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ABREVIATIONS

ACPA : Anticorps anti peptides citrullinés
ADN : Acide desoxyribonucléique

AID : Activated induced deaminase

AIRE : Autoimmune regulator

ANA : Anticorps antinucléaires

AP4 : Activating enhancer binding protein 4
APC : Antigen-presenting cell / cellule
présentatrice d’antigéne

aPL : Anticorps antiphospholipides

BAFF : B-cell activating factor

BANK : B-lymphocyte scaffold protein with ankyrin
repeats

BCMA : B cell maturation antigen

BCL : B cell lymphoma

BCR : B cell receptor / récepteur des cellules B
BLIMP1 : B-lymphocyte-induced maturation
protein 1

BLK : B-cell lymphocyte kinase

BLNK : B-cell linker

Breg : Lymphocyte B régulateur

CCR?7 : C-C Motif Chemokine Receptor 7

CDR : Complementary determining region

CG : Centre germinatif

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité
CXCRS5 : C chemokine receptor type 5

DICV : Déficit immunitaire commun variable
DNA-PK : DNA dependent protein kinase
EBF1 : Early B cell Factor 1

EBI2 : Epstein-Barr virus-induced molecule 2
ENA : Extractable nuclear antigen

FDC : Cellule dendritique folliculaire

FLT3 : Fms-Like Tyrosine kinase 3 receptor
FOXO1 : Forkhead box 01

FR : Framework region

Gp : Glycoprotéine

GWAS : Genome-wide association study

HEL : Hen egg lysozyme

ICOS : Inducible T-cell costimulatory

IEl : Inborn error of immunity

IFN : Interféron

Ig : immunoglobuline

IL-n°x : Interleukine-n°x

IRAK4 : Interleukin-1 receptor-associated kinase 4
IRF4 : Interferon Regulatory factor 4

ITAM : Immunoreceptor tyrosine-based activation
motif

LA : Lupus anticoagulant

LAG-3 : Lymphocyte Activation Gene-3

LB : Lymphocyte B

LES : Lupus érythémateux systémique

LT : Lymphocyte T

MAI : Maladie auto-immune

MTOR : Mammalian target of rapamycin
MYD88 : Myeloid differentiation factor 88
NFAT : Nuclear factor of activated T cell
NFKB : Nuclear factor-kappa B

NLS : Nuclear localization signal

PAMP : Pathogen associated molecular patterns
PAXS5 : Paired Box gene 5

PD-1 : Programmed cell death protein 1

pDC : Plasmacytoid dendritic cell / Cellule
dendritique plasmacytoide

PI3K : Phosphatidyl inositol 3-kinase

PR : Polyarthrite rhumatoide

PTI : Purpura thrombopénique idiopathique
PTPN22 : Protein tyrosine phosphatase non-
receptor type 22

RAG : Recombinase-activating gene

RSS : Recombination sequence signal

SAPL : Syndrome des antiphospholipides
SFK: Src family kinase

SHM : Mutations hypersomatiques

SYK: Spleen tyrosine kinase

TACI : Transmembrane activator, calcium
modulator and cyclophilin ligand interactor
TCR: T cell receptor / récepteur des cellules T
TFH : Lymphocyte T folliculaire

TFR : lymphocyte T folliculaire régulateur
TLR : Toll-like receptor

TNF : Tumor necrosis factor

Treg : Lymphocyte T régulateur

UPR : Unfolded protein response

VIH : Virus de I'immunodéficience humaine
XBP-1 : X-Box Binding Protein 1

XRCC4 : X-ray repair cross-complementing protein 4
ZF : Zinc finger

K : Kappa

A: Lambda
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En condition physiologique, I'organisme est pourvu de mécanismes intrinseques qui le
protege d'une éventuelle réaction antagoniste de son propre systéme immunitaire,
phénomene désigné comme la « tolérance au soi ». Pour les lymphocytes B (LB), ces étapes
de tolérance prennent place a la fois dans la moelle osseuse mais aussi en périphérie, dans
le sang et les organes lymphoides secondaires, ou les LB échappant au filtre central sont
éliminés ou régulés. Lorsque ces mécanismes sont dépassés, des LB reconnaissant des
antigenes du soi, dits autoréactifs, peuvent survivre, sécréter des autoanticorps
pathogeénes et conduire a des manifestations auto-immunes : c’est la rupture de tolérance.
Ainsi, la contribution des LB a largement été démontrée dans plusieurs maladies auto-
immunes (MAI) etillustrée par |'efficacité de 1a déplétion des LB chez la souris et 'homme.
Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est une MAI caractérisée par la présence
d’autoanticorps aux propriétés pro-coagulantes, les antiphospholipides (aPL),
responsables de thromboses et de complications obstétricales. Il peut étre primaire, c’est-
a-dire isolé, ou secondaire lorsqu'’il est associé a une autre MAI. Le role pathogénique des
aPL a été montré, mais paradoxalement, les anomalies des LB ont été relativement peu

étudiées par rapport a d’autres MAI médiées par les autoanticorps.

L'objectif de ce travail a été d’étudier les LB autoréactifs et d’émettre des hypothéses quant
aux mécanismes de rupture de tolérance dans le SAPL primaire triple positif, une forme
sévere de la maladie caractérisée par une positivité multiple des aPL. Avant de détailler
les résultats de ce travail, et pour mieux appréhender les résultats de notre approche B
multimodale, nous aborderons d’abord les principales étapes de la différenciation B et les
filtres de tolérance qui les jalonnent en condition physiologique. Nous discuterons
également les principaux points de tolérance déficients dans les MAI et les hypotheses
meécanistiques soulevées dans la littérature. Nous nous focaliserons en particulier sur le
lupus érythémateux systémique (LES), non seulement parce qu’il s’agit probablement de
la MAI systémique la plus étudiée, mais aussi parce c’est la plus fréquemment associée au
SAPL secondaire. Nous rapporterons ensuite la découverte d’'un cas monogénique de SAPL
sévere, impliquant un facteur de transcription clé de la différenciation B centrale et
périphérique, IKAROS, qui nous a apporté un fort argument en faveur du réle majeur de
la rupture de tolérance B dans la maladie. Enfin, nous conclurons l'introduction de ce
manuscrit en exposant l'état actuel des connaissances quant aux anomalies

lymphocytaires B dans le SAPL.
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[. Tolérance lymphocytaire B

1. Concepts et historique

Les LB ont un réle déterminant dans la défense anti-infectieuse de I'organisme,
notamment via la production d’anticorps, piliers de la réponse immunitaire humorale. Les
récepteurs des LB (= BCR) sont caractérisés par une grande diversité permettant
théoriquement de reconnaitre l’ensemble des micro-organismes exogenes. Apres
engagement du BCR par un antigéne donné, le LB va connaitre un processus de maturation
d’affinité secondaire, incluant la commutation de classe et les mutations hyper-
somatiques (SHM), permettant d’augmenter sa spécificité pour cet antigéne et de

produire des anticorps de forte affinité.

Le développement d’une telle diversité de récepteurs a I'antigéne comporte le risque de
générer des BCR autoréactifs, c’est a dire reconnaissant des antigénes non exogenes
(autoantigénes). De tels anticorps, nommés autoanticorps, peuvent jouer un role
directement pathogene et contribuer au développement de manifestations auto-
immunes. Leur détection dans le sérum des patients est nécessaire pour retenir le
diagnostic de différentes MAI comme la polyarthrite rhumatoide (PR) ou le LES (Kay and
Upchurch 2012; Aringer et al. 2019). Les mécanismes de tolérance, dont plusieurs sont
analogues pour les LB et T, ont pour but de réduire la fréquence, I'affinité ou la

fonctionnalité de ces autoanticorps pathogenes.

Le concept de tolérance est apparu probablement pour la premiére fois avec les travaux
de Paul Ehrlich et Julius Morgenroth a la fin des années 1890. Leurs travaux ont permis de
démontrer que des anticorps hémolytiques pouvaient étre produits en immunisant des
animaux avec des globules rouges provenant d'individus de la méme espece (Ehrlich
1997; Albert 1915; Ehrlich 1997). IlIs ont retenu le terme "horror autotoxicus" pour
illustrer le potentiel de certains anticorps, ou auto-toxines, a détruire les tissus de 1'hote
et suggéré que des mécanismes devaient exister pour empécher cela chez les individus
sains(Ehrlich 1906). Cette théorie, initialement tres controversée, a été renforcée par les
travaux de Frank Macfarlane Burnet dans les années 1950 et son hypothese sur la
sélection clonale. Selon Burnet, chaque BCR serait spécifique d'un antigene unique. La

reconnaissance d’'un antigene exogene par des cellules B matures déclencherait



'expansion clonale d’'un LB et la production d’anticorps permettant d’obtenir une réponse
humorale spécifique et une mémoire immunologique (Burnet 1959). A l'opposé, la
reconnaissance d'un autoantigene par un LB en voie de différenciation aboutirait a la mort
cellulaire (= délétion clonale). Pour Burnet, le concept de tolérance était donc binaire, et
reposait sur une réponse programmeée de mort ou de prolifération cellulaire, selon que la
reconnaissance antigénique arrive au stade immature ou mature respectivement
(Lederberg 1959). Dans la seconde moitié du XXe siecle, la théorie de la délétion clonale
a été mise a mal, notamment lorsque la présence de cellules B autoréactives a été détectée
en périphérie chez I'animal (Christopher C. Goodnow 2007). Les processus de tolérance
ont été mieux appréhendés par le développement de modeles murins transgéniques
permettant de suivre la différenciation B et de moduler la spécificité des BCR in vivo. Ces
modeles ont conduit a la découverte de réponses alternatives a la reconnaissance d’'un
autoantigene, tels que l'anergie ou I'édition du récepteur. (Gay et al., 1993; Goodnow et
al., 1988; Tiegs et al., 1993, Klinman, 1996). L'ensemble de ces données fait admettre
aujourd’hui que la tolérance est un mécanisme dynamique impliquant tous les stades de
maturation du LB et permettant la survie contrdlée de cellules autoréactives au potentiel

réduit de pathogénicité (Nemazee, 2017; Platt, 2019).

Franck Macfarlane Burnet, 1960, Australie.
(Bernard et al., Nature)
2. Tolérance centrale

La tolérance centrale B se réfere a I'’ensemble des mécanismes de régulation concernant

I'ontogenese B dans la moelle osseuse. La synergie de ces processus détermine si une



cellule autoréactive immature est éliminée ou rendue inactive par délétion clonale, édition
de récepteur, anergie ou ignorance. Avant d’évoquer ce processus, il est nécessaire de
rappeler les étapes de différenciation B précoce et les mécanismes a l'origine de la

diversité des anticorps ou immunoglobulines (Ig).

Durant les phases initiales de développement lymphocytaire, les cellules souches
hématopoiétiques multipotentes se différencient en progéniteurs communs multipotents
caractérisés par la perte de capacité d’auto-renouvellement. L'expression de la tyrosine
kinase FLT3 (Fms-Like Tyrosine kinase 3 receptor) va médier le signal induit par les cellules
stromales médullaires (Ray et al. 1996) et aboutir a la différenciation vers des
progéniteurs lymphoides communs. L'engagement vers le lignage B dépend du signal IL-
7 et de différents facteurs de transcription tels que E2A, EBF1 (Early B cell Factor 1), BCL-
11a, IKAROS ((Nutt and Kee 2007; Kikuchi et al. 2005). A ce stade, PAX5 (Paired Box gene
5) est un acteur essentiel puisqu’il va entrainer l'expression de différents genes
spécifiques du lignage B tels que CD79 (Iga) et CD19 tout en réprimant les genes
inappropriés a la lignée B (Wentink et al. 2019). L'inactivation de PAX5 aboutit a un arrét
précoce de la différenciation lymphocytaire B avec un blocage au stade pro-B (Nutt and
Kee 2007). L'expression de CD79 et de CD19 est caractéristique de cellules pro-B ou le

processus de réarrangement V(D)] des genes variables d’Ig débute.

2.1 Diversité combinatoire et jonctionnelle

Ce processus, relativement similaire chez ’homme et la souris, est sous la dépendance des
enzymes RAG 1 et RAG2 (Recombinase-activating gene)(Oettinger et al. 1990). Le locus de
la chaine lourde (heavy, H) d’Ig, situé sur le chromosome 14, est composé d'une série de
genes dits variables (V), suivie de ceux de diversité (D), de jonction (]) et des exons des
régions constantes (C) qui détermineront ultérieurement l'isotype (IgM, IgD, [gG1-4, [gA1-
2 et IgE). Chez 'homme, et selon I'haplotype, le nombre de genes V sur le locus IGH est
estimé entre 123 et 129 (38 a 46 fonctionnels, 4 a 5 ORF, et 79 a 81 pseudogénes), celui
de genes D a 27 (dont 23 fonctionnels et 4 ORF), celui de ] a 9 (6 fonctionnels et 3
ORF)(Lefranc 2014; Matsuda et al. 1998). Les locus de chaines légeres (light, L) ne
comprennent que les éléments V, | et C et sont respectivement situés sur le chromosome
2 et 22 pour les chaines lambda (A) et kappa (k) (Wentink et al. 2019; Kenter,; Priyadarshi,

and Drake 2023). Chez 'homme, en raison de variants structuraux, le nombre de genes



V,D,],C sur le locus IGH et VJ,C sur les locus IGL et IGK varient selon I'haplotype. Une
estimation du nombre de génes sur les 3 loci, qu’ils soient fonctionnels ou non

(pseudogenes ou hors cadre de lecture), est donnée dans le Tableau 1.

