et les plaquettes [52]. Le complexe B2GP1 lié aux
anticorps anti-2GP1 se lie par exemple directement aux thrombocytes et les active de
maniere indépendante du récepteur Fc plaquettaire [53]. Les cibles de ce complexe
moléculaire sont notamment la LDL-receptor related protein 8 (LRP8), I'annexine A2, le
toll-like récepteur 4 (TLR4) [54], et possiblement le TLR2 et des éléments de la cascade
du complément [55-58], engendrant des signaux de signalisation cellulaires qui
promeuvent l'inflammation et l'effet pro-coagulant, et ainsi les évenements
thrombotiques ou les complications de la grossesse. Néanmoins, tous les mécanismes
physiopathologiques associés ne sont pas élucidés [58]. Certains APL comme les anti-
phosphatidylsérine IgG et les anti-acide phosphatidique IgG semblent prometteurs
comme biomarqueurs d'un risque thrombotique augmenté chez des patients qui ne
présentent pas de syndrome classique des APL [59]. D’autres APL comme les anticorps
dirigés contre le complexe phosphatidylsérine-prothrombine (aPS/PT), comprenant les
anti-phosphatidylinositol, anti-phosphatidyléthanolamine et anti-phosphatidylglycérol,
montre aussi une association élevée aux évenements thrombotiques et pourraient étre
utiles en cas de SAPL séronégatif pour les APL classiques [60,61]. D’autres encore comme
les anticorps anti-prothrombine, les anti-annexine V, présentent un role pathogene

controversé, dont la pertinence clinique n’a pas encore pu étre démontrée [59,62].

Les APL peuvent étre générés dans le cadre de pathologies auto-immunes, d’autres
pathologies (ex: microangiopathies, infections) ou de maniére isolée, souvent en
association avec des évenements thrombotiques cliniques ou infracliniques. Un
consensus sur les criteres de classification du syndrome des anticorps anti-

phospholipides (SAPL) a été établi lors de la conférence de Sapporo en 1996 [63]. 1l se
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caractérise par l'association d’événements thrombotiques (thromboses veineuses y
compris thrombose veineuse profonde des membres inférieurs, embolie pulmonaire,
thromboses artérielles comprenant les AVC, infarctus du myocarde ou autres atteintes
artérielles) ou de complications obstétricales (perte de grossesse au-dela du 1¢r trimestre,
pré-éclampsie et naissance prématurée, HELLP syndrome) en présence d’APL confirmés
a deux reprises a 12 semaines d’intervalle, posant habituellement l'indication a un
traitement anticoagulant au long cours. D’autres atteintes d’organes peuvent étre
associées : atteinte cardiaque valvulaire, cutanée (livedo, nécroses), rénale et surrénale,
pulmonaire, osseuse et ophtalmologique notamment. Le LES est la maladie auto-immune
la plus fréquemment associée aux APL, et ces derniers font partie de ses critéres de
classification selon la ligue européenne contre le rhumatisme (EULAR) et I'association
américaine de rhumatologie (ACR) [64]. Les événements thrombotiques dans ce contexte
peuvent toucher les arteres ou les veines de toutes tailles. En plus des thromboses artério-
veineuses, les manifestations du SAPL peuvent inclure une thrombocytopénie, un livedo
reticularis, des ulceres cutanés, des atteintes valvulaires cardiaques, rénales, pulmonaires
ou neurologiques. Le terme de SAPL catastrophique (CAPS) est utilisé lors de

présentations avec atteinte organiques séveres [65].

Anticorps anti-Heat shock protein et anti-LDL oxydées

Ces auto-anticorps sont dirigés contre les Heat shock protein (Hsp), une famille de
protéines hautement conservées chez les eucaryotes, avec fonction de chaperonnes
impliquées notamment dans la réponse cellulaire au stress. Ces anticorps, en particulier
les anti-Hsp 60 et anti-Hsp 65 ont montré une association avec une élévation du risque
d’événement cardiovasculaire [50,66]. La présence des anticorps anti-Hsp 65 a été

évaluée chez des patients présentant un LES, montrant une prévalence tres hétérogene
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de 0 a 50% selon les différentes séries de cas alors qu’elle est de 1 a 3 % chez les contrdles

sains [48].

Les anticorps anti-LDL oxydées (anti-oxLDL) quant a eux corréelent avec |'épaisseur
maximale intima/media qui est un reflet du risque cardio-vasculaire [67]. Les anticorps
dirigés contre la palmitoyl arachidonoyl phosphocholine oxydée (anti-oxPAPC), un
épitope antigénique important de I'oxLDL, ont été associés de maniere significative aux
événements cardiovasculaires. Plus récemment, des anticorps dirigés contre le complexe
oxLDL/B2GP1, fréquemment observé dans le SAPL, a été étudié pour son association avec
le développement rapide d’artériosclérose. Néanmoins, une association directe avec

'artériosclérose subclinique n’a pas pu étre démontrée [47].

Anticorps anti-apolipoprotéine A1l

Les apolipoprotéines représentent la composante protéique des macromolécules
lipidiques complexes nommeées lipoprotéines. Celles-ci sont caractérisées par leur densité
et composition : HDL ou high density lipoprotein, IDL ou intermediate density lipoprotein,
LDL ou low density lipoprotein, VLDL ou very low density protein, et les chylomicrons. Leur
role principal consiste a transporter les lipides et les vitamines a travers la circulation
sanguine. Parmi elles, les apolipoprotéines A-1 (ApoA-1) entrent dans la composition des
HDL et des chylomicrons, et sont reconnues pour leurs propriétés anti-inflammatoires et
anti-oxydantes avec un role protecteur sur le systeme cardio-vasculaire [68,69]. Des
anticorps dirigés contre l'apolipoprotéine A-1 (anti-ApoA-1 IgG) ont initialement été
décrit chez des patients lupiques présentant un SAPL [70-72]. Par la suite, leur
association avec des évenements cardiovasculaires a été illustrée dans le contexte de
'infarctus du myocarde et de la polyarthrite rhumatoide [73-75]. Il a été observé que la

corrélation entre anti-apoA-1 IgG et les événements cardio-vasculaires est en partie liée
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au polymorphisme génétique du CD14 [76]. En effet, I'effet pro-inflammatoire des IgG
anti-ApoA-1 est médié par la liaison de I'anticorps au complexe TLR2/CD14 résultant en
une chaine de signalisation pro-inflammatoire via le nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells (NF-kB), une voie d’activation également partagée par les

APL et les anticorps anti-Hsp [77].

On retrouve également les anti-ApoA-1 IgG dans la population générale (environ 20%)
[78], ou ils sont associés a un risque cardio-vasculaire et une mortalité augmentés [78-
80], avec plus récemment certains résultats contradictoires [76]. Chez les patients
présentant des évenements cardio-vasculaires, deux épitopes immunodominants de
I’ApoA-1 préférentiellement reconnus par ces anticorps ont été identifiés, et un peptide

stable mimant I'hélice alpha C-terminale nommé F3L1 a été synthétisé [81,82].

