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Résumé

Le syndrome antiphospholipide (SAP) est caractérisé par des événements
thrombotiques récurrents associés a la présence d’anticorps antiphospholipides
(aPL) comme lanticoagulant lupique (LAC). Le lupus érythémateux disséminé
(LED) est la maladie auto-immune majeure qui y est associée. Paradoxalement,
méme si les LAC sont de forts prédicteurs de thromboses, la moitié des patients
possédant des LAC ne développeront pas de thromboses. Ceci cause un dilemme
clinique important. La pratique courante est de traiter les patients LAC positifs
seulement aprés un premier événement thrombotique majeur, exposant de ce fait
les patients non-traités a des risques de dommages tissulaires importants comme
les accidents vasculaires cérébraux. Il n’existe, a ce jour, aucune méthode établie
qui puisse différencier les patients LAC positifs qui vont développer des
thromboses de ceux qui n’en développeront pas. Afin d’évaluer de potentiel de
nouveaux marqueurs et de comprendre les conditions requises pour I'apparition de
thromboses, nous avons étudié les implications des auto-anticorps antilamine B1
(aLB1) et anticellules endothéliales (AACE) dans les mécanismes thrombotiques

chez les patients atteints du LED.

Des études précédentes avaient montré que des titres élevés d'alLB1 etaient
restreints & un sous-groupe de patients LED. Nous avons donc tenté de déterminer
les implications de la présence d’al.B1 sur la thrombose dans un grand groupe de
patients LED. Nous avons découvert que la présence d’aLB1 annule le risque
prothrombotique important associé aux LAC. Ainsi, les aLB1 sont associés a la
thromboprotection et constituent le premier marqueur pour un meilleur pronostic
chez les patients LED LAC-positifs. Nous avons voulu ensuite élucider le
mécanisme par lequel les aLB1 protégent de la thrombose. Notre hypothese était
que les alLB1 circulants pouvaient bloquer Peffet procoagulant des blebs

apoptotiques en se liant & la lamine B1 exposée a la surface de ces blebs. Nous
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avons en effet découvert que la lamine B1 était présente dans les blebs, mais
enfouie a lintérieur de ces structures et inaccessible pour les aLB1 circulants. Ceci

exclut donc un rdle direct pour la lamine B1 dans la thromboprotection.

Le fait que la moitié des patients LED LAC positifs ne développent pas de
thrombose suggére que la présence de LAC est insuffisante pour générer la
thrombose. Un événement primaire qui induirait une perturbation membranaire et,
de ce fait, une cible antigénique pour les aPL, semble nécessaire pour déclencher
la cascade thrombotique. Nous avons découvert que certains AACE, présents
chez les patients LED, reconnaissent spécifiquement la protéine hsp60 et que la
liaison des anti-hsp60 & la surface des cellules endothéliales induit apoptose chez
ces derniéres. De plus, les anti-hsp60 sont significativement associés a une
fréquence de thrombose accrue, lorsque combinés avec les LAC, chez les patients
LED. Nous proposons que linduction de F'apoptose par les anti-hsp60 constitue
Pévénement primaire générant une perturbation membranaire, qui initie le
recrutement des aPL a la surface endothéliale, enclenchant ainsi la cascade

thrombotique.

Cette thése a identifi¢ deux marqueurs, les aLB1 et les anti-hsp60, pouvant
différencier les patients LED LAC positifs qui vont développer des thromboses de
ceux qui n’en développeront pas et, ainsi, avoir un impact sur le traitement de ces

patients.

Mots-clés : auto-immunité, syndrome antiphospholipide, apoptose, cellules

endothéliales, anticorps anticoagulant lupique.



Abstract
The antiphospholipid syndrome (APS) is defined by thrombotic events in

association with the presence of antiphospholipid antibodies (aPL) such as lupus
anticoagulant antibodies (LAC). Systemic lupus erythematosus (SLE) is the major
autoimmune disease associated with APS. Paradoxically, although LAC are strong
predictors for thrombosis, one half of the patients expressing LAC may not develop
thrombotic episodes. This issue causes a major clinical dilemma. Accepted
practice is to treat patients with LAC only after a first thrombotic episode has
occured, thus exposing untreated patients to the risks of organ damage such as
stroke. At present, there is no established method to differentiate LAC positive SLE
patients who will develop thrombosis from those who will not. To evaluate the
potential of new markers and to understand the conditions required for thrombotic
events to occur, we have studied the implications of antilamin B1 (aL.B1) and anti-

endothelial cells (AECA) autoantibodies in thrombotic mechanisms in SLE patients.

Earlier studies had shown that high titers of aLB1 were restricted to a subset of
SLE patients. Our goal was to determine the implications of the presence of alLB1
on thrombosis in a large number of SLE patients. We have found that the presence
of aLB1 essentially nullifies the strong prothrombotic risk associated with LAC.
Hence, aLB1 are associated with thromboprotection. To date, aLB1 appear unique
in this regard and provide the first marker for a subset of LAC positive SLE patients
with a better prognosis. Furthermore, we aimed to elucidate the mechanism by
which aLB1 may cause thromboprotection in vivo. Our hypothesis was that alLB1
may block the procoagulant effect of apoptotic blebs by binding to lamin B1
displayed at the external bleb surface. We found that lamin B1 was indeed present
in apoptotic blebs. However, in striking contrast with other SLE autoantigens, lamin

B1 was entirely concealed within the apoptotic bleb plasma membrane and
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inaccessible to aLB1, thereby excluding a direct role for lamin B1 in mediating

thromboprotection.

The fact that half of the LAC positive SLE patients may not develop thrombotic
manifestations suggests that the mere presence of LAC is insufficient to initiate
thrombosis. A first event that would induce cell membrane perturbation and
subsequently provide a target for aPL binding, the second event, is suggested to
trigger the thrombotic cascade. We found that some AECA, associated with
vascular manifestations and present in SLE sera, specifically recognized hsp60
and that binding of these anti-hsp60 to the surface of endothelial cells induced
apoptosis. Moreover, anti-hsp60 were found to be significantly associated with an
increased frequency of thrombosis when combined with LAC in SLE patients. We
propose that induction of apoptosis by anti-hsp60 is the first event in the thrombotic
cascade that will generate a membrane perturbation, which initiates the recruitment

of pathogenic aPL at the endothelial cell surface, ultimately leading to thrombosis.

This thesis identified two markers, alLB1 and anti-hsp60, that could help
differentiate SLE patients with LAC who will develop thrombosis from those who
will not , and thus could have an impact on the approach used to treat those
patients.

Keywords : auto-immunity, antiphospholipid syndrome, apoptosis, endothelial

cells, lupus anticoagulant antibodies
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1. Immunité, tolérance et auto-immunité

Cette thése avait pour but d'étudier limplication d'auto-anticorps dans les
mécanismes thrombotiques chez les patients atteints du lupus érythémateux
disséminé (LED). Comme lauto-immunté est au coeur de cette étude, les concepts
d'immunité, de tolérance et d’auto-immunité seront tout d'abord définis. De plus,
les grands facteurs impliqués dans l'apparition de l'auto-immunite en général

seront brievement décrits.

1.1 Immunité et tolérance immunologique

1.1.1 Définitions et concepts généraux

Le terme immunité est dérivé du latin immunitas, qui désigne une exemption de
diverses taches civiques offerte aux sénateurs romains. Une définition plus
moderne de immunité est une réaction a des substances étrangéres, incluant les
agents infectieux, dans le but ultime de protéger I'organisme. Les cellules et
molécules responsables de immunité constituent le systéme immunitaire et leur

réponse collective et coordonnée est la réponse immunitaire.

Une des propriétés remarquables du systeme immunitaire est son habileté a

distinguer les substances étrangéres de celles de l'organisme en question,



nommées respectivement le non-soi et le soi. La tolérance immunologique désigne
un état dans lequel l'individu est incapable de développer une réponse immunitaire
contre un antigéne spécifique. Le rdle physiologique majeur de la tolérance est

d’empécher le systéme immunitaire de détruire les constituants du soi.

Le risque que le systéme immunitaire se retoume contre le soi est bel et bien
existant dans la mesure ol sont produits, au hasard, des récepteurs d’antigéene
trés diversifiés, dont certains vont reconnaitre des antigénes du soi. Les cellules

portant de tels récepteurs, dites autoréactives, doivent étre éliminées.

L’élimination de Pautoréactivité n’est pas programmée génétiquement; elle
s’acquiert au cours du développement. Par conséquent, la distinction du soi et du
non-soi fait 'objet d’'un apprentissage. Plusieurs conditions peuvent influencer la
réaction induite par un épitope donné sur un organisme, comme la structure
moléculaire de I'épitope mais aussi le moment et le site du premier contact des
lymphocytes avec cet épitope. De plus, la nature de la cellule qui présente les
épitopes ainsi que son aptitude a transmettre des signaux de costimulation

peuvent aussi jouer un role dans la réponse induite par un épitope.

L’élimination des lymphocytes autoréactifs s'effectue principalement au niveau

central, c'est-a-dire au niveau du thymus. Cependant, il existe aussi des



mécanismes au niveau périphérique pour controler ou éliminer les cellules

autoréactives ayant échappé au contrdle thymique (Palmer et al 2003).

1.2 Auto-immunité
1.2.1 Définitions et généralités

L’auto-immunité est la réponse immunitaire résultant d’'un bris de tolérance aux
antigénes du soi. Tous les individus possédent le potentiel de développer une
maladie auto-immune dans la mesure ol chaque individu posséde des genes
codant pour des récepteurs de lymphocytes qui peuvent reconnaitre des antigénes

du soi.

Il serait tellement plus simple de pouvoir expliquer toutes les maladies auto-
immunes par un seul mécanisme, mais il est maintenant trés clair qu'il existe
plusieurs voies par lesquelles la tolérance peut étre déjouce. Plus d’un ‘défaut’
peut &tre présent dans une méme maladie et le méme défaut peut varier d’'une
maladie a I'autre. De plus, la pathogénése de I'auto-immunité implique entre autres
des facteurs immunologiques, génétiques et microbiens interagissant par des

mécanismes complexes qui sont encore peu connus.



1.2.2 Facteurs immunologiques

La perte de tolérance centrale est une cause plausible d’auto-immunité mais peu
de données soutiennent cette hypothése. En revanche, un bris de tolérance
périphérique est souvent pointé du doigt. L’auto-immunité peut aussi résulter d’'une
stimulation de lymphocytes autoréactifs indépendante de [lantigene. Des
activateurs polyclonaux, comme le lipopolysaccharide bactérien (LPS), peuvent
stimuler plusieurs lymphocytes T ou B et ce, indépendamment de leur spécificité

antigénique.

Aussi surprenant que cela puisse paraitre, certaines maladies auto-immunes
peuvent étre initiées par des réponses immunitaires apparemment normales contre
des agents infectieux. En effet, lorsque les cellules T ou les anticorps
reconnaissent un épitope d’une molécule étrangére mais qui se retrouve aussi
dans une molécule du soi, une réponse immunitaire sera engendrée
concomitamment contre la molécule étrangére et celle du soi. Cette ressemblance

moléculaire responsable du bris de tolérance se nomme mimétisme moléculaire.

Plusieurs anomalies associées a la régulation lymphocytaire ont été détectées.
Une production excessive de cytokine peut étre impliquée dans la stimulation de
lymphocytes incluant les cellules autoréactives. Des déficiences dans le nombre

ou les fonctions des cellules Th2 régulatrices, normalement impliquées dans le



controle de cellules Th1 autoréactives, peuvent mener a I'apparition- de l'auto-
immunité. Finalement, dans certaines maladies auto-immunes, des lymphocytes
peuvent répondre de fagon excessive a certains antigenes ou stimuli, phénomeéne

nommé hypersensibilité.

1.2.3 Facteurs génétiques

L’hérédité semble jouer un role important dans le développement des diverses
maladies auto-immunes. Cependant, la rareté de certaines maladies ainsi que les
patrons de transmission de génes de susceptibilité souvent extrémement
complexes rendent les études dans ce domaine trés ardues chez 'humain. Des
études génétiques sur des modeéles murins ont par contre aidé a identifier des
génes de susceptibilité chez 'humain. Plusieurs autres génes peuvent étre
impliqués dans diverses maladies auto-immunes et nous y reviendrons plus

spécifiquement lors de la description du LED.

1.2.4 Infections et autres facteurs

Les infections virales ou bactériennes peuvent étre associées a 'auto-immunité et
précédent souvent les manifestations cliniques des maladies auto-immunes. Dans
la plupart des cas, les micro-organismes ne sont pas présents dans les lésions et
ne sont méme plus détectables dans Forganisme. Ainsi, ces lésions ne semblent

pas dues directement a ces micro-organismes mais bien a une réponse



immunitaire induite ou déréglée par ce microbe. Les- effets possibles sur le
systtme immunitaire incluent [Factivation polyclonale des lymphocytes, le
mimétisme moléculaire, l'inflammation locale menant a la surexpression de co-
stimulateurs et latteinte tissulaire permettant le relachement d’antigénes

normalement séquestrés.

L’auto-immunité posséde une composante hormonale encore mal expliquée. Ainsi,
plusieurs maladies auto-immunes dont le LED ont une plus forte incidence chez
les femmes. Cet élément sera décrit plus en détail dans la section portant sur le

LED.

2. Auto-immunité et apoptose

L'apoptose et [lélimination de cellules apoptotiques sont essentielles a
homéostasie. Au cours de la demiére décennie, un nombre important d’études
traitant du role de la mort cellulaire dans l'apparition de l'auto-immunité ont été
publiées. Cette thése aborde aussi cette question, plus particulierement en ce qui
a trait a I'exposition de néo-antigénes. Afin de mieux cemer ce phénomeéne,
I'apoptose sera définie tant au niveau morphologique que biochimique. De plus, les
différents roles possibles de I'apoptose dans 'apparition de P'auto-immunité seront

décrits.



2.1 Apoptose

2.1.1 Généralités

On a longtemps pensé que la mort des cellules, qu'elle soit liée au vieillissement,
aux maladies ou aux accidents, ne pouvait représenter qu'un phénomeéne passif,
inévitable, di a des phénomeénes d'agression et de destruction ou a une incapacité
de la cellule a assurer sa survie au-dela d'une certaine durée.
L'étude de la toute premiere étape de la vie a bouleversé ce dogme en révélant
I'existence d'une forme normale, physiologique, de mort cellulaire prématurée, qui
survient en I'absence de toute maladie et de tout processus de vieillissement et qui
fait partie intégrante du programme de développement de l'embryon et de
Fhoméostasie : une "mort cellulaire programmée”. Kerr, Wyllie et Currie en 1972
ont nommé cette mort cellulaire apoptose, du grec (apo = hors de; ptosis = chute)
faisant référence a la chute des feuilles en automne. La perte des feuilles a
l'automne répond a des regles bien établies et n'a aucune conséquence néfaste

pour la vitalité de I'arbre. Au contraire, cette mort est nécessaire a sa régénération.

La description morphologique de Papoptose par Kerry et al de 1972 comprenait la
condensation cellulaire, la condensation nucléaire et le bourgeonnement
membranaire (blebbling) (Kerry et al.,1972). En effet, les cellules en apoptose vont
d’abord perdre leurs contacts avec les autres cellules. L'un des éléments

morphologiques caractéristiques de l'apoptose est l'importante-condensation a la



fois du noyau et du cytoplasme ce qui entraine une diminution significative du
volume cellulaire. Le noyau se condense, puis la chromatine est clivee en
fragments réguliers d'environ 180 paires de base (Wyllie 1980; et al., 1984). La
membrane plasmique va bourgeonner et conduire a la formation de corps
apoptotiques renfermant une partie du cytoplasme de la cellule (blebs). Afin de
faciliter la reconnaissance des blebs par les phagocytes, la cellule va signaler son
état apoptotique & son environnement notamment grdce au changement de
localisation des molécules de phosphatidylsérine (PS) qui passent d'une
orientation cytoplasmique a une orientation extracellulaire. La mort cellulaire
programmée est un processus rapide qui ne peut durer que quelques heures. Un
aspect important et spécifique a la mort cellulaire par apoptose est que lintégrité
de la membrane plasmique n'est jamais altérée au cours du processus, ce qui
permet d'éviter tout déversement du contenu cellulaire et ainsi prévenir tout
dommage infligé aux tissus environnants. La séquence d'événements

biochimiques caractérisant apoptose sera décrite dans des sections ultérieures.

2.1.2 Nécrose vs apoptose

La nécrose est considérée comme une mort cellulaire désordonnée, contrairement
a P'apoptose. En effet, au cours de la nécrose, les cellules vont se gorger d'eau au
point d’entrainer la rupture de leur membrane plasmique. Cette véritable explosion

entraine un relargage dans le milieu environnant du contenu cellulaire. Les
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organelles vont,elles aussi, avoir tendance a gonfler. L'acide désoxyribonucléique
(ADN) nucléaire va étre dégradé de maniere aléatoire (Bicknell et Cohen, 1995;
Dong et al., 1997) par des endonucléases activées notamment par des sérines

protéases (Dong et al., 1997).

A cause du relargage du contenu cellulaire, la nécrose induit une réponse
inflammatoire, contrairement a la cellule apoptotique qui maintient 'intégrité de sa

membrane plasmique jusqu’a des stades trés avancés.

Cependant, la distinction faite entre les cellules apoptotiques et nécrotiques n'est
pas absolue. Les mémes inducteurs, tels lischémie et le peroxyde d’hydrogéne,
peuvent induire de Papoptose ou de la nécrose, selon la dose et la sévérité de
Patteinte. De plus, P'apoptose initiale peut mener plus tard & de la nécrose
secondaire, particuliérement en présence d’'une anomalie dans 'élimination des

cellules apoptotiques.

2.1.3 La biochimie de 'apoptose

Il est maintenant connu que les cellules de mammiféres possédent deux voies
majeures d’apoptose: la voie intrinseéque calquant le modéle décrit chez

Caenorhabditis elegans et la voie extrinséque médiée par des récepteurs de
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surface. Ces voies aboutissent toutes deux a Vlactivation des protéases

apoptogénes nommées caspases.

2.1.3.1 Caspases

Une nouvelle nomenclature proposée regroupe désormais les protéases
apoptogénes sous le nom de CASPASE. Le C représente la cystéine du site actif
(QACXG) et aspase définit la spécificité stricte de clivage des substrats de cette
famille de protéases au C-terminus d'un acide aspartique. A ce jour 14 caspases
ont été identifiées, dont 11 chez ’humain (Yuan et al., 1993) mais cette liste n'est

peut-étre pas exhaustive.

La conversion de la caspase, de I'état de zymogéne a celui d’'enzyme mature,
nécessite au moins deux clivages. La caspase va alors pouvoir s'assembler sous
sa forme active, composée de deux grandes et de deux petites sous-unités
(Walker et al., 1994; Wilson et al., 1994; Rotonda et al., 1996). Les caspases vont
pouvoir s'auto-activer et/ou étre activées par d'autres caspases. Ceci introduit la
notion de cascade d'activation. Ainsi, une fois les caspases initiatrices activées,
elles vont pouvoir cliver d'autres caspases encore a l'état de zymogene,
notamment les caspases effectrices. Ce type d'activation en cascade permet la

régulation et I'amplification du signal apoptotique.



Les caspases sont des enzymes extrémement sélectives. Les protéines cibles
doivent impérativement posséder un aspartate en position P1 (Sleath et al., 1990;
Howard et al., 1991) niché dans une structure en forme de poche conservée dans
la grande majorité des caspases humaines, a I'exception de la caspase 8. Le
tableau | (adapté de Eamshaw et al.,1999) indique les principaux substrats clivés
par les caspases au cours de l'apoptose. Ces protéines cibles comprennent des
protéines cytoplasmiques, nucléaires dont la lamine B1, des protéines impliquées
dans le métabolisme et la réparation de I'ADN et des protéines kinases. De plus,
des protéines impliquées dans la transduction du signal , I'expression des genes,
la régulation du cycle cellulaire, la prolifération, les maladies génétiques ou la

régulation de l'apoptose sont aussi des substrats des caspases (tableau 1).

2.1.3.2 La voie intrinséque

La voie intrinséque de l'apoptose ou voie mitochondriale est activée par une
variété de stress dont le stress oxydatif. La mitochondrie joue un rdle clé dans la
régulation de l'apoptose (Zamzami et al., 1996; Kroemer , 1997; Brenner et al,,
1998). En effet, la phase effectrice de cette voie apoptotique comporte l'ouverture
des pores de transition de perméabilité de la mitochondrie et la libération de

molécules apoptogénes telle que le cytochrome C, les caspases 2,
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Tableau I: Les principaux substrats clivés par les caspases au cours de

I'apoptose (adapté de Earnshaw WC et al 1999).

Polypeptides Caspase Effet supposé du clivage
impliquée

Protéines Cytoplasmiques

Gelsoline 3 Clivage Ca2+ indépendant de I'actine
Gas-2 ? Réarrangement du cytosquelette
Fodrine 3 Bourgeonnement de la membrane plasmique
b-caténine 3 Diminution des intéractions cellules-cellules
Cytokératine 18 3,6,7 ?
Protéines Nucléaires
SRF 3 Inactivation du facteur de transcription
Lamine A 6 Désassemblage de la lamina nucléaire
Lamine B1 6,37 Désassemblage de la lamina nucléaire
NuMA 3,6 Changement de la morphologie nucléaire
Protéine 70kDa de U1 snRNP 3 Diminution du traitement du RNA
Mdm2 3,6,7 ?

Protéines impliquées dans le métabolisme et la réparation d’ADN

PARP 3,7,9 Diminution de la synthése de poly (ADP-ribose
DNA-PKcs 3 Diminution de l'activité
Topoisomérase | 3 ?

Protéines kinases

PKCg 3 Kinase constitutivement active
PKCt 3 Kinase constitutivement active
PKR-related protein kinase 2 3 Kinase constitutivement active?
PKN 3 Kinase constitutivement active
Ca/Cam dependent protein 3 ?
kinase IV
Pak2 3,8 Kinase constitutivement active
PITSLRE kinase a2-1 3,8 Kinase constitutivement active
Mst 1 kinase ? Kinase constitutivement active
Mst 2 kinase ? Kinase constitutivement active
FAK 3,6,7 Perte de liaison a la paxilline, tranmslocation
nucléaire, diminution de I'activité
Fyn 3,87 Activation non-modifiée, désensibilisation du
TCR
MEKK-1 3 Diminution de la liaison a la protéine 14-3-3,

activation constitutive
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Wee-1 kinase 3,7,8 Probablemet inactivation, conduit & P'activation
de Cdk

Autres protéines impliquées dans la transduction du signal et dans I'expression de génes

Pro-IL1b 1 Médiateur clé de F'inflammation
Pro- 1L16 3 Chimiotactisme du lymphocyte T
Pro-IL18 1 Induit la synthése de I'lFNg
Proteine phosphatase 2A Aa 3 Augmentation de I'activité
Phospholipase A2 3 Activation
cytolosolique
Stat 1 3 Diminution de la transcription
NFkb p50, p65 3 Diminution de l'activité transcriptionnelle de
NFKb
kB 3 Génération d'inhibiteurs constitutifs de NFkb
Calpastatine 1,3,7 Diminution de l'inhibition des calpaines

Protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire et la prolifération

p21 3,7 Perte du domaine inhibiteur
p27 ? Diminution de p27 dans les complexes cycline
E-cdk
Proteine Rb 3 Pas d'opposition a I'actin de E2F-1

Protéines impliquées dans les maladies génétiques chez 'lhumain
?

Hungtinton 3,7
Présélinine-1 ? ?
Présélinine-1 3 Génération de fragments anti-apoptotiques

Protéines de la régulation de Papoptose

Bcl-2 ? Génération de fragments pro-apoptotiques
Bcl-XL 1,3 Génération de fragments pro-apoptotiques
FLIPL 3,8,10 ?

Bid 8 Génération de fragments pro-apoptotiques
Bax ? ?
ICAD 3 Libére 'endonucléase CAD active
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3 et 9 ainsi que le facteur AIF. Les facteurs relachés, 'apoptosome composé du
cytochrome C, du facteur Apaf-1 et de la pro-caspase 9 peut se former. La pro-
caspase 9 est ensuite clivée et peut activer des caspases effectrices telle la

caspase 3, qui pourra cliver ses substrats (Figure 1).

La libération des facteurs de la mitochondrie est sous le contréle de membres de la
famille Bcl-2. En se basant sur leur fonctions biologiques et leurs similarités
structurales, on peut classer les membres de la famille Bcl-2 en trois sous-familles.
Les membres du groupe | tel Bcl-2 et Mcl-1 possédent des activité anti-
apoptotiques tandis que les membres des groupes Il (tels Bax et Bak) et lil (tel
Bad) respectivement exercent des fonctions pro-apoptotiques. Une caractéristique
importante des membres de la famille Bcl-2 est de pouvoir former des homo- ou
des hétérodimeres. En fait, il semble que Péquilibre entre la vie et la mort cellulaire
soit influencé par le type et la proportion de dimeres anti- ou pro-apoptotiques
formés (Oltvai et al., 1993; Oltvai et Korsmeyer , 1994; Sedlak et al., 1995). De
plus, les membres de la famille Bcl-2 peuvent aussi contréler le relachement de
facteurs pro-apoptotiques tel le cytochrome C du compartiment intermembranaire
de la mitochondrie au cytosol. Trois modéles sont proposés pour expliquer ce
phénoméne. Les membres de la famille Bcl-2 pourraient (1) former des canaux
dans la membrane mitochondriale, (2) interagir avec d’autres protéines pour
former ces canaux ou (3) induite la rupture de la membrane mitochondriale exteme

(Hengartner, 2000).
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2.1.3.3 La voie extrinséque : Les récepteurs de mort cellulaire
Généralités

De nombreux stimuli sont capables d'induire I'apoptose. Toutefois, il existe une
famille de récepteurs spécialisés dans l'induction de la mort cellulaire programmée.
Une fois stimulés, ces récepteurs induisent l'activation des caspases. Cette voie
d'activation est impliquée dans I'‘élimination des cellules potentiellement
dangereuses pour l'organisme, notamment les lymphocytes autoréactifs. Ces
récepteurs de mort appartiennent a la famille des récepteurs du ‘tumor necrosis
factor (TNF-R) (Nagata , 1997), qui peuvent promouvoir, selon le contexte
cellulaire, la survie, la mort ou les deux. Parmi cette famille, il convient de citer Fas
(CD95/APO-1), TNF-RI, DR3, /Wsl-1, DR4, et DR5 et DR6. La mort induite par les
membres de la famille du TNF-R conduit a l'activation des caspases et en est

dépendante (Longthome et Williams, 1997).

Le récepteur Fas est le récepteur de Fas ligand (FasL). Il représente le prototype
des récepteurs de mort. Il est exprimé a la surface de nombreux types cellulaires.
La stimulation de Fas par son ligand physiologique, ou par un anticorps anti-Fas,
va induire son oligomérisation et le recrutement, par lintermédiaire de son
domaine de mort cellulaire (DD), d'un certain nombre de protéines impliquées dans

la transduction du signal apoptotique.
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Le couple Fas/FasL, au méme titre que le granzyme B et la perforine, joue un réle -
prépondérant dans la cytotoxicité des lymphocytes T (LTc). Ces deux mécanismes
coopérent pour permettre I'élimination de la cellule cible par un processus
d'apoptose (Cohen, 1991; Golstein et al., 1991). Dans le cas du couple granzyme
B/perforine, la perforine libérée a l'interface entre le LTc et la cellule cible forme un
canal qui permet au granzyme B, une protéase a sérine possédant une spécificité
de clivage identique a celle des caspases, de pénétrer la cellule cible afin d'activer
directement les caspases effectrices et, par conséquent, d'induire l'apoptose

(Heusel et al., 1994).