Tableau 1 : Nombre de genes V, (D), ], C sur les locus de chaines H et L. chez 'homme.
(D’apres Lefranc et al. 2014).

IGH 14q32.33 1(32:12;9 é;) (Z) (191)
IGK 2p11.2 (31_6;8) / 5 1
IGL 22q11.2 éiﬁgg) / (74151) (74151)

.aUn haplotype rare comporte uniquement le segment IGKV proximal, d’environ 500 pb, avec 40 génes V
dont 17 a 19 fonctionnels.

Les réarrangements sont réalisés grace a des séquences cibles dites RSS (recombination
single sequences), situées immédiatement en 3’ des segments V, en 5’ et 3’ des segments D,
et en 5’ des segments |, et composées de répétitions stéréotypées (un heptamere
palindromique et un nonamere riches en bases A et T) séparées par des séquences
intercalantes de longueurs conservées de 12 et 23 paires de bases (Matsuda et al., 1998,
Figure 1). Une recombinaison ne peut avoir lieu qu’entre des RSS dissemblables, c’est-a-
dire un RSS avec une séquence intercalante de 12 nucléotides et un avec une séquence
intercalant de 23 nucléotides (regle 12-23). Les séquences RSS vont étre reconnues par
un complexe hétéro-tétramérique de 2 sous unités de RAG1 et RAG2 chacun (Kim et al.
2015). La recombinaison est initiée lorsque le complexe induit une cassure d’ADN (Acide
désoxyribonucléique) simple brin en 3’ de la région codante et en 5’ des RSS (Tonegawa
1983). Le complexe RAG-RSS (12) va s’associer a une autre séquence RSS (23) pour former
une synapse. Une réaction de transestérification, par laquelle le groupement OH en 3’
attaque le groupement phosphodiester du brin opposé, aboutit a la formation de deux
épingles a cheveux sur les extrémités codantes et deux extrémités signal franches (van
Gent, Mizuuchi, and Gellert 1996). Les cassures double brin activent le complexe DNA-PK
(composé des sous unités DNA dependant protein kinase, Ku80 et Ku70) qui recrute des

protéines de réparation de 'ADN, dont XRCC4 (X-ray repair cross-complementing protein
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4) et Artemis. L'épingle a cheveux est ensuite ouverte, en son centre ou de fagon
asymétrique par l'endonucléase Artemis (Ma et al. 2002). Lorsque l'ouverture est
asymétrique, I'ajout de nucléotides sur le brin complémentaire aboutira a des séquences
palindromiques au niveau de la jonction (nucléotides P). Des nucléotides (nucléotides N)
peuvent étre ajoutés aléatoirement aux extrémités dADN par la TdT
(terminodeoxynucleotidyl transférase), une ADN polymérase non dépendante de matrice,
alors que d’autres peuvent étre retirés par des exonucléases, augmentant ainsi la diversité
jonctionnelle des régions variables d’lg. Les extrémités d’ADN sont enfin liées par un
mécanisme de recombinaison non homologue, (NHE] pour non homologous end-joining),
impliquant notamment la DNA-ligase IV (Deriano and Roth 2013), permettant la jonction

entre 2 segments V, D ou J.

A RSS
VooLe1s J C
| [ O ™ M . Germline immunoglobulin
W T N NN or TCR locus
v RSS ——
Coding Heptamer Spacer Nonamer
sequence  CACAGTG 12 0r23 ACAAAAACC
B
a RAG binding and nicking € Hairpin formation and cleavage
OH _ \ T
, ™) /
Vv > <JJ )
/ Post-cleavage
RAG1/RAG2 complex
b Synapsis d Hairpin opening and joining

and NHEJ factors

__\\ /( — Post-cleavage complex

ﬁwﬁ P // \\

\/ 7/
Figure 1 : Etapes de la recombinaison V(D)]. Adapté de Roth, 2003.
A. Représentation d'un locus de chaine L en configuration germinale et d'une séquence RSS. B. a, le complexe
RAG1/RAG2 reconnait une séquence RSS et induit une cassure simple brin entre le segment V et la séquence
RSS; b, le complexe RAG/RSS forme une synapse avec une autre région RSS; ¢, le groupement OH libéré
attaque le brin opposé au niveau d’'un groupement phosphodiester pour former une cassure double brin,
puis deux extrémités codantes scellées en épingle a cheveux et deux extrémités signal franches. Ces
extrémités associées a RAG forment le complexe post-clivage, facilitant le recrutement du complexe DNA-
PK et des protéines de réparation de I'ADN. d, Apres ouverture de I'épingle a cheveux par Artemis, des

nucléotides sont ajoutés/retirés au niveau des jonctions, ensuite liées par la DNA ligase IV pour former une
jonction codante entre les genes V et ].
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Les réarrangements de genes d’lg débutent sur le locus de la chaine H, au stade pro-B (de
phénotype CD19+CD34+CD10+IgM-, Figure 2). Un segment D est juxtaposé a un segment
J, puis un segment V est réarrangé avec ce segment DJ. Apres réarrangement, la chaine H
est associée a une pseudo-chaine L (composée des protéines VpreB et VA5) pour former,
avec les protéines CD79A et B, le pré-BCR (Kerr et al. 1989). La chaine L est elle-méme
réarrangée au stade pré-B (CD19+CD20+CD34-CD10+IgM-) ou un gene ] est associé a un

géne V sur le locus k ou A.

Antibodies
g0 Y 1gm | Pre-BCR | 1gG
Bone marrow Secondary lymphoid organs and circulation
! ) [ \ \ |
= - = = Vs Vs
I — e = - —_— ;:’—» ;:/
W \ = \- \=
Stem cell Pro-B cell Pre-Bcell Immature Bcell Transitional  Naive B cell Memor)) Plasmablast\ Plasma cell\
B cell
CD34
HLA-DR
CD19
CD20
IgM
gD
CD27
CD38 —
CD138 —

Figure 2 : Phénotype des précurseurs B et des LB immatures dans la moelle osseuse, et des LB de
différenciation folliculaire en périphérie (Sabatino, 2019).

Chez 'homme, le locus k est réarrangé avant le locus A (Gay et al. 1993). Une fois la chalne
L réarrangée, et apres traduction, elle est associée a la chaine H pour former I'lg (d’isotype
[gM), composée d’un fragment constant Fc et d’'une région variable. Celle-ci est constituée
de sept séquences peptidiques pour chaque chaine H et L : quatre FR (framework region)
et 3 CDR (complement determining region) qui constituent le site de liaison a I'antigéne ou
paratope. Cette Ig est exprimée a la surface au stade B immature pour former, avec
CD79A/CD79B et leur domaine cytoplasmique riche en motifs ITAM (immunoreceptor
tyrosine-based activation motifs) transducteur de signal, un complexe BCR fonctionnel
(Nemazee, 2017, Figure 3). Plus de 95% des LB immatures expriment une paire unique
de chaine H et L par le phénomene d 'exclusion allélique, qui conduit a 'expression d’'un
seul allele alors que la cellule B a le potentiel génétique d’exprimer les deux (Pelanda

2014).
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a Immunoglobulin H-chain locus b Immunoglobulin k L-chain locus  Immunoglobulin A L-chain locus € Membrane IgM

46 RSS 23 RSS 6 36 5 35 4 3 H chain
L N N R . . o K chain—\
H

L B/ { Cn | Cx Cell

membrane

Figure 3 : Recombinaisons sur les locus de chaine H et L et structure de I'lg. (Nemazee, 2017).

a. Les processus de recombinaison concernent d’abord les genes VD] de la chaine H au stade proB. b. La
recombinaison des chaines L prend place au stade préB. Chez 'homme, la chaine k est d’abord réarrangée
pour les génes VJ. Sile BCR est non fonctionnel ou autoréactif, les réarrangements de la chaine k reprennent.
En cas de nouvel échec, c’est la chaine A qui est réarrangée suite a un processus d’exclusion allélique. c. A
lI'issue des réarrangements V(D)], le BCR exprimé a la surface du LB immature est fonctionnel, et constitué
de deux chaines légeres et deux chaines lourdes comprenant chacune une région variable et une région
constante.

Les diversités combinatoire et jonctionnelle sont des mécanismes utiles pour faire face
aux différents pathogénes que I'organisme peut rencontrer. Néanmoins, ces processus
stochastiques ont linconvénient de générer des anticorps reconnaissant des
autoantigenes et ayant le potentiel d’entrainer une auto-immunité. Différents filtres (ou
« checkpoints ») existent pour réduire le nombre de cellules matures autoréactives ou leur
pathogénicité. Le premier de ces checkpoints a lieu au stade B immature dans la moelle
osseuse lors d'un processus qui existe des le développement fcetal chez 'homme: la

tolérance centrale (Chen et al. 2020).

2.2 Mécanismes de tolérance centrale

2.2.1 Délétion

Les connaissances sur l'induction de tolérance centrale résultent largement de travaux
menés sur des modeles murins transgéniques dans lesquels la majorité ou toutes les
cellules B expriment un BCR spécifique d'un antigéne donné. Ces modeles offrent la
possibilité d’évaluer le développement lymphocytaire B en présence ou en absence d’'un
antigéene donné et en faisant varier sa forme (membranaire ou solubles), et, en
conséquence, I'avidité ou l'affinité. Les modeles de souris transgéniques portant le gene
de la lysozyme HEL, de sorte que la protéine (HEL) est synthétisée tout au long de la vie
en tant qu’autoantigene circulant, est un exemple de ces modeles (Burnett et al. 2019). Ils
ont, dans un premier temps, permis de démontrer que I'induction de la tolérance opérait

par 'apoptose des cellules autoréactives dans la moelle osseuse (Melamed and Nemazee
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1997; S.B. Hartley et al. 1993; C. Chen et al. 1995). Ce mécanisme, nommé délétion clonale,
a notamment été mis en évidence dans le modele double transgénique résultant du
croisement entre une souris exprimant un répertoire monoclonal de LB réactifs avec
I'antigene HEL (MD4) et une souris exprimant le HEL sous forme membranaire (Suzanne
B. Hartley et al. 1991). L'apoptose des LB autoréactifs dépend largement de la protéine
pro-apopototique BIM couplé a I'inhibition de molécules anti-apoptotiques comme BCL-
2 (Melamed et al. 1998; Enders et al. 2003). L'expression de AICDA codant I'enzyme AID
(activated induced deaminase), dont nous détaillerons plus loin le role dans la maturation
d’affinité secondaire des LB, favorise I'apoptose des cellules immatures autoréactives en
générant probablement des dommages dans I'’ADN (Cantaert et al. 2015). L'ensemble des
modeles murins a également permis de préciser que la délétion clonale résulte d’'un
processus durant plusieurs jours, qu’elle concerne des LB dont I'avidité du BCR est élevée
et dont I'antigene est fortement exprimé dans la MO, et que ces LB sont rapidement

éliminés par les macrophages et donc difficiles a identifier (Pelanda et al. 2022).

2.2.2 Anergie

Les travaux de C. Goodnow et collaborateurs ont été pionniers dans la mise en évidence
de mécanismes alternatifs a la délétion clonale. Dans un des modeles développés par son
équipe, la souris MD4 a été croisée avec une souris transgénique (ML5) qui exprime le
HEL sous forme soluble. Malgré une affinité du BCR MD4 pour HEL élevée, la nature
monovalente du HEL soluble rendait 1'avidité anticorps-antigene suffisamment faible
pour que la force du signal soit en dessous du seuil induisant la délétion clonale durant le
développement des cellules B (C. C. Goodnow et al., 1988). De plus, la construction codant
pour le BCR transgénique était insérée en dehors du locus d'lg, rendant 1'édition du
récepteur impossible chez ces souris. Ce modele a permis de confirmer I'existence d’'un
phénomene d’anergie, résultant d’'une interaction faible entre I'antigéne et I'anticorps, et
aboutissant a la survie de cellules autoréactives au potentiel de prolifération et
d’activation réduite. Ce concept d’anergie avait été évoqué en 1980 par Nossal et
collaborateurs pour expliquer le fait que des MB spécifiques d'un antigéne pouvaient étre
détectées en périphérie apres exposition a de faibles doses d’antigene (Nossal and Pike
1980). Les cellules anergiques sont caractérisées par une demi vie courte, une expression
membranaire faible d'IgM et des capacités d’activation réduites apres engagement du BCR

[gM (Fulcher and Basten 1994).
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2.2.3 Edition du récepteur

Un autre mécanisme mis en jeu pour limiter I'autoréactivité des cellules B immatures est
’édition du récepteur, par lequel le processus de réarrangement V-] peut reprendre sur
les loci des chaines Igk ou IgA des LB autoréactifs. A 'issue de ce réarrangement, catalysé
par les genes RAG, la séquence V] codant la chaine L autoréactive d'origine est remplacée
par un nouveau segment de géne V] codant une nouvelle chaine L. Son appariement avec
la chaine H existante forme un nouveau BCR qui est a nouveau testé pour son

autoréactivité. Ce phénomene se poursuit jusqu’a ce que le BCR porté par le LB immature

devienne non autoréactif ou avec une affinité pour I'autoantigene suffisamment faible.