Etude des anti-apolipoprotéines Al dans la cohorte suisse des patients lupiques

La Cohorte Suisse de Patients Lupiques ou Swiss SLE Cohort Study (SSCS) pour la
recherche sur le LES est un groupe de patients issus de différents centre hospitaliers
suisses, suivi de maniere multidisciplinaire par des spécialistes du domaine. Elle a été
mise en place en 2006 par une équipe collaborative issue des hopitaux de Bale, Berne,
Geneve, Lausanne, Schaffhouse, Sion, St Gall et Ziirich avec I'approbation des comités
d’éthique respectifs de ces établissements. Tout patient présentant un diagnostic de LES
probable ou avéré (compatibles avec les criteres de ’American College of Rheumatology)
et habitant en Suisse peut étre inclus dans la cohorte. Un suivi annuel clinique et
biologique standardisé est proposé en complément du suivi habituel. La base de données
comprend a ce jour > 700 patients [83]. Pour cette étude, les données en provenance d’un

échantillon de 176 patients de la SSCS récoltées entre 2008 et 2013 ont été analysées.
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Comme mentionné au chapitre précédent, plusieurs biomarqueurs d’intéréts apportent
des informations diagnostiques ou pronostiques importantes dans I’évaluation du LES.
Toutefois, bien que les évenements cardio-vasculaires représentent une cause de morbi-
mortalité notable chez les patients lupiques, il n’y a malheureusement pas actuellement
de marqueur spécifique des MCV dans le LES, en dehors des marqueurs traditionnels de
MCV qui sous-estiment parfois ce risque. La présence d’anticorps anti-ApoA-1 IgG (ainsi
que les anticorps dirigés contre le F3L1, son épitope immuno-dominant) a été associée de
facon controversée dans la littérature a des évenements cardiovasculaires chez des
patients sans maladie auto-immune, mais également dans le LES, le SAPL, et la
polyarthrite rhumatoide [70-72,78]. C’est pourquoi il semble intéressant d’élaborer une

réponse aux deux questions suivantes en utilisant des échantillons de la SSCS :

1) Existe-t-il une corrélation entre la positivité des anti-ApoA-1 et des parametres
d’activité du LES ?
2) Laprésence d’anti-ApoA-1 IgG dans le LES est-elle associée a une augmentation du

nombre d’événements cardio-vasculaires ?

Nous avons donc décrit les caractéristiques des patients de la SCSS inclus dans notre
analyse (176 patients). Puis, les mémes parametres ont été étudiés dans les deux sous-
groupes de patients, respectivement positifs ou négatifs pour les anticorps anti-ApoA-1
IgG, afin de déterminer la présence d’une différence significative entre ces groupes. Cette
analyse a été effectuée de maniere similaire pour les anticorps anti-F3L1 IgG, et pour les
échantillons disponibles a un an d’intervalle de la premiere visite (matériel
supplémentaire de I'étude). Ensuite, nous avons évalué la corrélation entre le titre des
anti-ApoA-1 IgG, respectivement anti F3L1 IgG, et les différents parametres cliniques,

biologiques et le score d’activité SLEDAI de la maladie, ainsi que la variation de ces titres
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au cours du temps. Enfin, nous avons recherché une corrélation entre le nombre
d’évenements cardio-vasculaires et la présence de ces auto-anticorps d’intérét. L’article
décrivant ces résultats a été publié en mars 2020 dans la revue Rheumatology

(https://academic.oup.com/rheumatology/article/59/3/534/5543451) y compris pour

les analyses, tables et figures supplémentaires disponibles a la méme adresse.
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Anti-apolipoprotein A-1 autoantibodies correlate with
disease activity in systemic lupus erythematosus
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Abstract

Objectives. Apolipoprotein A-1 (ApoA-1) is a protein fraction of the high-density lipoproteins with anti-inflammatory and
antioxidant properties that play a major role in reverse cholesterol transport. The presence of anti-ApoA-1 IgG has been
reported in SLE to be variably associated with disease activity or cardiovascular events (CVEs). We assessed the clinical
performance of anti-ApoA-1 IgG and of antibodies directed against its immunodominant F3L1 peptide (F3L1 IgG) in a
well-characterized Swiss SLE cohort study.

Methods. A total of 354 biological samples and interviews from 176 individuals were studied. SLEDAI, clinical char-
acteristics, anamnestic CVEs and therapy details were recorded. Sera were tested for the presence of anti-ApoA-1 1gG,
anti-F3L1 1gG, anti-dsDNA 1gG and aPL.

Results. Anti-ApoA-1 and anti-F3L1 IgG positivity was associated with higher SLEDAI, mostly due to concomitant
positivity of dsDNA IgG and low complement. Variations in time of anti-ApoA-1 IgG correlated positively with variations of
anti-dsDNA IgG and inversely to variations of C3 levels. No cross-reactivity was found between anti-ApoA-1 and anti-
dsDNA IgG. Positivity for anti-Apo-A1 IgG was more frequent in individuals receiving 10 mg/day or more of prednisone.
We did not find any significant association between anti-ApoA-1 IgG positivity and CVEs.

Conclusion. Anti-ApoA-1 and anti-F3L1 IgG in SLE correlate strongly with laboratory markers of activity, particularly
with the presence and titre of dsDNA IgG. These results confirm and extend previous findings and support the use of anti-
ApoA1 IgG in the clinical setting. Their role in CVEs deserves further investigation.

Key words: systemic lupus erythematosus, SLEDAI, anti-apolipoprotein-A1 antibody, anti-F3L1 antibody, anti-
dsDNA antibody, anti-phospholipids antibody, biomarker, cardiovascular events

Rheumatology key messages

o Anti-ApoA-1 and anti-F3L1 IgG are frequently present in SLE.

o Anti-ApoA-1 and anti-F3L1 IgG correlate with SLEDAI and anti-dsDNA antibodies in SLE.

o Anti-ApoA-1 and anti-F3L1 IgG antibodies are not associated with cardiovascular events in the Swiss SLE cohort
study.

ubiquitous as well as organ-specific auto-antigens [1].
However, the extent to which Abs are involved in disease
progression and organ damage remains subject to debate
[1]. Significantly, SLE clinically progresses through flares
and remissions, and biomarkers associated with disease

Introduction

SLE is an autoimmune disease characterized by loss of
tolerance towards self-components and the generation of
a wide variety of autoantibodies (Abs) directed against

"Division of Immunolo%y and Allergy, University Hospital and School
of Medicine, Geneva, “Division of Inmunology and Allergy,
University Hospital of Lausanne and Lausanne University,
Lausanne, 3Division of Rheumatology, University Hospital and
School of Medicine, “Division of Laboratory Medicine, Diagnostic
Department, ®Department of Internal Medicine Specialties,
University Hospital and School of Medicine, Geneva, ®Laboratory for
Clinical Immunology, Department of Biomedicine and Division of
Internal Medicine, University Hospital of Basel, Basel, "Division of
Nephrology and Hypertension, Inselspital, Bern University Hospital,

! The Author(s) 2019. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Rheumatology.
This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Cojrﬂ
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited. For commerci:

Bern and 8Faculty of Medicine, University of Geneva, Geneva,
Switzerland

Submitted 17 April 2019; accepted 21 June 2019

*Carlo Chizzolini and Pascale Roux-Lombard contributed equally to
this study.