Des récepteurs a I'apoptose

Seul le mécanisme d'activation du récepteur Fas sera décrit (Figure 2). Il semble
toutefois que, dans I'état actuel des connaissances, ce mécanisme puisse étre
étendu aux autres récepteurs de mort. Une fois stimulé par son ligand spécifique,
Fas se trimérise et recrute une protéine adaptatrice FADD/MORT1 (Chinnaiyan et
al., 1995). FADD présente la particularité de posséder, en plus de son DD, un

domaine effecteur de mort cellulaire (DED). Le DED est nécessaire et suffisant
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pour induire l'apoptose. Sous certaines conditions, TNF-RI recrute également
FADD. Ce couplage est cependant indirect et se fait par lintermédiaire d'une
protéine comportant un DD : TRADD (Hsu et al., 1995). En définitive FADD
représente le point de convergence des voies de signalisation induites par Fas ou
TNF-RI. Par la suite, FADD peut recruter la caspase 8 (Boldin et al., 1996;
Fernandes-Alnemri et al., 1996; Muzio et al., 1996) ou la caspase 10 (Fernandes-
Alnemri et al.,, 1996; Vincenz et Dixit, 1997), les caspases initiatrices, par
l'intermédiaire de ces DEDs et ainsi initier la cascade apoptotique (Hirata H et al.,

1998).

2.1.3.4 Voies intrinséque et extrinséque

L'activation des caspases induite par le cytochrome ¢ cytosolique associé a Apaf-1
ou l'apoptose induite par les récepteurs de mort ne sont pas des mécanismes
totalement indépendants . En effet, l'identification d'un nouveau membre pro-
apoptotique Bid fut une découverte majeure. Bid permet de faire le lien entre les
récepteurs de mort et la libération du cytochrome c. Bid est directement clive par la
caspase 8 et le fragment C-terminal permet la libération du cytochrome c (Li et al,,
1998; Luo et al., 1998) (Figure 3). Cependant, il est a noter que dans la plupart des

cas, les intéractions entre les deux voies apoptotiques sont minimes.
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Figure 3: Interactions entre les voies apoptotiques extrinséques et intrinséques
(adapté de Hengartner, 2000)
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2.2 Auto-immunité et apoptose

L’apoptose est un mécanisme crucial dans 'homéostasie de lorganisme tout
entier. Nous nous restreindrons ici a I'étude de ce mécanisme dans I'équilibre
immunitaire et, par le fait méme, a la participation des anomalies de ce mécanisme

dans Pauto-immunité.

2.2.1 Maintien de la tolérance

La tolérance requiert que les cellules T autoréactives soient éliminées. Durant le
développement du thymus, la reconnaissance d’un antigéne du soi par une cellule
T autoréactive entraine 'apoptose du lymphocyte en question. Par conséquent, un
défaut dans cette voie de délétion des cellules T au niveau thymique peut induire

auto-immunité.

Cependant, ce n'est pas le répertoire complet des auto-antigénes qui est exprimé
dans le thymus. Il existe donc d’autres mécanismes au niveau périphérique pour
maintenir la tolérance. Ces processus ne sont pas complétement élucidés mais il
est fort possible que 'apoptose y soit impliquée. Les cellules de certains organes
tels que les yeux et les testicules semblent surexprimer Fas L. De cette maniéere,
une cellule T autoréactive infiltrante reconnaissant un auto-antigéne résident

activerait concomitamment son récepteur Fas et serait éliminée par apoptose.
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2.2.2 Régulation de la population de cellules T

L’apoptose joue aussi un role trés important dans la régulation des populations de
cellules T. Ainsi, les populations clonales de cellules T activées qui ont joué leur
role de défense sont ensuite rapidement éliminées par un mécanisme de mort
cellulaire induite par factivation. Ce processus est dépendant de la liaison du
récepteur Fas a la surface cellulaire (Budd et al. 2001). Un scénario
communément accepté comprend les étapes suivantes : aprés la stimulation des
cellules T par le complexe CD3/ récepteur des cellules T (TCR) associé avec la
phosphorylation et l'activation de facteurs de transcription TCR-sensibles, Facide
ribonucléique messager (ARNm) de FasL est induit et la protéine Fas L produite
est rapidement exprimée a la surface cellulaire. Fas L lie les récepteurs Fas de
surface exprimés sur la méme cellule ou sur des cellules voisines et induit
Papoptose Fas dépendante. (Dheinet al., 1995; Ju et al., 1995). Ainsi, 'interaction
Fas/ Fas L résulte en un suicide autocrine ou un fratricide paracrine (Mariani et al.,

1996).

Il n’est donc pas surprenant de voir des maladies auto-immunes se développer
dans les souris ayant des mutations dans les génes codant pour Fas ou Fas L.
Dépendamment de leur background génétique, ces souris montrent une

lymphadénopathie, une splénomégalie, la présence dauto-anticorps, de
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“Pinflammation au niveau des articulations ou une maladie systémique ressemblant

au LED humain (Singer et al., 1994).

Des mutations dans les génes codant pour Fas ou Fas L ont été decrites chez
I’lhumain. Ces patients montraient un syndrome lymphoprolifératif ou Canale-Smith
caractérisé par une lymphadénopathie, une splénomégalie et la présence d'auto-
anticorps dirigés contre des composantes du sang comme les érythrocytes ou les

plaquettes (Rieux-Laucal et al., 1995; Fisher et al., 1995; Drappa et al., 1996).

2.2.3 Expression d’auto-antigénes a la surface de cellules
apoptotiques

L'origine des auto-anticorps présents dans le sérum des patients souffrant de
maladies auto-immunes systémiques, comme le LED, a longtemps été
inexpliquée, leurs antigénes étant invisibles au systéme immunitaire a cause de
leur localisation intracellulaire. Cependant, a l'aide d’'un modéle de kératinocytes
exposés aux rayons ultra-violet (UV), Casciola-Rosen et al. ont démontré
Pexpression d’auto-antigénes, normalement intracellulaires, a la surface de cellules
apoptotiques (LeFeber et al., 1984; Golan et al., 1992; Casciola-Rosen et al.,
1994). Pammi ces antigénes citons Ro 52 kDa, Ro 60 kDa et La.

La PS, un autre antigéne important dans le syndrome antiphospholipide (SAP) et

dont il sera question plus bas, se retrouve exprimée a la surface des cellules
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apoptotiques. En effet, durant la phase précoce de lapoptose, la membrane
plasmique perd son asymétrie normale et les phospholipides anioniques dont la
PS sont externalisés. Cet événement précoce génere une surface cellulaire qui a
la capacité de recruter plusieurs protéines liant les phospholipides et qui sont aussi

des auto-antigénes importants dans le SAP.

La relocalisation d’auto-antigénes a la surface cellulaire durant I'apoptose
transforme ces antigénes normalement séquestrés en cible potentielle pour les
auto-anticorps circulants. De plus, I'externalisation de la PS a la surface
apoptotique permet aux phagocytes de reconnaitre et d'ingérer les cellules
apoptotiques ce qui peut mener dans certaines circonstances, comme nous le

verrons plus bas, a la production d’auto-anticorps.

2.2.4 Clivage d’auto-antigénes durant I'apoptose

Le clivage de protéines lors de I'apoptose révele des épitopes cryptiques qui
peuvent contribuer a limmunogénicité des auto-antigenes (Mamula et al., 1993;
Sercarz et al., 1993). Ainsi, plusieurs auto-antigénes, dont PARP et la lamine B1,
sont des substrats des caspases lors de I'apoptose (Casciola-Rosen et al., 1994;
Casciola-Rosen et al., 1995; Greindinger et al., 1996; Casiano et al., 1996; Utz et
al., 1998) Le granzyme B, une sérine protéase présente dans les granules des
cellules T cytotoxiques et des cellules tueuses (NK), joue un réle important dans

Finduction de changements apoptotiques dans les cellules cibles (Shil et al., 1992;
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Heusel et al., 1994; Shresta et al., 1995). Cette enzyme peut aussi cliver la plupart
des auto-antigénes du LED, suggérant ainsi un réle pour la cytotoxicité induite par
les granules lymphocytaires dans l'initiation et la propagation de I'auto-immunité

systémique (Casiola-Rosen et al., 1999).

2.2.5 Défaut d’élimination des cellules apoptotiques

En conditions normales, les cellules apoptotiques sont rapidement ingérées et
dégradées par les phagocytes. Les mécanismes permettant aux macrophages de
reconnaitre, lier, internaliser et dégrader les cellules apoptotiques se font sans
activer les réponses inflammatoires. (Savill et al., 1998 ; Platt et al., 1998). Les
récepteurs du macrophage doivent détecter un ligand sur les cellules apoptotiques
et pas sur les cellules viables. La PS exprimée a la surface externe des cellules
apoptotiques est I'un de ces ligands. De plus, certaines protéeines de surface ayant
subi des modifications posttraductionnelles, comme la glycosylation, peuvent étre
reconnues par les lectines des macrophages (Savill et al., 1998 ; Platt et al., 1998).
D'autres molécules peuvent servir de pont, de lien entre les phagocytes et les
cellules apoptotiques. Parmi ces molécules dites ‘de pont’ citons C1q, la premiere
composante du complément, C3b, B2-glycoprotéine | (B2GPl), ICAM-3 et la

thrombospondine  (Botto et al, 1998; Taylor et al, 2000).
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Il existe aussi des récepteurs qui médient ingestion de cellules apoptotiques au
niveau des phagocytes (Figure 4). Les cellules présentatrices d’antigenes, comme
les macrophages, font la discrimination entre les antigénes du soi et ceux
endommagés ou étrangers a l'aide de la participation différentielles de plusieurs
récepteurs spécifiques a la surface des phagocytes. Cependant, le role exact de
chacune des molécules n'est pas encore élucidé. Il est suggéré que CD14 et les
Bo.intégrines ancrent les cellules apoptotiques & la surface des phagocytes avant la
participation des récepteurs qui déclenchent la phagocytose proprement dite
(Savill et al., 2000) L’exemple le plus connu est l'intéraction entre la Bointégrine
CD11b/CD18 aussi nommé récepteur du compiément 3 (CR3) et la molécule pont

iC3b qui précéde la phagocytose (Mevorach et al. 1998).

La phagocytose des vésicules apoptotiques peut étre grandement facilitée par des
anticorps tels les anticorps antiphospholipides (aPL) (Reiter et al., 1999) ou le
complément via un mécanisme que F'on appelle I'opsonisation (Diez-Roux et al.,

1997; Duffield et al., 2000).

2.2.6 Présentation d’antigénes dérivés de cellules apoptotiques
Les cellules dendritiques sont spécialisées dans la présentation aux lymphocytes
des antigénes ingérés mais le font de facon plus efficace lorsque l'ingestion est

accompagnée d’un signal de ‘danger’ (Savill et al., 2000). La présentation des
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antigénes apoptotiques par les cellules dendritiques doit étre finement regulee
pour ne pas engendrer de réponse immune contre des composants du soi
(Mevorah et al.,, 1998). Les mécanismes exacts de cette régulation sont encore
méconnus. Cependant, le signal de danger semble étre donné lors d’anomalies
dans la phagocytose de cellules apoptotiques par les cellules dendritiques. Afin
d'illustrer ce phénoméne, nous utiliserons 'exemple de la déficience en C1q. Les
humains déficients en C1q développent presque invariablement le LED. Les souris
knock out C1q développent aussi un syndrome LED-like (Botto et al.,1998).Leurs
tissus contiennent un taux anormalement élevé de cellules apoptotiques suggérant
un défaut d'élimination de ces cellules (Taylor et al., 2000). Chez ces individus, les
cellules apoptotiques tarderaient a étre éliminées et passeraient a I'état de nécrose
secondaire. Cette nécrose pourrait déclencher le signal de ‘danger chez les
cellules dendritiques qui les phagocytent, changeant ainsi la réponse dendritique
tolérogénique en une réponse pro-immune (Steinman et al., 2000; Rovere et al.,
1998).Cependant, ce domaine de recherche est encore tres controversé, certaines
études ayant montré que les cellules dendritiques qui ont ingéré des cellules
apoptotiques pourraient, au contraire, jouer un role dans le maintien de la

tolérance (Stuart et al., 2002).
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3.Lupus érythémateux disséminé (LED)

Le LED est la maladie dite aux mille visages et présente donc de multiples
facettes, tant au niveau de ses manifestations cliniques qu'au niveau de la
pathogénése et des auto-anticorps retrouvés dans le sérum des patients. Cette
thése a étudié les implications des auto-anticorps antilamine B1 (aLB1) et
anticellules endothéliales (AACE) dans les mécanismes thrombotiques chez les
patients atteints du LED. Or, méme si ces sujets d’étude sont trés pointus, une
compréhension plus générale de la maladie, de ses manifestations cliniques et

sérologiques et des mécanismes pathogéniques potentiels est incontoumnable.

3.1 Définition et généralités

Le terme lupus a été utilisé pour décrire des conditions cutanées morbides depuis
au moins 7 siécles. Le terme de lupus vient du mot latin signifiant loup et fait
référence aux ulcérations du visage en forme de demi-masque de théatre appelé
loup. D’autres pensent que ce terme provient des Iésions cutanées graves,
comparables a la morsure d’un loup. Le lupus érythémateux disséminé est une
maladie multisystémique causée par des dommages tissulaires causés par des
auto-anticorps et des dépdts de complexes immuns (Talbott, 1993). Cette maladie
posséde un large spectre de manifestations cliniques qui sont caractérisées par

des rémissions et des exacerbations.
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Comme pour la plupart des maladies auto-immunes, le LED est prédominant chéz
les femmes, avec un ratio femme : homme de 9:1 et une fréquence chez les
femmes en age de procréer de 1:700. Le LED est une maladie relativement
commune avec une prévalence qui peut étre aussi élevée que 1 :2500 (Hochberg ,
1993). Il s’agit de la maladie auto-immune la plus commune et sévere chez les

femmes afro-américaines (1:245).

3.2 Manifestations cliniques

Le LED est une pathologie chronique hétérogéne pouvant s’exprimer par des
atteintes multiviscérales diverses évoluant par poussées entrecoupees de
rémissions multiples. La maladie peut se révéler par des manifestations
spécifiques ou systémiques telles que la fiévre, la fatigue ou la perte de poids.
Presque tous les systtmes de [organisme peuvent étre atteints:
musculosquelettique, cardiorespiratoire, cutané, vasculaire, neurologique, gastro-
intestinal, rénal, ophtalmologique, hémato-lymphatique (Wallace, 1993). De plus,
un large spectre d’'anomalies sérologiques peuvent étre décelées. Ces anomalies
incluent une augmentation polyclonale des gamma-globulines, la présence
d'anticorps antinucléaires (ANA) et d’auto-anticorps divers, de complexes immuns
circulants et des changements au niveau des composantes du complément. La

présence de certains de ces facteurs est importante pour corroborer le diagnostic
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clinique et pour déterminer le niveau d'activité de la maladie. Dans le cadre de

cette thése, 'emphase sera mise sur la présence d’auto-anticorps.

Il est trés important de souligner que, chez une personne lupique donnée, ces
manifestations peuvent étre présentes en n’'importe quel nombre et en n’importe
quelle combinaison. Lorsque ces manifestations surviennent, elles ont souvent
tendance au début a apparaitre I'une aprés lautre, le nouveau symptome
s’ajoutant au symptéme précédent. L’apparition des manifestations au début de la
maladie peut se faire trés rapidement, en quelques jours, ou s’étaler sur plusieurs
mois. Durant le cours de la maladie, les manifestations ont tendance a étre
temporaires, intermittentes, plutdét que prolongées. Elles peuvent a l'occasion
apparaitre et disparaitre indépendamment les unes des autres. Le diagnostic du
lupus peut étre difficile a établir puisque ses manifestations peuvent apparaitre et

disparaitre spontanément et qu’elles peuvent aussi imiter d’autres maladies.

3.3 Diagnostic

Le diagnostic du lupus est habituellement fait chez un patient se présentant avec
un ou plusieurs des symptomes cliniques identifiés par FAmerican College of
Rheumatology (Hochberg, 1997). La présence d'une ou plusieurs anomalies
sérologiques associées permet de conforter le diagnostic. Le diagnostic du LED

est retenu lorsque au moins quatre des manifestations sont présentes soit
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Tableau Il : Critéres diagnostiques du LED identifiés par ’American College

of Rheumatology (Hochberg, 1997).

Critéres diagnostiques du LED

1 Eruption malaire en forme de papillon

2 Eruption de lupus discoide

3  Photosensibilité

4  Ulcérations buccales ou nasopharyngées

5  Arthrite

6  Sérosite (pleurésie ou péricardite)

7  Atteinte rénale (protéinurie ou albuminurie ou cylindres urinaires
)

8 Atteinte du systéme nerveux central (convulsions ou psychose)

9 Anomalies sanguines (anémie hémolytique ou leucopénie ou lymphopénie ou

thrombocytopénie)

10 Anomalies immunitaires (anti-ADN ou anti-Sm ou VDRL faux-positif ou concentration
anormale d'lgG ou IgM anti-CL ou LAC)

11 Présence d'anticorps antinucléaires
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simultanément, soit séquentiellement (Tableau {l). La confirmation du diagnostic

est généralement obtenue par la détection des AAN.

3.4 Pathogénese

Le LED résulte probablement de plusieurs événements qui débutent avec
Pinteraction de facteurs génétiques et environnementaux. Ces interactions peuvent
mener a des réponses immunitaires anormales qui produisent des auto-anticorps

et des complexes immuns causant des dommages tissulaires (Tableau .

3.4.1 Facteurs Génétiques

Les facteurs génétiques sont des éléments essentiels dans la susceptibilité au
LED. Cependant, un géne unique ne prédispose pas un humain ou une souris au
LED, mais plutdt une combinaison de génes contribuent a certains aspects de la
maladie comme montré au Tableau IV (Mageed et al., 2003) Ainsi, la déletion du
génome d’une souris normale de génes sélectionnés pour prédisposer a la
maladie, a montré que plus d'un segment est nécessaire pour produire la maladie

clinique et que chaque segment avait son activité propre.

Les modéles murins de LED incluent des modéles spontanés et des souris knock-
out pour des génes uniques. Les knock-out et les souris transgéniques ont aidé a

identifier les roles de génes spécifiques dans l'auto-immunité. Le nombre et la
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Tableau lll: Facteurs de risques contribuant a la pathogénése du LED (adapté

de Hahn 1993)

Facteurs de risque

1 Suceptibilité génétique
-génes HLA de classe | et/ou |l
-génes additionnels non-liés au HLA
-génes qui influencent le statut hormonal
- ethnicité
- sexe féminin
2 Facteurs environnementaux
-antigénes du soi
-antigénes exogeénes,
-Uv

-niveau socio-économique

3 Anomalies des lymphocytes B
-Hyperactivation
-Habileté a reconnaitre certains auto-antigénes

-Clones autoréactifs échappant a la tolérance

4 Anomalies des lymphocytes T
-Hyperactivation
-Habileté a reconnaitre certains auto-antigénes

-Clones autoréactifs échappant & la tolérance

5 Anomalies du répertoire d'immunoglobulines
-Répertoire favorisant la production d'lgG
-Répertoire favorisant la production d'isotypes liant le complément

-Mutations somatiques augmentant 'avidité de la liaison aux auto-antigénes
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Contréle déficient du systéme immunitaire
-Systéme anormal de suppression des celiules T
-Fonction anormale des cellules NK

-Tolérance immunitaire anormale
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Tableau IV: Génes associés a la prédisposition a développer un LED

spontané (adapté de Arnett, 1983)

Loci Espéce Effet immunologique
Composantes du complément et Humain  Elimination inadéquate des complexes
récepteurs (C1q, C2, C4, CR1, CR2) immuns et des corps apoptotiques
Cytokines (IL-10, 1L-6, TNF-o) Humain Fonctions lymphocytaires perturbées
Souris
Récepteurs de cytokines (TNF-a-RII, IL- Humain Fonctions lymphocytaires perturbées
4R, IFN-a Rl et 1)
CMH classe Il (DR, DQ, I-A, I-E) Humain  Répertoire de lymphocytes T anormal et
Souris production d’auto-anticorps
TCR logci o,B,y Humain  Répenrtoire de lymphocytes T anormal et
production d'auto-anticorps
Loci Ig chaines lourde et Iégére Humain  Répertoire lymphocyte B anormal
Récepteur Fc IgG (Fcey lia, llla, llib) Humain  Liaison des complexes immuns aux
macrophages et lymphocytes
Molécules de signalisation associées au Humain  Signalisation et fonction des
TCR (TCRE, SHP-1) souris lymphocytes T anormales,
lymphoprolifération, production d'auto-
anticorps
Molécules de signalisation associées au Souris Réponse proliférative des cellules B
BCR(FcyRlb, SHP-1, Yaa) augmentée, production des auto-
anticorps
Apoptose (Fas, Fasl) Souris Délétion clonale déficiente des cellules
T et B, lymphoprolifération, production
d'auto-anticorps
Molécules accessoires membranaires sur  Humain  Lymphoprolifération excessive
les lymphocytes (CD40L, CD22, FcyRllb)  souris
Géne du cycle cellulaire (p21) Humain  Accumulation des lymphocytes T en
souris phase G1, apoptose déficiente
Dnaset Humain  Accumulation de DNA menant au bris
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Genes régulant les réponses Souris

lymphocytaires et la tolérance

chromatine (slet, sle2, sle3)

Vs

souris

de tolérance

Bris de tolérance vs chromatine,
hypersensibilité lymphocytaire ,
apoptose déficiente
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diversité des génes qui ont été identifiés dans les modéles murins suggerent que
les anomalies dans un grand nombre de génes peuvent causer le LED
(Thefilopoulos et al., 1999). Cependant, la contribution de ces génes a la maladie
humaine reste a déterminer. Les lignées BWF1, MRL Ipr/lpr et BXSB ont été
utilisées pour les études portant sur les modéles spontanés de LED. La maladie
est multigénique dans ces lignées, certaines possédant des genes mutants
uniques (fas et yaa respectivement dans les lignées MRBL Ipr/lpr et BXsB) qui
montrent une distribution mendélienne et qui contribuent de fagon significative a la
maladie. Ainsi, le modéle MRL Ipr/lpr démontre qu'un défaut d’apoptose peut
mener a Papparition de LED (Mageed et al., 2003). Cependant, chez 'humain des
anomalies au niveau du récepteur Fas ou Fas L causent un syndrome
lymphoprolifératif ou Canale-Smith (Grodzicky et al., 2000) mais ne semblent pas

&tre un facteur majeur contribuant a la pathogénése du LED (Kojima et al., 2000).

3.4.2. Le sexe

Le sexe est, de facon évidente, trés important dans la susceptibilité au LED (Lahita
et al., 1999). La base de cette prédisposition est encore méconnue. Il semble
improbable que le chromosome X soit directement impliqué parce la maladie ne
suit pas un modele de transmission lié au sexe. Des anomalies au niveau du
métabolisme hormonal pourraient jouer un role dans la prédisposition sexuelle. Les

hommes et les femmes qui souffrent du LED possédent un métabolisme accéléré
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de la testostérone (Lahita et al., 1983). Il est possible que les patients atteints du
LED aient un surplus d’hormones estrogénes par rapport aux androgenes,
exacerbant leur réponse immunitaire (Hahn et al., 2001). Les femmes exposées a
des contraceptifs oraux contenant des estrogénes ont un risque plus élevé de
développer le LED (Sanchez-Guerrero et al., 1997), ce qui appuie I'hypothese que
les hormones féminines sont permissives pour le développement du LED. De plus,
les niveaux de prolactine sont élevés chez certains individus soufrant du LED et

peuvent intervenir dans l'activité de la maladie (Walter et al., 1998).

3.4.3 Les facteurs environnementaux

Le fait que la plupart des jumeaux monozygotes soient discordants au niveau du
LED clinique suggére que des facteurs environnementaux peuvent jouer un role
important dans la pathogenése de la maladie (Amett et al., 1997; Jarvinen et al.,
1992; Deapen et al., 1992; Block et al., 1975). Ces facteurs sont énumérés au

tableau V (adapté de Hahn et al., 2001).
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Tableau V : Facteurs environnementaux jouant un réle dans la pathogénése

du LED ( adapté de Hahn et al., 2001)

Défini

1 Rayons Utra-Violets

Possible

1 Facteurs diététiques
-Aliments contenant la L-canavanine
-Pristane
-Gras saturés
2 Agents infectieux
-DNA bactérien
-Rétrovirus humains
-Endotoxines
3 Exposition & certains médicaments
-Hydralazine
-Procainamide
-Isoniazide
-Hydantoines
-Chlorpromazine
-Methyldopa
-d-penicillamine
-Minocycline
-Anti-TNF-o.
-IFN-o
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3.4.3.1 L’exposition aux UV

Chez jusqu’a 70% des patients souffrant du LED on observe une exacerbation de
la maladie aprés une exposition aux UV (Wysenbeck et al., 1989). Plusieurs
études ont suggéré des mécanismes par lesquels I'exposition aux UV peut
réactiver la maladie. L’exposition de FADN aux UV augmente le nombre de
diméres de thymidine rendant I'ADN plus immunogéne (Natali et al., 1973). Il a été
observé que I'exposition de kératinocytes aux UV pouvait induire F'apoptose
(Casiola-Rosen et al., 1994; Casciola-Rosen et al., 1997). De plus, tel que vu a la
section 3.2.3, il est possible que cette apoptose rend des antigénes intracellulaires
plus immunogéniques. Ainsi, les antigénes nucléaires et cytosoliques changent
leur localisation intracellulaire pour se retrouver au niveau de structures de
surfaces (Casiola-Rosen et al., 1994; Casciola-Rosen et al., 1997). De plus, la
perte de 'asymétrie normale des phospholipides membranaires lors de l'apoptose
permet l'exposition de phospholipides anioniques a la surface cellulaire.
Finalement, la modification par les caspases, entre autres, de protéines
intracellulaires peut les rendre antigénique (Casiano et al., 1998). Chacun de ces
changements permet la présentation au systéme immunitaire de nouveaux
antigénes et permet ainsi & certains lymphocytes de devenir autoréactifs. Le
dommage cellulaire causé aux cellules par les UV permet aussi le relachement de
protéines de stress (heat shock proteins) qui participent a I'activation de cellules T

autoréactives (Schultz et al., 1993).
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3.4.3.2 Agents infectieux

Plusieurs travaux ont tenté d'identifier les agents infectieux causant le LED.
L’administration de lipopolysaccharides aux souris lupiques accélére le
développement de la maladie (Cavallo et al., 1990). Une étude a détecté des
anticorps dirigés contre la protéine gag p24 du virus d’immunodéficience humaine
1 chez un tiers des patients comparés a 1/120 sujets contréles. L’'oncornavirus de
type C a été impliqué dans la néphrite des souris de la lignée NZB/B1 (Erausquin
et al., 1995). Un groupe a trouvé des virus du polyome BK plus fréquemment chez
les patients atteints du LED que chez les sujets contrdles (Sundsfjord et al., 1999).
Toutes ces observations demeurent incomplétes et doivent étre confirmées par
d’autres. Cependant il en ressort que linfection semble jouer un role important
dans 'exacerbation des réponses immunitaires indésirables. Il est possible que les
agents infectieux et leurs produits puissent activer les monocytes, cellules B et T et
augmenter la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires ou méme induire la

maladie chez un individu possédant les génes le prédisposant a la maladie.

Finalement, les antigénes étrangers d'agents infectieux peuvent mimer les auto-
antigénes et créer une réaction contre des antigénes du soi par mimétisme
moléculaire. Cette hypothése a été suggérée et étudiée par nombre de groupes

(Wallace, 1983).



3.4.4 Anomalies au niveau des lymphocytes B

Une des anomalies prévalente dans le LED est le haut niveau d’auto-anticorps.
’anomalie la plus étudiée en rapport avec la surproduction d'anticorps est
Phyperactivité des lymphocytes B. D’aprés certaines données, les cellules B
pourraient jouer un rdle pathogénique central dans le LED. Par exemple, des
maladies ressemblant au LED peuvent étre induites avec une contribution

minimale ou méme nulle des lymphocytes T.

Des études génétiques soutiennent aussi le role important des lymphocytes B
dans la maladie. Ainsi trois loci nommés sle1, sle2 et sle 3 ont été identifiés chez
la souris lupique NZM2410, qui est une lignée dérivée de BWF1. Les loci sle 1 et
sle 2 sont associés a une dysfonction intrinséque des lymphocytes B et résultent
en un bris de tolérance pour la chromatine, une hypergammaglobulinémie et des

auto-anticorps IgM (Wakeland et al., 2001).