Les réarrangements mis en ceuvre lors de I’édition du récepteur sont directionnels et ne
se font pas de facon entierement aléatoire (Constantinescu and Schlissel 1997; Prak et al.
1994). En effet, ils progressent séquentiellement sur les loci des chalnes k, des éléments
Jk en amont vers les éléments Jk en aval. Si le BCR reste toujours autoréactif, une
recombinaison s’effectue entre une séquence Kde (kappa deleting element, située en aval
du segment constant C kappa) et un gene Vk ou une séquence RSS en aval du segment Jx
(Brauninger et al. 2001). Ce processus permet de garantir I'exclusion isotypique, en
inactivant le locus k, et de poursuive le processus de réarrangement sur le locus A
(Nemazee 2006). Lorsque l'interaction BCR- antigene est forte, 'édition du récepteur est
le premier mécanisme mis en jeu et la délétion clonale requise uniquement lors de son
porteuse d'un polymorphisme du gene IGKC, permettant d’identifier les LB ayant subi une
édition du récepteur in vivo, révele que 30% des LB matures murins ont suivi un tel

processus lors de leur développement central (Casellas et al. 2001).

Sil’édition du récepteur a initialement été identifiée chez la souris, elle constitue aussi un
mécanisme de tolérance centrale B chez ’homme, comme cela a pu étre démontré dans
les modéles de souris humanisée. La souris HIS hu-mice (human immune system
humanized mouse model), au phénotype de déficit immunitaire combiné sévere, exprime
un superantigéne interagissant avec le fragment constant de 1'l[gk humaine (Lang et al.
2016). La greffe de cellules souches humaines hématopoiétiques chez ces souris permet
d’analyser la tolérance B humaine puisque toutes les cellules x+ y subissent un processus
de sélection négative. Les LB immatures k+ présentent bien des signes d’édition du

récepteur,; incluant une expression augmentée de RAG et une recombinaison secondaire
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des génes de chaine L, mais aussi un phénotype spécifique dont une baisse de I’expression
membranaire de CD19 et de I'I[gM (Alves da Costa et al. 2021). Lensemble de ces éléments
supporte l'hypothese que, lorsqu'un LB immature reconnait un autoantigéne de

I'environnement médullaire, plusieurs mécanismes peuvent étre mis en jeu (Figure 4).

Mécanisme Force du signal

Délétion

Apoptose
BCR fgé::?eﬂf /7 Nouveaux
autoréactif o D g. | réarrangements
T N 4\ 0
AutoAg Ol N des chaines H/L
o — 2= ’
" >/ Beg.ulajzion \L Expression BCR
S intrinséque L N7, \
LB A - ] \L signaux +
. ner, & ,
immature L ¥ N T signaux -
Régulation N
intrinséque o /A »L Expression BCR
ignorance OV 3 . / Jr signaux +
K N T signaux -

Figure 4. Mécanismes de la tolérance centrale B. Lorsqu’un LB immature reconnait un autoantigene de
I'environnement médullaire, plusieurs mécanismes peuvent étre mis en jeu selon la force d’interaction et de
I'avidité pour I'antigene. Si le signal généré est fort, une quantité importante de BCR va étre internalisée et
le LB va subir une édition du récepteur voire une délétion clonale si celle-ci est inefficace. En cas de signal
faible, la survie du LB sera permise au prix de capacités fonctionnelles réduites lors de I'anergie. Il est
également possible que le LB échappe al’édition de récepteur, a la délétion clonale et a I'anergie, aboutissant

alignorance antigénique par une régulation extrinseque. Ag, antigene.
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Le choix d’'un de ces mécanismes dépend de la force d’interaction et de l'avidité pour
I'antigene, notamment conditionnée par la quantité de BCR exprimés a la surface du B et
leur capacité a transduire un signal tonique (Rowland et al. 2010). Si le complexe BCR
apparait donc crucial a ce stade, d’autres signaux, comme ceux générés par récepteurs
Toll-like (TLR), peuvent agir en synergie notamment pour augmenter I’expression d’AID
(Kuraoka, Meffre, and Kelsoe 2018). Ainsi, le défaut d’un gene impliqué dans le signaling
des TLR endosomaux empéche I'élimination des LB immatures autoréactifs, comme le
révele l'inactivation de MYD88 chez la souris (Kuraoka et al. 2017) ou l'analyse des
patients déficients pour MYD88 ou IRAK4 (Isnardi et al. 2008). L'analyse des cellules
immatures chez des souris humanisées déficientes pour MYD88, TLR9 ou TLR7, mise en
écho avec celles de patients déficients pour TLR7 et de patients sclérodermiques avec
défaut fonctionnel de TLR9Y, supporte le role crucial de TLR9, mais pas de TLR7, dans
I'induction de la tolérance centrale (Cakan et al. 2023). Enfin, si le LB immature autoréactif
échappe a la délétion clonale, a I'édition du récepteur ou a 'anergie, des mécanismes de
régulation extrinseque, tels qu’'une limitation des signaux de co-stimulation ou des
meédiateurs pro-inflammatoires que nous détaillerons dans les prochains chapitres,

peuvent nuancer son potentiel pathogénique (Goodnow et al. 2005).

3. Tolérance périphérique : compartiment naif

Les LB quittant la moelle osseuse expriment un BCR fonctionnel et théoriquement non
autoréactif. Le processus de tolérance centrale est particulierement efficace: chez
I’homme, la fréquence de LB autoréactifs passe de 75% au stade pré/proB a 40% au stade
immature (Wardemann et al. 2003). Néanmoins, une fraction non négligeable de cellules
B autoréactives passent le filtre central et atteignent la périphérie, c’est-a-dire le sang ou
les organes lymphoides secondaires (OLS). Cela implique que des mécanismes de
tolérance y soient également mis en place afin d’éliminer les LB potentiellement

pathogeénes.
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3.1. Le premier checkpoint

Les mécanismes de tolérance périphérique sont mis en jeu des le stade de LB transitionnel
(ou new emigrant, CD19+CD27-CD10+IgM+CD38hishCD24high), Ces cellules, qui font le lien
entre la différenciation dans la MO et en périphérie, représentent environ 5% des LB
circulants (Anolik 2013) (Figure 2). Elles poursuivent leur maturation en périphérie
jusqu’aux cellules B matures naives dont elles sont les précurseurs (Carsetti, Rosado, and
Wardmann 2004). Chez I'homme et la souris, trois populations de LB transitionnels sont
définies, différenciées en cytométrie en flux par I'expression membranaire de CD21, IgM
et IgD (Figure 5), mais aussi pas des caractéristiques fonctionnelles différentes (Simon et
al. 2016; Palanichamy et al. 2009; Blair et al. 2010). Lhypotheése selon laquelle la
population B transitionnelle représente un checkpoint de sélection négative repose
largement sur les travaux de Wardemann et al. (Wardemann et al. 2003). Par une
technique associant successivement tri des LB en cellule unique (single cell), séquencage
de leurs régions variables de chaine H et L, et clonage dans des lignées cellulaires de
mammiferes, I'anticorps produit par chacune des cellules issues de sous populations B
données a pu étre testé pour son profil de réactivité. Il en a résulté que la proportion de
cellules réactives contre des autoantigenes nucléaires ou cytoplasmiques passait de 40%

au stade transitionnel a 20% environ au stade mature naif.

Ce processus de sélection négative semble particulierement concerner les LB
transitionnels T1 (IgMhigh [gDlew CD21-), pour lesquelles une forte stimulation du BCR
entraine l'apoptose (Sims et al. 2005). Les cellules T2, (IgMhigh [gDhish CD21+) plus
matures, ont pour leur part acquis une résistance a I'apoptose induite par l'antigene.
Quant aux cellules T3, elles représentent probablement une population anergique avec
une faible réponse a la stimulation du BCR, et aux capacités prolifératives réduites. Leur
caractere anergique est notamment suggéré par une expression faible d’IgM a leur surface
(Duty et al. 2009; Palanichamy et al. 2009). Si ces cellules autoréactives anergiques ou
ignorantes ne rencontrent pas leur autoantigene, ou si I'avidité avec leur BCR génere un
signal en dessous d’un certain seuil, elles vont survivre et pouvoir, comme les autres LB
transitionnels, se différencier en cellules B matures naives (CD19+CD27-CD10-

IgM+CD38+CD24+).
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Figure 5 : Sous-populations B transitionnelles chez 'homme (adapté de Cambier et al., 2007).

3.2. Mécanismes de tolérance au stade naif

La sélection négative ou positive des cellules B transitionnelles et naives est conditionnée

par une régulation fine des signaux B intrinseques :

Le signal BCR. Les conséquences cellulaires de la liaison a 'antigéne dépendent de la
capacité du complexe BCR a transduire un signal en deca ou au-dela du seuil d’activation.
Le complexe est composé de I'lg de surface, associée a CD79A et B dont la phosphorylation
des motifs ITAM intracellulaires par les kinases Src (BLK, Lyn, Fyn...), ce qui aboutit au
recrutement de la tyrosine kinase Syk (spleen tyrosine kinase), et du CD19 qui agit comme
un corécepteur et active la PI3K (phosphatidyl inositol 3-kinase). Ces effecteurs sont a
'origine de signaux, distincts mais convergents, aboutissant a l'activation des voies MAP
kinases, AKT/mTOR, et a la translocation nucléaire de facteurs de transcription (NFkB,
nuclear factor-kappa B ; NFAT, nuclear factor of activated T cell...). lls sont résumés dans la
Figure 6. D’autres co-récepteurs associés au BCR exercent des fonctions de co-activation
(CD21, CD81) ou inhibitrices (CD72, Siglec-10 pour sialic acid-binding Ig-like lectin, CD22,
FcyRIIB, LILRB) régulant également l'activation du LB (Tsubata 2018; Lobo et al. 2009;
Tedder, Inaoki, and Sato 1997).

Dans la population lymphocytaire B transitionnelle et naive, 'avidité et, de fait, la force du
signal transmis par le BCR dépendent du niveau d’expression de I'lg de surface mais aussi
de son isotype. Le LB naif coexprime deux types de BCR: I'IgM et I'lgD, résultant d’'un
épissage alternatif par lequel deux segments C sont délétés sur la chaine H. Dans la
population B anergique, nous avons vu que 'expression de surface de 'I[gM est réprimée,

mais celle de I'lgD est similaire aux autres cellules naives (Duty et al. 2009). Le modele
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murin Nur77-eGFP développé par Zikherman et collaborateurs, a permis de mieux
préciser le role de I'lg de surface dans la capacité de réponse des LB a leur autoantigene
(Zikherman et al. 2012). Dans ce modeéle, 'expression de la GFP est sous la dépendance
du gene Nur77, géne rapidement surexprimeé lors de I'’engagement du BCR, de sorte que
la fluorescence de la GFP soit un indicateur de la force du signal généré par 'interaction
antigene-récepteur. Les auteurs ont montré que 'expression de la GFP était inversement
corrélée a I'expression de 1'I[gM de surface, mais pas a I'lgD. Les LB avec une forte
expression de GFP étaient présumés autoréactifs, ce qui était confirmé par I'importante
proportion de réactivité antinucléaire. Dans ces cellules, la stimulation de I'IgM
aboutissait a une diminution du flux calcique intra-cellulaire par rapport aux cellules
GFPlow, ce qui n’était pas le cas de la stimulation du BCR IgD. Ces données confortent
I’hypothése qu'un pool de cellules autoréactives anergisées survit en périphérie, que
I'expression membranaire de I'lgM permet d’en atténuer la réponse a I'antigene, mais que
ces cellules restent capables de s’activer dans certaines conditions (notamment via I'I[gD)

et pourraient constituer un « réservoir » élargissant le répertoire d’anticorps.

L'ensemble des kinases impliquées dans la transduction du signal BCR sont également
indispensables au maintien de la tolérance périphérique. La déficience en Lyn augmente
le seuil d’activation des LB autoréactifs ainsi préservés de la délétion clonale (Lamagna et
al. 2014). Un autre exemple est PI3K. L'activation constitutive de sa sous unité P110a
abolit complétement la délétion clonale et I'édition du récepteur au niveau central, mais
permet aussi aux cellules autoréactives de court circuiter le premier filtre périphérique
(Greaves et al. 2019). De plus, contrairement aux autres cellules B naives, les cellules B
anergiques du modele MD4xML5 n’accumulent pas de PtdInsP3, produit de la PI3K, apres
stimulation de leur BCR (Browne et al. 2009; Getahun 2022). Au contraire, cette
stimulation aboutit a une surexpression de la protéine PTEN (hosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphate 3-phosphatase), régulatrice négative de PI3K. La délétion de PTEN dans les
cellules B MD4xMLS5 restaure une réponse BCR normale, ce qui souligne I'importance de
la régulation négative de PI3K dans le maintien de I'anergie. Enfin, dans un modele
inductible, la délétion de SHP-1 (SH2-containing tyrosine phosphatase-1), phosphatase
des motifs ITAMs a l'origine d’'un rétrocontrole négatif sur le signal BCR, réactive les
cellules anergiques (Getahun et al. 2016). Ces données supportent le rdle critique du

signal BCR comme de ses rétrocontrdles dans le maintien de I'anergie.
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Figure 6 : Signal du récepteur du LB (BCR). (Nemazee et al., 2017).