Correspondence to: Pascale Roux-Lombard, Division of Immunology
and Allergy, University Hospital and School of Medicine of Geneva,
Rue Gabirielle-Perret-Gentil 4, 1205 Geneva, Switzerland. E-mail:
Pascale.Roux-Lombard@hcuge.ch

ial License (http: i >mmon licel y-nc/4.0/), which permits non-commercial re-use,

se, please contact journals.permissions@oup.com

020z Iudy €1 uo 3sanb Aq | SyEYSS/YES/E/6G/0RISe-a]0IE/ABOjOJeWINEYL/WOY"dNO"OIWapEDe//:SARY WO} POPEOIUMOQ



Anti-ApoA-1 antibody in SLE

activity may be clinically useful in identifying patients at
risk of disease exacerbations [2]. Furthermore, in SLE,
morbidity and mortality are not only associated with
organ involvement, but also with cardiovascular events
(CVEs), particularly in  young individuals [3].
Apolipoproteins are the most important protein compo-
nents of amphipathic lipoproteins transporting lipids in
the blood. Among them, apolipoprotein A-1 (ApoA-1) is
the major protein fraction of high-density lipoproteins,
which play a key role in reverse cholesterol transport
and are endowed with substantial anti-inflammatory and
antioxidant properties, thereby exercising a protective role
in the cardiovascular system [4, 5]. Notably, Abs directed
against ApoA-1 were initially described in patients with
SLE and the aPL syndrome [6-8]. The literature has
since expanded, illustrating their potential role as risk fac-
tors in the development of CVEs, both in diseases with an
auto-immune background (such as RA [9]) and in other
pathological contexts, particularly coronary heart disease
[10-13]. They have also been found in the general popu-
lation, where these antibodies have been reported to rep-
resent an independent CVE risk factor [14] associated
with increased mortality, susceptibility polymorphisms
and incident coronary events [15, 16], although this has
recently been disputed [17].

Moreover, two immunodominant epitopes were identi-
fied in ApoA-1, and a synthetic, stable peptide, named
F3L1, which mimics a portion of the C-terminal alpha-
helix, is preferentially recognized by Abs in individuals
with CVEs [18, 19].

When studied in SLE, anti-ApoA-1 Abs (anti-ApoA-1
IgG) have been variably associated with disease activity.
It is still debated whether or not their presence is asso-
ciated with CVEs [20-24], and no data are available on
anti-F3L1 antibodies in SLE. We revisited these issues
through the lens of the well-characterized, nationwide,
multicentric, transdisciplinary Swiss SLE Cohort Study
[25].

Methods

Patient cohort

Serum samples were obtained from 176 individuals sat-
isfying at least four ACR SLE criteria and consecutively
enrolled in the prospective Swiss SLE Cohort Study
from April 2007 to January 2015 [25]. Follow-up samples
were collected yearly (a total of 354 distinct samples), and
these were processed in a single laboratory in Geneva.
Disease activity was captured by Safety of Estrogens
in Lupus Erythematosus National Assessment (SELENA)-
SLEDAI [26], with organ involvement and medication
recorded at each study visit [25]. The controls were age-
and sex-matched healthy individuals donating blood at
the Transfusion Centre of the University Hospital in
Geneva. Ethical clearance was granted in all participating
Swiss SLE Cohort Study centres. Informed, written con-
sent was obtained from all participants in accordance with
the Declaration of Helsinki.

https://academic.oup.com/rheumatology
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Determination of human antibodies to ApoA-1/F3L1
by ELISA

Anti-ApoA-1 and anti-F3L1 IgG serum levels were as-
sessed as previously described [10, 11, 27]. All samples
were tested in duplicates. An index consisting of the ratio
between sample absorbance and a standard positive con-
trol absorbance x100 was calculated. Sera from 48
healthy donors served to define the threshold for positivity
of anti-ApoA-1 IgG and for anti-F3L1 IgG. The value cor-
responding to the 97.5th percentile of the normal distribu-
tion gave an IgG index of 42 for anti-ApoA-1 and 37 for
anti-F3L1. Accordingly, samples tested for anti-ApoA-1
were considered positive when their index was >42,
and samples tested for anti-F3L1 were considered posi-
tive when >37.

Determination of antibodies to dsDNA by ELISA

Anti-dsDNA serum levels were measured by ELISA using
a commercially available method (QUANTA Lite dsDNA,
Inova Diagnotics, San Diego, CA), according to the sup-
plier'’s instructions, in a single laboratory in Geneva
(Laboratory of Immunology and Allergy, University
Hospital, Switzerland). The threshold of positivity was
200 U.

Determination of aPL

Lupus anticoagulant was detected using ACL TOP (IL,
France), which detected the ability to prolong the
phospholipid-dependent DRVVT test. The presence and
titre of aCL, anti-f2 glycoprotein 1 (anti-2GP1) IgG and
aPS-PT IgG was assessed using the HemoslIL AcuStar
Coagulation  Analyzer (Instrumentation Laboratory,
Bedford, MA) [28]. The cut-off values for these tests
were based on the 99th percentile and the corresponding
95% confidence interval for each antibody of 626 healthy
Blood Bank donors. All the assays were performed in a
single laboratory in Geneva (Hemostasis Unit, University
Hospital, Switzerland).

Competition ELISA to test the cross-reactivity of anti-
ApoA-1 Ab

Sera of patients known to be highly positive for anti-ApoA-
119G, anti-B2GP1 IgG and anti-dsDNA IgG were pre-incu-
bated for 2 h at room temperature with or without different
competitors: F3L1 (Geneva University, Switzerland),
B2GP1 (Haematologic Technologies Inc., USA) and
dsDNA (Inova Diagnostics, USA) at three concentrations
prior to addition to wells coated with ApoA-1. Anti-Apo-A1
IgG were then assessed according to standard protocol.
Tests were performed in triplicate. Percentage maximal
ELISA signals were calculated as 100 x {[signal in well]-
[mean background signal (uncoated well)]}/{{mean max-
imal signal (no competing peptide)]—-[mean background
signal]}.