Des lymphocytes B activés de fagon polyclonale sont retrouvés dans la circulation
des patients atteints du LED de méme qu’ une activation chronique et soutenue
des lymphocytes B chez la souris ont mené au développement de I'auto-immunité

(Maggeed et al., 2003).
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Chez humain, il existe des données corroborant 'hypothéese de Phyperactivité des
cellules B (Mageed et al., 2003). De plus, les lymphocytes B de patients souffrant
du LED, tout comme ceux de souris lupiques, présentent des changements
phénotypiques comme I'expression aberrante de CD40L, CD80 et CD86
(Folzenlagen et al., 1997). Lorsque mis en culture, les lymphocytes B de patients
produisent spontanément de grandes quantité d'immunoglobulines. Il existe aussi
des données suggérant des anomalies au niveau de la signalisation intracellulaire.
Ainsi, la stimulation des lymphocytes B de patients LED, via leur récepteur B, induit
des niveaux de calcium intracellulaire et de phosphorylation protéique plus élevés
que chez les lymphocytes B de patients souffrant d’autres maladies rhumatismales

systémiques ou de controles normaux (Tanaka et al., 1994).

3.4.5 Anomalies au niveau des lymphocytes T

Plusieurs anomalies dans les fonctions des lymphocytes T ont été décrites dans le
cadre du LED. Cependant, il nexiste aucun défaut commun a tous les patients. De
fagon générale, la présence de lymphocytes T autoréactifs ne semble pas refléter
un défaut du répertoire central mais plutét un bris de tolérance au niveau
périphérique. Dans le lupus murin, Ihypersensibilité des lymphocytes T a des
étapes précoces de la maladie est une anomalie dominante. Suite a cette
hypersensibilité, des auto-anticorps sont produits a des niveaux élevés et des

sous-groupes de ces auto-anticorps et les complexes immuns qu’ils forment
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médient les dommages tissulaires caractéristiques du LED. Chez les patients, une
réduction du nombre de cellules T CD8+, des défauts fonctionnels et de 'activation
soutenue ont été observés. Dans les modeéles murins du lupus, il semble que les
défauts intrinséques soient reliés a 'hypersensibilité des lymphocytes T. Chez les
humains, par contre, les facteurs sous-jacents sont moins clairs. Il est possible que
Pactivation soutenue des lymphocytes et le bris de tolérance soient dus a la
persistence des antigénes et a une augmentation générale de l'apoptose dans

Porganisme (Walport et al. 2002).

Chez les patients souffrant du LED, une baisse du nombre des cellules T, B et NK
est commune. La lymphopénie des cellules T est surtout caractérisée par une
baisse des cellules CD8+. Au moins une partie de cette réduction est attribuable a
des auto-anticorps antilymphocytes et en partie a une augmentation de Papoptose

(Emlen et al., 1994).

Il existe aussi des défauts fonctionnels au niveau des lymphocytes T. Les cellules
CD8+ et NK possédent une activité cytotoxique diminuée (Goto et al., 1980). De
plus, la capacité de ces deux populations A contrdler la production d’auto-anticorps
par les cellules B est réduite dans le LED (Linker-Israeli et al., 1990). Cette
anomalie a été attribuée au moins partiellement & une production diminuée de

tumor growth factor (TGF)-béta (Ohtsuka et al., 1998).



47

Des défauts au niveau de la signalisation des lymphocytes T ont aussi été mis a
jour. Ces défauts comprennent entre autres des déficiences dans I'expression de
la chaine zeta du CD3 (Tsokos et al., 1999; Liossis et al., 1998), dans la réponse
calcique aux anti-CD3 (Sierakowski et al., 1989) et dans l'activation du nuclear
factor (NF) kappa B (Wong et al., 1999). Chez les humains et les modéles de lupus
murin, il existe aussi des anomalies liées a la production de cytokines par les
lymphocytes T. Chez la souris lupique la production d’IL-2 diminue avec l'age et le
début de la maladie et dans la plupart des modéles de grandes quantités d’lL-4 et
d'IFN-gamma sont produites. L'IFN induit la production d’auto-anticorps fixant le
complément et I'lL-4 promouvoit la prolifération des lymphocytes B et donc
augmente la production d’auto-anticorps. Cependant, chez 'humain souffrant du
LED, les patrons de cytokines sont moins prévisibles. Chez certains patients,
Pactivité de la maladie est associée avec des réductions de production d'lL-2 par
les lymphocytes et chez plusieurs les taux d'IL-6 sont élevés. Une des
observations courante est l'incapacité de produire le TGF- beta. La réduction de la
production de cette cytokine peut étre en partie responsable de I'hyperactivité des
lymphocytes B et T en atténuant l'effet des lymphocytes T régulateurs (Mageed et

al., 2003).
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Si I'on se base sur ces anomalies, il est possible que la restauration des fonctions
normales des cellules T puisse corréler avec une rémission de la maladie.
Plusieurs études penchent en effet en faveur de cette hypothése, dont celle de
Traynor et al. Dans cette étude, Femploi de doses immuno-ablatives de
cyclophosphamide suivie de la transplantation autologue de cellules souches a
résulté en une rémission clinique compléte du LED ainsi qu’en une normalisation

du phénotype et du répertoire des cellules T (Traynor et al., 2000).

3.4.6 Anomalies liées au complément

Les déficiences du complément ne sont présentes que chez 5% des patients
souffrant du LED. Par contre, au moins 50% des patients avec des déficiences
homozygotes de la voie précoce du complément développent une maladie
ressemblant au LED. La susceptibilit¢ au LED associée notamment avec des
déficiences en C1q, Cir, C1s et C2 semble étre due a une mauvaise élimination et

solubilisation des complexes immuns (Walport et al., 2002 ; Mason et al., 1998).

3.5 Auto-anticorps

Presque tous les patients souffrant du LED développent des auto-anticorps.
Certains auto-anticorps ne sont pas associés a des manifestations cliniques alors
que d'autres semblent étre impliqués dans les dommages tissulaires

caractéristiques de la maladie. Ces auto-anticorps ont le plus fréquemment pour
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cible des antigénes intracellulaires et, plus particulierement, nucléaires. Une
description des AAN en général précédera une description plus détaillée des alLB1

qui font 'objet d’une partie de mon étude.

3.5.1 Auto-anticorps naturels

Il est maintenant établi que les anticorps autoréactifs font partie du répertoire
normal des cellules B. lls ne sont uniques ni dans le LED ni dans aucune autre
maladie auto-immune. En fait, des cellules B produisant des auto-anticorps
naturels peuvent &tre retrouvées chez des individus normaux. Ces auto-anticorps
naturels ressemblent aux anticorps produits lors d’une réponse primaire : ils sont
d'isotype IgM et de faible affinité pour leur antigene. De plus, ils sont polyréactifs et
semblent &tre produits par la sous-population CD5+ des cellules B. Ces auto-
anticorps naturels ne sont pas pathogéniques et leur réle physiologique demeure

inconnu (Aranow et al., 1983; Senécal et al., 1993).

3.5.2 Auto-anticorps pathogéniques

Les auto-anticorps retrouvés dans le LED different des auto-anticorps naturels
(Tableau VI). Ce sont des IgG qui possédent une grande affinité pour leur antigéne
(Senécal et al., 1993). Méme s'ils ne sont pas nécessairement monospécifiques, ils

réagissent contre des molécules structurellement homologues entre elles.



50

Tableau VI: Distinctions entre les auto-anticorps naturels et pathogéniques

(adapté de Aranow et al., 1983 et Senécal et al. 1993)

Auto-anticorps naturels Auto-anticorps pathogéniques

igM IgG

Polyréactif Monospécifique

Faible affinité Forte affinité

Lignée cellules B CD5+ Lignée cellule B CD5-

Faible titre Titre élevé

Réponse immunitaire primaire Réponse immunitaire de type secondaire

Certains IgG anti-ADN, par exemple, peuvent aussi lier d’autres antigenes riches
en phosphates tels que la cardiolipine et les phospholipides. La pathogénicité des
ces auto-anticorps est déduite de leur association avec des événements
pathologiques et/ou par leur présence dans le tissu affecté. Les aPL sont associés
a la perte fostale et aux thromboses, les anti-Ro avec le développement du lupus
néonatal et de problémes cardiaques foetaux. Il a aussi été montré que certains
anti-ADN possédent une réactivité croisée avec les récepteurs N-méthyi D-
aspartate, ont accés au liquide cérébrospinal et peuvent induire des anomalies du
systéme nerveux central (Diamond et al. 2001). De plus, les anti-ADN peuvent
contribuer a la glomérulonéphrite et peuvent étre retrouvés au niveau des reins, de

la peau Iésionnelle et du péricarde de patients souffrant du LED (Hahn, 1998).
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3.5.3 Anticorps anti-nucléaires (AAN)

La majorité des patients possédant des AAN n'ont pas le LED mais la plupart des
patients souffrant du LED possédent des AAN. Tel que vu précédemment, les AAN
sont trés importants étant donné que la confirmation d’un diagnostic de LED

requiert la présence de ces auto-anticorps a titre éleve.

Le test des AAN utilise 'immunofluorescence indirecte, sur un substrat de cellules
nucléées standardisé notamment avec les cellules HEp-2. Différents types de
fluorescence peuvent &tre détectés et refletent lhétérogénéité des auto-anticorps
présents dans les sérums lupiques. Les différents auto-anticorps détectés en
immunofluorescence peuvent étre associés a différentes manifestations cliniques
de la maladie (von Muhien et Tan, 1995).Cependant, un type de fluorescence ne
correspond pas nécessairement & un seul auto-anticorps. Par exemple, le type de
fluorescence nucléaire périphérique ou « rim pattern », ol la périphérie du noyau
est marquée, peut refléter la présence auto-anticorps anti-ADNdb, anti-lamine ou
méme d'anti-pore nucléaire (Senécal et al.,, 1991). Selon le cas, association
clinique reliée & lobservation d'un méme patron de fluorescence peut étre tres

différente.
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3.5.4 Auto-anticorps antilamine B1 (aLB1)

Notre laboratoire a rapporté en 1999 que des auto-anticorps dirigés contre la
protéine nucléaire lamine B1 étaient hautement spécifiques chez un sous-groupe
de patients atteints du LED. Une bréve description de Vantigene lamine Bi

précédera la description des aLB1.

3.5.4.1 Lamine B1

La lamina est un réseau de filaments polymériques a l'intérieur du noyau qui
contient des protéines portant le nom de lamines et des protéines liant les lamines
(Figure 5). Les lamines sont ancrées au niveau de la membrane intere du noyau
(Wilson et al., 2001). Les lamines sont essentielles a la réplication de 'ADN qui est
initiée d’'une maniére organisée dans Pespace et débute au niveau d'un petit
nombre de foyers prés du nucléole , qui contiennent des lamines. La lamina n’est
pas une structure permanente : elle se dépolymérise durant la mitose via un cycle
de phosphorylation des lamines. Les lamines font partie des protéines de la famille
des filaments intermédiaires et forment des dimeéres qui interagissent entre eux
pour former des polyméres et, éventuellement, des filaments de 10 nm de
diamétre. Certaines de ces protéines sont aussi modifices post-
traductionnellement par protéolyse et isoprénylation. Finalement, elles peuvent

atre clivées durant Papoptose par la caspase-6, entre autres (Wilson et al., 2001).
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Les humains possédent trois génes codant pour les lamines : LMNA et deux génes
codant pour les lamines B (LMNB1 et LMNB2). Il a été longtemps rapporté que les
lamines B étaient ubiquitaires. Cependant, il est maintenant clair que la lamine B2
est exprimée de maniére beaucoup plus répandue que la lamine B1. En effet, la
lamine B1 posséde des niveaux d’expression variables dans les différents types
cellulaires humains mais est exprimée notamment par les cellules du systeme
immunitaire, dont les lymphocytes, ainsi que par les cellules endothéliales (Broers

et al., 1997).

3.5.4.2. Auto-anticorps antilamine B1 (aLB1)

Des titres élevés d’aLB1 ont été rapportés d’abord chez un petit nombre de
patients avec LED ou des maladies ressemblant au LED (Guilly et al., 1987;
Reeves et al., 1987; Lassoued et al., 1988; Reeves et al., 1989; Chou et al., 1991;
Senécal et al., 1991; Senécal et al., 1992). Dans ces rapports, les patients étaient
sélectionnés sur la base de leur patron de fluorescence en anneau (rim pattern)
caractéristique des aLB1 dans les tests de fluorescence pour détection des AAN

(Senécal et al., 1991).

Notre laboratoire a donc entrepris une étude sur la fréquence et les associations
cliniques de titres élevés d’aLB1 dans une grande cohorte de patients souffrant du

LED. Afin de quantifier ces anticorps, un ELISA utilisant la lamine B1 recombinante



55

pure comme antigéne a été effectué sur le premier sérum des patients avec LED,
des témoins normaux et des témoins souffrant de maladies rhumatismales ou
d’autres maladies auto-immunes. |l a été clairement démontré que les IgG alLB1 a
titres élevés sont fortement restreints & un sous-groupe (8,5%) de patients

souffrant du LED (Senécal et al., 1999).

3.5.4.3. Implications cliniques associées aux aL.B1

Les titres élevés d’lgG alLB1 sont restreints & un sous-groupe de patients souffrant
du LED (Senécal JL et al. 1999). De plus, certaines études ont noté la présence de
LAC, thrombocytopénie, aCL, anémie hémolytique auto-immune et de la
neutropénie en association avec des titres élevés d'aLB1(Guilly et al., 1987;

Lassoued et al., 1988).

En particulier, une forte association a été trouvée par analyse multivariée entre la
présence d’lgG alLB1 et la présence de LAC (Senécal et al.,1999). De plus, la
neutropénie, lymphopénie, un test de Coombs positif et les aCL étaient plus
communs chez les patients possédant des titres élevés d’lgG aLB1 mais pas de
maniére significative. Le sous-groupe de patients alB1 positifs était donc
caractérisé par la présence de LAC et, paradoxalement, avec un risque de
thrombose faible (Senécal et al. 1999). Or, les LAC sont classiquement et

fortement associés avec les manifestations thrombotiques du syndrome
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antiphospholipide (SAP) (Levine et al., 2002). De plus, dans la méme étude
(Senécal et al. 1999), la fréquence des thromboses chez les patients possédant le
LAC, mais pas les al.B1, était augmentée significativement par rapport au groupe
qui posséde les deux marqueurs. Ces résultats suggéraient un role
thromboprotecteur des aLB1 qui atténueraient I'effet prothrombotique des LAC. De
ce fait, la quantification des IgG aLB1 pourrait étre trés utile pour le pronostic du
risque thrombotique chez les patients souffrant du LED et possédant des LAC.
Quoique ces résultats aient été significatifs, le sous-groupe de patients LED
possédant des aLB1 était peu élevé. Ces résultats devaien donc étre confirmés
chez un plus grand nombre de patients. De plus, I'étude avait porté uniquement
sur des sujets Canadiens frangais. Parce que I'ethnicité et les facteurs génétiques
peuvent modifier les réponses immunitaires, il importait de vérifier cette

observation chez des sujets de d’autres origines.

4. Syndrome antiphospholipide (SAP)

Chez les patients atteints du LED, les thromboses sont fréquemment associées au
SAP. En se penchant sur les mécanismes thrombotiques dans le LED, cette thése
s’est donc intéressée aux événements thrombotiques médiés par les anticorps
antiphospholipides (aPL). Une description des manifestation cliniques, des
anticorps caractéristiques ainsi que de la pathogénése de ce syndrome est donc

utile a ce stade.
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4.1 Définition et généralités

Les aPL sont des anticorps dirigés contre des phospholipides ou contre des
protéines plasmatiques liées a des phospholipides anioniques. Le terme SAP a été
créé pour décrire lassociation clinique entre les aPL et un syndrome
d’hypercoagulabilit¢ (Hughes GR et al.1986; Alarcon-Segovia D et al. 1989).
Cependant, la terminologie utilisée ainsi que les critéres diagnostiques décrivant le
syndrome sont en évolution (Wilson et al., 1999), reflétant les percées au hiveau
des techniques de détection en laboratoire et au niveau de la compréhension de la
pathogénése. Le diagnostic non-équivoque d'un SAP doit comprendre un
événement clinique (ex. thrombose ou perte feetale) et un aPL documenté. Les
criteres préliminaires de classification pour le SAP sont présentés dans le tableau

VIl (Levine et al., 2002).

4.2 SAP primaire ou secondaire

Lorsque le SAP survient sans maladie associée, on parle de SAP primaire.Lorsque
le SAP est associé a une maladie telle que les LED, il s’agit alors du SAP dit
secondaire. Le LED est de loin la maladie la plus fréquemment associée au SAP
avec une prévalence d’environ 30% pour le patients souffrant du LED. Le SAP est

une cause majeure de morbidité et de mortalité dans le LED. Il n’existe pas de
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Tableau VII: Critéres préliminaires pour la classification du syndrome

antiphospholipide provenant du concensus international (Levine et al., 2002).

Critéres cliniques

Thrombose vasculaire
Un (ou plusieurs) épisode de thrombose artérielle, veineuse ou microvasculaire dans
n'importe quel tissu ou organe

Complications de grossesse
Une (ou plusieurs) mort de foetale de morphologie normale a 10 semaine ou plus de
gestation
Une (ou plusieurs) naissance prématurée d’un foetus de morphologie normale & 34 semaine
ou plus de gestation
Trois (ou plus) avortements inexpliqués consécutifs avant la 10iéme semaine de gestation

Criteres de laboratoire

Anticorps anticardiolipine (aCL)
Présence d'lgG ou IgM aCL a niveaux modéré ou élevé dans le sang, a deux occasions et a
au moins 6 semaines d'intervallie

Anticoagulant lupique (LAC)
LAC détecté dans le sang a deux occasions a intervalle d'au moins 6 semaines selon les
directives de I'International Society on Thrombosis and Hemostasis

*Un diagnostic du syndrome antiphospholipide requiert la présence d’'un moins un de critéres
cliniques et d'au moins un critére de laboratoire. Aucune limite n’a été établie sur lintervalle entre
I'événement clinique et la positivité du test de laboratoire.



59

différence majeure dans les conséquences cliniques dues aux aPL chez les

patients souffrant de SAP primaire ou secondaire (Vianna et al., 1994).

4.3 Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques majeures du SAP sont les thromboses artérielles et

veineuses ainsi que les pertes foetales récurrentes.

4.3.1 Thromboses artérielles et veineuses dans le SAP

Presque tous les organes peuvent étre ciblés par les thromboses dans ce
syndrome (Levine et al., 2002). Les thromboses veineuses (thrombophlébites) sont
plus fréquentes que les thromboses artérielles (Asherson et al., 1989; Alarcon-
Segovia et al,, 1992; Vianna et al., 1994). Les thrombophlébites sont le plus
souvent profondes au niveau des jambes (29-55% des patients) (Asherson et al.,
1989; Alarcon-Segovia et al., 1992; Vianna et al., 1994) mais peuvent atteindre les
territoires rénaux, hépatiques ou rétiniens. L'atteinte thrombotique artérielle la plus
fréquente est cérébrale (Asherson et al., 1989) mais les territoires coronaires,
rénaux et mésentériques peuvent également étre touchés. En [labsence
d’anticoagulothérapie, les récidives sont fréquentes et sont estimées a environ 10
% en 4 ans. L'incidence des récidives est plus fréquente chez les patients ayant

les taux les plus élevés d'anticorps aPL de type IgG.
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Tableau VIII: Classification et détection des anticorps antiphospholipides

(adapté de Levine et al., 2002).

Anticorps Méthodes de détection

Anticoagulant lupique (LAC)  Premiére étape : prolongation du temps du coagulation dans au

moins un des tests de coagulation in vitro qui utilisent du plasma
appauvri en plaquettes

Voie extrinséque de la coagulation (temps

de la prothrombine diluée)

Voie intrinséque de la coagulation (temps de

thromboplastine partielle activée et/ou
diluée, temps de coagulation du silice
colioidal, temps de coagulation de la kaoline)
Voie de coaqulation finale commune (le test
de venin de vipére Russell, le temps du
venin de Taipan, temps de textarine et
d’Ecarine)

Deuxiéme étape: incapacité de corriger le temps prolongé de

coagulation en mélangeant le plasma du patient avec du plasma
normal

Troisieme étape: confirmation de la presence de LAC en

diminuant ou en corrigeant le temps de coagulation prolonge
aprés addition de phospholipides ou de plaquettes

Quatriéme étape: éliminer la possibilité d’autre coagulopathies en

utilisant des tests avec des facteurs spécifiques si le test de
confirmation est négatif ou si un inhibiteur spécifique est

soupgonné
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Anti-cardiolipine (aCL) Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) utilisant la CL
comme antigéne, normalement en présence de B,-GPI. Les aCL
de patients souffrant du SAP sont dépendants de la ,-GPI; aCL
de patients souffrant de maladies infectieuses sont
indépendants de la présence de B,-GPI.

Anti-B-GPI Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) utilisant la B.-GPI

comme antigene
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4.3.2 Pertes foetales récurrentes

Les avortements spontanés récurrents sont une manifestation du SAP. La
présence d'anticorps le risque associé. Ce risque est augmenté qu'il y ait ou non
un LED associé. La perte foetale survient le plus fréquemment au cours du
deuxiéme trimestre (Locksin et al., 1985; Oshiro et al.,, 1996). Les aPL sont

également associés a un risque important de retard de croissance intra-utérin.

4.3.3 Autres manifestations

Les autres manifestations cliniques du SAP comprennent la thrombocytopénie (40-
50% des patients), Fanémie hémolytique auto-immune (14-23% des patients) et le
livedo réticulaire (11-22% des patients) (Asherson et al., 1989 ; Alarcon-Segovia et
al., 1992 ; Vianna et al., 1994). Malgré que les manifestations rénales soient trés
communes dans le LED, elles n'ont été que trés récemment reconnues comme
faisant partie des manifestations du SAP (Levine et al., 2002). L'atteinte rénale
survient chez 25 % des patients avec un SAP primaire et I'hypertension est
presque toujours présente (Nochy et al., 1999). L'absence de dépbts immuns
permet notamment de distinguer les atteintes due au SAP des lésions de néphrite

lupique parfois associées.
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4.4 Anticorps antiphospholipides (aPL)

Les aPL sont une famille d’auto-anticorps avec un large spectre de spécificité
antigénique, puisqu’ils reconnaissent des combinaisons variées de phospholipides

(PL) et/ou de protéines liant les phospholipides (PLbp).

Les trois sous-groupes d’aPL les plus détectés sont les LAC, les aCL et les

ap.GP1. La division de ces groupes est basée sur la méthode de détection

(Tableau Vill).

Les LAC sont identifiés par des tests de coagulation dans lesquels ils prolongent le
temps de coagulation. Les différents tests de coagulation sont subdivisés selon la
portion de la cascade de coagulation quiils évaluent (Tableau VIII). Le critere
actuel pour la détection des LAC requiert la prolongation du temps de coagulation
d’au moins un des tests de coagulation dépendant des phospholipides. Pour
exclure la présence de LAC, au moins deux différents tests de coagulation doivent

étre normaux (Wilson et al., 1992; Brandt et al., 1995; Triplett et al., 1999).

Les essais immunoenzymatiques (ELISA) pour aCL mesurent la réactivité des
anticorps a la cardiolipine seule ou en complexe (ou non) avec la B-GPl. Les

critdres courants pour la classification du SAP recommandent la mesure des IgM
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et IgG aCL dépendants de la B,GP!I. L'observation que plusieurs aCL sont dirigés

contre un épitope de la B.GPl a mené au développement d’'un ELISA anti- B.GPl
(Roubey et al., 1996; Galli et al. ,1990; McNeil et al., 1990; Arvieux et al., 1991).
Cependant, la présence des anti- B.GPl n’est actuellement pas incluse dans les
critéres de classification du SAP. Malgré tout, cesderniers sont fortement associés
a la thrombose et autres manifestations du SAP (Viard et al., 1992; Cabral et al,,

1996; Carreras et al., 2000).

Malgré la concordance fréquente entre LAC et aCL (Galli et al., 1992) ou B.GPI
(Viard et al., 1992) ces anticorps ne sont pas identiques. En général, les LAC sont
plus spécifiques au SAP tandis que les aCL sont plus sensibles (de Groot et al.,
1995). Il n’existe cependant pas d’association définitive entre des manifestations
cliniques spécifiques et un sous-groupe particulier d’'aPL. Comme les patients
peuvent s’avérer négatifs pour un anticorps et positifs pour un autre, de multiples

tests pour la détection des aPL doivent étre effectues

4.5 Pathogénése du SAP

Les aPL peuvent interférer avec les voies anti- et procoagulantes (Tableau IX). Les
deux facteurs majeurs qui peuvent moduler 'équilibre entre les voies pro et anti-
coagulantes sont la surface de phospholipide sur laquelle la réaction se produit et

la spécificité antigénique de laPL. Ainsi, pour certains aPL, la surface de
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phospholipide utilisée dans les tests de coagulation in vitro favorise Pinhibition des
voies procoagulantes phospholipide dépendante et donc augmente le temps de
coagulation, ces aPL sont appelés anticoagulant lupique (LAC). Cependant, in
vivo, le micro-environnement des membranes cellulaires promouvoit une plus
grande inhibition des voies anticoagulantes et, de ce fait, promouvoir la thrombose

.(Esmon et al., 2000).

Plusieurs hypothéses ont été proposées pour expliquer les mécanismes cellulaires
et moléculaires par lesquels les aPL induisent la thrombose (tableau 1X). Une
premiére implique 'activation des cellules endothéliales. La liaison des aPL induit
Factivation des cellules endothéliales, comme le montrent I'augmentation de
I'expression de surface de molécules d adhésion (E-selectine, ICAM-1, VCAM-1),
la sécrétion de cytokines et chemokines pro-inflammatoires (IL-1 beta, IL-6, IL-8,
MCP-1) et la réduction du métabolisme de la prostacycline vasculaire PGI2
(Meroni et al., 2000). Les aPL semblent reconnaitre la .GPI liee a la surface des
cellules endothéliales quiescentes. Cependant, la base moléculaire de cette
interaction de la oGPl avec des cellules viables reste obscure (Meroni et al.,

1994).

Une seconde théorie repose sur la blessure de I'endothélium vasculaire médiée

par les oxydants. « Oxidized low density lipoprotein » (ox-LDL), un contribuant
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Tableau IX: Effets opposés des anticorps antiphospholipides sur la

coagulation (Adapté de Levine et al.,

2002)

Effet procoagulant

Effet anticoagulant

Inhibition de la voie de la protéine C activée
Activation de la voie du facteur tissulaire
Inhibition de Pactivité de F'antithrombine i

Bris de la couche d’Annexin V a la surface
membranaire

Inhibition de I'activité anticoagulante de B,-GPI
Inhibition de la fibrinolyse

Activation des cellules endothéliales

Augmentation de I'expression des molecules
d’'adhésion par les cellules endothéliales, et
adherence des neutrophiles et leucocytes aux
cellules endothéliales

Activation et dégranulation des neutrophiles

Potentialisation de F'activation plaquettair

e

Augmentation de la fiaison de PB.-GPl aux
membranes

Augmentation de la liaison de la prothrombine
aux membranes

Inhibition de Pactivation du facteur IX
Inhibition de I'activation du facteur X

Inhibition de l'activation de la prothrombine en
thrombine
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majeur de lathérosclérose, est ingéré par les macrophages, menant a leur
activation et au dommage endothélial subséquent (Ames et al., 1994). Les auto-
anticorps anti-oxLDL se présentent en association avec les aCL. De plus certains
aCL possédent une réaction croisée avec ox-LDL (Vaarala et al., 1993). Les aCL
lient la cardiolipine oxydée et non réduite ce qui suggere que les aCL peuvent

reconnaitre les phospholipides ou PLbp oxydés ou les deux (Horkko et al., 1996).