Laliaison du BCR al'antigene favorise la phosphorylation des la tyrosine de CD79A et CD79B par les kinases
de la famille Src (SFK, Src family kinase) sur leurs motifs ITAM. Les ITAM phosphorylés recrutent et activent
Syk (spleen tyrosine kinase), qui initie plusieurs voies de signalisation :

1) CD19 fonctionne comme un co-récepteur du BCR, qui, associé a Lyn, recrute la sous-unité régulatrice p85
de la PI3K (gauche). L'activation de PI3K, médiée par cette voie ou par la protéine adaptatrice BCAP (B cell
adaptor for PI3K), entraine la phosphorylation de phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PtdInsP2), en
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (PtdInsP3), le recrutement de PDK1 (phosphoinositide-dependent
protein kinase 1), BTK (Bruton Tyorisine kinase) puis AKT (ou PKB, protéine kinase B). AKT réprime l'activité
de la protéine FOXO1 (forkhead box 01) et son export nucléaire, et active la transcription de MYC, ce qui
favorise la survie cellulaire.

2) Dans une voie distincte (au centre), la protéine BLNK (B-cell linker) agit en tant que substrat pour la
phosphorylation médiée par Syk et les kinases Src, favorisant le recrutement de la PLCy2 (phospholipase
Cy2), de BTK, de la protéine GRB2 (Growth-factor receptor bound protein 2). La PLCy2 activée hydrolyse le
PtdInsP2 en diacylglycérol (DAG) et inositol-1,4,5-trisphosphate (InsP3), ce qui contribue la mobilisation
du Ca2+ par le récepteur d'InsP3 (InsP3R) et I'ouverture du canal Ca2+ membranaire ORAI La mobilisation
du calcium favorise l'activation de la calcineurine et la localisation nucléaire de NFAT.

3) DAG (a droite) active également la PKC (protéine kinase C), impliquant la voie des MAPK kinases
notamment par 'activation successive des protéines RASGRP (RAS guanyl nucleotide-releasing protein), de
la GTPase RAS, de MEK (MAPK/ERK kinase) et de ERK (extracellular signal-regulated kinases). Apres
phosphorylation, ERK entre dans le noyau et entraine I’hétérodimérisation de Fos et Jun en AP-1 permettant
son activité transcriptionnelle.

4) PKC phosphoryle la protéine du complexe de signalisation NF-kB CARMA1 (composé de CARMA1, BCL10
et MALT1), entrainant le clivage de A20, une protéine inhibitrice de la signalisation NF-«B, et la
phosphorylation par TAK1 (Transforming growth factor-f§ (TGF-f3)-activated kinase 1) du trimére IKK
(inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase, composé de NEMO,NF-kB Essential Modulator, IKKa et IKKf{).
IKK phosphoryle ensuite IkB (un inhibiteur de NF-«kB lié a celui-ci), induisant sa dégradation protéolytique,
libérant NF-kB dans le cytosol et lui permettant sa translocation nucléaire.
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Les TLR. Les récepteurs TLR7 et TLR9, dépendants de MYD88 et dont nous avons déja
évoqué le role lors de la tolérance centrale, sont exprimés dans le compartiment
endosomal des LB. TLR9 est un récepteur spécifique a 'ADN reconnaissant des ilots CpG
(Dinucléotide Cytosine-phosphate-Guanine) déméthylés. La transduction du signal TLR9
est dépendante de CD19. En effet, la stimulation via TLR9 entraine la phosphorylation de
CD19, puis le recrutement de PI3K, BTK et AKT, rejoignant une de voies de signalisation
du BCR (Figure 7). De plus, des cellules B naives purifiées de patients avec une mutation
homo ou hétérozygote de CD19, qui entraine une diminution d’expression CD19 a leur
surface, présentent un défaut de réponse spécifique a la stimulation TLR9 (Morbach et al.
2016). De fagon physiologique, un engagement simultané du BCR et de TLR9 dans les
cellules naives engendre initialement un signal de prolifération, suivi d’'un arrét de cycle
cellulaire et d’'une orientation de la cellule vers I'apoptose (Sindhava et al. 2018). A
I'opposé du rdle tolérogene de TLRY, la surexpression chez la souris de TLR7, récepteur
spécifique a 'ARN (Acide RiboNucléique), favorise I'expansion de cellules transitionnelles

et la survie de cellules matures autoréactives (Giltiay et al. 2013).

-1 N7

LR7/TLRY MyDS88 @
IRAK1/4

‘ B cell activation
(TACI, CD23, and CD86 upregulation)

[NF-KB P65 ] P38 MAPK |

Figure 7 : Représentation signal TLR7 /9 dépendant de CD19 dans le LB. (Morbach et al.,, 2016).

La stimulation des TLR7/9 endosomaux induit la phosphorylation de CD19, le recrutement de PI3K et la
phosphorylation de AKT et BTK, amplifiant la signalisation du BCR, ce qui aboutit notamment a I'activation
des voie des MAPK et NF-kB.
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Le comportement d'un LB aprés sa rencontre avec I'antigene peut également étre modulé
par des facteurs extrinseques, dont les lymphocytes T (LT). Une cellule B donnée pourra
ne pas s’activer en 'absence d’activation par un LT auxiliaire (si celle-ci est éliminée lors
des processus de tolérance T par exemple) ou sous l'effet de cellules
immunomodulatrices, comme les LT régulateurs (Treg) (H. Huang et al. 2006; Getahun
2022). Le role des Treg dans la tolérance B est illustré chez les patients déficients pour
AIRE (Autoimmune regulator). Le défaut de sélection des Tregs normalement médié par
AIRE aboutit a un répertoire TCR régulateur incomplet et a une accumulation des cellules
B naives autoréactives (Sng et al. 2019). En ce sens, les patients déficients pour FOXP3
(forkhead box protein 3), codant un facteur de transcription critique pour la fonction des
Tregs, présentent également une proportion accrue de LB autoréactifs en périphérie alors
que la tolérance centrale n’est pas impactée (Kinnunen et al. 2013). Il faut noter qu'une
population singuliere de LB, au phénotype proche des cellules transitionnelles, est
capable d’inhiber 1'aide (ou help) des LT auxiliaires par la production de cytokines

immunosuppressives dont I'interleukine 10 (IL-10) (Blair et al. 2010).

Le systeme BAFF-APRIL représente un autre de ces facteurs cruciaux dans la régulation
du signal lymphocytaire B naif. La cytokine BAFF (B cell activating factor),
majoritairement exprimée par les cellules myéloides, appartient a la famille des
récepteurs du TNF (Tumor necrosis factor) et peut étre active sous forme membranaire ou
sécrétée. Elle a trois récepteurs exprimés par les LB: BAFF-R, TACI (transmembrane
activator and CAML interactor), BCMA (B-cell maturation antigen) (Jackson and Davidson
2019). BAFF peut agir sous forme trimérique ou former de plus gros multimetres et ainsi
se lier sélectivement a BAFF-R ou TACI (Vigolo et al. 2018). La cytokine APRIL, elle, est
produite par les cellules myéloides ou épithéliales et se lie a BCMA et TACI (Figure 8). Les
LB expriment BAFF-R a partir du stade transitionnel, en particulier les cellules T2 pour
lesquelles BAFF participe largement a leur résistance a I'apoptose induite par I'antigene
en induisant I’expression de molécules anti-apoptotiques (Smulski et al. 2018; Petro et al.
2002; Thorn et al. 2010). Le signal de survie induit par BAFF-R passe par la voie non-
canonicale de NFkB et I'activation de la PI3K (Stadanlick et al. 2008; Henley, Kovesdi, and
Turner 2008). Une surexpression de BAFF, dans le modele MD4xML5, permet une survie
des cellules B autoréactives (Thien et al. 2004; Cancro 2004) (Cancro 2004). Ainsi, BAFF

agit comme un rhéostat pour la sélection des LB naifs notamment au stade transitionnel.
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TACI est physiologiquement exprimé a partir du stade mature naif ou il semble exercer un
role de régulateur négatif de l'activation B. Il joue aussi un réle plus tardif dans la
maturation B en favorisant la commutation de classe et la survie des plasmocytes (PC),

tout comme BCMA (Tsuji etal. 2011; Coquery and Erickson 2012).

Myeloid cell

~j Furin protease

Membrane-bound Soluble Soluble
BAFF BAFF APRIL
BAFF
HSPG

7
g g

-

|

U BAFF-R UBCMA UTACI B cells,
plasmablasts
and plasma
Immature B cell Plasma cell T-cell-independent cells
survival and survival antibody responses
maturation B cell regulation

Class-switch recombination

Figure 8 : BAFF, APRIL et leurs récepteurs. (adapté de Hengeveld et al,, 2015 et macket et al., 2002)
APRIL et BAFF sous leur forme soluble, peuvent activer différents récepteurs protéiques
transmembranaires. BAFF-R est un récepteur sélectif de BAFF, important pour 'homéostasie lymphocytaire
B précoce. BCMA, dont I'expression est restreinte aux cellules sécrétrices d’anticorps et leur confere un
signal de survie, lie APRIL et BAFF. TACI, qui reconnait APRIL mais aussi BAFF sous une forme multimérique,
est impliquée dans la différenciation T dépendante et indépendante, et la commutation de classe. LHSPG
(heparan sulfate proteoglycan) facilite I'intéraction entre APRIL et TACL

4. Tolérance périphérique : compartiment post antigénique

4.1 Différenciation du CG et tolérance

Apres la rencontre avec I'antigene, les LB naifs vont subir une maturation d’affinité, et se
différencier en cellules mémoires, classiquement identifiées par le marqueur CD27,
commutées (CD19+CD27+IgD-IgM-) ou non (CD19+CD27+IgD+ et/ou IgM-), ou en
cellules productrices d’anticorps (ASC pour antibody secreting cells = plasmablastes puis
PC). Deux voies de différenciation des cellules mémoires et des ASC sont décrites : une

dépendante du centre germinatif (CG), une indépendante (Figure 9).
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Stade pré-CG. Le choix de cette orientation dépend de l'interaction du LB avec un LT a
I'interface entre le follicule B et la zone T (ou para-cortex) dans les OLS : c’est le stade pré-
CG. Les lymphocytes T folliculaires (TFH, ci-apres nommés pré-TFH avant I'’engagement
du LB dans une voie ou une autre), un sous-type particulier de LT CD4+ déterminé par le
facteur de transcription BCL-6 (B-cell lymphoma 6) et exprimant CXCR5 (chemokine
receptor type 5), ont un role crucial a cette étape. lIs sont nécessaires a la formation et au
maintien du CG, notamment par la sécrétion de I'lL-21 (interleukine 21) (Crotty 2019). Le
LB récemment activé par I'antigene va notamment exprimer les récepteurs de chemokine
CCR7 (C-C Motif Chemokine Receptor 7) et CXCR5 (C-X-C chemokine receptor type 5),
permettant sa migration et son maintien dans cette zone d’interface T-B. Il va former avec
une cellule pré-TFH une synapse immunologique incluant la présentation de I'antigéne
appréteé et des signaux d’activation secondaires impliquant notamment le couple ICOS-
ICOSL (inducing col-stimulator) (D. Liu etal. 2015). L'affinité du BCR pour I’antigene parait
déterminant pour déterminer le type de signal helper fourni par les pré-TFH, en
conditionnant notamment la présentation antigénique aux pré-TFH (Taylor et al. 2015;
Inoue and Kurosaki 2023). Une forte affinité favoriserait une différenciation
plasmablastique, une plus faible orienterait vers le compartiment mémoire, une
intermédiaire vers le CG. Une étude récente, reposant sur le suivi de trajectoire en single
cell de LB naifs apres transfert adoptif d’'un BCR d’affinité fixe, suggere qu’une exposition
prolongée a 'antigéne résulte en une transformation plasmablastique immeédiate, alors
qu’'une exposition plus courte aboutit a 'arrét du cycle cellulaire et une différenciation
mémoire, au sein du CG ou non (Glaros et al. 2021). Enfin, I'’engagement de TLR9 par des
PAMPS (Pathogen associated molecular patterns), surajouté a celui du BCR, favoriserait la
voie extra-folliculaire en limitant la présentation antigénique aux pré-TFH (Akkaya et al.
2018). Sécrétées selon le type de pathogene rencontré, des cytokines comme I'IL-12 ou
I'IL-6 vont respectivement favoriser ou réprimer la différenciation TFH et ainsi orienter
vers la voie CG on non (Elsner and Shlomchik 2019; 2020). Dans I'ensemble, ces éléments
identifient au moins trois déterminants du destin du LB lors de la phase pré-CG : I'affinité
pour l'antigéne, la durée de l'interaction avec I'antigene, et les signaux du