Statistical analysis

To compare groups according to anti-ApoA-1 IgG status,
we used the Fisher’s exact, x? tests for categorical vari-
ables, the Mann-Whitney test for continuous variables. To
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compare groups’ characteristics at baseline and at the
1year assessment, we used McNemar’s test and the de-
pendent t test. Spearman correlations were used for
bivariable association. For multivariable association, we
used multilevel regression with random intercept to ac-
count for the repeated measures per individual.
Statistical analysis was performed by using SPSS
Statistics” version 25 from IBM Corp. Armonk, NY USA,
and Prism” version 7 from Graphpad Software Inc,
San Diego, California.

Results

Clinical characteristics of anti-ApoA-1 IgG+ and anti-
F3L1 IgG+ SLE patients

This cohort was composed of 176 SLE individuals. Their
mean age at inclusion was 44 years (15) [range 17-85],
85% were women, and 78% were of Caucasian origin.
The mean age at SLE diagnosis was 35 years (15) [range
12-73]. Of the 176 included SLE patients, 104 individuals
contributed an additional sample after 1 year; 47 after
2years; 20 after 3years; 6 after 4years and 1 after
5years. Anti-ApoA-1 IgG Abs were detected in 76 (43%)
initial samples of the 176 patients. The main clinical char-
acteristics, distribution of ACR criteria, as well as treat-
ment at inclusion are reported in Table 1. In general, no
maijor clinical differences were observed when anti-ApoA-
1 IgG+ and anti-ApoA-1 IgG- individuals were compared,
with the exception of younger age at first assessment
[42 (15)years in anti-ApoA-1 IgG+, vs 46 (14)years in
anti-ApoA-1 IgG-, P=0.048] and lower frequency of seiz-
ures in anti-ApoA-1 IgG+ (12% in anti-ApoA-1 IgG- and
3% in anti-ApoA-1 1gG+, P=0.025). Notably, however, the
frequency of individuals historically positive for aPL, and
the frequency of individuals under anti-platelet agents,
were both statistically higher in anti-ApoA-1 IgG+ com-
pared with anti-ApoA-1 IgG- individuals. Thus, 62% vs
37% (P < 0.001) were positive for aPL and 29% vs 13%
(P < 0.001) were under anti-platelets agents in anti-ApoA-
119G+ and anti-ApoA-1 IgG-, respectively. All sera were
also tested for anti-F3L1 antibodies, and 39 patients
(22%) were positive at first assessment, with a moderate
agreement with anti-ApoA-1 IgG positivity (kappa coeffi-
cient=0.348; P < 0.05). However, anti-ApoA-1 and anti-
F3L1 antibodies titres were highly correlated (Spearman
coefficient=0.66, P < 0.001). At inclusion, in accordance
with associations found with anti-ApoA-1 IgG+, the anti-
F3L1 1gG positive compared with negative individuals
were more likely to be positive for aPL (74% vs 40%, P
< 0.001). Other items at inclusion did not differ signifi-
cantly according to the anti-F3L1 I1gG status (Table 1).
‘Total cholesterol and triglycerides levels were available
in 123 individuals, of which 18 were under statin treat-
ment. Total cholesterol and triglyceride levels were not
different in anti-ApoA-1 1gG positive vs negative patients,
regardless of whether they were receiving lipid-lowering
drugs or antimalarials.’
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Intergroup difference in SLE treatments

Anti-ApoA-1 1gG+ showed a trend for higher frequency of
use of CSs at inclusion, although this was not significant
(Table 1). However, we demonstrated a significantly
higher frequency of anti-ApoA-1 among patients grouped
by CSs treatment categories <10 mg/day or >10mg/day
(P=0.04), in accordance with previous data [24]. No sig-
nificant difference was found when comparing anti-ApoA-
1 IgG+ and anti-ApoA-1 IgG- groups for antimalarial
agents, immunosuppressant agents, NSAIDs, lipid-lower-
ing drugs or anti-coagulant use (Table 1).

Association between anti-ApoA-1 IgG/anti-F3L1 IgG
and parameters of disease activity in SLE

SLEDAI was slightly but statistically significantly higher
in anti-ApoA-1 IgG+, with a median of 6 points (inter-
quartile range 2-10) compared with 4 points (interquar-
tile range 0-8) in anti-ApoA-1 IgG- individuals, P=0.028.
This was also observed when comparing anti-F3L1 IgG+
and anti-F3L1 IgG- individuals, P=0.025 (Table 2). While
there was a trend for an association between anti-ApoA-
1 1gG+ and arthritis (26% vs 16%, P=0.093), no other
clinical items captured by SLEDAI were associated with
anti-ApoA-1 IgG positivity. However, a number of la-
boratory items were more frequently abnormal in anti-
ApoA-1 1gG+ compared with in anti-ApoA-1 IgG- indi-
viduals. These included the presence of haematuria,
proteinuria, leukopoenia and anti-dsDNA Abs, and
lower levels of complement C3 and C4. Similarly, anti-
F3L1 IgG+ compared with anti-F3L1 IgG- individuals
had significantly higher anti-dsDNA IgG titres, and
lower complement levels for both C3 and C4 (Table 2).
To foster these observations, we then assessed whether
there was a correlation between the titre of anti-ApoA-1
IgG and the titre of anti-dsDNA Abs, and with the C3 and
C4 serum levels, in all longitudinal samples that were
available (n=354). A positive correlation was observed
with anti-dsDNA Abs, and a negative correlation with C3
and C4 serum levels (Fig. 1A). Notably, the correlation
was lower when the contribution of complement con-
sumption was excluded from the SLEDAI, and was not
any more significant when both the contribution of anti-
dsDNA antibodies’ positivity and complement con-
sumption were excluded (Fig. 1B). Similar results
were found for anti-F3L1 IgG, which showed a positive
correlation with anti-dsDNA (n=348, Spearman
rho=0.412, P < 0.001) and a negative correlation
with C3 (rho=—0.299, P < 0.001) and C4 (rho=—0.252,
P < 0.001) (Fig. 1C). There was a correlation with
SLEDAI (rho=0.174, P=0.001), which was still signifi-
cant when complement consumption was removed
from the SLEDAI (P=0.014), but which lost significance
when both anti-dsDNA and complement consumption
were removed from the score (P=0.352) (Fig. 1D).