Une troisiéme théorie veut que les aPL puissent interférer ou moduler la fonction
des PLbp. La B,GPI étant un anticoagulant naturel, la liaison d'anticorps a cette
molécule pourrait interférer avec cette fonction (Kandiah et al., 1994). Plusieurs
mécanismes par lesquels les aPL peuvent interférer avec les fonctions régulatrices
de la prothrombine, la protéine C , 'annexine V et le facteur tissulaire ont aussi été
proposés (; Worm et al., 1984; Tincani et al., 2000; Roubey et al., 2000; Rand et
al., 1997). Par exemple, certaines sous-populations d’'aPL semblent étre dirigées
contre des complexes de PL et de différentes protéines plasmatiques. Ainsi, il a
été montré que certains aPL pouvaient bloquer Finactivation du facteur Va

dépendante de la protéine C activée (Oosting et al., 1993).

Dans toutes ces théories, il est crucial de se rappeler que, paradoxalement, méme
si la présence des aPL est un prédicteur puissant de la thrombose, 50% des

patients possédant des aPL ne font pas de thromboses. Ceci indique que la seule
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présence des aPL serait insuffisante pour induire la thrombose chez les sujets aPL
positifs. Il a donc été suggéré qu'un autre événement comme la blessure
vasculaire pourrait &tre nécessaire pour que la thrombose ait lieu chez ces patients
(Levine et al., 2002). La cible exacte des aPL in vivo (type exact de PL et/ou
PLbp) reste encore incertaine. De plus I'absence de phospholipides anioniques a
la surface cellulaire ainsi que I'absence de réactivité des aPL avec les cellules
intactes suggérent qu’une perturbation de la membrane cellulaire peut étre
nécessaire pour que ces anticorps lient les cellules. En effet, certains aPL peuvent
réagir avec les plaquettes activées (Shi et al., 1993) et les cellules apoptotiques
(Price et al., 1996). Ces cellules apoptotiques ont perdu Pasymétrie normale des
phospholipides membranaires et exposent des phospholipides anioniques sur leur
surface. La liaison des aPL a la surface des cellules apoptotiques est dépendante
de la B2gp1 (Price et al., 1996; Levine et al., 1999). Nous proposons que d'autres
facteurs occasionnant une perturbation membranaire pourraient précéder le
recrutement des aPL dans la physiopathologie du SAP. L'étude de facteurs

pouvant causer de tels changements est donc cruciale.

5. Anticorps anticellules endothéliales (AACE)

Les AACE ont été rapportés chez des patients souffrant de maladies associées a
des vascularites et des thromboses. lls se retrouvent aussi dans le sérum de

certains patients lupiques. Comme nous le verrons plus en détail ci-aprés, nous
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avons émis 'hypothése que ces anticorps jouent un role dans les mécanismes
thrombotiques chez les patients atteints du LED. Une description de la littérature

portant sur ces anticorps s'impose donc.

5.1. Définition et généralités

Des études d'immunohistochimie sur des biopsies de reins dans les années 1970
ont rapporté pour la premiére fois la présence d’AACE. Les sérums utilisés dans
cette étude provenaient de patients atteints de plusieurs maladies rhumatologiques
dont le LED et la sclérodermie (Lindquist et al., 1971; Tan et al., 1972). Depuis,
plusieurs approches méthodologiques ont démontré la présence des AACE et leur
role potentiellement pathogénique dans une grande variété de maladies
inflammatoires dont I'athérosclérose, la maladie coronarienne (CAD) et

I'hypertension essentielle (Tableau X).

Les isotypes IgG, IgM et IgA de ces AACE ont été détectés. Les antigénes des
AACE n'ont pas encore été identifiés mais il semble clair qu'il y aurait plusieurs
cibles (Lindquist et al., 1971; Tan et al., 1972; Meroni et al., 1996; Li et al., 1996;
Del Papa et al., 1994; Hill et al., 1996a; Hill et al., 1996b). De plus, les sérums
positifs pour les AACE possédent une réactivité diversifiée contre les cellules
endothéliales provenant de différentes sources anatomiques (Del Papa et al.,

1994: Meroni et al., 1996; Cervera et al., 1994).
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Tableau X: Prévalence des anticorps anticellules endothéliales dans

différentes maladies (adapté de Praprotnik et al. 2001)

Maladie

Prévalence (%)

Vascularites auto-immunes primaires
Wegener
Kawasaki
Takayasu
Cellules géantes
Vascularite idiopathique de la rétine
Behcet
Thromboangiitis obliterans

Churg-Strauss

Maladies auto-immunes systémiques
Lupus érythémateux disséminé
Syndrome antiphospholipide
Arthrite rhumatoide avec vascularite
Arthrite rhumatoide sans vascularite
Sclérose systémigque
Connectivites

Polymyosite

Transplantation

Allogreffe de coeur et de rein

Diverses atteintes
Maladie inflammatoire de l'intestin
Hyperprolactinémie
Syndrome hémolytique urémique
Purpura thrombocytopénique thrombotique

Thrombocytopénie induite par 'héparine

55-80
Jusqu'a 72
95

Jusqu'a 50
35

Jusqu’a 50
25-36

50

Jusqu’a 80
64
Jusqu'a 65
Jusqu’a 30
20-80

45

44

Jusqu'a 71

Jusqu'a 55
76

93

100

100
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Sclérose en plagues

Néphropathie IgA

Diabéte mellitus

Hypoparathyroidisme

Prééclampsie aigue

Infection virale

Cryoglobulinémie associée au virus de  I'hépatite C

Hypertension essentielle

© 23-75
32
26-75
100
50
Jusqu'a 18
41

Non-rapportée
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Les AACE ne sont spécifiques a aucune espéce puisque qu’ils possedent des
réactivités croisées avec les cellules endothéliales d’origine humaine, bovine et
murine (Meroni et al., 1996). Ceci suggére que les antigénes ciblés par les AACE
possédent de fortes homologies et sont fortement conservés parmi ces différentes

especes.

5.2. Tests de détection

Le recherche sur les AACE est aujourd’hui encore handicapée par des méthodes
de détection hétérogénes et non-standardisées. La technique d’immunohistochimie
indirecte a permis la toute premiére description de ces anticorps (Lindquist et al.,
1971; Tan et al., 1972). Malgré une grande spécificité cette méthode est limitée par

une trés faible sensibilité (Meroni et al., 1996a).

L’ELISA est la méthode la plus couramment employée pour I'étude des AACE, ou
des cellules endothéliales (le plus souvent des cellules HUVEC (human umbilical
vein endothelial cell)) ou des extraits membranaires de cellules endothéliales sont

utilisés comme source d’antigénes (Praprotnik et al., 2001).

L’ELISA utilisant les extraits membranaires est un test trés facile a mettre au point
mais donne lieu a des faux-positifs, probablement a cause de la réactivité des

auto-anticorps contre des composantes cytoplasmiques ou nucléaires qui peuvent



73

contaminer la préparation membranaire (Meroni et al., 1996a). De plus, dans ce
test, les antigénes membranaires eux-mémes peuvent présenter des épitopes
normalement dissimulés dans la membrane ou méme cytoplasmiques, ce qui

pourrait aussi contribuer a I'apparition de faux-positifs.

L’ELISA utilisant les cellules complétes comme antigéne ou cyto-ELISA, posséde
aussi ses points faibles pouvant mener a linsertion de faux-positifs dans les
résultats. La fixation des cellules dans les puits, a Paide le plus souvent de
glutaraldéhyde, est utilisée pour empécher le détachement des cellules lors du test
(Youinou et al., 1995; Faulk et al., 1999). Cependant, la fixation cellulaire peut
provoquer une perte de lintégrité membranaire et permettre la réactivité des
anticorps contre des composantes intracellulaires. Ainsi, différentes études
comparant la détection des AACE sur des cellules fixées ou non ont mis a jour
plusieurs différences majeures dans les résultats obtenus avec les méme sérums

(Wangel et al., 1992; Westphal et al., 1994; Revelen et al., 2000).

Les AACE peuvent étre aussi détectés par immunocytofluorométrie en flux (Faulk
et al., 1999). Il est vrai que le détachement des cellules endothéliales pour obtenir
une suspension cellulaire peut provoquer une perte de lintégrité cellulaire dans
une certaine proportion des cellules, surtout lorsque le détachement est effectué a

Paide d’une digestion enzymatique, par exemple avec la trypsine. Cependant



74

Fexclusion de lanalyse des cellules ayant perdu leur intégrité membranaire, par
marquage a liodure de propidium , permet d’exclure les faux positifs générés par
marquage intracellulaire. Le second avantage de cette technique est que chacune
des cellules de I'échantilion est évaluée de fagon individuelle et un résultat pour un
méme échantillon peut fournir de Finformation sur 10 000 a 20000 cellules viables.
Ainsi, cette méthode de détection posséde une grande spécificité conjuguee a une

grande sensibilité.

L’immunoblot peut aussi étre utilisé pour la détection des AACE (Faulk et al,
1999). Cependant, cette technique requiert de grandes quantités de préparation
membranaire. Une limite de cette technique est que les antigénes sont reduits et
que les épitopes conformationels peuvent ne pas étre identifiés, ce qui provoque
une baisse de sensibilité. Dans cette technique, les antigénes peuvent présenter
des épitopes cryptiques dus & leur dénaturation ou a la présentation d’épitopes
normalement cachés au niveau membranaire ou cytosolique due a la
désintégration de la membrane, ce qui provoque une baisse de la spécificité. Par
contre, Pavantage majeur de cette méthode est de pouvoir définir le poids
moléculaire de certaines cibles antigéniques des AACE et, ainsi, faire un pas vers

leur identification.



75

Il est évident que ces différentes méthodes montrent des différences majeures au
niveau des résultats, rendant la comparaison inter-étude trés difficile (Praprotnik et
al., 2001). Par conséquent, de larges études comparant les résultats obtenus a
I'aide de plusieurs techniques avec les méme sérums sont nécessaires a la bonne

interprétation de la détection d’AACE.

5.3. Associations cliniques des AACE

Comme le montre le tableau X, les AACE peuvent étre détectés dans des
maladies bien distinctes. Leur point commun semble étre qu'elles impliquent une
composante immuno/inflammatoire causant un dommage a [I'endothélium

vasculaire.

5.3.1 Vascularites

Le plus grand groupe de maladies dans lesquelles sont détectés les AACE sont les

vascularites.

5.3.1.1 Granulomatose de Wegener et polyartérite microscopique

Plusieurs études ont rapporté la présence d’AACE dans les ‘Wegener's
granulomatosis (WG) et le ‘microscopic polyangiitis’ (MPA) et de maniére distincte
des anticorps cytoplasmiques antineutrophiles, un autre marqueur sérologique

présent chez la majorité de ces patients (Del Papa et al., 1994; Meroni et al.,
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1996b, Westphal et al., 1994; Ferraro et al., 1990; Savage et al. ,1991).La
présence dAACE dans le WG pourrait méme servir de facteur indépendant de
risque pour une rechute (Gobel et al., 1996). Des études in vitro ont démontré que
les sérums de patients WG avec AACE pouvaient activer les cellules endothéliales
et que I'augmentation d’expression de molécules d’adhésion en surface était suivie
d’une augmentation de 'adhésion leucocytaire (Del Papa et al., 1996; Carvalho et
al., 1999; Muller-Kobold et al., 1999). Finalement, dans un modeéle murin
expérimental de WG, une relation directe a été établie entre I'apparition d’AACE et

celle de lésions vasculaires histologiques (Damianovich et al., 1996).

5.3.1.2 Maladie de Kawasaki

Les AACE détectés dans la maladie de Kawasaki quant & eux sont cytotoxiques
sur les HUVEC préstimulés avec de I'lFN-gamma, de PlL-1 et du TNF-alpha
(Kanekok et al. 1994). Une autre étude a montré que méme les HUVEC n'ayant

pas subi de préstimulation étaient susceptibles aux AACE (Fujieda et al., 1997).

5.3.2 Maladies systémiques auto-immunes

Comme le montre le tableau X, les AACE sont aussi associés avec les
complications vasculaires dans plusieurs maladies auto-immunes systémiques

telles que le LED, le SAP, larthrite rhumatoide et la sclérodermie.



77

5.3.2.1 LED et SAP

Une prévalence des AACE a été décrite dans le LED (jusqu’a 80% des patients)
(Perry et al., 1991; Chan et al., 1995). De plus, une association entre la présence
d’AACE et le niveau d'activité du LED (Perry et al., 1991; Chan et al., 1995) a éte
établie. Cependant, la liaison des AACE sur les cellules endothéliales ne semble
pas étre corrélée a la présence de complexes immuns et d'AAN dans le sérum,
deux marqueurs de Pactivité de la maladie (Del Papa et al., 1994; Meroni et al.,

1996b; Van der Zee et al., 1994).

Les AACE produits par les patients lupiques peuvent induire un état pro-
inflammatoire chez les cellules endothéliales, révélé par l'augmentation de
Iexpression de surface des molécules d’adhésion et la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (Carvalho et al., 1999; Del Papa et al., 1999; McCrae et al., 1991;
Hill et al., 1998). Il faut souligner que cette activation endothéliale induit un état
pro-adhésif pour les cellules et molécules circulantes (Nawroth et al., 1987). Les
leucocytes adhérant a P'endothélium activé peuvent étre activés par les cytokines
pro-inflammatoires et induire un phénotype pro-coagulant contribuant a
I'hypercoaguabilité caractéristique du SAP. De plus, il a été montré que les AACE
provenant du sérum de patients lupiques peuvent induire la sécrétion
d’endothéline-1 pouvant jouer un rdle important dans [linitiation et le

développement de problémes vasculaires (Yoshio T et al. 1995).
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5.3.2.2 Sclérodermie

Plusieurs groupes ont montré une prévalence des AACE dans la sclérodemmie,
variant de 20 a 80% selon la forme limitée ou diffuse de la maladie (Hill et al.,
1996; Rosenbaum et al., 1988; Salojin et al., 1997). Une plus grande incidence de
manifestations vasculaires (Salojin et al., 1997) et de fibrose pulmonaire (lhn et al.,
2000) était observée chez les patients sclérodermiques possédant des AACE. Un
autre groupe a rapporté une association entre les AACE et d’autres parameétres du
dommage vasculaire, comme Faugmentation de la pression pulmonaire, les
ulceres digitaux, les anomalies capillaroscopiques et les dysfonctions alvéolaires et

capillaires (Pignone et al., 1998).

Il a été montré que les fractions IgG AACE positives de patients sclérodermiques
réagissaient avec les cellules endothéliales et induisaient la production de
cytokines pro-inflammatoires, la sécrétion d’endothéline-1 et un phénotype pro-
coagulant (Carvalho et al., 1996). De plus, les AACE de sclérodermiques peuvent

induire 'apoptose endothéliale (Bordron et al., 1998).

5.4 ldentification des antigénes reconnus par les AACE

Les AACE reconnaissent un grand spectre d’antigénes, ce qui peut expliquer

Ihétérogénéité des effets générés par la liaison des AACE sur I'endothélium. Les
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antigénes reconnus par les AACE dans les sérums lupiques ont été partiellement
caractérisés par des techniques d’immunoblot qui ont montré un grand nombre de
bandes (Li et al., 1996; VanderZee et al., 1994). De plus, l'analyse d'antigénes
immunoprécipités par des sérums LED positifs pour les AACE ont identifié
plusieurs cibles potentielles, leur poids moléculaire variant entre 25 et 200 kD (Del

Papa et al., 1994).

Certains antigénes peuvent étre exprimés ou induits aprés que I'endothélium ait
été activé ou soumis a un stress (Savage et al., 1991; Leung et al., 1993; Van der
Zee et al., 1994). De plus, les déterminants antigéniques des AACE peuvent étre
des molécules adhérentes a la surface endothéliale (Chan et al., 1995). En 2000,
un groupe a utilisé une stratégie de clonage moléculaire afin d'isoler les antigénes
candidats chez les patients souffrant du LED (Frampton et al., 2000). Les
antigénes identifiés incluaient, entre autres, linhibiteur du plasminogéne spécifique
aux cellules endothéliales, la protéine ribosomale P, la protéine ribosomale L6
ainsi que la profiline Il. Le poids moléculaire et la diversité des protéines reconnues
par les AACE provenant de deux patients étaient trés différents, suggérant que les
AACE de chaque patient peuvent reconnaitre un patron limité et distinct d’auto-

antigénes (Frampton et al., 2000).
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6.Justifications des projets

De tous les aPL observés dans le LED, la présence de LAC est le facteur de
risque le plus prédicteur pour la thrombose (Horbach et al, 1996).
Paradoxalement, la moitié des patients possédant des LAC ne développent pas de
thrombose. Dans la pratique clinique, cela cause un dilemme au niveau du
traitement des patients positifs pour les LAC : doivent-ils étre traités de maniere
préventive avec un anticoagulant oral, vu les effets secondaires hémorragiques
pouvant en découler, ou doivent-ils étre traités seulement aprés un premier
événement thrombotique, exposant de ce fait le patient aux risques de tels
événements? Jusqua présent, il n'existe aucune méthode permettant de
différencier les patients LAC positifs qui vont développer une thrombose de ceux

qui en seront exempts (Figure 6).

6.1 Etude de I'effet thromboprotecteur des antilamine B1

Tel que décrit précédemment, il a été montré, dans notre laboratoire, que le risque
de manifestations thrombotiques dans une cohorte canadienne frangaise de
patients atteints du LED possédant des LAC était réduit en présence d'aLB1. Un
premier objectif de mon projet de thése était de démontrer I'association entre la
présence d’alLB1 et la protection contre la thrombose, que nous appellerons

thromboprotection, dans une grande cohorte multicentrique de patients souffrant

du LED.
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Dans un second temps, nous avons voulu élucider le mécanisme par lequel les
alLB1 causent la thromboprotection in vivo. Nous avons émis I'hypothése que la
lamine B1 était exprimée a la surface des cellules apoptotiques et ainsi devenait
disponible pour la liaison des alB1 circulants. Cette liaison bloquerait Peffet
procoagulant des blebs apoptotiques et expliquerait I'effet thromboprotecteur des

aLB1. Cette hypothése est basée sur 3 observations décrites préecédemment.

Premiérement, la caractérisation des mécanismes apoptotiques a montré que les
auto-antigénes du LED pouvaient étre exprimés a la surface des blebs
apoptotiques, les rendant disponibles au systeme immunitaire en général et aux
anticorps circulants (Casciola-Rosen et al., 1994). Deuxiémement, la lamine B1 est
un substrat bien caractérisé de la caspase-6 durant 'apoptose (Wilson et al.,
2001). Finalement, les blebs de cellules apoptotiques sont des sites connus
d'activité procoagulante et pourraient étre impliqués dans la pathogénése de la
thrombose chez les patients atteints du SAP (Casciola-Rosen et al., 1996 ; Levine
et al., 1999 ; Rosen et al., 1999). Nous avons donc centré nos efforts sur la

démonstration de la présence de la lamine B1 a la surface des blebs apoptotiques.
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6.2. Etude de limplication des AACE dans les mécanismes

thrombotiques chez les patients atteints du LED.

Le fait que la moitié des patients possédant des LAC ne développent pas de
thrombose suggére que la seule présence des LAC ou aPL est insuffisante pour
générer la thrombose. Tel que décrit précédemment, plusieurs mécanismes
pathogéniques ont été suggérés pour expliquer les manifestations thrombotiques
du SAP. Certains d’entre eux impliquent la liaison des aPL & la surface
endothéliale. Cependant, il est connu que les aPL se lient de fagon préférentielle
aux cellules exprimant les phospholipides anioniques a leur surface, telles les
cellules apoptotiques. Nous suggérons qu’un événement primaire est nécessaire
pour induire une perturbation membranaire, par exemple I'apoptose , qui fournit
ainsi une cible antigénique aux aPL et qui peut induire en un second temps la

cascade thrombotique.

Les AACE ont été détectés dans plusieurs conditions cliniques associées avec des
implications vasculaires, telles que le LED. De plus, certains AACE sont capables
d’induire des mécanismes impliquant des perturbations membranaires, tels que
Iactivation endothéliale et 'apoptose. Cependant, leurs antigénes dans le LED ne

sont pas définis.



84

Un des objectifs de ma thése était donc de déterminer si les AACE provenant de
patients souffrant du LED pouvaient étre impliqués dans la perturbation

membranaire a 'origine de la cascade thrombotique dans le SAP.
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ABSTRACT

Objectives. We have previously reported that the risk of thrombotic manifestations
in French Canadian SLE patients with lupus anticoagulant antibodies (LAC) was
reduced in the presence of autoantibodies to nuclear lamin B1 (aLB1). In the
current study, our objective was to demonstrate the association between aLB1 and
protection against thrombosis (« thromboprotection ») in a large and multicenter
SLE cohort. Furthermore, we aimed to elucidate the mechanism by which alLB1
cause thromboprotection in vivo. Since a number of autoantigens in SLE have
been localized specifically to the external surface of apoptotic blebs, we
hypothesized that circulating aLB1 may block the procoagulant effect of apoptotic

blebs by binding to lamin B1 displayed at the external bieb surface.

Methods. A cross-sectional study of aLB1 was performed on serum samples
obtained at first evaluation of 259 consecutive English Canadian and French
Canadian patients from SLE registries at three different university hospitals. A
case-control study was performed to analyze the relationship between alLB1 and
LAC status, and thrombotic manifestations, between onset of disease and last
followup. Reactivity of aLB1 with Jurkat or endothelial cells, which had been
induced to undergo apoptosis by treatment with anti-Fas antibody or staurosporine,

was determined by indirect immunofluorescence. Localization of lamin B1 in
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apoptotic cells and blebs was analyzed by confocal microscopy and by surface

labelling of cell membrane proteins.

Results. High titers of aLB1 were restricted to a subset of SLE patients (n = 46),
with a mean frequency in the three centers of 17.7% (range 11.6-24%). aLB1 were
significantly associated with LAC (OR 1.95, 95% CI 1.024-3.73) but not with
antibodies to cardiolipin (aCL) or p2-glycoprotein I (anti-B2GPI). The frequency of
thrombosis differed markedly depending on aLB1 and LAC status, as follows :
presence of LAC and absence of aLB1, 50%; presence of both LAC and aLB1,
22 7%:; absence of both LAC and aLB1, 25.5%; absence of LAC and presence of
alB1, 20.8% (P = 0.0004 by chi-squared test for trend). Further subsetting of
patients based on aCL and anti-32GPI status revealed that, in the presence of
LAC, but in the absence of aCL, anti-B2GPI and aLB1, the frequency of thrombosis
was 40%, whereas in the presence of aLB1, it strikingly decreased to 9.1%. Lamin
B1 was found to be translocated into surface membrane blebs during apoptosis. By
both morphological and biochemical criteria, lamin B1 was found to be entirely

enclosed within the apoptotic bleb plasma membrane of Jurkat and endothelial

cells.

Conclusion. The presence of aLB1 in SLE patients with LAC essentially nullifies

the strong prothrombotic risk associated with LAC. Hence, aLB1 are associated
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with thromboprotection. Reactivity of aLB1 with apoptotic blebs does not seem to
play a direct role in mediating this protection, as lamin B1 is buried within apoptotic
blebs and inaccessible to circulating aLB1. The mechanism by which aL.B1 confer

thromboprotection in patients with SLE remains to be elucidated.
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The antiphospholipid syndrome is defined by recurrent thrombotic events and
pregnancy morbidity in association with the presence of antiphospholipid
antibodies (aPL) such as lupus anticoagulant antibodies (LAC) (1). Systemic lupus
erythematosus (SLE) is the major autoimmune disease associated with the
antiphospholipid syndrome. Of the various aPL observed in SLE, the presence of
LAC may be the strongest risk factor for both arterial and venous thrombosis (2).
LAC are present in approximately one third of SLE patients and about half of these
LAC-positive patients will develop arterial or venous thrombosis over prolonged
follow-up (3,4). Thus, paradoxically, although LAC are strong predictors for
thrombosis, half of patients expressing LAC may not develop thrombotic episodes.
In clinical practice, this issue causes a major management dilemma. Accepted
practice is to treat patients with LAC only when a first major thrombotic episode
occurs, thus exposing untreated patients to the risks of major end organ damage
such as stroke. This begs the question of whether long-term prophylactic treatment
such as oral anticoagulation, with accompanying side effects and costs, should be
instituted as soon as the presence of LAC is documented, in the absence of a first
thrombotic event. The pressing need to resolve this issue has been recently
emphasized (5). At present, there is no established method to differentiate SLE

patients with LAC who will develop thrombotic episodes from those who will not.

The nuclear autoantigen (aAg), lamin B1, is a polypeptide forming part of the

polymeric lamina meshwork located between chromatin and the inner nuclear
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membrane (reviewed in 6). Our earlier studies have shown that high titers of
autoantibodies to lamin B1 (aLB1) were restricted to a subset of SLE patients in a
cohort of French Canadians (7). Intriguingly, despite a strong association of aLB1
with LAC, SLE patients with LAC and alLB1 had a lesser risk of thrombotic
manifestations than those with LAC but without aLB1 (7). However, that study was
restricted to a single center and the number of patients with aLB1 was small.
Therefore, in the present study, our goal was to determine whether the correlation
between the presence of aLB1 and an apparent lowered risk of thrombosis could
be demonstrated in a large number of SLE patients from multiple centers. As
shown herein, we found that aLB1 were indeed associated with a striking

thromboprotective effect in SLE patients with LAC.

Furthermore, we aimed to elucidate the mechanism by which aLB1 may cause
thromboprotection in vivo. Our mechanistic hypothesis was that circulating al B1
may block the procoagulant effect of apoptotic blebs by binding to lamin B1
displayed at the external bleb surface. The rationale for this hypothesis stemmed
from 4 observations. First, surface blebs of apoptotic cells are sites of enhanced
procoagulant activity, and this may be fundamental to the pathogenesis of
thrombotic events in patients with aPL (8-10). Second, apoptotic cells and their
resulting blebs are known sources of antigens that are targeted by autoantibodies

(aAbs) (9-13). Third, major autoantigens (aAgs) of nuclear origin (e.g. La), of
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cytoplasmic origin (e.g. Ro) and of granular origin (e.g. myeloperoxidase) have
been localized specifically to the external surface of apoptotic blebs, where their
accessibility to circulating aAbs may form the molecular basis of their pathogenic
effects (14,15). Finally, lamin B1 is a well-characterized and early substrate of
caspase-6 during apoptosis (16,17), suggesting that lamin B1 might be present in

apoptotic blebs.

Thus, we determined whether lamin B1 was present in apoptotic blebs. We found
that lamin B1 was indeed present in apoptotic blebs. However, in striking contrast
with other SLE aAgs, lamin B1 was entirely concealed within the apoptotic bleb
plasma membrane and inaccessible to alLB1, therefore excluding a direct role for

lamin B1 in mediating thromboprotection.

PATIENTS AND METHODS
Patients and controls. A cross-sectional study of IgG anti-lamin B1 was
performed on coded serum samples consecutively and unselectively obtained at
the time of first patient evaluation by the authors (JLS, JH, PF) at their respective
Lupus Clinics (Notre-Dame Hospital [NDH]} , Centre Hospitalier de I'Université de
Montréal; Montreal General Hospital [MGH], McGill University Health Center; and

Queen Elizabeth II Health Sciences Centre [QEIIHSC]). Serum samples were

frozen at -70°C or -80°C. The adult study population consisted of 259 SLE patients
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and 45 normal controls. The NDH cohort consisted of the original 94 patients which
formed the basis for initiating the present multicenter study (7), plus 18 additional
patients. All SLE patients fulfilled at least four American College of Rheumatology
SLE criteria (18). Inclusion criteria in the normal group were previously described
(7,19). A higher proportion of normal women were included because of the higher

female prevalence of SLE.

Thrombosis. A case-control design was used. Identification of arterial and venous
thrombotic events was as previously reported (7). Briefly, the charts of the 259 SLE
patients were reviewed retrospectively, using a standardized vascular protocol for
thrombotic and embolic manifestations at any time between disease onset and last
followup. Patients were categorized as having a history of thrombosis in the
presence of at least one definite thrombotic event; other SLE patients were
categorized as thrombosis-free. Among patients with thrombosis, 33 had deep vein
thrombosis, 29 had cerebral infarction, 19 had myocardial infarction, 23 had other
thrombotic events, and 13 had embolic events. One or more of these events were
present in 81 patients. Patients with LAC but without a thrombotic event were not

treated prophylactically with aspirin or anticoagulants.