microenvironnement.
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Figure 9 : Orientation des LB dans le compartiment post antigénique (adapté de Inoue et al., 2023).
Le LB engagé par 'antigéne modifie son phénotype (expression de CXCR5, EBI2 et de CCR7) et migre dans
la zone T-B, ou il est maintenu par la répression de S1P1R ( Sphingosine-1-phosphate receptor 1) CD69
dépendante. Il interagit avec un lymphocyte pré-TFH (a gauche), activé par les cellules dendritiques
conventionnelles CD25+, qui va l'orienter vers un processus de maturation d’affinité secondaire
indépendant ou dépendant du CG. Les deux voies permettent de générer des LB mémoires et des ASC
(plasmablastes puis PC, a droite).
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Différenciation folliculaire. Apres l'interaction avec les pré-TFH, seule une petite
proportion de LB activés est sélectionnée pour entrer dans le CG. La perte d’expression de
la molécule EBI2 (Epstein -Barr virus-induced molecule 2) est nécessaire a la migration
vers le CG. Sa délétion chez la souris aboutit a I'absence de réponse anticorps extra-
folliculaire et un exces de cellules B du CG (Pereira et al. 2009). Quatre a sept jours apres
la rencontre avec I'antigene, les LB pré-CG en prolifération se polarisent en deux zones. La
zone sombre (dark zone), voisine de la zone T, est composée de LB en prolifération et
assujettis aux mutations hypersomatiques (SHM). Ce processus, par lequel des mutations
ponctuelles vont étre insérées dans les régions variables des Ig, a pour objectif d’en
améliorer I'affinité et la spécificité pour I'antigene, notamment lorsque ces mutations ont
lieu dans les région hypervariables (CDR). Il implique initialement une déamination des
cytosines en uracile médiée par l'enzyme AID puis de mécanismes de réparation
imparfaits (Base excision repair et mismatch repair). Les cellules B mutées migrent ensuite
vers la zone claire (light zone), ou I'affinité du BCR pour leur antigene lié aux cellules
dendritiques folliculaires (FDC) est testé et ou les cellules exprimant des Ig les plus affines
auront un avantage sélectif. Les LB sélectionnés interagiront ensuite avec les TFH présents
dans la zone claire, en leur présentant I'antigene proportionnellement a leur affinité (S. T.
Chen et al. 2023). Le signal help fournit par les TFH, notamment via I'axe de co-
signalisation CD40-CD40L, donne acces a des niveaux plus élevés de BAFF induit
I'expression de c-Myc et, en conséquence, la reprise des cycles prolifératifs. (Finkin et al.
2019; Luo, Weisel, and Shlomchik 2018; D. Liu et al. 2015). Sous l'influence du complexe
mTORC1 également activé par les TFH, les LB regagnent la zone sombre ou le facteur de
transcription AP4 (activating enhancer binding protein 4) induit par c-Myc favorise le
maintien de la prolifération (Chou et al. 2016). De fait, la progression du LB dans le CG
n’est pas linéaire et '’enchainement prolifération/SHM/sélection positive nécessite un
mouvement constant entre zones claire et sombre dans un processus dynamique nommé
réentrée cyclique (Victora and Nussenzweig 2022) (Figure 10). De plus, des cellules
naives sont continuellement recrutées tout au long du processus CG, ce qui permet

d’améliorer la diversité de réponse a un antigene donné (Hagglof et al. 2023).

Bien qu'’il ait été montré récemment chez ’homme et la souris qu’elle pouvait débuter des
le stade pré-CG (Roco et al, 2019; King et al,, 2021), c’est également dans le CG que

s’effectue la commutation de classe (ou switch isotypique) vers un isotype IgA, G ou E dans
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le but d’optimiser les fonctions effectrices de 'anticorps face a un spectre de pathogéene
donné. AID en est le principal acteur en induisant des cassures doubles brins dADN dans
des régions pentamériques répétées dites « S », qui seront suivies d'une recombinaison de
la région variable avec une région constante a (isotype IgA), y (IgG), ou € (IgE). Le choix
de l'isotype dépend de I'’environnement cytokinique. En effet, les TFH peuvent modifier
leur phénotype en TFH1, TFH2 ou TFH17 (identifiés par I'expression différentielle de
CXC3 et CCR6), produisant respectivement les cytokines et favorisant les commutations
de LB suivants : interferon gamma (IFNy)/IL-21 et [gG2 pour TFH1 ; IL-4/21 et IgG1/IgE
pour TFH2 ; IL17/21 et IgA pour TFH17 (Olatunde et al. 2021).

Les mécanismes régulant le destin du LB apres le passage dans le CG sont multiples. Ils
reposent notamment sur le degré d’affinité du LB pour son antigéne, conditionnant la
encore le signal de soutien apporté par les TFH, de 1'équilibre des cytokines IL-4/IL-21
sécrétées par les TFH et du moment de la réponse dans les CG (précoce ou retardée)
(Weisel et al. 2016; Cyster and Allen 2019). La différentiation en LB mémoires serait
favorisée par un signal TFH faible, entrainant une surexpression de BACH2 réprimant de
c-Myc et mTORC1, une répression de BCL-6 et une expression augmentée de la molécule
anti-apopotique BCL-2 (Inoue and Kurosaki 2023; Victora et al. 2010). La différenciation
en ASC, concernerait des LB avec maturation prolongée dans le CG, dont la forte affinité
pour l'antigene faciliterait I'expression du facteur de transcription plasmablastique
Blimp-1 (Weisel et al. 2016; Tunyaplin et al. 2004). En outre, par opposition aux cellules
mémoires, un fort co-engagement du BCR et de CD40 via les TFH pourrait réprimer FOXO1
via PI3K, activant ainsi la voie NFkB puis IRF-4, favorisant I'orientation plasmablastique
(Lin et al. 2015; Ise and Kurosaki 2019). Les différents facteurs de transcription et
protéines de surface impliqués dans la régulation et le cheminement des LB au sein du CG

sont détaillés dans la Figure 10.

28



Light zone (selection) Memory B cell export
(low affinity; early GC)
Antigen/BCR
ignals (priming?
signals (priming?) Tfh cell-derived INF-xB 1'CCR6
1 Syk 1Akt signals M 7 THhex
Mnk (selection) KnT(%/FC{O 0 phase 4 Lower mTORC1
Antigen %
EDC resentatlon Are MBCs %%
positively selected?
O
1CD83
1CD86 Apoptosis :
0 (owaffinity?) 1CD40signal - pp/pC differentiation
MBR|F4 ; (highest affinity; late GC)
LZ return G1 phase S phase Cyclic reentry 1Blimp- .
(BCR required) (high affinity) ,/
1Syk | Foxol 1CXCR4 .
0 Mo Brief G1 phase 1Foxo1 0
1AID s
R Affinity-dependent .7
”“’.“bef.°f divisions _-~  PCsarise from DZ?
(inertial cycles) -
Apoptosis 1 Cyclin D3
(damaged
BCR)
Clonal burst Sphase
G2/M phase (higher affinity)

Dark zone (proliferation, SHM) B Key molecular regulators

M Cell cycle stages

1 Affinity
Cytokine —Cytokine ] )
receptor 4 V o
¥ ° 4
\\/ ] T cell) Antibody ~ \ /
h;érhc;ry 7 ‘// i Memory Memory GC B cell
B cell P —77-\\/ B cell precursor
[ |
4
e —
Bcl2 Bcl2 )
Light BCR Bcr | Survival
Zone EB|2
hi
Slpr1

Anti-proliferative
mTORC1

Figure 10 : Dynamique du CG et sélection des LB (d’apres Inoue et al. 2023; Victora et al.,, 2022).

A. Représentation des principales étapes de la sélection des LB du CG. L'épaisseur des fleches est
proportionnelle a la fréquence de chaque évenement. Les fleches en pointillés représentent des transitions
supposées. Les régulateurs moléculaires clés sont représentés en bleu, et les étapes du cycle cellulaire
associées a chaque transition en vert. B. A gauche : La sélection de LB mémoires ou de plasmablastes est
principalement déterminée par 'affinité pour I'antigéne des BCR des LB du CG. Les LB avec BCR de faible
affinité sont plus susceptibles de devenir des cellules B mémoires, tandis que ceux avec une affinité élevée
réintégrent la zone sombre ou quittent le CG en tant que plasmablaste. A droite : Exemple de transition d’'un
LB du CG vers un LB mémoire. Les précurseurs des cellules B mémoires se caractérisent par une expression
élevée de BACH2, qui peut exercer un effet anti-prolifératif en limitant I'activation de c-Myc et de mTORC1.
Ces cellules commencent également a réguler a la baisse BCL-6, ce qui permet I'induction de I'expression de
BCL-2 et de BCR a la surface cellulaire, fournissant ensemble des signaux de survie, ainsi que l'induction
d'EBI2 et de S1PR1, qui régulent la migration des cellules B.
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Tolérance périphérique et CG. Deux mécanismes de tolérance tardifs du CG sont
classiquement décrits. D'une part, les cellules ayant acquis un caractere autoréactif par les
SHM sont éliminées par apoptose (Pulendran et al. 1995; Shokat et al. 1995; Victora and
Nussenzweig 2022). Ce mécanisme ne touche que les LB dont I'antigene est exprimé de
facon abondante dans les CG (Chan et al. 2012). Il est dépendant de FAS : dans le modele
HEL, I'inactivation de FAS aboutit a I'accumulation de LB non spécifiques de 'antigene et
a leur différenciation en ASC (Butt et al. 2015). L'autre mécanisme repose sur le concept
de rédemption clonale. Certains LB naifs autoréactifs, dont les LB anergiques, peuvent
entrer dans le CG ou ils vont subir des SHM. Les mutations induites peuvent diminuer le
caractere autoréactif en augmentant la spécificité pour l'antigéne exogene: c’est la
rédemption clonale (Burnett et al. 2019; Sabouri et al. 2014). A titre d’exemple, Des LB
sécrétants des anticorps neutralisants du VIH (virus de 'immunodéficience humaine) ou
du virus influenza isolés chez des patients semblent avoir éprouvé une rédemption,
puisque ces anticorps sont mutés et que leurs précurseurs en condition germinale sont

poly- ou autoréactifs (Andrews et al. 2015; Bajic et al. 2019).

Certains réarrangements exposent tout particulierement les Ig a la rédemption clonale.
5% a 10% des LB naifs présents dans le répertoire du sujet sain expriment a leur surface
un BCR utilisant le gene IGHV4-34 de la chaine H (Pugh-Bernard et al. 2001). Ce segment
V confere une activité potentiellement pathogéne a I'anticorps qui reconnait des glycanes
comprenant l'antigéne sanguin [/i sur la membrane des érythrocytes ou des LB (Bhat et
al. 2015). Cette autoréactivité se produit indépendamment de la chaine L et dépend d'une
région hydrophobe dans la FR1 (framework region 1) de la chaine H, nommée patch
hydrophobe et reconnue par l'anticorps anti-idiotype 9G4. Les cellules IGHV4-34+
reconnues par l'anti-idiotype 9G4 sont nettement sous-représentées dans les CG et ne
représentent que 3% des cellules B mémoires switchées du sujet sain (Y.-C. Wu et al. 2010;
Reed et al. 2016). La moitié d’entre elles ont des SHM dans I'un des cinq résidus du patch
hydrophobe, connues pour diminuer la spécificité I /i. Chez des sujets sains immunisés par
le virus de la vaccine ou des alloantigenes RhD (rhésus D), 'autoréactivité des anticorps
IGHV4-34+ mutés dans cette région est abolie mais la spécificité avec RhD ou la vaccine
est préservée. Leur réversion en condition germinale restaure le caractére autoréactif
avec une forte affinité pour les glycanes I/i de LB (Reed et al. 2016). Ce concept illustre

bien la nécessité pour l'organisme de préserver un pool de cellules autoréactives
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circulantes, qui pourra perdre ou diminuer son autoréactivité lors de sa maturation

tardive, pour améliorer la réponse anti-infectieuse.

Parmi d’autres acteurs impliqués dans la tolérance inhérente aux CG, citons FcyRIIb, un
récepteur inhibiteur du BCR. Il prévient l'expansion de cellules autoréactives
spécifiquement dans le CG, puisque sa délétion favorise l'accumulation de cellules
autoréactives post CG mais décroit leur fréquence au stade naif (Espéli et al. 2019). Les
Tfr (T follicular regulator) sont d’autres protagonistes importants. Ces cellules descendent
de lymphocytes Treg, ont acquis un programme transcriptionnel de TFH, exprimant
notamment CXCR5 et PD-1(Aloulou et al. 2016). Leur TCR est préférentiellement engagé
par des autoantigenes et elles peuvent générer des signaux inhibiteurs via CTLA-4 ou la
sécrétion d’'IL-10 et de TGF-P3, et réprimer la commutation de classe, I'expression de c-Myc,
et les voies métaboliques dont mTORC1(Fonseca, Ribeiro, and Graca 2019; Sage et al.

2016).