Multiple regression analysis

When using multiple regression analysis, both the con-
tribution of anti-ApoA-1 and anti-F3L1 antibodies to

https://academic.oup.com/rheumatology
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SLEDAI lost significance when adjusted for anti-dsDNA Covariation over time of anti-ApoA-1/F3L1 IgG titres
(P=0.85 for anti-ApoA-1 IgG and P=0.26 for anti-F3L1 with anti-dsDNA 1gG titres

IgG), which may be explained by the strong correlation  Gjyen the positive correlation between anti-ApoA-1/anti-

between anti-dsDNA and anti-ApoA-1 or anti-F3L1 ¢35 1 4G and anti-dsDNA IgG observed in the 354 samples
titres. available, we then assessed whether variations in time in

Fic. 1 Correlation between anti-ApoA-1 IgG/anti-F3L1 IgG and parameters of SLE disease activity
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Correlation between anti-ApoA-1 1gG levels and biological parameters of SLE disease activity (A) or SELENA-SLEDAI (B)
as well between anti-F3L1 IgG levels and biological parameters of SLE disease activity (C) or SELENA-SLEDAI (D) were
calculated. DsDNA IgG was determined by ELISA, C3 and C4 determined by nephelometry, all assessed at the time of
sample. Rho was computed according to the Spearman test; the red line shows bivariate linear regression. ApoA-1:
apolipoprotein A-1; SELENA: Safety of Estrogens in Lupus Erythematosus National Assessment.
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the titre of anti-ApoA-1 1gG were associated with similar
changes in the titre of anti-dsDNA Abs, taking into account
the cohort samples obtained at inclusion and 1 year apart
(n=104). The clinical characteristics of the individuals stu-
died 1 year apart were similar to data at inclusion (not
shown). Interestingly, the variations in time in the titre of
anti-ApoA-1 IgG+ were statistically associated with vari-
ations in the titre of anti-dsDNA IgG (Table 3). Similar ana-
lyses conducted with complement C3 and C4 levels
indicated significant negative association of anti-ApoA-1
IgG with C3, albeit to a lower level of statistical significance,
and a trend for negative association, not statistically signifi-
cant, for C4. Very similar data were observed for anti-F3L1
IgG (Table 3). Thus, the titre of anti-ApoA-1/F3L1 IgG ap-
pears to be exquisitely correlated with the titre of anti-
dsDNA IgG and its variation over time.

Association of anti-ApoA-1/F3L1 1gG with aPL

As reported in Table 1, the historic frequency of aPL Abs
(ACR criteria) was higher in anti-ApoA-1 IgG+ than in anti-
ApoA-1 IgG-. To better characterize this association, we
tested the very same inclusion serum samples for which
anti-ApoA-1 IgG were assessed for the presence of aCL
IgG, anti-B2GP1 IgG, aPS-PT IgG and DRVVT [28]. The fre-
quency of aCL IgG+ (32% vs 12%, P=0.001), anti-B2GP1
IgG+ (33% vs 14%, P=0.003), aPS-PT IgG (22% vs 12%,
P=0.066) and the positivity of DRVVT (36% vs 13%, P <
0.001) were higher in anti-ApoA-1 IgG+ than in anti-ApoA-1
IgG- sera. When such associations were searched for anti-
F3L1 reactivity, only aPS-PT IgG was significantly more fre-
quent in anti-F3L1 IgG-positive than anti-F3L1 IgG-negative
samples (28% vs 13%, P=0.025) (not shown).

No cross-reactivity between anti-ApoA-1 and
anti-dsDNA 1gG revealed by competition ELISA

Given the correlations observed between anti-ApoA-1,
anti-dsDNA and anti-B2GP1 IgG, we tested whether
cross-reactivity could explain, at least in part, our findings
by performing competition assays. Using a triple positive
serum for anti-ApoA-1, anti-B2GP1 and anti-dsDNA 1gG,
we observed that F3L1 did inhibit dose-dependently the
anti-ApoA-1 reactivity. In the same assay, dsDNA did not
inhibit, while B2GP1 was partially inhibitory (Fig. 2).
Conversely, dsDNA, but not F3L1, inhibited anti-dsDNA

reactivity, and B2GP1, but not F3L1, inhibited anti-
B2GP1 reactivity (Supplementary Fig. S1, available at
Rheumatology online). Thus, the correlation that we
observed between anti-ApoA-1 and anti-dsDNA 1gG
titres was not due to cross-reactivity of the sera.

Anti-ApoA-1 1gG, anti-F3L1 IgG positivity and
arterio-venous thrombo-embolic vascular events

Previous reports in pathological conditions other than
SLE, as well as in the general population, have

Fic. 2 Cross-reactivity between anti-ApoA-1 and other
auto-antibodies

Competitor concentration

M 200 ug/mL @ 66 ug/mL [ 22 ug/mL

125+

Anti-ApoA-1 % of response

F3L1 p2GP1 dsDNA
Competitor

The serum of a representative patient of four tested,
known to be positive for anti-ApoA-1 IgG, anti-B2GP1 1gG
and anti-dsDNA 1gG, was pre-incubated with or without
the various competitors (F3L1, f2GP1 and dsDNA) at the
indicated concentrations prior to addition to assay wells
for anti-ApoA1 IgG measurement. Percentage maximal
ELISA signals were calculated as 100x{[signal in well]-
[mean background signal (uncoated well)]}/{{mean max-
imal signal (no peptide)]—[mean background signal]}.
Results are expressed as mean (s.n.) (n =3). ApoA-1:
apolipoprotein A-1.

TasLe 3 Covariation in time of anti-ApoA-1/anti-F3L1 IgG and anti-dsDNA IgG titres, complement C3 and C4

A SLEDAI
A anti-ApoA-1 IgG n 104
Spearman rho 0.114
P value 0.248
A anti-F3L1 1gG n 101
Spearman rho 0.169
P value 0.091

A anti-dsDNA IgG

104 77 77
0.341 —0.228 —0.188
<0.001 0.046 0.101
100 74 74
0.459 —-0.213 —-0.173
<0.001 0.068 0.141

A=difference in the titre of the parameter in two samples of the same individual taken 1 year apart. Significant P values are

shown in bold text. ApoA-1: apolipoprotein A-1.
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TaBLE 4 Presence of anti-ApoA-1 and anti-F3L1 IgG is not associated with arterial or venous vascular events

Anti-F3L1 Anti-F3L1
All Anti-ApoA-1 Anti-ApoA-1 IgG - IgG +

(N=176) IgG - (N=100) IgG + (N=76) P-value (N=137) (N=39) P-value

Arterial events, no. (%) 20 (11) 12 (12) 8 (11) 0.760 28 (20) 9 (23) 0.824
Venous events, no. (%) 22 (13) 11 (11) 1(14) 0.490 18 (13) 2 (5) 0.252
Arterial or venous events, no. (%) 37 (21) 20 (20) 17 (22) 0.702 15 (11) 7 (18) 0.274

x> test (n>10) or Fisher test (n <10) were used to compare groups. ApoA-1: apolipoprotein A-1.

documented an association between the presence of anti- we used to assess the presence of anti-dsDNA IgG may
ApoA-1 IgG and CVEs. Therefore, we assessed whether be more sensitive than the Farr assay used by others
this was the case in our cohort. Arterial and venous vas- [22, 24].

cular events were frequent in our study population, with an Along the same lines, it is noteworthy that in our cohort

overall prevalence of 21%, of which 20 were venous, 22 the titre of anti-ApoA-1 IgG was in inverse correlation
arterial, and 37 either venous or arterial. There was no with complement C3 and C4 levels, as already reported

statistically significant difference in the frequency of [23]. Similar trends were observed for anti-F3L1 IgG.
CVEs between anti-ApoA-1 IgG+ and IgG- groups, or be-  Furthermore, we show an inverse covariance with time
tween anti-F3L1 IgG+ and IgG- groups (Table 4). in C3 and C4 titres that reinforces the contention that

anti-ApoA-1 IgG may take part in important immunologic
Discussion events in SLE pathogenesis. In this respect, it is import-

ant to stress that ApoA-1 is known to potentially interact
with several self-components, some of which are deco-
rated with danger-associated molecular patterns. Thus,
we could speculate that some of these interactions
would favour anti-ApoA-1 autoimmune responses
fluctuating consensually with dsDNA antibody titres and
inversely with C3 and C4 and accompanying SLE dis-
ease activity. The full range of known ApoA-1 inter-
actions with other self-components can be found in
BioGRID3.5. [30].