Antiphospholipid antibodies. Plasma samples from the patients (seen between

1979 and 1998) were considered to have LAC activity if the activated partial
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thromboplastin time was prolonged by at least 8 seconds (compared with the
normal plasma control), and the prolongation was not corrected by a 1:1 dilution
with normal plasma. LAC was considered positive if present on at least 2
occasions at a minimum of 3 months apart. Antibodies to cardiolipin (aCL) and to
Bo-glycoprotein I (anti-B.GPI) were determined by ELISA using IgG and IgM-

specific conjugates as previously described (7).

Anti-lamin B1 ELISA. Immulon-2 high binding ELISA plates (Dynatech,
Alexandria, Virginia) were coated for 16 h at 4°C with 4 pg/ml of purified lamin B1
(7) in PBS (pH 7.4, unless stated otherwise) or with PBS containing 0.2% normal
goat serum (Gibco BRL, Grand Isiand, New York) and 0.04% casein to determine
the non-specific binding (no antigen) of each serum. All other incubations were
done at 25°C. After 4 washes with PBS containing 0.5% Tween 20 (wash buffer),
the plates were blocked for 2 h with PBS containing 2% casein and 10% normal
goat serum (blocking buffer). After 4 washes, normal sera (for cut-off value
calculation) and SLE sera diluted 1/500 in blocking buffer were added to duplicate
wells and incubated for 1 h. The plates were washed 4 times and peroxidase-
conjugated goat anti-human IgG (y-chain specific, Jackson ImmunoResearch,
Baltimore, Maryland) diluted 1/5000 in blocking buffer was added and incubated for
1 h. Finally, after 4 washes, 0.4 mg/mi of o-phenylenediamine (Sigma) in 0.1 M

citrate buffer pH 6.0 containing 0.003% of hydrogen peroxide were added and the
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plates incubated for 10 min. The reaction was stopped by addition of 2 M sulfuric
acid and the plates were read at 490 nm on an MRX ELISA reader (Dynex,
Chantilly, Virginia). Each plate included the same negative control (normal subject)
and the same positive control (SLE patient); the coefficient of variation was 17.1%
over 37 plates. For each serum, the OD values of control wells (no antigen) were
subtracted from the OD values obtained on the antigen-coated wells. The OD
values of the control wells were very low in all cases. Results shown are the means
of duplicate values for each serum. The cut-off value for aLB1 IgG antibody
positivity, based on the mean (M) and SD of the values for 45 normal subjects, was

M + 4 SD (OD = 0.370).

Preparation and purification of lamin B1. In order to increase the yield of lamin
B1, the full length coding DNA for human lamin B1 was synthesized and optimized
for E. coli codon preferences by Operon Technologies (Alameda, California), and
inserted into the T7 polymerase-based pET19b expression vector (Novagen;
Madison, Wisconsin). Transformation was done into E. coli BL21 (DE3) bacteria
(Stratagene, La Jolla, California) for protein expression. Production of lamin B1
was induced by addition of isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside (Sigma). Inclusion
bodies were extracted with B-PER reagent (Pierce, Rockford, lllinois). Lamin B1

was purified by electroelution after SDS-PAGE. The overall yield of purified lamin
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B1 was approximately 5 mg per liter of original bacterial culture, which is 5 to 10

times the yield obtained with the wild type lamin B1 DNA sequence (7).

Cell culture, apoptosis induction and cell fractionation. Jurkat cells (E6-1;
ATCC, Manassas, Virginia) were grown in RPMI 1640 medium (Wisent, St-Bruno,
Québec, Canada) supplemented with 20% FBS (Wisent) and 100 pg/ml
gentamycin (Wisent) in 5% CO, at 37°C. Human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC; Clonetics, Maryland) were grown in EGM 2MV medium (Clonetics), and
were used at confluence and at not more than the fourth passage. Cells were
washed and resuspended in RPMI 1640 without serum. Apoptosis was induced
either with anti-Fas antibody (50 pg/ml; CH-11, Upstate Biotech, Lake Placid, New
York) or staurosporine (25 ug/ml; Sigma). After 16 h of anti-Fas treatment, cells

were pelleted at 1500 x g and the supernatant was centrifuged at 16,000 x g to

pellet the blebs.

DNA fragmentation assay. DNA fragmentation was analyzed with the Cellular
DNA Fragmentation ELISA (Roche, Laval, Québec, Canada). Jurkat cells were
incubated with the thymidine analogue, 5'-bromo-2’-deoxy-uridine (BrdU), which
was incorporated into genomic DNA. This labeling allows for the identification of
BrdU-labeled DNA fragments that are released into the cytoplasm during

apoptosis.
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Gel electrophoresis and immunoblotting. Jurkat cells and blebs were washed
once in PBS, resuspended in SDS sample buffer (250 mM Tris buffer pH 6.8,
containing 8% SDS, 40% glycerol, 20% B-mercaptoethanol, and 0.005%
bromophenol blue) and separated on 10% polyacrylamide gels. Samples were
transferred onto nitrocellulose membranes (BioRad, Hercules, California) using
semi-dry transfer or stained with Coomassie blue (20). Immunoblots were blocked
overnight with TBS-T (50 mM Tris, 150 mM NaCl, buffer pH 7.4, with 0.5% Tween
20) containing 5% nonfat dry milk and exposed to a guinea pig antiserum (GP5)
raised against recombinant human lamin B1, or a human SLE serum monospecific
for La, followed by peroxidase-conjugated anti-guinea pig 1gG (Zymed, Oxnard,
California) or peroxidase-conjugated anti-human IgG (Jackson ImmunoResearch),
respectively. Between incubations, the blots were washed 3 times with TBS-T.
Antibody binding was revealed using a chemiluminescence kit (SuperSignal West

Pico, Pierce).

Immunofiuorescence and confocal microscopy. Jurkat or HUVEC cells were
washed twice in PBS and cytospun at 1500 x g for 2 min onto glass slides. Blebs
were washed once, resuspended in PBS and dried onto glass slides. Samples
were fixed for 5 min in 1% paraformaldehyde at 4°C and permeabilized for 30 sec

in ice-cold acetone. Samples were rehydrated with ice-cold PBS for 10 min before
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incubation at room temperature with either GP5, a human alLB1 positive SLE
serum, affinity-purified human aLB1 antibodies (see below), or FITC-annexin V (BD
PharMingen, San Diego, California). Detection of antibodies was performed by
incubation with FITC- or rhodamine TRITC-conjugated anti-guinea-pig 1gG (Fc
specific; Jackson ImmunoResearch) or FITC- or rhodamine TRITC-conjugated
anti-human 1gG (Fc specific; Jackson ImmunoResearch). Slides were mounted
with Vectashield (Vector, Burlingame, California, USA) and examined with a Zeiss
Ism 510 (Zeiss, Thorwood, New York) confocal microscope. For each sample, a
minimum of 200-250 blebs were examined and blebs representative of the entire
population were photographed. Due to the high magnification required for viewing
and photographing apoptotic blebs, only one or a few blebs can be shown in each

photograph.

Biotinylation of cell surface protein and pure lamin B1. Jurkat cells and blebs
were washed three times, and resuspended in PBS adjusted to pH 8 in the
presence of a biotinylating reagent (Sulfo-NHS-LC-biotin, 0.5 mg/ml; Pierce) for 30
min at room temperature. Samples were washed three times with PBS pH 8,
resuspended in lysis buffer (PBS pH 8, containing 1% Triton X-100, 1 mM PMSF, 1
ng/mi pepstatin, 2 pg/ml leupeptin, and 2 pg/ml aprotinin) and incubated on ice for
30 min. Lysates were centrifuged at 20,000 x g and the supernatants were

incubated with streptavidin-coated beads (Immunopure immobiled Streptavidin;
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Pierce) ovemight at 4°C. Beads were washed three times with lysis buffer, and
resuspended in SDS sample buffer. The beads were boiled for 5 min, pelleted (600
X g, 5 min) and the supernatant containing the biotinylated proteins was stored at -

20°C.

Pure lamin B1 (55 pg) was incubated with caspase-6 (25 pg; BD Pharmingen) in
20 mM PIPES, 1 mM EDTA, 0.1% 3-((3-cholamidopropyl) dimethylammonio)-1-
propane-sulfonate (CHAPS), 10% sucrose, 10 mM NaCl, pH 7.2 for 3 h at 37°C.
Biotinylating reagent (2 pg) was added (molar ratio of biotinylating reagent to lamin
B1, 44:1) for 30 min at room temperature followed by incubation with streptavidin-

coated beads ovemight at 4°C. The beads were processed as above.

Affinity purification of human aLB1. Pure lamin B1 (75 ng) was dried onto a 1
cm? nitrocellulose membrane, and the membrane was washed with water and
blocked overnight with TBS-T. The blocked membrane was incubated with aLB1
positive SLE patient serum (1:100) for 2 h and washed 3 times with TBS-T. aLB1
were eluted by ovemight incubation of the membrane in 6 M guanidine-HCl in 0.5
mM Tris-HCI, pH 7.5 (21). The eluate was renatured by dialysis against 0.5 mM
Tris-HCI, pH 7.5 with 5 changes over a 48 h period. The sample was concentrated

in PBS with an Ultrafree centrifugal filter device (Biomax-30K; Millipore, Bedford,
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Massachusetts) and stored at 4°C. The monospecificity of each sample for LB1

was assayed by immunoblotting on Jurkat cell lysates.

Statistical analysis. Chi-square analysis was performed for frequency comparison
among groups (using for 2 X 2 comparisons Fisher's 2-tailed exact test and for
larger contingency tables the chi-square test for trend) (InStat3, GraphPad
Software, San Diego, CA). The t-test was used for comparison of group means. P

values less than or equal to 0.05 were considered statistically significant.

RESULTS
Frequency of IgG anti-lamin B1 autoantibodies and association with LAC.
The demographic characteristics of the patients from the three centers and in the
cohort are shown in Table 1. Figure 1 shows the distribution of aLB1 in the
complete cohort, in each of the 3 participating centers, and in normal controls.
Using a cut-off point that identified previously described SLE patients with high
titers of aLB1 (7) (OD = 0.370, corresponding to M + 4 SD of the normal controls),
high titers of aLB1 were observed in SLE patients, but not in normal or disease
controls (7 and data not shown). The mean frequency of aLB1 in SLE patients was
17.7% (NDH 11.6%, VGH 16.6%, MGH 24.3%) and the mean alLB1 levels (OD
values) for the positive patients from each center were similar (Kruskal-Wallis
statistic 0.39, P = 0.9). aLB1 were found to be associated with LAC. Twenty-two

(47.8%) of 46 patients with aL B1 were positive for LAC, whereas 68 (31.9%) of 213



100

patients without aLB1 were LAC positive (OR 1.95, 95% CI 1.024-3.73, P = 0.04

by chi-square analysis).

However there was no association between aLB1 and aCL or anti-B.GPI. Sixteen

(34.8%) of 46 patients with aLB1 were positive for any aCL (i.e. of IgG and/or IgM
isotypes), whereas 87 (41.8%) of 208 patients without aLB1 were aCL positive (OR

0.7, 95% CI 0.4-1.4, P = 0.3). Similarly, 6 (13%) of 46 patients with aLB1 were
positive for any anti-B.GPI, whereas 38 (18%) of 211 patients without aLB1 were

anti-B,GPI positive (OR 0.7, 95% CI 0.3-1.7, P = 0.4).

Influence of IgG anti-lamin B1 and LAC on the frequency of thrombotic
manifestations. To determine whether higher levels of aLB1 were more strongly
associated with protection against thrombosis, we compared the mean OD370
values for aLB1 in patients with thrombosis (n=81) versus those without thrombosis
(n = 178). No significant difference was found (mean OD370 value 0.193, SD
0.259 in patients with thrombosis versus 0.228, SD 0.271 in those without
thrombosis, P = 0.3 by two-tailed t-test). We then compared the mean OD370
values among patients with high titers of aLB1 and thrombosis (n = 10) versus
those with aLB1 without thrombosis (n = 36). Again, no significant difference was
found (mean OD370 value 0.786, SD 0.316 in patients with thrombosis versus

0.675, SD 0.305 in those without thrombosis, P = 0.3 by two-tailed t-test).
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As LAC is known to be associated with the thrombotic manifestations of the
antiphospholipid syndrome in SLE (2), we first determined whether this association
also occurred in the cohort. The presence of LAC at first evaluation was indeed
associated with thrombosis during the disease course: LAC occurred in 39 (48.1%)
of 81 patients with thrombosis, and in 51 (28.6%) of 178 patients without

thrombosis (OR 2.24, 95% CI 1.3-3.85, P = 0.004). Since LAC were also
associated with aLB1, as discussed above, we then determined whether alLB1
were themselves associated with thrombosis. In contrast to LAC, this was not the
case. Thrombosis occurred in 10 (21.7%) of 46 aLB1 positive patients versus 71
(33.3%) of 213 alLB1 negative patients (OR 0.555, 95% CI 0.26-1.18, P = 0.16).
Finally, we examined the relationship between the presence of aLB1 and the
frequency of thrombosis in patients with LAC. As shown in Table 2, the frequency
of thrombosis was not significantly different in patients with both LAC and alLB1 in
comparison with all other SLE patients in the cohort (OR 0.62, 95% CI 0.22-1.75, P
= 0.47). In striking contrast, the frequency of thrombosis in patients who were LAC
positive, but aLB1 negative, was significantly greater than in other SLE patients
(OR 3.06, 95% CI 1.71-5.46, P = 0.0002) (Table 2). Similar results were obtained
when each of the three participating centers was analyzed separately (data not
shown). In patients with aLB1 and thrombosis, thrombotic events occurred in both

arterial and/or venous beds.
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The relationship between thrombosis, LAC and alLB1 was further explored, as
shown in Table 3. In the presence of LAC and absence of aLB1 at first evaluation,
the frequency of thrombosis during the disease course was 50%. However, when
both LAC and aLB1 were present simultaneously, the frequency of thrombosis
decreased to 22.7%. The latter frequency was similar to patients expressing
neither autoantibody (25.5%) or aLB1 only (20.8%). The frequency of thrombosis
among these four groups of patients was significantly different (P = 0.0004 by chi-
squared test for trend) (Table 3). To determine if the lower frequency of thrombosis
in patients with aLB1 could be related to a shorter duration of followup in these
patients, we compared the duration of followup in patients with and without alLB1
by t test. The mean followup period was not significantly different in aLB1 positive
versus negative patients for each center (NDH 8.46 years versus 8.01 years, P =

0.7; QEITHSC 6.62 years versus 5.99 years, P = 0.7, MGH 16.92 years versus

15.79 years, P = 0.3). For the cohort, the duration of followup was actually longer
for aLB1 positive patients, but this was not statistically significant (13.19 versus

10.79 years, P = 0.065).

Interrelationships between IgG anti-lamin B1, LAC, aCL, anti-B.GPI and the
frequency of thrombotic manifestations. Because aCL and anti-B.GPI may

occur with LAC and are associated with the thrombotic manifestations of the
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antiphospholipid syndrome in SLE (3), we wished to determine if the frequency of
thrombosis was influenced by these antibodies in relationship to aLB1 status. First,
we found that the presence of any aCL (i.e. of IgG and/or IgM isotypes) or any anti-
BoGPI was indeed strongly associated with thrombosis in our cohort. aCL were
positive in 42 (53.8%) of 78 patients with thrombosis, and in 61 (34.6%) of 176
patients without thrombosis (OR 2.2, 95% CI 1.28-3.8, P = 0.004). Similarly, anti-
B.GPI were positive in 24 (30%) of 80 patients with thrombosis, versus 20 (11.3%)
of 177 patients without thrombosis (OR 3.3, 95% CI 1.7-6.5, P = 0.0002). Second,
we determined if aLB1 were associated with aCL or anti-B,GPI. In contrast with
LAC, no such association was found. aCL were present in 16 (34.8%) of 46
patients with aLB1 versus 87 (41.8%) of 208 patients without al.B1 (OR 0.7, 95%
CI 0.4-1.4, P = 0.3). Similarly, anti-B,GPI were present in 6 (13%) of 46 patients
with aLB1 versus 38 (18%) of 211 patients without these antibodies (OR 0.7, 95%

CI10.3-1.7, P = 0.4).

Lastly, we determined whether aCL and anti-BoGPI status modified the impact of
alLB1 and LAC on thrombosis (Table 4). It is clear from Table 4 that the impact of
aLB1 on thrombosis is specifically linked to the presence of LAC. In the absence of
LAC, the frequency of thrombosis is similar in all aCl/anti-B.GPI subsets,

regardiess of alLB1 status, whereas, in the presence of LAC, the frequency

between subsets differed significantly. Specifically, in the presence of both LAC
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and aCl/anti-BoGPI, but in the absence of aLB1, the frequency of thrombosis was
62.5%. This frequency decreased to 36.4% in the presence of aLB1 (Table 4). In
the presence of LAC, but in the absence of both aClL/anti-B,GPI and alLB1, the
frequency of thrombosis was 40%. Again, in the presence of aLB1, the frequency
of thrombosis strikingly decreased to 9.1%. In contrast, in the absence of LAC, but
in the presence of aCl/anti-B,GPI, the frequency of thrombosis was similar in

patients without aLB1 (32.6%) and in patients with aLB1 (25%). Finally, in the
absence of all four antibodies, the frequency of thrombosis was 22.3%, similar to
the 18.8% observed in patients with aLB1 only. Thus, the frequencies of thrombotic
episodes were significantly different across LAC-positive subsets (P = 0.007), but
they were not significantly different in LAC-negative subsets (P > 0.1, chi-squared

test for trend, Table 4 ).

Cleavage of lamin B1 and DNA fragmentation occur in close synchrony
during apoptosis in Jurkat cells. During apoptosis, a series of nuclear
modifications occurs, including DNA fragmentation and cleavage of specific
proteins by proteases of the caspase family. Cleavage of lamin B1 by caspase-6
generates two fragments (47 and 25 kDa; reviewed in 16) and this event is
commonly used as a marker for apoptosis. Apoptosis was induced in Jurkat cells,
the prototypical cell line used for apoptosis studies, with anti-Fas antibody, via the

death receptor pathway, or with staurosporine, via the mitochondrial pathway, for
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varying periods of time. Cell lysates were analyzed by immunobiotting with an
antiserum directed against lamin B1 (GP5). Lamin B1 apoptotic fragments were
first detected after 3 h of treatment with anti-Fas (Fig. 2a, left panel) and after only
1 h of treatment with staurosporine (Fig. 2a, right panel), thus confirming the

occurrence of lamin B1 cleavage under the two principal pathways of apoptosis.

DNA fragmentation in Jurkat cells treated with anti-Fas or staurosporine for
different periods of time was then studied. Using an ELISA to quantitate BrdU-
labeled DNA fragments, DNA fragmentation in Jurkat cells was first detected after
4 h of treatment with anti-Fas antibody (Fig. 2b, left panel) and after 2 h with
staurosporine (Fig. 2b, right panel). Hence, lamin B1 cleavage and DNA
fragmentation occur in close synchrony in Jurkat cells during apoptosis, with lamin

B1 cleavage preceding that of DNA, as expected (22).

Lamin B1 is present in blebs of apoptotic Jurkat cells. In order to localize lamin
B1 during apoptosis, Jurkat cells were treated with staurosporine for varying
periods of time, stained with GP5 or alLB1 positive SLE serum #9176, and
examined by confocal microscopy. Figure 3 shows the results of a time course
study during staurosporine treatment. The fluorescence pattern observed with GP5
in untreated Jurkat cells (0 h) was an almost continuous rim pattern at the nuclear

periphery, representing the nuclear lamina that is exclusively located at the inner



106

face of the nuclear envelope (6). After 4 h of treatment there was no evident
change in the fluorescence pattern observed. However, after 8 h of treatment
important changes were detected: gaps appeared in the fluorescence pattern,
presumably due to localized disorganization of the lamina meshwork. After 12 h,
some lamin B1 fluorescence was located at the periphery of the original nucleus,
while a circular fluorescence pattern appeared in a vesicle budding from the main
body of the cell. Thus, at least part of lamin B1 appeared to be redistributed from
the lamina network to vesicles representing apoptotic blebs. After 16 h, the original
lamina became undetectable and lamin B1 was completely redistributed in blebs
with a circular pattem. The SLE patient aLB1 serum #9176 and GP5 showed
complete colocalization at all time points with the exception of, at the 12 and 16h
time points, a circular area of fluorescence at the center of the blebs that was
detected only by the SLE serum (Fig. 3, GP5, SLE serum #9176, and Merge).
Similar patterns of lamin B1 redistribution in late apoptotic blebs were observed in

Jurkat cells treated with anti-Fas antibody (data not shown).

Lamin B1 is sequestered inside apoptotic blebs. To determine the accessibility
of lamin B1 at the surface of apoptotic Jurkat cells or blebs, surface proteins of
untreated cells and of apoptotic cells and blebs were biotinylated and purified. As a
positive control for GP5 reactivity, purified lamin B1 was digested with caspase-6,

biotinylated and analyzed in parallel with the purified biotinylated surface proteins.
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Unlabeled and biotinylated lamin B1 and its apoptotic fragments were detected by
GPS5 (Fig. 4, upper panel, lanes 1 and 2, respectively), but neither lamin B1 nor its
fragments were detected in the purified surface proteins of untreated cells,
apoptotic cells or isolated blebs (Fig. 4, upper panel, lanes 3-5, respectively). As a
positive control for the efficiency of the surface biotinylation technique, a similar
immunoblot of Jurkat cell surface proteins was probed with an SLE patient serum
monospecific for the La autoantigen, which has previously been shown to be
accessible at apoptotic cell and bleb surfaces (14). As expected, La was detected
in the biotinylated surface proteins of apoptotic cells and blebs (Fig. 4, lower panel,
lanes 4 and 5, respectively), but not at the surface of intact untreated cells (Fig. 4,
lower panel, lane 3). Lamin B1 was detected in the unlabeled whole cell lysate of
apoptotic Jurkat cells (Fig. 4, lane 1). The difference in mobility between uniabeled
and biotinylated lamin B1 fragments is due to the added biotin moieties. Taken
together, these results show that, unlike other autoantigens such as La, lamin B1

was not found at the surface of apoptotic cells or blebs.

To demonstrate these results microscopically, isolated and fixed Jurkat blebs were
examined by confocal microscopy. A representative example is shown in Fig. 5a
where fluorescence due to GP5 detection of lamin B1 was completely enclosed
within the bleb plasma membrane visualized by phase contrast, as evidenced by

the merged images. This finding was confirmed by performing horizontal optical



108

sections of a typical bleb, double-stained for lamin B1 and anionic phospholipids by
GP5 and annexin V, respectively (Fig. 5b). GP5 detection showed a circular pattemn
smaller in the first and last sections and larger in the middle sections, showing that
lamin B1 is associated with a continuous peripherally stained structure within the
blebs, as clearly evidenced by merging with the phase contrast images. Annexin Vv,
in these blebs permealized to allow for GP5 penetration, did not only stain the
external bleb surface but also the inner face of their plasma membrane.
Nevertheless, staining by GP5 was clearly enclosed within the bulk of annexin V
staining, with only minimal overlap at the interface of both due to their proximity
and to the resolution of these optical microscopy images. The results of Figure 5
are representative of 8 independent experiments, using either staurosporine or
anti-Fas antibody as inducers of apoptosis. Blebs containing lamin B1 were
approximately 2 um in diameter, while smaller blebs of less then 1.5 um were
stained by annexin V, but not by GP5.

Since the most likely in vivo target for circulating aLB1 would be endothelial cells, it
was important to determine whether lamin B1 was localized in HUVEC apoptotic
blebs in a fashion similar to that of Jurkat blebs. Hence, HUVEC were induced into
apoptosis, blebs collected and examined by phase contrast microscopy.
Representative examples are shown in Figure 6. Blebs from HUVEC were clearly
larger than those from Jurkat cells, due to their larger cytoplasmic compartment.

Again however, it could clearly be seen that lamin B1 was restricted to a circular
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structure completely enclosed within the bleb plasma membrane as evidenced by
the merging of GP5 and phase contrast images, either in tangential sections (Fig.6,
top row) or in middle sections (Fig.6, bottom row). Membrane staining by annexin V
in these permeabilized blebs was also shown to enclose completely the lamin B1

pattern. These results confirm that lamin B1 is enclosed within apoptotic blebs.

Lamin B1 is not accessible to human aLB1 at the surface of apoptotic blebs.
aLB1 immunoglobulins were affinity-purified from the high titered sera of four SLE
patients. Double staining of isolated Jurkat blebs with annexin V and purified aL.B1
was performed and analyzed by confocal microscopy. Figure 7 is representative of
results obtained with these antibodies. aLB1 showed a circular pattern enclosed
within the annexin V membrane staining profile, similar to the pattern observed with
GP5 (Fig. 5). Purified aLB1 did not recognize any other target at the surface of
blebs. Thus, lamin B1 is sequestered and is unlikely to be accessible to circulating
human aLB1 in apoptotic blebs. The purified aLB1 used in Figure 7 were isolated
from SLE patient serum #9176 (Fig. 3). The apparent discrepancy observed
between the staining patterns of SLE serum #9176 and GP5 (Fig. 3), 12 and 16h
time points, was not observed with aLB1 affinity purified from the same serum (Fig.
7), suggesting that the additional staining was due to antibodies directed against a

target other than lamin B1.
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Discussion

We have demonstrated the association between the presence of aLB1 in SLE
patients and protection against thrombosis (« thromboprotection ») in a large,
multicenter study. Previous work from our group supported such an association,
but the cohort of patients was small and of limited ethnic diversity. In contrast, the
power of the present study was greatly increased, since the total number of SLE
patients studied increased from 94 to 259 and the number of patients expressing
aLB1 was raised from 8 to 46. Furthermore, the present multicenter study
encompassed three Lupus Clinic populations including English Canadian and
French Canadian SLE patients from three different university hospitals in two
geographical locations (Montreal, QC and Halifax, NS). The observed frequency of
thrombosis in the presence of LAC without aLB1 was 50%, in-keeping with other
studies (reviewed in 3,4). However, when both LAC and aLB1 were present, there
was a marked and highly significant reduction in the frequency of thrombosis to
22 7%. This frequency was similar to that of patients with neither autoantibody
(25.5%) or aLB1 only (20.8%). We further defined the relationship between alLBf1,
antiphospholipid antibodies and thrombosis, by subsetting patients according to
their aCL/anti-BoGPI status. This approach further unveiled the link between alB1
and LAC, by showing that the protective role of aLB1 on thrombosis is specifically
linked to the presence of LAC. In particular, in the presence of LAC, but in the

absence of both aCL/anti-B2GPI and aLB1, the frequency of thrombosis was 40%,
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whereas in the presence of alLB1, it strikingly decreased to 9.1%. The latter
frequency of thrombosis was the lowest observed in the various patient subsets. In
contrast, in the absence of LAC, the frequency of thrombosis was similar in all
aCL/anti-B.GPI subsets, regardless of aLB1 status. Thus, the presence of aLB1 at
first patient evaluation essentially nullifies the strong prothrombotic risk associated

with LAC. Hence, aLB1 are associated with thromboprotection.

Could confounding factors account for these results? This question was previously
addressed in detail in our earlier publication reporting the association between
alLB1 and LAC in 94 SLE patients (7). We used stepwise multiple logistic
regression to identify the variables best associated with aLB1. No potentially
confounding variable emerged as associated with aLB1, including age, gender,
disease duration, treatment with prednisone and other immunosuppressive
medications, or prednisone dose (7). Therefore it appears unlikely that confounding

variables would explain the lower risk of thrombosis in patients with aLB1 and LAC.