Malgreé ces mécanismes, des LB pour lesquels les SHM ont généré des BCR autoréactifs
alors qu'ils ne I'étaient pas au stade naif, survivent. En effet, 'analyse de plus de 100
anticorps issus de LB mémoires switchés de sujets sains montre une fréquence élevée
d’autoréactivité (entre 30 et 60%), notamment contre des antigenes nucléaires, et une
fréquence plus élevée de polyréactivité que pour les LB naifs des mémes sujets (fréquence
de réactivité contre au moins deux antigenes parmi insuline, le lipopolysaccharide, et
I’ADN double ou simple brin de 22% contre 6%) (Tiller et al. 2007). La réversion des SHM
par mutagenese dirigée conduisait a la perte de cette auto- et polyréactivité pour 36
anticorps testés. Ces LB switchés pourraient étre a l'origine d’'un pool d’anticorps IgG
naturels poly/autoréactifs, qui pourraient renforcer la diversité de la réponse anti-
infectieuse mais aussi avoir d’autres rdles, tels que la clairance de débris apoptotiques,
avec des fonctions effectrices différentes des IgM (Tiller et al. 2007). Le rdle précis de ces
cellules reste toutefois a élucider, tout comme le fait de savoir si elles peuvent étre
éliminées par des checkpoints de tolérance encore plus tardifs au stade de plasmablastes

ou PC.
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4.2 Différenciation extra-folliculaire et tolérance

La fréquence d’autoréactivité des LB mémoires non switchés (CD27+ IgM+), considérés
comme dérivant d'une voie extra-folliculaire, est faible : 2% d’entre eux reconnaissent des
antigenes nucléaires (Tsuiji et al. 2006). Cela suggere que les cellules naives autoréactives
sont éliminées ou détournées de cette voie. Néanmoins, les récentes découvertes dans le
champ de la différenciation extra-folliculaire B, et notamment la description des cellules
CD11c positives, ouvrent un nouveau champ dans la compréhension de la tolérance du

compartiment post antigénique.

Initialement, I'immunité humorale extra-folliculaire était considérée comme spécifique
d’antigenes aux motifs répétés, principalement polysaccharidiques, générant une réponse
anticorps rapide (environ 3 jours), T-indépendante, peu spécifique, de faible affinité, et ne
générant que peu de cellules mémoires (Mond, Lees, and Snapper 1995; Garcia de Vinuesa
et al. 1999). La majorité de ces cellules, CD27+, expriment une Ig de type IgM, peu mutée,
et sont qualifiées de LB de la zone marginale dans la rate, et de LB mémoires non switchés
ou mémoires [gM+ dans le sang périphérique (Weller et al. 2004; Toellner et al. 2002).
L'expression persistante d’EBI2 et celle de CXCR4 est importante pour le maintien de ces
LB hors du CG (Gatto et al. 2009; Jenks et al. 2019). Leur différenciation prend place dans
la zone marginale ou les cordons médullaires ganglionnaires. Elles sont caractérisées par
une forte expression de TLR et de TACI, leur permettant une différenciation rapide en
plasmablastes (Figgett et al. 2013; Cerutti et al.2013). En effet, Les TLR7 et 9, les cytokines
BAFF et APRIL induisent des signaux permettant I'expression de Blimp-1 puis la
répression de PAX5 (He et al. 2010; Nickerson et al. 2010; Litinskiy et al. 2002). Ce profil
transcriptionnel favorise la différenciation précoce en plasmablastes au détriment d’'un

phénotype CG (Mohr et al. 2009; Shaffer et al. 2002; Tellier et al. 2016).

La description d’'une réponse mémoire déclenchée par des antigenes réputés «T-
indépendants » et le fait que la commutation de classe débute avant le CG a fait nuancer
certains points de ce paradigme (Obukhanych and Nussenzweig 2006; Roco et al. 2019).
De méme, il a longtemps été considéré que les plasmablastes issus de la différenciation
extra-folliculaire se différenciaient en PC a courte durée de vie et peu mutés. De fait,
'analyse approfondie de la réponse EF a l'infection par Salmonella typhimurium révele

que les plasmablastes ont subi plusieurs SHM a I'origine d'une affinité augmentée (Di Niro
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et al. 2015). BAFF et APRIL, mais aussi les LT pré-TFH, notamment via I'lL-21, sont
susceptibles de générer la commutation de classe et de les orienter vers une réponse
mémoire (He et al. 2010; Litinskiy et al. 2002; S. K. Lee et al. 2011). Récemment, une
nouvelle population de lymphocytes T auxiliaires périphériques (peripheral T helper) a
été décrite. Ces cellules partagent des caractéristiques communes aux TFH, dont
I'expression du PD-1, mais sont négatives pour CXCR5. Elle expriment également CXCR3,
ce qui contribue a leur recrutement dans les tissus inflammatoires ou elles favorisent la
différenciation extra-folliculaire et en plasmablastes des LB, notamment médiée par une

forte sécrétion d'IFNy (Yoshitomi et al. 2021; Asashima et al. 2023).

Récemment, une population singuliere de cellules a été rattachée a la réponse extra-
folliculaire. T-bet est un facteur de transcription connu pour orienter les LT auxiliaires
CD4+ vers un profil Thl. Dans les LB, il a été identifié dans une population B murine
particuliere augmentant avec 1'age (ABCs pour age associated B cells), exprimant CD11c
en surface (Rubtsova et al. 2013; 2017). Ces cellules sont localisées en bordure de la zone
T-B dans les OLS, et leur expansion dépend de TLR7 et de 'IFNy (Rubtsov et al. 2015;
2013). Elles sont requises pour contrdler certaines infections virales et s’expandent
rapidement apres une infection par le virus influenza (Cancro 2020). Les niveaux plus
faibles de SHM et I'expression réduite des genes BCL6, SIPR2 et AICDA, en comparaison

avec les LB du CG, sont compatibles avec une origine extra-folliculaire (Song et al. 2022).

Chez 'homme, une population similaire a été identifiée, méme si les définitions ne sont
pas uniformes. Ces cellules T-bet positives, sont négatives pour CD27-, exprimant peu ou
pas CD21, et sont qualifiées d’atypiques de par I'expression de molécules inhibitrices
comme FcRL5 (Fc receptor-like protein 5), CD72, CD22, PD-1, et leur faible réponse a des
stimulations in vitro (Sutton et al. 2021). Leur expansion a été constatée dans différentes
infections, incluant 'hépatite C, le VIH, le paludisme, le Sars coV-2 (Moir et al. 2008;
Charles et al. 2011; Portugal et al. 2015; Woodruff et al. 2020). Récemment, une relation
clonale a pu étre démontrée entre deux populations T-bet+ CD11lc+ correspondant
globalement a ces LB atypiques : une double négative pour I'lgD et le CD27, nommée DN2
(les DN1 étant des précurseurs de LB mémoires du CG), et une population naive activée
(aNaive) dont elles semblent dériver, ne différant que par I'expression négative de I'lgD
(Jenks et al. 2018). Outre le profil transcriptomique, la différenciation préférentiellement

extra-folliculaire des DN2 chez I'homme est suggérée par une faible expression
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membranaire de CXCR5 et de CD62-L (ligand de la peripheral Node Adressin, PNad). Leur
expansion apparait comme T dépendante puisque leur génération in vitro est optimisée
lors d’'une double stimulation IFNy/TLR ou I'I[FNy/CD40L (Keller et al. 2021). Comme
I'atteste le profil de réactivité de leurs anticorps apres différenciation plasmocytaire in
vitro, elles sont fréquemment autoréactives, ce qui questionne sur leur role et les
mécanismes de tolérance les restreignant (S. Wang et al. 2018). Lors d’une infection a
Plasmodium falciparum, les cellules atypiques présentent des SHM qui réduisent le
caractere autoréactif de leur BCR. Cela suggere qu’elle peuvent étre contraintes, comme
les LB folliculaires, par un mécanisme de rédemption clonale lors d’exposition a des

antigenes exogenes (Ambegaonkar et al. 2022).

A la lumiére de ces éléments, La réponse B extra-folliculaire est donc aujourd’hui
reconsidérée et appréciée comme une réponse humorale complémentaire, induite par
certains pathogenes, permettant a la fois une réaction immunitaire rapide peu spécifique,
mais aussi une réponse avec maturation d’affinité secondaire impliquant des mécanismes

de tolérance encore mal connus (Figure 11).
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Figure 11 : Propriétés des différentes voies d'activation des LB. (Jenks et al., 2019).

[llustration de deux voies connues d'activation des LB lors d’'une réponse extra-folliculaire et comparaison
avec la réponse CG. Ces caractéristiques distinctives ont été étudiées dans des modéles murins et sont moins
bien connues chez 'homme. Les réponses T-indépendantes (a gauche, en violet) aboutissent a une
conversion directe des LB naifs en PC quelques jours apres stimulation. Les réponses T-dépendantes (au
milieu, en bleu), passent par plusieurs étapes avant la différenciation terminale, et présentent des niveaux
plus élevés d'expansion clonale, de SHM, de commutation de classe et de développement d'une mémoire par
rapport aux réponses T-indépendantes. Les LB issus du CG présentent les niveaux les plus élevés de SHM,
sont plus prompts au développement d’'une mémoire et a la différenciation en PC a longue durée de vie, mais
cette réponse est plus longue a mettre en place.

4.3 Tolérance tardive : LB mémoires

La maturation d’affinité des LB, qu’elle soit folliculaire ou non, conduit au développement
d’un contingent mémoire. La plupart des cellules mémoires expriment le marqueur CD27
utilisé pour leur identification. Elles peuvent étre commutées (IgG/A/E+) ou non
(CD27+IgM+IgD+, mémoire non switchées; CD27+ IgM-IgD+: mémoire IgD only;
CD27+IgM+IgD-: mémoire IgM only). Leur localisation est multiple, dans le sang

périphérique, les OLS, les tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALT), la moelle
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osseuse. Une analyse par cytométrie de masse réalisée en cellule unique sur des LB de
sujets sains a identifié pas moins de 12 populations mémoires différentes dans ces quatre
compartiments (Glass et al. 2020). Elle a révélé que I'expression de CD27 n'y était pas
ubiquitaire, et que d’autres marqueurs pouvaient étre spécifiques, comme CD45RB et
CD39, respectivement exprimés par des cellules mémoires précoces ou résidentes des

amygdales.

Les cellules mémoires sont capables de s’activer rapidement en cas de nouvelle rencontre
avec 'antigeéne. L'étude des LB mémoires spécifiques de la vaccine chez des sujets agés de
plus de 50 ans confirme qu'un contingent mémoire restreint, commuté, sélectionné pour
son affinité, peut persister pendant des décennies dans des niches spléniques assurant
leur longévité (Chappert et al. 2022). Lors de la réponse immune secondaire, les LB
mémoires peuvent se différencier rapidement en ASC ou entrer a nouveau dans le CG pour
reprendre le processus de sélection positive et augmenter encore la spécificité et I'affinité
pour l'antigene, avant de se différencier finalement en plasmablastes. Ce processus par
lequel les cellules mémoires subiraient plusieurs cycles de réentrée dans le CG, ou elles
deviennent de plus en plus spécifiques, expliquerait pourquoi elles présentent davantage
de polyréactivité et moins de SHM que les ASC (Akkaya et al. 2020; Scheid et al. 2011).
Dans le modéle murin d'infection par le virus West-Nile avec une souche de virus sauvage
et un virus variant, les plasmocytes a longue durée de vie présentent une capacité de
neutralisation du virus variant limitée alors que les PC dérivés des LB mémoires générent
des anticorps capables de reconnaitre le virus sauvage et le variant, voire davantage le
virus variant (Purtha et al. 2011). De méme, les cellules B mémoires des patients vaccinés
contre le Sars-Cov2 adaptent progressivement leur affinité apres une infection par le
variant BA.1, probablement par le méme mécanisme (Sokal et al. 2023). Une analyse
combinant séquencage BCR et single cell RNAseq des LB mémoires issus d’amygdales de
sujets sains révele que l'isotype du LB mémoire influence le destin cellulaire (King et al.
2021). Les LB mémoires switchés démontrent une faculté accrue a activer le signal BCR et
a présenter 'antigeéne, c’est-a-dire a recevoir des signaux favorisant la différenciation
plasmablastique, alors que le profil transcriptomique des LB non switchés suggere qu'’ils
sont prompts a regagner le CG. D’apres '’ensemble de ces données et le modele proposé
par Akkaya et al., les LB mémoires paraissent indispensables a la réponse immunitaire

secondaire en formant un deuxieme rempart pour les pathogenes ayant échappé aux
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mailles du filet des PC a longue durée de vie (Figure 12). Il est alors aisé d’'imaginer que
les mémes processus de tolérance décrit pour les LB naifs entrant dans le CG s’appliquent

aux LB mémoires.
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Figure 12 : Représentation schématique de la réponse immune secondaire. (Akkaya et al., 2020).