An interesting finding in our study was the association
between anti-ApoA-1 IgG and aPL Abs. In addition, the
use of anti-platelet agents was significantly more frequent

The results here reported confirm and extend previous
findings, by highlighting a striking association of anti-
ApoA-1 IgG with anti-dsDNA antibody levels, with other
laboratory parameters of disease activity and with steroid
dose as shown previously [24], supporting a role for anti-
ApoA-1 IgG as a laboratory marker of SLE activity, and
suggesting that anti-ApoA-1 1gG may participate in SLE
pathogenesis. In addition, we show for the first time that
anti-F3L1 Abs correlate with disease activity and anti-
dsDNA Abs in SLE patients. Remarkably, we found an
association of anti-ApoA-1 1gG with aPL antibodies but
not with CVEs.

Previous publications highlighted the link between anti- . ; ) o )
ApoA-1 IgG and SLE activity when assessed by SLEDA, in our anti-ApoA-1 IgG+ populatlgp, PO.SSIF)|.y in reIatlo'n. to
ECLAM and BILAG scores [20, 22-24, 29]. We confirm the frequent use of low-dose aspirin in individuals positive
here that anti-ApoA-1 IgG correlates with SELENA- for aPL but not having experienced thrombotic events [31,

SLEDAI. However, we found that the laboratory items of 32]. AllthOUQh some of the previous Stlfdi?s on.anti-ApoA—
SELENA-SLEDAI, in particular the presence of anti- 1 IgG in SLE have not found an association with aPL Abs

dsDNA IgG and lower levels of complement C3 and C4, [22, 23], the potential interaction between aCL IgG and
were more frequent in anti-ApoA-1 IgG+ and anti-F3L1 anti-ApoA-1 IgG was suggested by studies showing
lgG+ compared with anti-ApoA-1/F3L1 IgG negative. decreased levels of apolipoprotein A1 in individuals posi-
Our data highlight in particular the relationship between  tive for aCL Abs [33]. However, our findings indicate a
the presence and titre of anti-ApoA-1 IgG and anti-dsDNA slight inhibition of anti-ApoA-1 IgG reactivity when com-
lgG at inclusion, and the correlation between their titre ~ Peted with B2GP1 protein, suggesting potential cross-re-
variations over time. The multiple regression analysis  activity with aPL Abs, in agreement with Delgado et al.
showed that anti-dsDNA IgG rather than anti-ApoA-1 [34].

IgG explained the association with disease activity. In various pathological conditions [10, 11, 35], as well as
However, we could not find cross-reactivity in a competi-  in the general population [15, 16], the presence of anti-
tion ELISA, which supports a biologically independent role  ApoA-1 IgG has been associated with an increased risk of
of anti-ApoA-1 IgG. Consistently, a correlation of anti- CVEs. This association has recently been questioned [17].
ApoA-1 IgG with anti-dsDNA IgG was reported in patients In agreement with three previous reports on SLE patients
with active lupus nephritis [22], not observed by others [8, [22, 24], our results did not reveal an association between
23, 24]. The discrepancies may be explained by technical the presence of anti-ApoA-1 IgG and arterial or venous
differences characterizing the assays used to detect anti- vascular events in SLE. This lack of an association is

dsDNA IgG and anti-ApoA-1 IgG. In particular, the ELISA even more surprising given the correlation in the titres of
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aPL Abs with anti-ApoA-1 1gG, and the frequent associ-
ation of aPL Abs with CVEs [36]. However, the overall low
number of CVEs in our cohort (n=37) may represent a
serious limitation for the interpretation of these data.
Furthermore, the high frequency of patients in our cohort
simultaneously taking low-dose aspirin and HCQ may
have had an impact on CVE risk. Indeed, it has been re-
cently observed that this therapeutic combination has
additive effects in the primary prevention of CVEs in SLE
[387, 38]. It is important to stress that, in the very same
Swiss SLE cohort, we found that CVEs were associated
with the presence of lupus anticoagulant and anti-phos-
phatidylserine/prothrombin complex IgG [28].

In our study, the frequency of anti-F3L1 IgG positive
sera were about half of our ApoA1 IgG samples, in ac-
cordance with previous studies [18, 19]. While precise
immunomapping of ApoA-1 was not performed with SLE
sera, in our study anti-F3L1 IgG, similarly to anti-ApoA-1
IgG, were associated with SLE activity markers: SELENA-
SLEDAI, dsDNA antibodies, and low complement.
Furthermore, anti-F3L1 IgG have been reported to be
associated with CVEs in individuals without autoimmune
diseases [18], a finding that we could not replicate in our
SLE cohort. Anti-ApoA-1 IgG in SLE may trigger biological
responses qualitatively different from those observed in
other conditions. Indeed, anti-ApoA-1 IgG have been
shown to interact with TLR2 and 4 and recruit CD14 in
the context of atherothrombosis [39-41]. Whether this is
the case in SLE requires experimental enquiry. Thus, anti-
ApoA-1 and anti-F3L1 IgG do not appear to be associated
with CVEs in a cohort in which classical and novel aPL
were studied.

There are several limitations in our study. First, the
number of individuals included in the cohort at study ini-
tiation decreased during follow-up, leading to a risk of
selection bias. However, the frequency of positive sam-
ples for anti-ApoA-1 IgG as well as disease activity were
not different when compared at inclusion and 1 year later
(Supplementary Tables S1 and S2 and Supplementary
Fig. S2, available at Rheumatology online). Second, this
is not an inception cohort, and most thrombotic events
were recorded by review of the clinical charts. Others
have found that thrombotic events accumulate over time
[42]. It is possible that the prospective follow-up of our
cohort would reveal an association with anti-ApoA-1
IgG. Third, within the anti-ApoA-1 antibody repertoire,
we did not test for isotypes other than IgG, thus limiting
the potential for detecting important clinical associations.