To our knowledge, there has been no other example of aAbs in systemic
autoimmune diseases that are associated with a “thromboprotective” role in the
host, although other aAbs with protective effects have been described (23). To
date, aLB1 appear unique in this regard. aLB1 also provide the first marker for a

subset of LAC positive SLE patients with a better prognosis, and their presence
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may explain why some patients with LAC do not develop thrombosis (3). Thus, this
finding could have therapeutic implications. It may be of value to determine the
alLB1 and aCL/anti-BoGPI status of newly evaluated patients with SLE and LAC,
who have not had a first thrombotic episode (5). Given that the risk of thrombosis in
alLB1-positive, aCl/anti-B.GPI-negative, patients is low, prophylactic
anticoagulation of these patients may not be warranted. Conversely, patients who
produce LAC and aCl/anti-B,GPI in the absence of aLB1 are at high risk for

thrombosis and prophylactic anticoagulation may be warranted. This approach

should be formally studied in a randomized controlled trial.

We next investigated the mechanism by which aLB1 may cause thromboprotection
in vivo. Because surface blebs on apoptotic cells are procoagulant (8), which may
be fundamental to the pathogenesis of thrombotic events in patients with aPL (8-
10), and because major SLE aAgs are displayed at the external surface of these
blebs, where their accessibility to circulating aAbs may form the molecular basis of
their pathogenic effects (14,15), our mechanistic hypothesis was that circulating
alLB1 may block the procoagulant effect of apoptotic blebs by binding to lamin B1
displayed at the external bleb surface. This hypothesis was also warranted since
lamin B1 is an early substrate of caspase-6 during apoptosis (16,17), suggesting

that lamin B1 epitopes might be present in apoptotic blebs.
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Therefore, we evaluated whether lamin B1 is expressed in Jurkat and endothelial
cells that have undergone apoptosis. Lamin B1 cleavage products were detected in
cells induced to undergo apoptosis by either treatment with anti-Fas antibody or
staurosporine. Cleavage of lamin B1 preceded DNA fragmentation, a characteristic
feature of cells undergoing apoptosis. Confocal microscopy, using anti-lamin
antibodies and SLE patient-derived aLB1, demonstrated that lamin B1 redistributed
from the nuclear lamina to apoptotic blebs during the process of apoptosis. Finally,
we evaluated whether lamin B1 was present on the surface of apoptotic blebs,
using biotinylation of surface proteins on apoptotic cells and blebs. We found that
lamin B1 was not present on the surface of the blebs, although other aAg, such as
La, were present. Confocal microscopy confirmed that lamin B1 was buried within
apoptotic blebs and inaccessible to circulating alLB1. These results disprove our
hypothesis and suggest that a direct role for lamin B1 in mediating
thromboprotection is unlikely. The mechanism by which alLB1 confer
thromboprotection in patients with SLE remains to be elucidated. Studies are now
in progress in our laboratory to determine whether alLB1 may exert a
thromboprotective effect by interacting with soluble coagulation factors or by

modulating cells involved in coagulation.

The novel finding that lamin B1, either complete or as caspase-cleaved fragments,
was indeed present within apoptotic blebs provides insights into the mechanisms

by which a nuclear envelope protein, such as lamin B1, could become
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immunogenic. As for several other aAgs accumulated in apoptotic blebs,
processing of lamin B1 by antigen-presenting cells may give rise to aLB1 in
susceptible hosts (i.e. patients with abnormalities in the recognition, uptake,
processing and presentation of antigen, or with defects in the mechanism for
apoptotic bleb clearance) (reviewed in 11,24,25). Direct experimental evidence for
the production of aAbs following immunization with apoptotic cells has been

obtained (26-28).

Our finding that, by both biochemical and morphological criteria, lamin B1 was not
detected at the surface of apoptotic blebs is in striking contrast with the finding that
cytoplasmic aAgs targeted by anti-Ro and ANCA (10,15), and nuclear aAg La (14),
have been localized to the extemnal surface of apoptotic blebs. In the latter cases,
accessibility to circulating aAbs may explain the pathogenic effects of these aAbs.
In contrast, our findings suggest that, although apoptotic blebs may serve as an
important physiological target for some aAbs (9-13), this cannot be generalized to
all aAgs. Even in the case of the nuclear aAg La, localization of this aAg within the
cell changes from nuclear to cytoplasmic as caspase cleavage proceeds during
apoptosis (29). Hence, our data raise the question whether any aAg of strict

nuclear origin may be translocated to the external surface of apoptotic blebs.
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Table 1. Demographic characteristics of 304 adults studied.
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Number Age
(%) Mean SD
years
Normal controls (n=45)
Female 29 (64.4) 46.9 16.1
Male 16 (35.6) 46.3 14.1
SLE, NDH (n=112)
Female 105 (93.7) 37.0 14.9
Male 7 (6.3) 40.9 13.1
SLE, QEIIHSC (n=36)
Female 28 (77.8) 31.9 11
Male 8 (22.2) 40.1 9.8
SLE, MGH (n=111)
Female 105 (94.6) 43.6 13.1
Male 6 (5.4) 52.3 19.7
SLE, Cohort (n=259)
Female 238 (91.9) 37.5 3
Male 21 (8.1) 44.4 14.2
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Table 2. Frequency of thrombosis in patients with LAC : Effect of presence of

alLB1.

Odds ratio
Thrombosis | No thrombosis (95% CI) P*
Patients with both LAC 5 17
and al.B1 0.62 (0.22-1.75) | 0.47
All other patients 76 161
Patients with LAC 34 34
and absence of aLB1 3.06 (1.71-5.46) | 0.0002
All other patients 47 144

* By Fisher's 2-tailed exact test.
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Table 3. Frequency of thrombosis according to LAC and alLB1 status in 259

patients with SLE.

Thrombosis*

Frequency

Yes No of thrombosis
N N %
Presence of LAC and absence of aLB1 34 34 50
Presence of both LAC and al.B1 5 17 22.7
Absence of both LAC and aLB1 37 108 25.5
Absence of LAC and presence of aLB1 5 19 20.8

* P = 0.0004 by chi-squared test for trend.
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Table 4. Frequency of thrombosis according to LAC, aCL, anti-B.GPI and alLB1
status in 253 patients with SLE.

Thrombosis* Frequency
Yes No of thrombosis
Presence of LAC N N %
Presence of aCl/anti-3,GPI** and 15 9 62.5
absence of al B1
Presence of both aCl/anti-B,GPI and 4 7 36.4
aLB1
Absence of both aCL/anti-B,GPI and al.B1 16 24 40.0
Absence of aCl/anti-B,GPI and presence 1 10 9.1
of aLB1
Thrombosis Frequency
Yes No of thrombosis
Absence of LAC N N %
Presence of aCL/anti-B,GPI and absence 16 33 32.6
of aLB1
Presence of both aCl/anti-B,GPI and 2 6 25.0
aLB1
Absence of both aCL/anti-8,GPI and aLB1 21 73 22.3
Absence of aCL/anti-B,GPI and presence 3 13 18.8
of aLB1

* By chi-squared test for trend : P = 0.0002 for all 8 subsets, P = 0.007 for LAC-positive
subsets, P > 0.1 for LAC-negative subsets.

** aCL and/or anti-B8,GPI of 1gG and/or IgM isotypes.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Distribution of anti-lamin B1 IgG autoantibodies (aLB1) in systemic
lupus erythematosus (SLE) patients versus normal controls by ELISA using
recombinant human lamin B1. Patients were from Notre-Dame Hospital (NDH),
Queen Elizabeth II Health Sciences Centre (QEIIHSC) and Montreal General
Hospital (MGH). The cut-off point, shown by the dotted line, corresponded to 4 SD
above the mean in normal controls. Bars indicate the mean OD value in patients
positive for aLB1. By one-way analysis of variance, no significant difference was
noted between mean OD values among the SLE populations positive for aLB1
(Kruskal-Wallis statistic 0.39, P = 0.9). A highly significant difference was noted
between mean OD values among the SLE patients positive for alLB1 versus

controls (Kruskal-Wallis statistic 89.5, P < 0.0001).

Figure 2. Cleavage of lamin B1 and DNA fragmentation occur in close
synchrony during apoptosis in Jurkat cells. (a) Detection of lamin B1 fragments
in immunoblots of lysates of Jurkat cells treated for the indicated periods of time
with anti-Fas antibody (50 pg/ml) (left panel); or with staurosporine (25 pg/mi) (right
panel) with an antiserum directed against lamin B1 (GP5). Intact lamin B1 migrated
as a 67 kDa band, while apoptotic N- and C-terminal fragments migrated as 25 and

47 kDa bands, respectively. (b) Quantification of DNA fragmentation by an ELISA
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detecting BrdU-labeled DNA fragments in Jurkat cells treated for the indicated
periods of time with anti-Fas antibody (50 pg/ml) (left panel) or staurosporine (25

ng/ml) (right panel).

Figure 3. Lamin B1 is relocalized into blebs during late apoptosis in Jurkat
cells. Time course analysis of Jurkat cells treated with staurosporine (25 pug/ml) for
the indicated periods of time. The cells are shown, as visualized by phase contrast
or stained with GP5 (green) and an aLB1 positive human SLE serum (red) and

examined by confocal microscopy (scale bars = 5 pum).

Figure 4. Intact lamin B1 and its apoptotic fragments are not present at the
surface of apoptotic cells or blebs. Immunoblotting of whole lysates of non-
biotinylated apoptotic Jurkat cells (lane 1), cleaved and biotinylated lamin B1 (lane
2), purified biotinylated surface proteins from untreated cells (lane 3), apoptotic
cells (lane 4), or isolated blebs from apoptotic cells (lane 5) detected with either

GP5 (upper panel) or with a serum monospecific for La autoantigen (lower panel).

Figure 5. Lamin B1 is sequestered inside Jurkat apoptotic blebs. (a) GP5
(green) staining of a fixed Jurkat bleb examined by confocal microscopy. (b)
Horizontal optical sections of a fixed Jurkat bleb stained with GP5 (red) and

annexin V (green) and examined by confocal microscopy (scale bars = 2.5 um).
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Figure 6. Lamin B1 is sequestered inside HUVEC apoptotic blebs. Double
staining of isolated HUVEC blebs with annexin V (green) and GP5 (red) analyzed

by confocal microscopy (scale bars = 2.5 um).

Figure 7. Lamin B1 is not detected by human aLB1 at the surface of apoptotic
blebs. Double staining of isolated Jurkat blebs with annexin V (green) and purified

alLB1 (red) analyzed by confocal microscopy (scale bars = 2.5 pm).
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AnnexinV
Figure 7

Affinity-purified aLB1

Phase contrast
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Abstract

Objective. To determine whether anti-endothelial cell autoantibodies (AECA), from
systemic lupus erythematosus (SLE) patients with antiphospholipid syndrome
(APS), can be involved in the initial endothelial cell (EC) membrane perturbation
effect that is postulated to provide a target for antiphospholipid antibodies (aPL)
binding and, hence, to trigger the thrombotic cascade. To identify the AECA
antigenic target on EC and to determine the mechanism whereby EC membrane is
disrupted.

Methods. AECA from SLE were assayed for binding to EC by flow cytometry.
Positive AECA were assayed by immunoblotting and a consensus antigen was
identified by mass spectrometry. This candidate antigen was tested in recombinant
form for AECA recognition. AECA were affinity-purified on this antigen and
incubated with EC to determine their physiological effects. Anti-hsp60 titers were
determined by ELISA.The relationships between anti-hsp60 and lupus
anticoagulant antibodies (LAC) status, and thrombotic manifestations, were
analyzed between onset of disease and last followup.

Results. A majority (73%) of SLE sera tested possessed IgGs that bound to the
surface of EC. These positive 1gGs shared reactivity against a 60 kDa EC surface

polypeptide, that was identified as human heat shock protein 60 (hsp60). The
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presence of hsp60 at the EC surface was established using anti-hsp60 antibodies
from commercial sources or affinity-purified from SLE sera that bound EC.
Incubation of EC with these anti-hsp60 antibodies induced apoptosis as
determined by Hoechst staining of condensed nuclei, and annexin V binding to
surface phosphatidylserine (PS), in a time- and dose-dependent manner. Anti-
hsp60 antibodies were not restricted to SLE patients and were found in other
patients with autoimmune disease. However, anti-hsp60 antibodies were
significantly associated with an increased frequency of thrombosis, when found in
combination with LAC in SLE patients. Conclusion. The presence of hsp60 at the
surface of EC serves as a target for anti-hsp60 antibodies present in SLE sera.
These anti-hsp60 antibodies bind to EC and induce apoptosis, particularly PS
exposure, thus providing a target for the binding of aPL and inducing the

subsequent thrombotic cascade.
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Introduction

The antiphospholipid syndrome (APS) is defined by recurrent thrombotic events
and pregnancy morbidity in association with the presence of antiphospholipid
autoantibodies (aPL) (1). The predominant autoimmune disease associated with
secondary APS is systemic lupus erythematosus (SLE). Although aPL are strong
predictors for thrombosis, half of the patients expressing aPL may not develop
thrombotic manifestations (2). This suggests that the mere presence of aPL is

insufficient to generate thrombosis.

Several pathogenic mechanisms have been proposed for the occurrence of
thrombotic manifestations in APS. Most of these involve binding of aPL to the
surface of cells that play a role in the coagulation cascade such as endothelial cells
(EC) (2). For instance, the binding of aPL to cells that express anionic
phospholipids at their external surfaces, an event that is best known to occur
during apoptosis (3), is very well supported experimentally. However, this
molecular scenario would imply the occurrence of a first event that would induce
cell apoptosis, which would subsequently provide a target for aPL binding, the

second event, and thus trigger the thrombotic cascade.
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Antibodies that react with EC surfaces, known as anti-endothelial cell
autoantibodies (AECA), have been detected under clinical conditions associated
with systemic vascular involvement such as SLE and primary APS (4,5). In some
instances, AECA have been shown to be capable of inducing EC activation (6,7,8)
or apoptosis (9,10). However, the endothelial antigen(s) targeted by AECA have
generally not been identified.

Here, we show that AECA present in SLE sera specifically recognized hsp60 and
that binding of hsp60-reactive AECA to hsp60 on the surface of EC induced
apoptosis. Moreover, although they are not specific to SLE, anti-hsp60 antibodies
were found to be significantly associated with an increased frequency of
thrombosis when combined with lupus anticoagulant antibodies (LAC) in SLE
patients. We propose that induction of apoptosis by hsp60-reactive AECA is the
first event in the thrombotic cascade. Induction of EC apoptosis generates a
membrane perturbation, which initiates the recruitment of coagulation factors and

pathogenic aPL at the EC surface, ultimately leading to thrombosis.
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Materials and Methods

SLE sera, control sera and IgG purification

Coded serum samples were obtained from 111 consecutive adult SLE patients at
the time of first evaluation at the Lupus Clinic of Notre-Dame Hospital. All patients
fulfilled at least 4 American College of Rheumatology SLE criteria (11). The clinical
and laboratory features of this SLE cohort were described in detail (12). Sera were
also obtained from 45 healthy adult controls, and disease controls (see Fig. 7), as
described (12). Serum samples were stored at — 80°C. For IgG purification, sera
from 30 consecutive SLE patients were selected on the basis of their thrombosis
and LAC status (presence or absence thereof), and sera from 10 healthy donors
were randomly selected and used as controls for the SLE sera. IgG were purified
using the NAb Protein G spin Chomatography kit (Pierce, Rockford, lllinois). This

study was approved by the Institutional Review Board.

Cell culture and flow cytometry

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) (Clonetics, Walskerville,
Maryland) were grown in EGM 2MV medium (Clonetics) in 5% CO. at 37°C. Cells
were used at confluence and at not more than the fourth passage. Cells were
washed 3 times with PBS, detached by a 3 min incubation in PBS containing 13

mM EDTA, and washed in PBS. For AECA detection, cells were blocked 30 min
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with goat IgG (30 png/ml; Sigma, St-Louis, Missouri), incubated 30 min with purified
human IgG, followed by a 30 min incubation with FITC-conjugated anti-human IgG
(Fc fragment; Jackson Immunoresearch, Baltimore, Maryland). Hsp60 surface
expression was detected by a 30 min incubation of the cells with a mouse anti-
hsp60 serum (SPA-806; Stressgen, Victoria, British Columbia, Canada) followed
by a 30 min incubation with FITC-conjugated anti-mouse 1gG (Jackson). Binding of
anti-hsp60 antibodies affinity-purified from SLE sera (see below) was detected by a
30 min incubation of the cells with 190 ng of anti-hsp60 or IgG isolated from a
control serum, followed by second antibody as above. In order to discriminate
between necrotic and permeable cells, propidium iodide (Pl; Sigma) was added at
2 pg/ml, 5 min prior to flow cytometry. Labeled cells were analyzed using a
FACScan cytometer and Cell Quest software (BD Bioscience, San Diego,

California).

Preparation of HUVEC lysates and biotinylation of cell surface proteins

HUVEC were washed 3 times with PBS and lysed by adding boiling buffer (10 mM
Tris pH 7.4, 1 mM sodium orthovanadate, 1% SDS) directly to the cell dish. Lysates
were sonicated and stored at —20°C. HUVEC cell surface proteins were purified
using a biotinylation technique as described (13). Quantification of protein was

performed on nitrocellulose as described (14).
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SDS-PAGE and immunoblotting

Proteins, quantitated with the Micro BCA Protein Assay kit (Pierce), were
separated on 8% polyacrylamide gels and stained with Coomassie blue (15).
Immunoblots were prepared as described (13) and exposed to control or SLE
serum; murine monoclonal IgG1 control antibody (29J3-119, kindly provided by Dr.
Joyce Rauch) or anti-hsp60 (SPA-805; Stressgen); normal rabbit or anti-hsp60

(SPA-806; Stressgen) serum. Revelation was as described (13).

Mass spectrometry analysis of proteins

Membrane proteins from HUVEC were purified using the MEM-PER Kit (Pierce).
Membrane proteins (45 pg) were separated by SDS-PAGE and the band
corresponding to p60 was identified by Coomassie blue staining. The p60 band
was cut out from the gel and analyzed by the Eastern Quebec Proteomics Center
(Quebec City, Quebec, Canada). Briefly, tryptic digestion was performed on the
acrylamide gel band and tryptic peptides were analyzed by mass spectrometry. A
database search was performed to identify candidate polypeptides with the same

characteristics as the p60 sample.
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Affinity purification of human anti-hsp60

Pure recombinant human hsp60 (75 pg; Stressgen) was dried onto a 1 cm?
nitrocellulose membrane. Incubation with sera, elution, renaturation and
concentration of affinity-purified anti-hsp60 were exactly as described (13). The
monospecificity of each sample for hsp60 was assayed by immunoblotting on
HUVEC lysates. Purification of the control sera and vehicle control were performed

on membrane without antigen.

Treatment of HUVEC with anti-hsp60 and detection of apoptosis

HUVEC were grown to confluence in 6 well culture dishes and washed twice with
complete culture medium. Cells were incubated at 37°C, 5% CO; with antibodies
(see Fig. legends) or equivalent vehicle control in 500 pl of complete culture
medium. Where specified, affinity-purified anti-hsp60 were preincubated with
hsp60 for 2 h at room temperature, or incubated with Polymyxin-B (Sigma)
according to manufacturer's instructions. As positive controls, apoptosis was
induced by serum deprivation for 24h, and necrosis by incubation at 65°C for 25
min. After treatment, cells were either stained with Hoechst/P1 (16) or annexin V to
detect apoptotic cells. Cells were directly analyzed with a DM IRB-HC-FLUO
fluorescence microscope (Leica, Richmond Hill, Ontario, Canada). For each
treatment condition, 3 fields per well and 3 wells per experiment were examined,

and results expressed as a percentage of apoptotic over total cells.
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Phosphatidylserine exposure was detected by a 30 min incubation of the cells with

FITC- labeled annexin V (BD).

ELISA for anti-hsp60 in SLE and control sera

The ELISA was performed as described (12) except for the following changes.
Plates were coated with 500 ng per well of hsp60 (Stressgen). All sera were tested
at a dilution of 1/100, and anti-human IgG conjugate was at 1/2500, all in blocking
buffer. For each serum, the OD values of control wells (no antigen) were
subtracted from the OD values obtained on the antigen-coated wells. The OD
values of the control wells were low in all cases. Results shown are the means of

duplicate values for each serum.

Thrombosis

A case-control design was used to compare the IgG anti-hsp60 status in SLE
patients with and without thrombosis. Arterial and venous thrombotic events were
identified as described (12, 13). One or more of these events had occurred in 37
patients. Patients with and without thrombosis were further subdivided according to

the presence of LAC (12, 13), determined on plasma obtained at first visit.
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Statistical analysis

ANOVA was performed to test for significant differences between means of
apoptotic or annexin V positive cells. The homogeneity of variance was verified
with the Levene’s test and the data fit to normal distribution. Tukey's Honest
Significant Difference test was used and P values less or equal to 0.05 were
considered statistically significant (Statistica 5.0, StatSof Inc., Tulsa, Oklahoma).
Mean and median values of anti-hsp60 ELISA results were compared by a
Kryskall-Wallis followed by a Dunn’s test with InStat software (Graph Pad
Software, San Diego, California). The relationship between anti-hsp60 and
thrombosis in SLE patients was analyzed using 2X2 contingency tables and chi-
square analysis with InStat software. The relationship between anti-hsp60,
thrombosis and LAC was analyzed using 2X4 contingency tables and the Fisher's
exact test (EXACT2XK, Computer programs for epidemiologic analysis, P.M.

Gahlinger & J.H. Abramson, 1994).
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Results

IgG from SLE sera bind to the surface of HUVEC

The presence of AECA in SLE sera was assayed by flow cytometry. IgG purified
from a representative SLE serum bound to the surface of intact (Pl-negative)
HUVEC (Fig. 1, bottom panel), with a 13-fold greater percentage (82.25%) of IgG-
positive cells than that observed in the presence of IgG purified from a healthy
donor's serum (6.0%) (Fig. 1, middle panel). The control IgG showed little binding
compared to cells stained with second antibody alone (Fig. 1, top panel). AECA
were present in 22 of 30 SLE sera (73%) and in none (0%) of 10 control sera,
selected as described under Materials and Methods, (data not shown). These

results demonstrate the presence of AECA in SLE sera.

AECA positive sera recognize a 60 kD endothelial surface protein

To identify the antigenic target of AECA in SLE sera, surface proteins of HUVEC
were biotinylated with a cell-impermeable reagent, purified and analyzed by
immunoblotting with SLE and control sera. Figure 2 shows that representative
AECA positive SLE sera (#1-4) shared reactivity against a 60 kD surface protein,
hereafter called p60, whereas an AECA negative serum (#5) or a control serum (C)
did not react against p60. All 22 AECA positive sera reacted with varying intensities

with p60 (data not shown), whereas none of the AECA negative SLE or control
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sera reacted with this protein (Figure 3). These results suggest that p60 is the

antigenic target for AECA from SLE sera.

AECA positive sera react with human hsp60

In order to identify p60, the antigen targeted by AECA positive SLE sera, the
polyacrylamide gel band corresponding to the position of the reactive EC surface
antigen was excised, subjected to tryptic digestion, and analyzed by mass
spectrometry. The candidate with the highest percentage of peptide coverage was
human hsp60. To confirm that human hsp60 was the relevant antigen,
immunoblots were performed in parallel on HUVEC lysates and pure recombinant
human hsp60. Figure 3 shows that AECA positive SLE sera, anti-hsp60 antibodies
affinity-purified from AECA positive SLE sera, and commercially available anti-
hsp60 antibodies all reacted with both p60 in HUVEC lysates and pure hsp60,
whereas control serum, AECA negative SLE sera and control human IgG did not
recognize these proteins. These findings demonstrate that AECA positive SLE sera
contain antibodies directed against hsp60 and that these antibodies recognize p60

in HUVEC lysates.

Hsp60 is present at the surface of HUVEC
Although hsp60 is generally considered an intracellular chaperone polypeptide,

HUVEC in cuiture have been shown to express hsp60 at their surface (17). This is
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attributable to a basal level of stress due to the in vitro culture conditions.
Expression of surface hsp60 in our HUVEC cultures was confirmed on non-
permeabilized (Pl-negative) cells by flow cytometry, using a commercially available
anti-hsp60 serum. Surface-stained cells increased from 5.17% with control serum
to 77.2% with anti-hsp60 serum (Fig. 4a, lower right quadrants), thus confirming
the presence of hsp60 at the HUVEC surface. Intracellularly-stained cells
increased in parallel from 3.94% to 8.55% (Fig. 4a, upper right quadrants),
probably due to penetration of antibodies and their binding to cytoplasmic hsp60.
Anti-hsp60 antibodies were affinity-purified from 7 SLE sera that displayed the
strongest reactivities against hsp60 on blots. These affinity-purified anti-hsp60
IgGs bound to non-permeabilized (Pl-negative) cells, i.e. the HUVEC surface, with
a representative sample showing 45% positive cells over control human IgG with
3.46% positive cells (Fig. 4b, lower right quadrants). These results confirm that

SLE sera contain hsp60-reactive AECA that can bind to hsp60 on the EC surface.

Anti-hsp60 affinity-purified from SLE sera induce HUVEC apoptosis

HUVEC were incubated with anti-hsp60 affinity-purified from SLE sera, to study
their cellular effects. Our first experiments were conducted using cell staining with
Hoechst/Pl, to allow clear discrimination between normal, apoptotic and necrotic
cells (16, 18). As shown in Fig. 5a, normal cells exclude Pl and their nuclei are

stained blue with Hoechst. Early apoptotic cells also exclude PI, but their nuclei
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show an intense pycnotic blue-white fluorescence (arrows in Fig. 5a) due to
chromatin condensation. Finally, necrotic cells stain red with P, indicating loss of
membrane integrity, with Hoechst-stained nuclei similar to those of normal cells.
SLE anti-hsp60 antibodies were able to induce apoptosis, starting at 2h after
treatment, in a time and dose-dependent manner (Fig. 5b). The percentage of
apoptotic cells increased from 10 to 30% between 2 and 24 h. In contrast, control

human IgG did not induce apoptosis under these conditions (data not shown).

To confirm this observation, we evaluated HUVEC for phosphatidylserine
exposure, a well described and early marker of apoptosis (19), by staining cells
with annexin V, an anionic phospholipid binding protein. Since annexin V will also
bind to necrotic cells, as a result of the loss of membrane integrity, early apoptotic
cells have to be differentiated from necrotic cells using Pl staining. As shown in
Fig. 6a, there is a striking increase in annexin V positive/ Pl negative cells in the
anti-hsp60 treated sample versus the untreated one (6.04 to 26.49%, respectively).
Cells eventually become permeable during late apoptosis which can explain the
increase in double positive cells (10.72 to 42.36%). Nevertheless, we have
considered only annexin V positive / Pl negative cells to quantitate apoptosis in
Fig. 6b, thus probably underestimating the number of apoptotic cells induced by

anti-hsp60 treatment. Annexin V positive cells increased strikingly from 10 to ~35%
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after treatment with 100 ng/ml (P = 0.0024) or 200 ng/mi (P = 0.0017) of anti-hsp60

antibodies in a dose-dependent manner (Fig. 6b).

In order to confirm that apoptosis was due to SLE anti-hsp60, HUVEC were treated
with 100 ng/ml of 1gG from 4 AECA negative SLE sera for 24 h, a representative
example of which is shown in Fig. 6¢ (bottom left panel). Very few, if any, annexin
V positive cells were detected in comparison with SLE anti-hsp60 treated cells (Fig.
6c, upper left panel). Prior treatment of SLE anti-hsp60 with Polymyxin-B did not
diminish their ability to induce apoptosis (Fig. 6¢, compare upper right and left
panels), thereby eliminating the possibility that apoptosis was caused by
contaminating endotoxins. Finally, preincubation of affinity-purified anti-hsp60 with
50 pg of hsp60 abolished the induction of apoptosis (Fig. 6c, lower right panel),
demonstrating the antigen specificity of the induction. A dose-dependent inhibition
by hsp60 on the induction of apoptosis by SLE anti-hsp60 is shown in Figure 6d.
Together, these results confirm that binding of SLE anti-hsp60 antibodies induces

apoptosis in HUVEC, including anionic phospholipid externalization.
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Frequency of anti-hsp60 in SLE patients, normal and disease controls

To further explore the distribution of anti-hsp60 in patients with SLE and other
autoimmune diseases, we determined by ELISA the titers of anti-hsp60 IgG in sera
from SLE patients, normal individuals and disease controls (Fig. 7). Only the SSc
cohort showed a significant difference (P< 0.05) from the normal population by
Dunn'’s test. The interquartile range in normal controls was 0.045 to 0.669 and the
latter OD value, corresponding to the 75" percentile, was used to define the cut-off
for high titers of 1gG anti-hsp60 (19). Using this cut-off value for positivity, high
titers of anti-hsp60 were found in 26.1% (n=29/111) of SLE patients and 26.6%
(n=12/45) of normal controls. Thus, the frequency and titers of IgG anti-hsp60

were similar in SLE patients and normal controls.