Les PC alongue durée de vie présents dans la moelle osseuse sécretent des anticorps fortement sélectionnés
et hautement spécifiques (en rouge) qui forment une premieére barriére (en bas) lors d’une réinfection par
un pathogéne. Les pathogénes variants peuvent trouver des failles dans cette barriere; ils en rencontreront
alors une deuxiéme (en haut) formée par les LB mémoires, moins spécifiques mais aux BCR plus variés. Une
fois activés, les LB mémoires pourront directement se différencier en PC a longue durée de vie ou réintégrer
les CG pour maturer leur affinité, puis se différencier secondairement en PC a longue durée de vie ou en
nouvelle cellule mémoire plus spécifique du variant.
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4.4 Tolérance tardive : ASC

La différenciation en ASC est le dernier évenement dans le développement des LB. Apres
la maturation d’affinité secondaire, les pré-plasmablastes quittent le follicule B et
rejoignent les cordons médullaires du ganglion sous l'effet d’'un gradient de CXCL12
instauré par les cellules réticulaires fibroblastiques (H.-Y. Huang et al. 2018). Ces cellules
stromales constituent également une source importante des cytokines BAFF, APRIL et IL-
6 impliquées dans la survie et la maturation des ASC. Les pré-plasmablastes deviennent
alors des plasmablastes, aux fortes capacités prolifératives, puis des PC matures post
mitotiques. La durée de vie des PC circulants est considérée comme courte, alors que les

PC issus du CG sont destinés a une longue durée de vie et migrent vers la moelle osseuse.
Caractéristiques des différentes ASC

L'analyse du transcriptome révele un profil d'expression génique tres distinct entre LB et
les cellules plasmocytaires (Shi et al. 2015). Les principaux facteurs de transcription
responsables de la transition vers la sécrétion d’anticorps sont Blimp1 (codé par le géne
PRDM1), dont nous avons déja évoqué le role dans la répression de PAX5 et de BCL-6, XBP-
1 (X-Box Binding Protein 1) et IRF4, (Interferon Regulatory Factor 4) qui répriment
l'identité lymphocytaire B et initient le programme transcriptionnel plasmocytaire (Nutt
et al. 2011; Shaffer et al. 2002). Blimp1 active également directement IRF4 et la voie de
I'UPR (Unfolded protein response) nécessaire a la synthese des anticorps. Les
plasmablastes déficients pour PRDM1 perdent leur capacité a sécréter des anticorps, en
partie par un défaut d’activation de la voie mTORC1 régulant la syntheése protéique (Tellier
et al. 2016). Toutes les ASC sont CD27+CD38higD-CD24- mais les populations
plasmocytaires peuvent différer par leur phénotype et notamment I'expression de CD19
et CD138. Schématiquement, les plasmablastes et PC sont différenciés par leur degré de
prolifération et la perte du CD20 (B220 chez la souris) (Delaloy et al. 2022). Aprés une
phase de pré-plasmablastes ou l'expression de CD38 est faible, les plasmablastes
expriment CD19, CD38, mais pas CD138 (Arce et al. 2004). Les PC circulant en périphérie
sont également CD19+CD38+CD138-. Lanalyse, chez des adultes sains, des PC spécifiques
d’antigenes viraux rencontrés uniquement lors de la vaccination dans I'enfance a permis
de montrer que la majorité des PC a longue durée de vie étaient de phénotype CD19-

CD38+CD138+(Halliley et al. 2015). La distinction de ces différentes populations d’ASC
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reste toutefois délicate, comme l'illustre le fait que des cellules circulantes CD138+ sont
détectées en périphérie apreés immunisation (Ignacio Sanz et al. 2019; Garimalla et al.
2019). Le phénotype des principales populations sécrétrices d’anticorps est résumé dans
le Tableau 2. La transition plasmocytaire est également caractérisée par une transition
entre une Ig membranaire vers une Ig secrétée, et, de ce fait, il est admis que les PC a
longue durée de vie n'expriment pas d’Ig de surface. Au fil des années, des preuves se sont
accumulées pour suggérer que ce n'était pas toujours le cas et que les PC IgA+ et IgM+
continuaient d'exprimer un BCR fonctionnel a leur surface contrairement aux PC
IgG+(Blanc et al. 2016; Pinto et al. 2013). Enfin, il est important de noter qu'une
population importante de PC, principalement [gA+ et exprimant CCR9, est localisée dans
les tissus lymphoides associés a la muqueuse intestinale. Certains de ces PC, localisés dans
la lamina propria, ont un profil de LPPC. Ils sont impliqués dans la défense anti-infectieuse
des muqueuses IgA dépendante, mais jouent aussi un réle immunomodulateur dans

I’homéostasie locale et dans 'interaction avec le microbiote (Isho et al. 2021).

Tableau 2. Principaux marqueurs membranaires des cellules sécrétrices d’anticorps chez ’'homme
et la souris. (Delaloy et al., 2022).

Long-lived plasma

Pre-plasmablasts Plasmablasts Plasma cells cells
Human
CD3gneg/low CD3ghigh CD3ghigh CD3ghigh
CD27'w CD27high CD27high CD27high
CD138~ CD138~ CD138* CD138*
CD20t CD20* CD20~ CD20~
CD19t CD19+ CD19+ CD19~
CD45+ CD45* CD45* CD45~
Mouse
TACI+ TACIt TACI* TACI*
CD138+ CD138*+ CD138* CD138*
CD19t CD19+ CD19+ CD19~
B220+ B220* B220~ B220~

Signaux de survie et tolérance

Les PC alongue durée de vie quittent les OLS en réduisant I'expression de I'intégrine a431,
migrent dans la moelle osseuse sous l'effet chemo-attractant de CXCL12, sécrété par les
cellules stromales médullaires, ligand de leur récepteur CXCR4 (Hauser et al. 2002; Li et
al. 2014). IIs vont se loger dans des niches médullaires au contact de cellules stromales,

avec lesquelles elles interagissent via différentes intégrines, et perdent alors leur capacité
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de réponse aux chemokines (Tokoyoda et al. 2004). Les PC a longue durée de vie peuvent
survivre sans stimulation antigénique. Effectivement, les niches fournissent aux PC non
seulement des signaux pour leur adhésion, mais favorisent également leur survie,
notamment via APRIL et BAFE. Un des deux signaux est suffisant pour induire la survie
des PC : seule la délétion combinée d’APRIL et BAFF induit la disparition des PC a longue
durée de vie chez la souris (Benson et al. 2008). De multiples sources cellulaires
différentes d’APRIL ont été rapportées dans la moelle osseuse, incluant les précurseurs
myéloides, les éosinophiles, les mégacaryocytes (Matthes et al. 2011; Lindquist et al.
2019). APRIL peut lier les protéoglycan heparane sulfate (HSPG) dont fait partie CD138,
qui concentre APRIL a la surface des cellules et augmente son efficacité (Duan et al. 2023).
APRIL agit sur le récepteur BCMA des PC (qui lie peu BAFF), qui régule notamment
'expression de la protéine anti-apoptotique Mcl-1 (Benson et al. 2008; Peperzak et al.
2013). Par ailleurs, les PC expriment peu BAFF-R mais fortement TACI. Les deux cytokines
APRIL et BAFF peuvent se lier a TACI et générer un signal de survie, de fagon cohérente
avec le déficit en Ig constaté chez les patients déficients pour TACI (Bossen et al. 2008).
L'expression de BCMA diminue progressivement avec la maturation médullaire
plasmocytaire, alors que celle de TACI augmente (Duan et al. 2023). Ces éléments laissent
penser que BCMA et TACI sont essentiels pour la survie respectivement précoce et au long
cours des PC médullaires. La survie prolongée des PC a longue durée de vie dépend
également d'un programme métabolique particulier caractérisé par une intense
respiration oxydative pyruvate dépendante et une consommation importante de glucose

nécessaire a la glycosylation des anticorps (Lam et al. 2016).

De part leurs forts signaux de survie, leur localisation définitive et restreinte aux niches
de la moelle osseuse, les PC ne subissent théoriquement pas de processus de délétion ou
de rédemption clonale. Néanmoins, I’analyse du profil de réactivité de 177 des Ig exprimés
par les PC a longue durée de vie de sujets sains révele une baisse significative de la
fréquence d’anticorps autoréactifs par rapports aux LB mémoires switchés des mémes
sujets (médiane de 13% a 42%) (Scheid etal. 2011). Ces résultats, conjugués a I'expansion
spécifique de cellules productrices d’anticorps autoréactives en contexte d’auto-
immunité, suggere néanmoins l'existence d’une sélection négative tardive encore mal
connue (Suurmond et al. 2019). La question de savoir si cette sélection négative s'opere

sur les LB mémoires lors de cycles additionnels dans le CG ou lors de la migration des PC
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dans la moelle osseuse reste ouverte. En outre, des mécanismes semblent exister pour
moduler I'activité des PC dans leurs tissus résidents. En particulier, une population de PC
régulateurs, résidents notamment dans la moelle osseuse, est capable d’exercer des
fonctions immunosuppressives par l'intermédiaire de I'[L-10 ou de molécules co-

inhibitrices comme Lag-3 (Lymphocyte Activation Gene-3) (Lino et al. 2018).
Conclusion

Nous avons vu que de multiples points de passage jalonnent le développement des LB
pour restreindre leur propension a I'autoréactivité. La plupart de ces checkpoints peuvent
étre déficients, et engendrer ou participer au développement de manifestations auto-
immunes. Dans le chapitre suivant, nous développerons des exemples de telles situations,
exposerons les hypotheses mécanistiques avancées et les conséquences de la rupture de
tolérance qui en découlent. Nous insisterons sur 'exemple de LES, non seulement parce
que ces mécanismes y ont été particulierement étudiés, mais aussi parce que c’est la MAI

la plus fréequemment associée au SAPL.
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II. Cellules B autoréactives dans les maladies auto-immunes

Le role pathogénique des LB dans les MAI a autoanticorps est suggéré par les modeles
murins, les anomalies phénotypiques récurrentes constatées, et |'efficacité des thérapies
ciblant ces cellules chez les patients. La survie de ces LB pathologiques jusqu’a leur
différenciation en PC implique des mécanismes de tolérance déficients variables selon les

maladies.

1. Rupture de tolérance dans les maladies auto-immunes

1.1 Compartiment naif

De nombreux travaux ont cherché a identifier et quantifier les cellules B autoréactives en
utilisant des techniques telles que la transformation par le virus Epstein-Barr (EBV), le
suivi de l'utilisation des geénes V connus pour étre fréquemment autoréactifs, ou des
approches de cytométrie en flux. Cependant, la plupart des études récentes ont utilisé une
approche de clonage et d'expression des séquences d'anticorps obtenus a partir de LB
humains en cellule unique a différents stades de leur développement (Wardemann et al.

2003).

Dans le LES, exemple prototypique de MAI B médiée, des autoanticorps peuvent étre
détectés des années avant les premieres manifestations cliniques, ce qui laisse suggérer
leur role fondateur dans la physiopathologie de la maladie (Arbuckle et al. 2003). Il s’agit
notamment d’anticorps antinucléaires (ANA), qui participent a la pathologie par
différents mécanismes, et en particulier par la génération de complexes immuns qui
induisent inflammation et 1ésions tissulaires. La détection des ANA, et en particulier des
anti-ADN natifs double brin (ADNdb), font partie des critéres de diagnostic de la maladie
et participent au suivi évolutif (Aringer et al. 2019). Chez des sujets atteints de lupus
pédiatriques, Yurasov et al. ont pu montrer une augmentation de cellules autoréactives
(ANA+ définie en immunofluorescence sur lysats de cellules Hep-2) et polyréactives au
stade B transitionnel en faveur d’'un défaut de tolérance centrale (Yurasov et al. 2005). La
différence est encore plus marquée au stade mature naif, suggérant que le premier point

de controle périphérique puisse également étre déficient (Yurasov et al. 2005) : 40a50%
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des BCR de LB naifs sont ainsi autoréactifs dans le LES, contre 20% chez les sujets sains.
Ces résultats ont été confirmés par une autre technique : I'analyse des surnageants de
culture selon Nojima de LB triés en cellule unique révele que la proportion de LB
autoréactifs ne diminue pas entre le stade transitionnel et mature naif dans le LES (Su et
al. 2016; Watanabe et al. 2019). De plus, une fréquence augmentée de LB transitionnels
est constatée dans le LES, que la maladie soit active ou quiescente (Simon et al. 2016;
Palanichamy et al. 2014; Dieudonné, Gies, et al. 2019, voir Annexe 1). Cette expansion,
concernant principalement les cellules T1 et T2, laisse penser que la sortie de la moelle
des LB transitionnels puisse étre favorisée. Une autre hypothese est que ces cellules
présentent une résistance accrue a l'apoptose et qu’elles puissent court-circuiter le
premier filtre de tolérance périphérique. Cette fréquence élevée de cellules
autoréactives/polyréactives aux stades transitionnel et mature naif est commune a
d’autres MAI dont la PR, le Sjogren, le diabete de type 1, la myasthénie (Samuels et al.
2005; Glauzy et al. 2017; Eric Meffre and O’Connor 2019; J.-Y. Lee et al. 2016). Si elles sont
fréquemment polyréactives et d’affinité faible, ces cellules naives autoréactives non
éliminées sont susceptibles de poursuivre leur maturation d’affinité et de s’activer apres

la rencontre avec I'antigene.