In conclusion, anti-ApoA-1 1gG are present in a sizable
proportion of SLE individuals, and their presence correl-
ates strongly with the presence of anti-dsDNA IgG, with
other SLE biomarkers associated with disease activity and
with high steroid use. In contrast with the analysis in other
populations, but consistent with previous reports in SLE,
our data do not indicate that anti-apoA-1 IgG nor anti-
F3L1 I1gG are associated with CVEs in SLE. Therefore,
the possible clinical relevance of anti-apoA-1 1gG in SLE
may be of greater interest in better capturing patients at
risk of more active SLE disease, than in identifying SLE
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patients at higher CVE risk. These data suggest that the
routine identification of anti-ApoA-1 IgG may be a useful
adjunct for monitoring SLE.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Supplementary table S1 Complete characteristics and treatment profile of SSCS patients with anti-ApoA-1 / anti-F3L1 IgG tested
after 1 year follow-up

30

Clinical /biological All (n=104) Anti-ApoAl1 | Anti-ApoAl p- Anti-F3L1 Anti- p-
features IgG - (n=67) | IgG + (n=37) | value IgG - F3L1IgG | value
(n=87) + (n=23)
Baseline characteristics :
Sex, women/men 87/17 56/11 31/6 (84/16) | 0.979 70/17 22/1 0.113
(%/%) (84/16) (84/16) (80/20) (96/4)
Caucasian, no. (%) 77 (74) 49 (73) 28 (76) 0.984 67 (77) 16 (70) 0.746
Age at SLE diagnosis, 33 +£15[12- 35+15[13- 3014 [12- | 0.148 33+14 32+15 0.716
mean * SD [range], yrs 73] 73] 72] [13-73] [12-65]
Age at 2nd assessment, 44 + 15 [20- 46 + 14 [20- 40 +16[20- | 0.012 45+ 15 40+ 16 0.116
mean * SD [range], yrs 88] 86] 83] [22-86] [20-73]
BMI, mean * SD 24 £5[15-40] | 24 £5[15-40] | 24 £ 4 [15-33] | 0.885 | 24 +5[15- 23+4 0.387
[range], kg/m? 40] [19-31]
Active smoking during 43/101 (43) 29/65 (45) 14/36 (39) | 0.577 22 (25) 9 (39) 0.193
follow-up, no. (%)
Smoking in pack-years | 9+16[0-80] | 10+16[0-60] | 7+15[0-60] | 0.553 | 10+16[0- | 5+11[0- | 0.498
units, mean * SD 60] 40]
[range]
ACR criteria at
inclusion :
Arthritis, no. (%) 83 (80) 54 (81) 29 (78) 0.787 74 (85) 15 (65) 0.04
Discoid rash, no. (%) 14 (13) 8(12) 6 (16) 0.541 13 (15) 2(9) 0.733
Malar rash, no. (%) 47 (45) 30 (45) 17 (46) 0.909 38 (44) 10 (43) 0.986
Nasopharyngeal 24 (23) 17 (25) 7 (19) 0.455 18 (21) 7 (30) 0.401
ulcers, no. (%)
1
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Pericarditis, no. (%) 25 (24) 17 (25) 8 (22) 0.668 23 (26) 4 (17) 0.429
Photosensitivity, no. 48 (46) 32 (48) 16 (43) 0.658 42 (48) 9 (39) 0.487
(%)
Pleuritis, no. (%) 25 (24) 16 (9) 9 (24) 0.960 22 (25) 5(22) 1
Psychosis, no. (%) 7(7) 5(7) 2 (5) 1 7 (8) 0 0.341
Renal disorder, no. 50 (48) 29 (43) 21 (57) 0.188 43 (49) 12 (52) 0.815
(%)
Seizures, no. (%) 10 (10) 8(12) 2 (5) 0.489 10 (11) 0 0.117
Anti-dsDNA 78 (75) 50 (75) 28 (76) 0.906 66 (76) 15 (65) 0.303
antibodies positive,
no. (%)
Anti-Sm antibody 27 (26) 17 (10) 10 (27) 0.584 22 (25) 5(22) 1
positive, no. (%)
Anti-phospholipid 58 (57) 32 (48) 26 (70) 0.027 | 45(52) 15 (65) 0.248
antibodies positive,
no. (%)
Anti-nuclear 102 (98) 66 (99) 36 (97) 0.667 85 (98) 22 (96) 0.592
antibodies positive,
no. (%)
Hematologic 71 (68) 47 (70) 24 (65) 0.579 57 (66) 16 (70) 0.715
disorder, no. (%)
Treatments:
Systemic 53 (51) 32 (48) 21 (57) 0.380 45 (52) 9 (39) 0.467
corticosteroids, no. (%)
Antimalarial agents, no. 70 (67) 48 (72) 22 (59) 0.205 55 (63) 15 (65) 0.605
(%)
Immunosuppressant 40/103 (39) 25 (37) 15/36 (42) 0.666 35 (40) 6 (26) 0.447
agents, no. (%)
2




NSAID on a daily basis, 7(7) 5(7) 2(5) 1 6 (7) 1(4) 1
no. (%)

Anticoagulants, no. (%) | 13/103 (13) 9(13) 4/36 (11) 1 9 (10) 4 (17) 0.113
Antiaggregants, no. (%) | 28/103 (27) 15 (22) 13/36 (36) | 0.136 21 (24) 7 (30) 0.450
Lipid-lowering drugs, 15(14) 7 (10) 8 (22) 0.120 10 (11) 6 (26) 0.085
no. (%)

X2 test (n>10) or Fisher test (n<10) were used to compare groups whith categorical variables ; Mann-Whitney test was used to compare groups
whith continuous data, significant p values are shown in bold text. ACR: American College of Rheumatology; BMI: body mass index; NSAID: non-
steroidal anti-inflammatory drugs; SD: standard deviation; SLE: systemic lupus erythematosus
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Supplementary table S2 : Disease activity profile in SSCS patients with anti-ApoA-1 /anti-F3L1 IgG tested after 1 year follow-up

Disease activity : Anti ApoA1l- . p- Anti-F3L1 Anti-F3L1 p-
All (n=104) IgG - (n=67) Anti ApoA1- value | IgG- (n=87) | IgG + (n=23) | value
IgG+ (n=37)

SELENA-SLEDA], 4 (0-8) 4 (0-8) 7 (2-8) 0.014

median (IQR)

SLEDAI items :
Arthritis, no. (%) 14 (13) 11 (16) 3(8) 0.369 13 (15) 1(4) 0.292
Anti-dsDNA, no. (%) 51 (49) 27 (40) 24 (65) 0.016 28 (32) 8 (35) 0.404
Hematuria, no. (%) 16/98 (16) 7 (10) 9/35 (26) 0.086 16 (18) 0 0.036
Leukopenia, no. (%) 7/103 (7) 4/66 (6) 3(8) 0.070 4 (5) 3(13) 0.144
Low complement, 22/89 (25) 10/58 (17) 12/31 (39) 0.025 15 (17) 7 (30) 0.227
no. (%)

C3, mean * SD 0.87 £0.21 09+0.2[0.33- | 0.8+0.23[0.36- | 0.037 0.89+0.2 0.8+0.25 0.143
[range], mg/1 [0.33-1.26] 1.26] 1.25] [0.33-1.26] [0.36-1.24]

C4, mean * SD 0.15+0.08 0.16 £ 0.08 0.13+0.06 0.17 0.16 £ 0.07 0.13£0.07 0.181
[range], mg/1 [0.02-0.42] [0.03-0.42] [0.02-0.25] [0.03-0.42] [0.02-0.26]
Proteinuria 11/83(13) 4/54 (7) 7/29 (24) 0.044 8(9) 3(13) 0.431
(>0.5g/24h), no.