Anti-hsp60 and thrombosis in SLE patients

We also examined the relationship between IgG anti-hsp60 and thrombosis in SLE
patients. By chi-square analysis, the frequency of thrombosis was not significantly
greater in patients with high titers versus low titers of IgG anti-hsp60 at diagnosis
(Table 1a). To evaluate the potential combined effect of anti-hsp60 and aPL
antibodies, the rela.tionship between thrombosis, LAC and anti-hsp60 was
analyzed by Fisher's exact test. Occurrence of thrombosis during followup was

significantly more frequent in patients with both high titers of IgG anti-hsp60 and
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LAC at first visit than in other patients (Table 1b). In contrast, patients with anti-
hsp60, but no LAC, had a similar rate of thrombosis as patients with no anti-hsp60.
Thus, using SLE serum samples obtained at first visit, a relationship was apparent
between a high titer of anti-hsp60 IgG, LAC and occurrence of thrombosis during

followup.
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Discussion

The presence of AECA has been correlated with vascular complications in several
autoimmune diseases (reviewed in 4,5). Furthermore, there is growing evidence
showing that these autoantibodies have profound effects on EC physiology such as
apoptosis (6-8) or activation (9, 10). It is therefore important to define the target
antigen(s) recognized by AECA positive SLE sera. We found that all SLE sera with
AECA shared reactivity against a 60 kD HUVEC surface polypeptide, which was
identified as hsp60 by mass spectrometry. Reactivity of SLE with both pure hsp60
and hsp60 in HUVEC lysates was confirmed by immunoblotting. There is ample
evidence that hsp60 is expressed on the surface of stressed cells, a phenomenon
that has been observed in vitro as well as in vivo (17, 20, 21). The presence of
hsp60 on the surface of our HUVEC was confirmed by flow cytometry with
monospecific anti-hsp60 antibodies, and also with affinity-purified SLE anti-hsp60.
Thus, SLE anti-hsp60 have the capacity to bind to HUVEC surfaces. This study is

the first to identify hsp60 as an antigenic target for AECA.

The next step was to determine the effects of anti-hsp60 binding on EC physiology.
We found that incubation of HUVEC, from 2 to 24 h, with affinity-purified SLE anti-
hsp60 induced apoptosis. Induction of apoptosis resulted both in

phosphatidylserine exposure and chromatin condensation, and was caused by
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SLE, but not control IgG. Although AECA induction of EC apoptosis has been
reported for antibodies from patients with SSc (9, 10), this is the first study to show
an apoptotic effect for AECA from SLE sera. EC apoptosis can have a major
impact in vivo due to consequences on a complex array of interdependent events
(reviewed in 22), such as IL-1 release (23,24), superoxide production (25), and
expression of procoagulant properties (26). Moreover, apoptosis induces a cell
membrane perturbation that is responsible for the recruitment of aPL at the cell
surface. Indeed, aPL bind to apoptotic cells (3) which expose anionic phospholipids
on their cell surface. Therefore, EC apoptosis induced by anti-hsp60 binding could
be the initial event (i.e. the “first hit”) leading to aPL binding (the “second hit”),
which would then trigger the thrombotic cascade characteristic of APS. This
hypothesis is supported by our finding that the association of anti-hsp60 and LAC
at the first visit significantly predicted an increased frequency of thrombosis during
followup of these patients. However, occurrence of thrombosis in APS is
characteristically unpredictable. The precise physiopathologic threshold required

for anti-hsp60 to lead to thrombosis in vivo remains to be determined.

Our data show that anti-hsp60 IgG are not specific to APS or SLE. This is not
surprising, given that hsps are highly conserved proteins (27). Indeed, common
microbial pathogens can induce the development of anti-bacterial hsp65

antibodies, which may cross-react with the homologous human hsp60 expressed
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on ECs (28). Furthermore, elevated levels of anti-hsp60 have been reported in
coronary heart disease, myocardial infarction, stroke, hypertension and restenosis
after angioplasty (reviewed in 29), suggesting that anti-hsp60 may be a risk factor
for atherosclerosis in general. However, the molecular mechanism for the
pathogenic role of anti-hsp60 in these events is still unknown. Importantly, there is
a substantial increase in coronary heart disease and stroke in SLE patients that is
not fully accounted for by traditional Framingham risk factors for atherosclerosis
(30). Furthermore, it has been suggested that EC apoptosis could be implicated in
a large proportion of cardiovascular diseases overall (22), including APS. It is
tempting to speculate that diseases implicating perturbed EC function could share
a common physiopathological pathway, which would start with infection, be
followed by anti-hsp60 production, and eventually lead to EC apoptosis, thus

providing one of the missing links between infection and autoimmunity.

In summary, this is the first study demonstrating that AECA from SLE sera can
bind hsp60 at the EC surface and that this binding induces apoptosis. These
findings may define a novel paradigm for the role of AECA in the pathophysiology

of APS and the role of anti-hsp60 in EC injury.
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Figure legends

Figurel. IgG from SLE sera bind to the surface of HUVEC. Flow cytometry
analysis of the binding of 1gG (400 ng/ml) purified from representative control and

SLE sera on intact HUVEC stained with propidium iodide (Pl) vital dye.

Figure 2. AECA positive sera recognize a 60kD endothelial surface protein.
Immunoblots of surface proteins (45 ng) detected with 4 AECA positive SLE sera
(lanes1-4), an AECA negative SLE serum (lane 5) and a control serum (lane 6).

Total (25 ng; T) and surface (L) proteins were stained with Coomassie blue.

Figure 3. Affinity-purified SLE anti-hsp60 recognize hsp60 in HUVEC lysates
and pure hsp60. Immunoblots of HUVEC lysates (45 pg) and hsp60 (100 ng)
detected with control serum, AECA negative or positive SLE serum, murine
monoclonal IgG1 control or anti-hsp60, human IgG control, affinity-purified SLE

anti-hsp60, normal rabbit serum or anti-hsp60.

Figure 4. Affinity-purified SLE anti-hsp60 recognize hsp60 exposed at the
HUVEC surface. Flow cytometry of the binding of rabbit anti-hsp60 (bottom left

panel) or SLE anti-hsp60 (bottom right panel), compared to controls (rabbit serum
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and human IgG control, upper panels, respectively) on HUVEC stained with Pl vital

dye.

Figure 5. SLE anti-hsp60 induce apoptosis in a time and dose dependent
manner. a) Representative examples of Hoechst/Pl staining of untreated,
apoptotic and necrotic positive controls, and SLE anti-hsp60 treated HUVEC, with
arrows pointing to apoptotic cells. b) Apoptotic HUVEC were detected with
Hoechst/Pl staining after treatment with affinity-purified SLE anti-hsp60 for the
indicated times. Bars show percent (%) apoptosis at 20 ng/ml (empty bars) or 200
ng/ml (filled bars) IgG at each time point, with the corresponding vehicle data
substracted from each result. For each result, a P value was computed against

untreated cells (* P <£0.05, ** P £0.01, *** P £0.001). (Error bars = SD).

Figure 6. SLE anti-hsp60 induce phosphatidylserine exposure at the HUVEC
surface. a) Detection of annexin V binding by flow cytometry on HUVEC treated
for 16 h with 0-200 ng/ml of affinity-purified SLE anti-hsp60. b) Percentage of
annexin V positive cells after treatment with varying concentrations of affinity-
purified anti-hsp60. Results are representative of 3 independent experiments.
(Error bars = SD). c¢) Detection of annexin V binding by flow cytometry on HUVEC
treated during 24 h with 100 ng/ml of affinity-purified SLE anti-hsp60, polymyxin-B

treated anti-hsp60, IgG from AECA negative SLE serum, affinity-purified SLE anti-
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hsp60 preincubated with 50 pg of hsp60. d) Percentage of annexin V positive cells
after treatment with affinity-purified SLE anti-hsp60 preincubated with varying

amounts of hsp60.

Figure 7. Distribution of anti-hsp60 in SLE patients versus normal and
disease controls by ELISA using hsp60. The median is indicated by bars. The
dotted line indicates the cut-off value for high titers of IgG anti-hsp60 and
corresponds to the 75" percentile (OD=0.669) of the normal group. Disease
controls included systemic sclerosis (SSc), rheumatoid arthritis (RA), autoimmune

hepatitis (AH), osteoarthritis (OA), and ankylosing spondylitis (AS).
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Table 1. Frequency of thrombosis according to the presence of (a) anti-hsp60
alone or (b) anti-hsp60 in combination with LAC in 111 SLE patients*

a Thrombosis™* (n) Frequency of
Yes No thrombosis (%)
Anti-hsp60 + 10 14 41.6
Anti-hsp60 - 27 60 31
b Thrombosis*** (n) Frequency of
Yes No thrombosis (%)
Anti-hsp60 +, LAC+ 4 1 80
Anti-hsp60 -, LAC+ 11 12 47.8
Anti-hsp60 +, LAC- 6 13 31.6
Anti-hsp60 -, LAC- 16 48 25

*LAC-= lupus anticoagulant antibodies; SLE= systemic lupus erythematosus
**P=0.4632 by chi-square test for independence
***P=0.028 by Fisher's exact test
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Cette thése avait pour buts : I'étude des auto-anticorps antilamine B1 (aLB1) et
anti-cellules endothéliales (AACE), de leur implication dans les mécanismes
thrombogénes chez les patients atteints du LED et de Fidentification de marqueurs
pouvant faciliter le pronostic. Cette discussion met en perspective les résultats de
ces études et propose quelques hypotheses pathophysiologiques. L'étude portant

sur les al.B1 sera analysée avant celle s’intéressant aux AACE.

1. L’étude des antilamine B1

Nous avons démontré I'association entre la présence des alLB1 chez les patients
souffrant du LED et la protection contre la thrombose ou thromboprotection, dans
une grande étude multicentrique. Cette approche a permis de démontrer que le
rle protecteur des alLB1 est lié a la présence de LAC. En effet, la présence des
alLB1, a la premiére évaluation du patient, élimine le risque prothrombotique élevé
qui est associé aux LAC. Jusqu’a maintenant l'auto-anticorps aLB1 est le seul

marqueur associé a un meilleur pronostic pour les patients souffrant du LED.

Pour expliquer le mécanisme thromboprotecteur associé aux aLB1, nous avons
émis l'hypothése que les alB1 bloquent l'effet procoagulant des blebs

apoptotiques en se liant a la lamine B1 exposée a leur surface externe.
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Cependant, nous avons découvert que l'antigéne lamine B1 est séquestré a

l'intérieur des blebs et n'est pas accessible aux alLB1 circulants.

1.1 Auto-immunité protectrice

A notre connaissance, il n’existe aucun autre exemple d’auto-anticorps associé a
une protection contre la thrombose. Cependant, certains auto-anticorps associés a
des rdles protecteurs ont été regroupés sous le théme de Pauto-immunité

protectrice, dont voici deux exemples.

1.1.1 La neuroprotection par les auto-anticorps

Dans un modele de blessure du nerf optique chez le rat, accompagnée de
contusions a la colonne vertébrale, il a été observé qu'une réponse immunitaire
controlée et bénéfique ralentissait la propagation du dommage post-traumatique.
Cette réponse immunitaire médiée par les cellules T était dirigée contre des
protéines du systéme nerveux central ou des peptides dérivés de ces protéines
(Schwartz et al.,2000). Les auto-anticorps produits lors de cette réponse auto-
immune étaient associés a un effet protecteur sur les neurones du systéme
nerveux central (Moalem et al., 1999). Cependant, cette réponse est trop faible

pour étre efficace. La stimulation de cette réponse auto-immune chez les patients
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ayant subi un traumatisme au niveau du systeme nerveux central serait une voie

thérapeutique a envisager (Schwartz et al., 2001 ; Hauben et al., 2003).

1.1.2 La protection contre les parasites par les auto-anticorps

La protection contre les parasites ne serait pas possible sans la costimulation
d’une réponse immunitaire dirigée contre les érythrocytes ou ‘erythrocyte binding
proteins’ (Daniel-Ribeiro et al., 2000). Le développement intra-érythrocytaire de
Plasmodium donnerait lieu a I'altération de la membrane des globules rouges ou a
la liaison de nouvelles protéines a leur surface. L'expression de néo-antigénes qui
en résulterait menerait au bris de la tolérance et a la production d’auto-anticorps
anti-érythrocytes. Ces auto-anticorps détruiraient les érythrocytes parasités ou
bloqueraient leur adhésion aux cellules endothéliales, diminuant ainsi les chances

de propagation du parasite.

A ce jour, la réaction auto-immune dirigée contre la lamine B1 est la seule a étre
associée a la thromboprotection mais elle fait partie de la famille grandissante des

réactions auto-immunes protectrices.
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1.2 La lamine B1 séquestrée a lintérieur des blebs

apoptotiques :un phénomeéne universel

Notre hypothése selon laquelle les aLB1 bloqueraient l'effet procoagulant des
blebs apoptotiques en se liant a la lamine B1 exposée a leur surface externe n'a
pas été confirmée. En effet, en utilisant des criteres biochimiques et
morphologiques, nous avons montré que la lamine B1, contrairement a la plupart
des auto-antigénes étudiés comme SSA/Ro et SSB/La, n'est pas présente a la
surface des blebs apoptotiques mais reste enfouie a l'intérieur des blebs. Ainsi,

I'antigeéne lamine B1 n’est pas disponible pour les aLB1 circulants.

La redistribution apoptotique de la lamine B1 a été étudiée dans deux types
cellulaires : les cellules lymphocytaires Jurkat et les cellules endothéliales HUVEC.
Les cellules Jurkat ont été employées car elles constituent le modéle cellulaire
classique pour les études de I'apoptose. Les cellules endothéliales, quant a elles,
ont été utilisées pour leur pertinence biologique, puisque elles jouent un role de
premier plan dans les mécanismes thrombotiques. Dans ces deux types
cellulaires, nous avons démontré que la lamine B1 était redistribuée dans les blebs

apoptotiques mais qu’elle était séquestrée a l'intérieur de ces structures.
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Nous avons aussi étudié l'effet des deux grandes voies apoptotiques sur la
localisation de la lamine B1 en apoptose. Ainsi, les Jurkat et les HUVEC ont été
induites en apoptose a l'aide d'un anticorps anti-Fas déclenchant la voie des
récepteurs de mort cellulaire ou avec la staurosporine, un inhibiteur de la protéine
kinase C, qui déclenche la voie apoptotique mitochondriale. Nous avons montré
que, peu importe la voie apoptotique, la redistribution de la lamine B1 était la

méme.

Il est d'intérét de souligner que récemment, dans un commentaire sur notre article
(Clancy et al., 2003), I'équipe de Clancy et Buyon a confirmé notre découverte en
Pappliquant & un autre type cellulaire, les cardiomyocytes impliqués dans le bloc
cardiaque congénital. En outre, dans ce modele, I'apoptose a été déclenchée par
deux autres inducteurs : la 2,3-dimethoxy-1, 4-naphthoquinone et le poly-(2-
hydroyéthylméthacylate). Dans les deux cas, la localisation apoptotique de la

lamine B1 a l'intérieur des blebs a donc été confirmée.

Tous ces résultats suggerent que la redistribution apoptotique de la lamine B1 est
un phénomeéne universel et indépendant de la voie apoptotique déclenchée et du

type cellulaire étudié.
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1.3 Les implications de la non-accessibilité de la lamine B1

Nous avions émis I'hypothése que les aLB1 bloquaient I'effet procoagulant des
blebs en se liant & leur surface. Cette hypothése impliquait que la lamine B1,
comme plusieurs auto-antigénes, doit étre exprimée a la surface de ces structures
apoptotiques. Or, nous avons démontré que la lamine B1 était séquestrée a
lintérieur des blebs et donc inaccessible pour les alLB1 circulants. Puisque ces
résultats ne confirment pas notre hypothése de départ, ils fournissent des

informations trés intéressantes.

Les blebs apoptotiques sont une cible importante pour plusieurs auto-anticorps.
Etudions par exemple le cas des auto-anticorps anti-SSA/Ro et anti-SSB/La qui
sont associés au bloc cardiaque congénital. |l a été montré que les auto-antigénes
SSA/Ro et SSB/La étaient exprimés a la surface des cardiomyocytes apoptotiques
et que les auto-anticorps correspondants pouvaient lier la surface de leurs blebs
apoptotiques (Miranda-Carus et al., 2000). De plus, la liaison des anticorps anti-
SSA/Ro et SSB/La résultait en une opsonisation médiant le déclenchement d’'une
réaction inflammatoire, un phénoméne important dans la pathogénése du bloc
cardiaque congénital. Ceci est un exemple convaincant de [importance

pathogénique de I'expression de surface des auto-antigénes.
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Dans le cas de la lamine B1, par contre, nous pouvons penser que I'élimination
physiologique des cellules apoptotiques se produit sans conséquence
inflammatoire en présence des alB1 circulants, puisque lantigéne est
inaccessible. Si le trafic intracellulaire des antigénes durant 'apoptose différe d'un
antigene a lautre, cela peut aider a expliquer la spécificité d’'un anticorps par
rapport a un autre dans une pathologie donnée. Ainsi, la localisation des auto-
antigénes au niveau apoptotique est cruciale et peut donner des indices importants

sur I'implication de certains anticorps dans les processus pathogéniques.

1.4 Prédictibilité de la localisation apoptotique des auto-antigénes

Ces résultats soulévent I'importante question de la prédictibilité de I'expression
d'auto-antigénes a la surface versus lintérieur des blebs. Autrement dit, pourquoi
certains auto-antigénes sont-ils exprimés a la surface et d’autres pas? |l est
possible que la localisation originale des auto-antigénes dans les cellules non-

apoptotiques puisse nous fournir des éléments de réponse.

En effet, les auto-antigenes comme SSA/Ro et l'actine (Hansen et al., 2001) qui
sont redistribués a la surface externe des blebs sont d’origine cytoplasmique. En
outre, l'antigene SSB/La, aussi exprimé a la surface des blebs, posséde une
localisation nucléaire prédominante dans les cellules viables. Cependant, il fait

aussi la navette entre le noyau et le cytoplasme, jouant un réle dans la biogenése
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de I'ARN polymérase Il (Prujin et al., 1997). Il a aussi été montré, par
immunofluorescence, que SSB/La est exprimée de fagon majoritaire mais non-
exclusive dans le noyau des cellules non-apoptotiques (Miranda-Carus et
al.,1998). Le peptide signal de SSB/La, qui lui permet de se réintroduire dans le
noyau, est clivé durant I'apoptose précoce, causant 'accumulation de SSB/La
dans le cytoplasme (Ayukawa et al., 2000). Donc, SSB/La est un auto-antigéne
d'origine nucléaire non-exclusive qui s’accumule dans le cytoplasme des cellules

apoptotiques.

Par contre, la lamine B1 est une composante majeure de la lamina nucléaire qui
est ancrée a la membrane nucléaire interne (Gruenbaum et al., 2000). Dans les
cellules non-apoptotiques, la lamine B1 est exclusivement nucléaire, contrairement
aux autres auto-antigénes mentionnés précédemment. Durant la mitose, le réseau
de filaments de la lamine est désassemblé puis ré-assemblé et la lamine B1 reste
associée avec des portions de la membrane nucléaire interne durant tout ce
processus (Gerace et al., 1988). Durant 'apoptose, la lamine B1 est clivée par la
caspase-6 tout en restant accrochée a la membrane nucléaire (Buendia et al.
,1999). En immunofluorescence, nous observons que la lamine B1 est colocalisée
avec une structure ressemblant a la membrane nucléaire et ce, méme en apoptose
tardive, dans les blebs s'étant détachés de la cellule. Il est donc possible que, lors

du bourgeonnement des blebs, des morceaux de lamina ancrés a des portions de
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membrane interne soient engouffrés dans les blebs en formation et se
recircularisent lors du détachement final de la cellule originale. A la lumiére de ces
résultats, il est intéressant de souligner que le seul auto-antigéne a étre séquestré

a l'intérieur des blebs est aussi le seul a étre d’origine exclusivement nucléaire.

Nous émettons donc I'hypothése que les auto-antigénes solubles, dont la
localisation originale est cytoplasmique ou non-exclusivement nucléaire, ont le
potentiel d'étre relocalisés a la surface des blebs apoptotiques. Donc, ces auto-
antigénes sont potentiellement accessibles pour la liaison avec leurs auto-
anticorps circulants correspondants. Cette interaction pourrait vraissemblablement
contribuer a la pathogénése associée a auto-anticorps. Cependant, il est
maintenant clair que ce mécanisme n’est pas universel et ne s’applique pas dans
le cas des auto-antigénes insolubles d’ origine nucléaire stricte, comme la lamine

Bi.

1.5 Les antilamine B1 : un épiphénoméne?

A 'heure actuelle, nous ne savons pas si les aLB1 sont directement responsables
de la thromboprotection auxquels ils sont associés. Il est possible que les aLB1 ne
soient pas responsables de la thromboprotection mais seulement associés a une
variable thromboprotectrice. Cette question a été étudiée trés attentivement dans

une publication précédente qui décrivait I'association entre les LAC et les alLB1
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chez 94 patients souffrant du LED (Senécal et al., 1999). La régression logistique
multiple pas a pas (stepwise multiple logistic regression) a été utilisée afin
d’identifier des variables associées a la présence des alLB1. Aucune association
autre que le LAC n’a été dévoilée, excluant de ce fait I'age, le sexe, la durée de la
maladie, le traitement avec la prednisone et autres traitements immunosuppressifs.
Il est donc peu probable, mais non impossible, que des variables confondantes
soient responsables de [l'effet thromboprotecteur. Des recherches sont
actuellement en cours dans notre laboratoire afin de trouver la cible antigénique
des alLB1 pouvant nous éclairer sur leur mécanisme thromboprotecteur.
L’'emphase est mise sur I'étude du potentiel antigénique des facteurs solubles et
cellulaires impliqués dans la thrombose et particulierement celle médiée par le

LAC, comme les plaquettes et les cellules endothéliales.

1.6 Immunogénicité versus antigénicité de la lamine B1 dans les
blebs apoptotiques

Nos résultats suggérent que la lamine B1 retrouvée dans les biebs n’est pas la
cible antigénique des al.B1 circulants. Cependant, ces résultats n’excluent pas le

role potentiellement immunogénique de la lamine B1 séquestrée dans les blebs.

Il est crucial de faire la distinction entre un immunogéne et un antigéne. Un

immunogéne est une substance pouvant provoquer une réponse immunitaire.
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Tandis qu’un antigéne est une substance a laquelle se lie un anticorps. Dans

plusieurs réponses immunitaires, 'immunogéne et I'antigéne ne font qu’un.

Tel que mentionné dans lintroduction (section 2.2.6), les blebs apoptotiques
peuvent étre phagocytés par des cellules présentatrices d'antigénes. Leur
composantes, particulierement celles clivées durant I'apoptose, peuvent étre
ensuite présentées et constituer la source immunogénique pour la production des
auto-anticorps correspondants. De plus, les auto-antigénes exprimés a la surface
des blebs apoptotiques sont aussi une source antigénique pour les auto-anticorps
circulants. Ainsi, un antigene comme SSB/La, exprimé a la surface apoptotique,
peut servir a la fois d'immunogéne pour la production d'anti-SSB/La et d’antigéne

pour ces auto-anticorps circulants.

Nos résultats suggérent que le cas de la lamine B1 est un peu différent. La lamine
B1 redistribuée lors de lapoptose au niveau des blebs apoptotiques est
possiblement I'immunogéne, la substance qui engendre la production d’alLB1.
Cependant, nous avons montré que la lamine B1 est séquestrée a I'intérieur des
blebs et est donc inaccessible pour les anticorps circulants. De ce fait, la lamine B1
dans le blebs n’est probablement pas la cible antigénique des alLB1 circulants ou,

a tous le moins pas celle expliquant leur effet thromboprotecteur.
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1.7 L’origine des antilamine B1

La présentation de la lamine B1 en association avec CMH de classe Ii approprié
pouvant activer une réponse menant a la production d’aLB1 est sans doute le fruit
d'une accumulation de critéres de susceptibilité. Nous proposons ici quelques
meécanismes qui joueraient un réle dans Fapparition des aLB1 chez les patients

souffrant du LED.

Nous avons observé que la lamine B1 est présente au niveau des vésicules
apoptotiques. Une apoptose abondante et une élimination inefficace des cellules
apoptotiques peuvent faire en sorte que ces blebs apoptotiques persistent
anormalement dans la circulation. Cette persistance pourrait donc mener & un bris

de tolérance vis-a-vis des constituants de ces structures comme la lamine B1.

Une variante au niveau du traitement des antigénes ou de la lamine B1 en
particulier et le fait que cette protéine soit clivée durant 'apoptose pourrait
engendrer des déterminants antigéniques cryptiques de la lamine B1. Ces
antigénes cryptiques ou néoantigénes, nayant pas été identifiés comme antigénes

du soi, peuvent déclencher une réaction auto-immune contre lantigéne original.
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Une susceptibilité génétique menant a I'expression d'un CMH de classe I
particulier, capable de lier intimement la lamine B1 ou ses déterminants, pourrait
contribuer a sa présentation par les cellules présentatrices d’antigénes. La
surexpression de molécules costimulatrices sur les cellules présentatrices
d'antigénes peut étre aussi critique pour lactivation des cellules T helper.
Finalement, la production de molécules ou d’anticorps opsonisants pourrait aider a

la phagocytose efficace des vésicules et provoquer la réponse immunitaire.

Le modéle du ‘danger’ pourrait aussi expliquer I'origine des antilamine B1. Selon
ce modéle, une réponse immunitaire peut étre induite par des signaux de ‘danger’
provenant de cellules lésées. Ces signaux sont des substances produites ou
modifiées lors de la lésion cellulaire qui ne peuvent &tre émises par des cellules
saines. Les ‘Toll-like recepteurs’ TLRs a la surface des cellules présentatrices
d’antigénes entre autres peuvent capter ces signaux de danger et déclencher une
réponse immunitaire contre ces substances du soi modifiées. Les TLRs ont été
tout d'abord décrits comme étant des récepteurs pouvant induire une réponse
immunitaire active grace a la liaison d’un grand spectre de molécules étrangéres
tel le LPS. Cependant, il est maintenant connu que ces récepteurs peuvent aussi
reconnaitre des molécules du soi tels FADN et un produit de dégradation de

Fhyaluron. 1l est donc possible que ces TLRs puissent reconnaitre la lamine B1
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relachée dans un milieu Iésionnel et ainsi déclencher une réponse immunitaire

menant a la production d’alL.B1.

L'apparition chez un méme individu et dans des conditions particulieres de
plusieurs événements tels que décrits ci dessus pourrait mener a I'apparition
d'auto-anticorps tels les al.B1. Il est déja clair que le LED et le SAP sont des
maladies multifactorielles qui rassemblent plusieurs critéres pour apparaitre. La

production d'anticorps aLB1 ne ferait donc pas exception a la régle.

2. Anti-cellules endothéliales (AACE)

Un des objectifs de ma thése était de déterminer si les AACE provenant du sérum
des patients souffrant du LED pourraient étre impliqués dans des mécanismes
prothrombotiques. Nous avons identifié une des cibles antigéniques des AACE, la
heat shock protein 60 (hsp60), et découvert que les anti-hsp60 pouvaient induire
'apoptose endothéliale. Voici une discussion sur les diverses implications de ces

découvertes.