(%)

Pyuria, no. (%) 17/98 (7) 10/63 (16) 7/35 (20) 0.592 13 (15) 4 (17) 0.735
Thrombocytopenia, 4/102 (4) 2/65 (3) 2(5) 0.620 2(2) 2(9) 0.184
no. (%)

Urinary casts, no. 3/92 (3) 2/62 (3) 1/30 (3) 1 3(3) 0 1
(%)

X2 test (n>10) or Fisher test (n<10) were used to compare groups whith categorical variables ; Mann-Whitney test was used to compare
groups whith continuous data, significant p values are shown in bold text. IQR: interquartile range ; SD: standard deviation ; SELENA:
Safety of Estrogens in Lupus Erythematosus National Assessment ; SLEDAI: SLE Disease Activity Index.
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Figure legends
Supplementary figure S1. Competition assays for anti-f2GP1 IgG and anti-dsDNA IgG

with f2GP1, dsDNA and F3L1.

The serum of a representative patient of four tested, known to be positive for anti-ApoA-1
IgG, anti-B2GP1 IgG and anti-dsDNA IgG, was pre-incubated with or without the different
competitors (F3L1, B2GP1 and dsDNA) at the indicated concentrations prior to addition to
assay wells for anti-B2GP1 IgG (upper panel) or anti-dsDNA IgG measurement (lower
panel) . Percent maximal ELISA signals were calculated as 100 x ([signal in well]-[mean
background signal (uncoated well)])/ ([mean maximal signal (no peptide)]-[mean

background signal]). Results are expressed as mean = SD (n=3).

Supplementary figure S2: Persistence of positive or negative samples for anti-Apo A1
IgG and anti-F3L1 IgG over time.
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Commentaires sur l'article publié, conclusion et perspectives

Cette étude transversale apporte de nouveaux éléments complétant des données déja
publiées sur I'association entre les anticorps anti-ApoA-1 IgG et I'activité du LES. Elle
conforte la corrélation avec les parametres d’activité du LES, d’une part clinique avec la
corrélation a I'arthrite, mais également biologique avec la corrélation au titre des anti-
dsDNA, des anti-B2GP1, et a la consommation du complément [84-86]. De plus nous
avons mis en évidence une corrélation avec la dose de prednisone administrée. Nous
interprétons ces résultats comme un argument favorable a un role de biomarqueur des
anti-ApoA-1 IgG dans le suivi biologique du LES, et possiblement de I'implication de ces
anticorps dans la physiopathologie de cette maladie, qui nécessitera plus d'investigations.
De plus, des résultats similaires retrouvés pour les anticorps anti-F3L1 IgG, dirigés contre
'épitope immunodominant de ’ApoA-1 et présents chez environ la moitié des patients
séropositifs pour I'anti-ApoA-1, sont publiés pour la premiere fois a notre connaissance
dans une cohorte de patients lupiques. Toutefois, nous n’avons pas pu mette en évidence
une relation entre la présence d’Ac anti-ApoA-1 et des évenements cardio-vasculaires et
certaines limites sont a considérer dans l'interprétation de ces résultats. En effet, le
nombre total de patients inclus, méme s'il est non négligeable pour une pathologie rare
telle que le LES, reste faible, avec en conséquence un faible nombre d’évenements cardio-
vasculaires, limitant I'interprétation de I'absence de corrélation des anti-Apo-A1 IgG et
des événements cardio-vasculaires dans cette cohorte. En outre, notre étude est

rétrospective et I'évaluation de la survenue de MCV essentiellement anamnestique.

Comme mentionné plus haut, les associations entre LES et MCV, LES et APL, ainsi qu’entre
APL et MCV, sont bien connues. Fort de ces éléments, une nouvelle étude permettrait

d’aborder cette problématique en comparant 2 groupes de patients: un groupe de
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patients lupiques issus de la cohorte SCSS et un groupe de contrdles sains appariés pour
le sexe, 'age et les comorbidités. L'approche analytique consisterait en une étude cas-
témoin avec analyse de l'aire sous la courbe ROC pour le dosage des anti-ApoA-1 IgG
comme test de dépistage prédictif d’apparition d’événements cardio-vasculaires dans
chacun des groupes, permettant I'estimation d’un odds ratio (OR) associé. Il faut alors
tenir compte de la prévalence estimée de MCV dans une population de jeunes femmes
controles analogue a celle du groupe LES (18-44 ans, MCV estimée a 4.3% en moyenne

de 2008 a 2018, source:Centers for Disease Control and Prevention,

https://www.cdc.gov/nchs/ data/hus/2019/fig12-508.pdf), tout en fixant arbitrairement
les parametres suivants : erreur alpha a 0.05, erreur beta a 0.1, OR minimal détectable de
MCV a > 1.3 (en référence a 'OR 1.3 retrouvé par Antiochos et al. dans une cohorte
lausannoise de controles en présence d’anti-ApoA-1 indépendamment des FRCV
classiques [78]). Dans ce cas, il serait alors nécessaire d'inclure au moins 11’088 patients
dont 5’544 patients lupiques et 5’544 contrdles sains apparié afin d’obtenir une puissance

d’étude suffisante (calculateur: https://biostatgv.sentiweb.fr/). En cas de résultats

probants, une étude de cohorte prospective serait utile afin d’appuyer ces résultats.

Une étude de telle envergure, surtout si elle devait étre prospective, serait difficile a
organiser notamment en termes de recrutement pour une maladie qui reste relativement
rare. Dans ce sens, une collaboration internationale avec la mise en commun des
ressources de différentes cohortes de patients disponibles est probablement une piste a

explorer pour avancer dans I'étude du lupus érythémateux systémique.

En somme, dans l'approche du LES qui est une maladie rare et complexe, plusieurs
nouveaux biomarqueurs d’'intérét sont en cours d’'investigation, avec l'espoir d’'une

meilleure aide au diagnostic, stratification, et a 'adaptation du traitement pour mieux
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prendre en charge les patients. Notre étude s'inscrit dans cette ligne avec la
démonstration d’'une corrélation entre les anticorps anti-ApoA-1 IgG et les parametres
d’activité du LES, et argumente en faveur de 'utilisation de ce marqueur dans la pratique.
En revanche l'étude du role de ce marqueur dans la relation entre le LES et les MCV

nécessitera des études supplémentaires.
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