2.1 Cible antigénique des AACE

La présence d’AACE a été rapportée dans de multiples maladies auto-immunes
donc le LED et le SAP. Selon les études, jusqu'a 80% des patients dont la maladie

est active possédent des AACE. Cependant, les cibles antigéniques de ces
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anticorps sont encore inconnues. Quelques antigénes des AACE ont été
soupgonneés, dont la vimentine, la tubuline et la collagénase (Yazici et al., 2000)
suite a leur isolement d'une librairie de cDNA sondée avec des anticorps
monoclonaux humains AACE positifs. Aucun lien n’a cependant pu étre établi

entre la présence de ces anticorps et les effets pathogéniques reliés au AACE .

Tel que décrit dans l'introduction, la recherche sur les AACE est pénalisée par des
méthodes de détection hétérogénes et non standardisées. Nous avons détecté la
présence de AACE, dans le sérum des patients de notre cohorte, par I'étude de la
liaison des IgG a la surface de HUVEC par cytométrie en flux. Cette technique
permet I'exclusion des cellules ayant perdu leur intégrité membranaire, grace au
marquage par liodure de propidium et exclut de ce fait les faux positifs dus au
marquage intracellulaire. Le second avantage de cette technique est que chacune
des cellules de I'échantillon est évaluée et un résultat provient de 10 000 a 20000
cellules viables. Ainsi, cette détection posséde une grande spécificité conjuguée a
une grande sensibilité. De plus, nous avons vérifié la concordance de nos résultats
par immunoblot en utilisant les protéines de surface biotinylées comme antigénes,
ce qui réduit la possibilité de faux positifs dus a une réactivité contre un antigéne

intracellulaire.
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Dans un échantillon représentatif de notre cohorte de patients souffrant du LED, 73
% des patients possédaient des AACE dans leur sérum prélevé a la premiére
évaluation. Ces sérums possédent une réactivité commune contre une protéine de
la surface endothéliale de 60 kDa. Cette protéine a été identifiée par spectrométrie
de masse comme étant la hsp60. La présence d’anti-hsp60 dans les sérums LED
fut confirmee en purifiant les 1gG par affinité sur la protéine recombinante pure et
en testant la monoreéactivité de ces anticorps par immunoblot sur la protéine pure
et sur un lysat total de HUVEC. De plus, I'expression de surface de la hsp60 a été
confirmée par la liaison a la surface des HUVEC d'un anticorps anti-hsp60

commercial et des anti-hsp60 de LED.

Ainsi, nous avons identifié pour la premiére fois une cible antigénique pour les
AACE, soit la hsp60. Nous sommes conscients qu'il ne s’agit pas de la seule cible
ni de la seule réactivité¢ des sérums LED sur la surface endothéliale. Par
immunoblot sur les protéines de surface purifiées de HUVEC, nous avons
d'ailleurs observé que certains sera lupiques réagissaient contre d’autres protéines

que celle a 60kDa (Figure 2, article no2) dont I' identité n’est pas encore connue.

La reactivité contre une protéine autour de 60kDa avait été notée chez certains
patients atteints du SAP primaire (3/9 des patients testés) (Hill et al., 1998). Il est

plausible qu'il s’agisse de la hsp60 mais lidentité de cette protéine n’avait
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cependant pas été établie et ceci, pour plusieurs raisons. Premiérement, la
technologie d’identification des protéines par spectrométrie de masse en était
encore a ses premiers balbutiements et n’était pas facilement disponible. De plus,
la découverte que cet antigéne pouvait étre exprimé a la surface endothéliale
venait & peine d'étre publiée (Soltys et al, 1997). Ainsi, la combinaison de
l'utilisation d’'une nouvelle technologie avec I'avancement des connaissances nous
a permis de découvrir que la hsp60 humaine, exprimée a la surface endothéliale,
peut constituer une cible antigénique pour les AACE présents dans le sérum de

patients souffrant du LED.

2.2 ’antigéne hsp60

La hsp60 fait partie de la famille des protéines de stress. Ces protéines exercent
plusieurs fonctions dont la cytoprotection, I'assemblage intracellulaire et le
repliement protéique (Hightower et al., 1991). Elles sont ubiquitaires et
représentent de 5 & 10% du contenu protéique total en conditions normales. Cette
proportion peut augmenter jusqu'a 15% en conditions de stress (Pockley et al.

2002).

La hsp60 est, en conditions normales, une protéine intracellulaire. Récemment, il a
été découvert que la hsp60 est aussi exprimée a la surface des cellules

endothéliales humaines exposées a des stress comme les infections, la fiévre, le
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stress oxydatif, I'hypertension ou la contrainte de cisaillement (shear stress)(Lamb
et al.,, 2002). Il a été montré que des pathogénes bactériens peuvent stimuler les
cellules hétes a produire une grande quantité de hsp60 endogéne et bactérienne

(Kol et al., 1999).

Hsp60 est phylogénétiquement fortement conservée (95% d’homologie entre les
bactéries et plus de 55% entre les bactéries et Fhumain) (Wick et al., 2000). Ces
protéines fortement conservées sont exprimées ou sécrétées par la plupart des
bactéries dont Chlamydia pneumoniae et Helicobacter pylori et mycobactéries

mais sont aussi présentes dans toutes les cellules humaines.

2.3 Origine des anti-hsp60

La source immunogénique ainsi que le mécanisme menant a la production des
anticorps anti-hsp60 sont encore inconnus. Cependant quelques hypothéses

peuvent étre soulevées, la plus plausible étant celle impliquant Finfection.

2.3 1 Hypothése de P’infection

Dans certaines situations, la réponse immunitaire dirigée contre les organismes
pathogénes peut créer une réaction croisée contre des protéines humaines
homologues de Phéte. Ce phénoméne, nommé mimétisme moléculaire, est

possible lorsque qu’un agent infectieux contient un épitope qui ressemble
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fortement a un épitope d’une protéine de I'héte. Lorsqu’une réponse immunitaire
est élaborée par I'hdte contre I'épitope étranger, cette réponse est aussi, par
ricochet, dirigée contre I'épitope homologue de I'héte. Les membres de la famille
des protéines de stress, dont la hsp60, semblent impliqués dans ce genre de
phénomene. Tel que décrit précédemment, hsp60 est trés conservée et des
protéines bactériennes possedent de fortes homologies avec la protéine hsp 60
humaine. Ainsi, il est proposé que les anticorps dirigés contre la protéine
bacterienne hsp65, produits suite & une infection, peuvent réagir aussi contre la
hsp60 humaine par mimétisme moléculaire (Lamb et al., 2003). L'infection serait

donc a l'origine de la production d’anti-hsp60.

2.3.2 Hypothése de la réaction auto-immune suite a un stress

La production d'anticorps anti-hsp60 pourrait aussi découler d’'une réaction auto-
immune dirigée contre la hsp60 humaine relachée et/ou altérée lors d’un dommage
tissulaire. En effet, le dommage tissulaire causé aux cellules par les UV permet le
relachement de protéines de stress (Schultz et al., 1993). Cependant, méme si on

ne peut exclure cette possibilité, peu de données appuient, a 'heure actuelle, cette

hypothése.

2.3.3 L’hypothése de diversification antigénique intermoléculaire

La diversification antigénique intermoléculaire ‘intermolecular epitope spreading’

de l'auto-immunité humorale contre des auto-antigénes a été décrite en détail pour
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les antigénes Ro et La. La colocalisation de ces deux auto-antigénes dans les
cellules apoptotiques est cruciale pour ce phénoméne (Topler et al., 1995;
Reynolds et al., 1996; McCluskey et al., 1998; Farris et al., 1999). Une réciprocité
de diversification antigénique intermoléculaire a été récemment montrée entre
I'antigene Ro et la protéine de stress Grp78. Ces deux antigénes sont colocalisés
dans les cellules apoptotiques ainsi que dans les blebs (Casiola-Rosen et al.,
1994). |l est suggéré que la diversification antigénique intermoléculaire entre Ro et
la hsp Grp78 découle de leur colocalisation apoptotique. De plus, les protéines de
stress dérivées de pathogénes sont des transporteurs efficaces de peptides et
dimmunogénes protéiques. Ces complexes protéines de stress/antigénes
possedent le potentiel d’augmenter immunité contre I'antigéne lié (Szue et al.,
1996) de concert avec l'apparition d’une réponse dirigée contre la protéine de
stress elle-méme. En effet, les antigénes associés aux protéines de stress sont
jusqu'a 400 fois plus immunogéniques que I'antigéne seul (Suto et al., 1995).
L'association potentielle entre Grp78 et Ro peut donner un indice sur 'importante

immunogénicité d'un auto-antigéne peu abondant tel que Ro.

Ce mécanisme de diversification antigénique intermoléculaire et d'immunogénicité
serait applicable & d’autres protéines de stress, dont la hsp60. La localisation

apoptotique de hsp60 pourrait nous donner une indication sur la validité de cette
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hypothése. De plus, une association entre les anti-hsp60 et d’autres auto-

anticorps, tels les anti-Ro et -La soutiendrait cette théorie.

2.4 Conséquences générales de Papoptose endothéliale induite
par les anti-hsp60

Nous avons montré que les anti-hsp60 purifiés par affinité a partir de sérums LED
induisaient I'apoptose endothéliale. L’intégrité de Pendothélium et sa bonne
fonction sont indispensables pour la préservation de la santé. Les 1 a 6 x10"®
cellules de la monocouche endothéliale constituent un  ‘organe’
d’approximativement 1kg chez un humain adulte. Ces cellules jouent un réle
primordial dans le contrdle du tonus vasculaire, de la perméabilité de
Fendothélium, du flux sanguin, de la coagulation, de la thrombolyse, de
linflammation, de la réparation tissulaire et de la croissance (Cines et al., 1998;
Griedling et al., 1998). L'apoptose endothéliale induite par les anti-hsp60 pourrait
donc entrainer toute une série d’événements pouvant avoir de nombreuses et

importantes répercussions sur 'organisme.

Les changements associés a l'apoptose endothéliale sont enchassés dans un
réseau complexe d'événements interdépendants (Figure 7). Ces changements
peuvent affecter plusieurs aspects de la fonction endothéliale et peuvent

directement participer & certaines manifestations cliniques. Par exemple, les
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propriétés normalement anticoagulantes de I'endothélium sont perdues durant
I'apoptose, accélérant ainsi I'activation de facteurs de coagulation. La surface des
cellules apoptotiques possede une activité procoagulante reliée a l'augmentation
de l'expression du facteur tissulaire ainsi qu'une diminution de I'expression de
surface de la thrombomoduline et de I'héparan sulfate (Bombeli et al., 1997). Une
augmentation de la formation de thrombine par les cellules apoptotiques encore
adhérentes ou détachées est observée. Les cellules endothéliales apoptotiques
deviennent aussi proadhésives pour les plaquettes non-activées (Bombeli et al.
1999). Suite au détachement des cellules apoptotiques, la matrice sous-
endothéliale devient exposée pouvant déclencher la voie de coagulation
extrinséque. De plus, les cellules apoptotiques peuvent activer les cellules
endothéliales avoisinantes. Ces cellules activées augmentent I'expression de
molécules d’adhésion a leur surface et sécrétent des cytokines qui promouvoient
Finflammation en recrutant des monocytes circulants au site de la dysfonction

endothéliale.
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Le destin des cellules endothéliales apoptotiques est inconnu. Il a été observé,
dans un modéle de rat, que des cellules apoptotiques étaient présentes dans le
cytoplasme de cellules endothéliales voisines d'une Iésion (Shimizu et al., 1997).
De plus, il a été montré que certaines cellules endothéliales peuvent phagocyter
des cellules apoptotiques mononucléées (Hess et al., 1997). Certaines cellules
apoptotiques peuvent rester en circulation et servir ainsi de marqueur de
dysfonction endothéliale. Ainsi, de récentes études rapportent qu'un nombre élevé
de cellules endothéliales circulantes est associé a une dysfonction endothéliale, a
la sévérité de la maladie, a la présence d'aPL et a Fhypocomplémentémie dans le

LED (Rajagolapan et al., 2003).

Nous pouvons émettre I'hypothése que I'apoptose endothéliale causée par les
anti-hsp60 est a l'origine, in vivo, d'une dysfonction endothéliale créant un contexte
procagulant, qui peut participer directement a des manifestations cliniques comme

la thrombose.

2.5 Conséquences spécifiques a la présence d’aPL de I’apoptose
endothéliale induite par les anti-hsp60

Tel que décrit précédemment, 'apoptose endothéliale peut donner lieu & certaines
manifestations cliniques. Or, pour les patients avec aPL, 'apoptose endothéliale

est encore plus lourde de conséquences. L'exposition de PL anioniques a la
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surface des cellules apoptotiques entraine la liaison spécifique de protéines liant
les phospholipides comme la f2GP1 (Price et al., 1996). La liaison de la B2GP1
genere un épitope reconnu par les aPL, ce qui peut expliquer leur liaison sélective
sur la surface des cellules apoptotiques et non sur les cellules viables. Certaines
études suggeérent aussi que des changements oxydatifs & la surface apoptotique
contribuent a la reconnaissance des cellules apoptotiques par les aPL ainsi qu'a
leur immunogénicité. Donc, pour un patient aPL positif, 'apoptose endothéliale
induite par les anti-hsp60 provoque I'apparition d’'une surface manifestant des
propriétés antigéniques permettant le recrutement des aPL pathogéniques. De
plus, les cellules apoptotiques ayant recruté les PLbp pourraient constituer une

source immunogénique capable d’induire la production d’aPL (Rauch et al., 2000).

Tel que mentionné dans notre introduction, méme si les aPL sont de puissants
prédicteurs de thrombose, la moitié des patients les possédant ne font pas de
thrombose. Ceci indique que la seule présence d’aPL est insuffisante pour induire
la thrombose. De plus, une perturbation de la membrane cellulaire semble
nécessaire au recrutement des aPL a la surface cellulaire. Nous proposons que
lapoptose endothéliale induite par les anti-hsp60 et la perturbation membranaire
en découlant constituent le ffirst hit' nécessaire au recrutement des aPL, ‘le second

hit’ ,qui déclenche la cascade thrombotique (Figure 8).
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Figure 8 : La liaison des anti-hsp60 : I'évenement primaire ‘first hit’ menant
a la thrombose chez les patients souffrant du LES
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Nous avons étudié la fréquence de thrombose selon la présence d’anti-hsp60
chez les patients de notre cohorte LED. Nous avons montré que la présence
d’anti-hsp60 seul n’était pas associée de fagon significative a une augmentation
des thromboses. Ainsi, les anti-hsp60 seuls et I'apoptose endothéliale en
découlant sont insuffisants pour induire la cascade thrombotique chez les patients
LED. Cependant, I'association des anti-hsp60 et des aPL LAC, dés la premiere
visite, prédit de facon significative la fréquence de thrombose au cours du suivi des
patients. Ces observations appuient I'hypothése proposée par notre modéle. Ainsi,
les facteurs anti-hsp60 (1" hit) ou aPL (2" hit) séparés ne sont pas suffisants pour
générer la cascade thrombogéene aPL dépendante. Cependant, lorsqu’associés,
ces deux facteurs permettent le déclenchement de la cascade pathophysiologique
menant a la thombose (Figure 8). Nous suggérons que l'induction de F'apoptose
endothéliale par les anti-hsp60, chez un patient aPL positif, provoque I'apparition
d'une surface possédant des propriétés antigéniques et immunogéniques,
résultant en événements de coagulation pathologiques pouvant donner lieu a la

thrombose et a la génération d’aPL.

2.6 Les anti-hsp60 ne sont pas spécifiques au LED:
conséquences

Nous avons montré que la présence des anti-hsp60 n’est pas spécifique aux
patients souffrant du LED et que la distribution des titres d’anti-hsp60 est trés

similaire entre la population souffrant du LED et la population normale. De plus,
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nous avons détecté des titres élevés d’anti-hsp60 dans des témoins souffrant de

maladies auto-immunes ou inflammatoires.

En se basant sur 'hypothése du mimétisme moléculaire décrite précédemment,
l'observation que les anti-hsp60 ne sont pas spécifiques au LED n’est pas
surprenante. En effet, les patients souffrént du LED sont, comme les controles
normaux, susceptibles d'étre infectés par des pathogénes et de développer une

réaction immunitaire contre ces pathogénes et leurs constituants comme la hsp60.

Il est plausible que les anti-hsp60 retrouvés dans d’autres maladies et chez les
normaux puissent induire 'apoptose endothéliale. Cependant ceci reste encore a
étre vérifié avec des anticorps anti-hsp60 purifiés a partir de sérums de diverses

provenances.

On ne peut exclure, a ce stade, que les ‘anti-hsp60 LED’ possédent une spécificité
différente de celle des ‘anti-hsp60 normaux’ ou anti-hsp60 Sclérodermiques’. |l est
possible que seul un sous-groupe d'anticorps dirigés contre certains épitopes de la
hsp60 soient responsables de [linduction de ['apoptose endothéliale. La
cartographie des épitopes reconnus par les anti-hsp60 de LED et d’autres origines
pourrait étre trés informative. En plus de renseigner sur la spécificité des épitopes

et des maladies, une telle étude pourrait donner des indices sur la voie d’induction
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de Papoptose par les anti-hsp60. Conjointement a ces expériences, des études in
vitro utilisant divers inhibiteurs spécifiques de voies apoptotiques seraient
intéressantes pour cerner le mécanisme moléculaire d’'induction de I'apoptose par

les anti-hsp60.

2.7 Maladies vasculaires et anti-hsp60

Une littérature grandissante décrit la présence d'anti-hsp60 chez les patients
souffrant de maladies vasculaires. Une association entre I'expression de hsp60,
une réaction immunitaire contre la hsp60 humaine et l'induction d’une réponse
inflammatoire a émergé de plusieurs études de l'athérosclérose et de ses
complications associées, comme la maladie coronarienne, la maladie vasculaire

périphérique et 'accident vasculaire cérébral (Pockley et al., 2002).

Un taux élevé d’anti-hsp60 a été associé avec la présence et la progression de
maladies vasculaires. Ainsi, des taux élevés d’anti-hsp60 ont été détectés chez les
patients souffrant d’athérosclérose carotidienne (Xu Q et al. 1993), de maladies
coronariennes (Hoppichler et al., 1996), d’hypertension (Frostegard et al., 1997;

Pockley et al., 2000) et de maladie vasculaire périphérique (Wright et al., 2000).
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Dans le contexte des maladies vasculaires, la source immunogénique menant a la
production des anti-hsp60 est encore inconnue. Cependant, linfection serait la
aussi la source immunogénique des anti-hsp60. A cause de la forte homologie
entre les hsp60, une corrélation linéaire fortement significative entre les titres de
sérum dirigés contre la hsp60 de source mycobactérienne, bactérienne ou
humaine a été observée (Mayr et al.,, 1999). Cela suggére un dénominateur
commun entre les différents agents infectieux qui sont souvent pointés du doigt
comme cause possible du développement de l'athérosclérose. L'infection par
Chlamydia est cependant la plus suspectée a cause du tropisme de cet agent
infectieux envers les cellules endothéliales et de sa capacité de faire produire aux
cellules infectées de la hsp60 bactérienne et endogéne en grande quantité. Tel
que discuté précédemment, il est maintenant connu que la hsp60 peut étre
exprimée a la surface des cellules endothéliales suite au stress oxydatif et a la
contrainte de cisaillement. Les facteurs de risque de [l'athérosclérose, tels
hyperlipidémie, le diabéte, la cigarette et '’hypertension, peuvent accentuer l'effet
de tels stress (Liao et al., 2000). Finalement, 'immunisation avec des hsp
exacerbe l'athérosclérose dans des modéles animaux. Par exemple, des lésions
athérosclérotiques peuvent étre induites par [Fimmunisation de lapin
normocholestérolémique avec de la hsp60 recombinante. Cependant, les Iésions
induites par immunisation chez lapin normocholestérolémique régressent au cours

du temps. Tandis que chez le lapin hypercholestérolémique immunisé avec
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hsp60, les plaques athérosclérotiques induites sont persistantes (George et al.,
1999). Ceci suggére qu’en I'absence de facteurs de risque additionnels, la réponse
immunitaire dirigée contre hsp60 est insuffisante pour créer I'athérosclérose sur
une longue période de temps (Hoppichler et al., 1996). Ce mécanisme ressemble
au meécanisme de first and second hit’ que nous proposons ici (Figure 8) ou 'anti-
hsp60 causant le dommage endothélial initial doit étre conjugué a un facteur de

risque tel les aPL pour avoir une conséquence clinique.

L’effet pathogénique des anti-hsp60 dans les maladies vasculaires est encore mal
compris. Nous avons montré que les anti-hsp60 purifiés & partir de sérum LED
pouvaient induire I'apoptose endothéliale. Tel que discuté précédemment, en plus
des effets spécifiques au LED ou au SAP, I'apoptose endothéliale peut avoir des
effets néfastes causant des blessures vasculaires et un état procoagulant.
Finalement, les anticorps ne sont pas spécifiques au LED et sont aussi associés a
lapparition de maladies vasculaires. Il est donc plausible que les anti-hsp60
retrouvés chez les patients atteints de maladies vasculaires causent, comme nous
Favons montré avec les anti-hsp60 des LED, I'apoptose endothéliale. Pour vérifier
cette hypothese, il suffirait de reproduire nos expériences avec les anti-hsp60

purifiés a partir de sera de patients atteints de maladies vasculaires.
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2.8 Hypothese de la voie pathophysiologique commune entre le
LED et I’athérosclérose

A lumiére de nos résultats et de la littérature présente, il nous est possible de
proposer un modeéle qui intégre la présence d’anti-hsp60, I'apoptose endothéliale
et certaines manifestations cliniques spécifigues au LED et aux maladies

cardiovasculaires (Figure 9).

L'infection et/ou des stress peuvent concomitamment induire I'expression de hsp60
a la surface endothéliale et induire la production d’anti-hsp60. Ces auto-anticorps
peuvent ainsi lier la hsp60 disponible a la surface endothéliale et induire
'apoptose. Dans notre modéle, cette partie du mécanisme est commune aux
patients souffrant du LED et de maladies cardiovasculaires. Donc, les anti-hsp60
induisent une dysfonction endothéliale initiale commune permettant aux
mécanismes spécifiques a la maladie de se produire. Ainsi, au niveau de
lathérosclérose, une apoptose endothéliale conjuguée a d'autres facteurs de
risque tel 'hypercholestérolémie permet l'apparition de I'athérosclérose. Du cété
LED, l'apoptose endothéliale permet le recrutement des aPL et le déclenchement
de la cascade thrombotique. Et, tel que discuté précédemment, nous proposons

que cette cascade aPL dépendante pourrait étre bloquée par les aLB1.
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Figure 9
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Il est possible que les patients souffrant du LED puissent, en plus de déclencher la
cascade spécifique au LED, déclencher la cascade menant a I'athérosclérose. Les
jeunes femmes souffrant du LED possédent, en effet, une incidence
d’athérosclérose anormalement élevée comparée a un groupe contrdle. En plus de
posséder des anti-hsp60, comme nous I'avons montré, les patients souffrant du
LED présentent souvent un ou plusieurs facteurs de risque de Framingham,
pouvant ainsi déclencher cette voie pathophysiologique. Une équipe dirigée par le
Dr Senécal a récemment montré, a l'aide d'une analyse rétrospective sur deux
cohortes LED canadiennes, dont celle étudiée dans cette thése, que les risques
d’événements cardiovasculaires chez les patients souffrant du LED étaient
magnifiés de 7 a 17 fois par rapport aux normes de Framingham (Esdaile et al.,
2001). Ainsi, les facteurs de risque de Framingham ne peuvent expliquer a eux
seuls toutes les implications vasculaires lupiques. Nous suggérons que la
présence d'anti-hsp60 pourrait expliquer partiellement ce risque accru, mais cette
étude suggere aussi que les aPL eux-mémes pourraient favoriser le processus

athérosclérotique.

2.9 Potentiel prédictif des anti-hsp60

Normalement, les titres d'anticorps dirigés contre un déterminant spécifique

fluctuent dramatiquement au cours du temps. Ainsi, de grandes quantités
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d’'anticorps sont produites suite a Fimmunisation ou au contact avec le déterminant.
Ces titres élevés d’anticorps ont par contre tendance a diminuer assez rapidement
afin d’éviter la perte de contréle de la réponse immunitaire. Or, les réactions
autoimmunes classiques dirigées contre les auto-antigénes induisent des titres
elevés d’auto-anticorps qui persistent au cours du temps et qui refletent la perte de
contrdle de la réeponse immunitaire. Une explication possible est que les réponses
autoimmunes sont continuellement restimulées alors que les réponses normales

font suite a des expositions sporadiques a I'antigéne.

Afin de définir & quel type de réaction immunitaire appartient la réponse anti-
hsp60, les titres d’anti-hsp60 de sérums prélevés a différents temps sur 3 patients
souffrant du LED ont été mesurés a laide d'un ELISA utilisant la hsp60
recombinante comme antigéne. Comme nous pouvons le voir a I'annexe |, les trois
patients testés présentent des fluctuations importantes des titres d’anti-hsp60. Ces
patrons de fluctuations resemblent donc a une réponse dite normale, restimulée de
fagon apparemment aléatoire. Il est tentant de proposer que les titres élevés d’anti-

hsp60 font suite a des infections ou des stress subis par ces patients.

Comme les titres d’anti-hsp60 varient au cours du temps, il serait crucial d’étudier
le potentiel prédictif des anti-hsp60 au cours du temps. Autrement dit, est-ce que

des titres élevés d’anti-hsp60 précédent et peuvent prédire des événements
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thrombotiques? Le potentiel pronostique des anti-hsp60 a déja été validé dans le
cas de l'athérosclérose carotidienne pouvant prédire la mortalité sur 5 ans (Xu et
al.,, 1999). Il serait donc extrémement important d’étudier la fluctuation des titres
d’auto-anticorps de fagon prospective chez plusieurs patients et sujets normaux en
tenant compte des infections, des différents facteurs de stress incluant les facteurs
de Framingham, de la fluctuation de la maladie, des titres de plusieurs auto-
anticorps et évidemment d'événements thrombotiques. Si une corrélation
longitudinale existe entre les titres élevés d’anti-hsp60 et [apparition de
thrombose, ceci serait un avancement majeur au niveau du pronostic mais surtout

au niveau du traitement des patients en resserrant leur fenétre thérapeutique.
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Conclusion

De tous les aPL observés dans le LED, la présence de LAC est le facteur de
risque le plus fort pour la thrombose (Horbach et al., 1996). Paradoxalement, la
moitié des patients possédant des LAC ne développent pas de thrombose. Dans la
pratique clinique, cela cause un dilemme au niveau du traitement des patients
positifs pour les LAC: Doivent-ils étre traités par un traitement préventif
d’anticoagulant oral avec les effets secondaires potentiels en découlant, ou
doivent-ils étre traités seulement aprés un premier événement thrombotique,
exposant de ce fait le patient aux risques de tels événements? Jusqu’'a présent il
n’existe aucune méthode permettant de différencier les patients positifs pour LAC

qui vont développer une thrombose de ceux qui en seront exempts.

Au cours de cette thése, nous avons identifié deux marqueurs potentiels pour les
patients avec LED et aPL positifs (Figure 10). Les aLB1 lorsque associés au LAC
sont associés a une thromboprotection. Donc, dans la pratique, un patient avec
LED possédant des anti-lamine B1 pourrait étre moins a risque de faire des
thromboses et ne devrait probablement pas étre anticoagulé de maniére
prophylactique. Par contre, les anti-hsp60 lorsque associés aux LAC, accentuent

I'effet thrombogéne. Dans la pratique, pour un patient avec LED possédant un titre
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elevé d’'anti-hsp60 conjugué a la présence de LAC, une thérapie anticoagulante
pourrait étre envisagée a cause du risque élevé de thrombose. Ainsi, la détection
des marqueurs étudiés au cours de cette thése pourra, nous 'espérons, aider les
rhumatologues a prodiguer des soins mieux adaptés aux patients souffrant du LED

en plus de donner des indices sur la pathophysiologie complexe de cette maladie.
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