1.2 Compartiment post-antigénique

Une rupture de tolérance plus tardive a pu étre démontrée dans le LES. Plusieurs travaux
ont retrouvé une expansion des ASC et une signature plasmablastique corrélant avec
'activité de la maladie (Grammer et al. 2003; Gies et al. 2018; Tipton et al. 2015;
Banchereau et al. 2016). Une étude reposant sur l'utilisation d’extraits de fragment
nucléaires biotinylés a cherché a quantifier, dans le LES, la fraction de cellules B ANA+ en
cytométrie en flux (Suurmond et al. 2019). La fréquence des LB ANA+ n’était pas
augmentée dans les cellules naives des patients. En revanche, une augmentation globale
des ASC IgG+, a I'origine d’'un nombre accru de PC autoréactifs, était retrouvée a la fois
dans les modeles murins et chez les patients. Ces résultats semblent contradictoires avec
les données exposées dans le paragraphe précédent, mais il faut souligner que le LES est
une maladie hétérogene, et il n’est pas exclu que plusieurs checkpoints de tolérance soient

plus ou moins impactés selon les patients.
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Comme nous I'avons déja évoqué, le caractere autoréactif des LB mémoires ou ASC peut
étre hérité d’'un LB naif qui I'était déja ou étre généré de novo. Appuyant la premiere
théorie, l'isolement de deux autoanticorps IgG anti-Ro52 (appartenant a un groupe
d’antigenes cibles du LES, les anti antigenes solubles du noyau ou anti-ENA) chez une
mere d'un enfant présentant des manifestations cardiaques de lupus néonatal a montré
des niveaux faibles de SHM et une réactivité élevée envers Ro52 de son ancétre germinal
(Reed et al. 2017). En faveur de la seconde hypothese, d’autres anticorps anti-ENA isolés
chez des patients lupiques, d’isotype IgG et mutés, perdent leur caractere autoréactif
lorsqu’ils sont inversés en condition germinale (Mietzner et al. 2008). De méme, dans le
pemphigus vulgaire, les autoanticorps pathogenes reconnaissant la desmogléine-3 ont
subi des SHM, mais la plupart des ancétres non mutés ne montrent plus d'affinité pour cet

autoantigene (Di Zenzo et al. 2012).

1.2.1 Tolérance du CG

La rupture de tolérance tardive et I'expansion des ASC dans le LES peuvent théoriquement
résulter d’'un défaut de sélection dans le CG ou d’une différenciation extra-folliculaire
dérégulée. De fait, la littérature donne des arguments pour les deux hypothéses. D’'une
part, la fréquence largement augmentée de LB IGHV4-34+ de type 9G4+ (c’est-a-dire
portant le patch hydrophobe) au sein des compartiments du CG et post-CG chez les
patients atteints de LES, par rapport a des sujets sains, suggere un déficit de 1‘exclusion du
CG, mais aussi de la rédemption clonale (Cappione et al. 2005). Il est connu que les
anticorps portant le géne IGHV4-34 contribuent majoritairement au pool d’autoanticorps
dans le LES (Isenberg et al. 1993; van Vollenhoven et al. 1999). La présence de LB IGHV4-
34 ayant muté la région hydrophobe, mais reconnaissant toujours des autoantigenes
comme '’ADNdb ou des débris apoptotiques, suggere que le défaut de rédemption clonale
n’est pas dii a une incapacité a subir des SHM mais a un échec dans la sélection négative
des LB autoréactifs (Richardson et al. 2013). Le purpura thrombopénique idiopathique
(PTI) est une autre MAI B prototypique pour laquelle un défaut de tolérance du CG a pu
étre mis en évidence. Les autoanticorps ciblent des antigenes plaquettaires, dont la
glycoprotéine (GP) IIb-Illa. La rate est un organe clé dans sa physiopathologie. Une
réponse de type CG intense y est constatée chez les patients, générant des PC sécréteurs
d’anticorps anti Gpllb-Illa de haute affinité (Mahévas et al. 2013). En particulier, des PC a

longue durée de vie apparaissent dans la rate apres déplétion B par anti-CD20
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(Rituximab). Chez les patients en rechute apres traitement par Rituximab, les PC
autoréactifs proviennent a la fois de LB naifs récemment activés, mais aussi d’'un pool de
LB mémoires spléniques résistants au Rituximab, réprimant certaines molécules B dont
le CD20 et aux capacités d’activation du BCR réduites (Crickx et al. 2021). La filiation
clonale suggere qu'’ils dérivent du CG, incapable de les éliminer et permettant leur survie

au long cours.

1.2.2 Tolérance extra-folliculaire

D’autre part, plusieurs éléments laissent penser qu’'une activation de la voie extra-
folliculaire pourrait participer a la physiopathologie du LES. Une accumulation de cellules
ABC, exprimant largement des autoanticorps, est retrouvée dans les modeles murins
lupiques (Rubtsova et al. 2017; Rubtsov et al. 2013). Cette expansion est reversée par la
délétion de T-bet+, qui améliore également la survie et prévient les 1ésions rénales de
glomérulonéphrite lupique. Une expansion de ces cellules CD11c+, est également
constatée chez les patients (Jenks et al. 2018; Tipton et al. 2015; Rincon-Arevalo et al.
2021). La fréquence des cellules aNaive et des DN2 est deux a trois fois plus élevée que
chez les sujets sains et correle a I'activité de la maladie et aux titres d’autoanticorps. Elle
concerne particulierement les patients en poussée et les sujets afro-américains dont le
phénotype est plus sévere (Korbet et al. 2007). La fréquence de BCR contenant le géne
IGVH4-34 est augmentée dans les LB CD11c+ par rapport aux LB mémoires switchés et
aux LB naifs conventionnels (rNaive pour resting Naive par opposition a activated Naive).
Les cellules CD11c+ des patients ont une signature transcriptomique plasmablastique
(expression de TACI, BCMA, IRF4) suggérant qu'elles puissent se différencier
préférentiellement et rapidement en ASC. Effectivement, une stimulation IL-21 couplée a
un agoniste du récepteur TLR7, auxquels elles semblent particulierement sensibles,
entraine une différenciation rapide en PC sécréteurs de divers autoanticorps spécifiques
de la maladie lupique (anti Sm, anti DNA natifs...) (S. Wang et al. 2018). Cette fréquence
élevée de cellules CD11c (ou de cellules proches sur le plan phénotypique, définies
comme CD21low) est retrouvée dans diverses MAI comme la PR, mais aussi dans des
conditions pathologiques associées a de I'auto-immunité comme les déficits immunitaires
commun variables (DICV)ou la trisomie 21 (Jenks et al. 2018; Karnell et al. 2017; Warnatz
et al. 2002; Malle et al. 2023). Il est tentant de considérer que ces LB, dérivés de certaines

cellules naives ayant échappé a la tolérance précoce et potentiellement précurseurs de PC
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sécréteurs d’autoanticorps, suivent une voie extra-folliculaire préférentielle pour court-

circuiter les mécanismes de tolérance du CG (Figure 13).
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Figure 13 : Activation B extra-folliculaire dans le LES. (Jenks et al,, 2019).
CSR, class switch recombination.

2. Hypotheses mécanistiques

Plusieurs types de déficits du systéeme immunitaire inné ou adaptatif pouvant conduire a
des MAI B médiées ont pu étre identifiés. Certains se révelent tres instructifs pour intégrer
les anomalies des LB dans le processus de rupture de tolérance. Ces défauts peuvent
impliquer (1) le seuil d'activation des LB, (2) les co-récepteurs du BCR ou 3) la survie des

LB.
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2.1 Défaut du seuil d’activation

Selon le stade de différenciation ou elle se produit, une dérégulation du seuil d’activation
(que ce seuil soit augmenté ou abaissé) du LB peut entrainer des conséquences
différentes. L'analyse des patients avec déficit immunitaire et les études GWAS (Genome-
wide association study) ont permis l'identification de centaines de polymorphismes
génétiques associés a un risque accru d’auto-immunité (Deng and Tsao 2014; Niewold
2015; Parkes et al. 2013; Yarwood et al. 2016). Nombre de ces variants sont susceptibles
de modifier la signalisation du LB, incluant des genes codant pour des récepteurs ou des
protéines intervenant dans la cascade du BCR. Plusieurs sont associés a des défauts de
tolérance centrale tels ceux impactant BTK, MYD88, IRAK-4 (Ng et al. 2004; Isnardi et al.
2008). Le polymorphisme 1858T de PTPNZ22 (Protein tyrosine phosphatase, non receptor
type 22) est'un des plus souvent associés aux MAI dont la PR, le LES, le diabete de type 1
(Eric Meffre and O’Connor 2019). Ce variant, a I'origine d’'une substitution R620W, affecte
la protéine tyrosine phosphatase LYP et réduit les signaux BCR et TCR. Un seul variant
PTPN22 est suffisant pour causer un défaut de tolérance B central et périphérique
similaire a celui retrouvé dans les MAI (Menard et al. 2011). De plus, I'expression induite
par lentivirus du variant PTPN22 R620W dans des LB humains développés chez une
souris humanisée est suffisante pour altérer leur tolérance centrale, un processus inversé

en inhibant la fonction de PTPN22 (Schickel et al., 2016).

Parmi de nombreux polymorphismes identifiés sur les études GWAS (BANK, BLK...)
certains favorisent une activation pathologique ou un défaut de maintien d’anergie de LB
autoréactifs (Jiang et al. 2019; Vinuesa, Shen, and Ware 2023). Citons LYN pour lequel la
délétion B spécifique dans les modeles murins est suffisante pour générer des
autoanticorps pathogenes, de spécificité Sm, RNP ou ADNdb (Lamagna et al. 2014). Une
expression réduite de LYN est retrouvée chez certains patients lupiques, une baisse de sa
phosphorylation en lien avec un polymorphisme de CSK (codant pour la c-Src tyrosine
kinase) chez d’autres (Manjarrez-Orduiio et al. 2012; Te et al. 2010). Un autre exemple
implique le signal PI3K dont nous avons vu que la régulation était cruciale pour le
maintien de 'anergie B. Le niveau d’expression du régulateur négatif PTEN est réduit dans
toutes les sous population B de patients lupiques, une conséquence d’'un défaut de

régulation épigénétique par des miARN (micro acide ribonucléique) (X. Wu et al. 2014).
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Ces données suggerent que méme des modifications mineures du LB sont susceptibles de

promouvoir I'émergence d'une auto-immunité (Rawlings et al. 2017).

2.2 Implication des TLR

Les acides nucléiques, parfois inclus dans des complexes immuns les rendant plus
immunogenes, sont les principaux autoantigenes ciblés dans le LES. Ils sont capables de
stimuler les LB autoréactifs, la combinaison d’un signal via le BCR et les TLR7/9 induisant
leur activation et la production d’ANA (Leadbetter et al. 2002; Christensen et al. 2006). Le
modele de souris lupique Yaa dépend d'une duplication du gene TLR7 sur le locus Yaa (Y
linked-Autoimmunity accelerator) (Pisitkun et al. 2006). Bien qu’elles réduisent toutes les
deux le titre d’autoanticorps, les délétions du TLR7 ou TLR9 entrainent toutefois des effets
opposés, et d’apparence paradoxale: la suppression de TLR7 est protectrice dans le
modele MRL/lpr, alors que la délétion de TLRY exacerbe de maniere surprenante la
maladie (Christensen et al. 2006). Des observations similaires ont été effectuées lors de
délétions ciblées du TLR7 ou 9 dans les LB d’'un modéle murin auto-immun, suggérant que
les conséquences de I'absence des TLR 7 ou 9 sur la maladie sont dépendantes des LB et
non d’autres cellules exprimant ces TLR comme les cellules dentritiques plasmacytoides

(pDC) (Jackson et al. 2014; Tilstra et al. 2020; Hwang et al. 2012).

Les données chez ’homme confirment les roles opposés de TLR7 et 9 sur la tolérance. Des
polymorphismes du TLR7 ont été associés a la maladie lupique (Kawasaki et al. 2011;
Shen et al. 2010). Nous avons déja discuté l'influence d’'une stimulation de TLR7 sur
I'expansion des cellules CD11c+. Récemment, des variants ont été identifiés sur TLR7
comme cause de LES monogénique (Brown et al. 2022). Parmi eux, le variant hétérozygote
gain de fonction Y264H, de transmission liée a I'X, est a I'origine d’une affinité accrue de
TLR7 pour la guanosine. La reproduction de cette mutation chez la souris (TIr7kk/+ =
souris kika) induit I'apparition d’anticorps anti RNP et ADNdb et de glomérulonéphrite,
dépendants d'une activation B extra-folliculaire. Le transfert adoptif de moelles

chimériques (WT/TLR7kk) suggére que les anomalies sont intrinseques aux LB.

Des travaux de notre équipe ont montré qu'il existait une altération de la réponse TLR9
dans les LB transitionnels et naifs de patients lupiques non traités, avec une diminution

d’expression des marqueurs d’activation et de production cytokinique (Gies et al. 2018;
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Dieudonné, Gies, et al. 2019). Ce défaut de réponse était spécifique des LB puisqu’il
n’existait pas pour les pDC. Il pourrait étre expliqué par une diminution d’expression de
la molécule CD19, constatée chez des patients actifs mais aussi quiescents a partir du
stade transitionnel (Korganow et al. 2010; Dieudonné et al. 2019; Morbach et al. 2016).
Des données récentes ont encore souligné la complexité du rdle joué par TLR9 dans le
maintien de la tolérance B (Leibler et al. 2022). Différentes mutations de TLR9 ont été
générées sur fond MRL/lpr, affectant le site de liaison au ligand ou a MYD88. Les effets
opposés constatés sur le phénotype lupique suggerent que le role tolérogene de TLRO soit

médié par une voie MYD88-indépendante.

Globalement, un exces ou défaut de réponse TLR7 ou 9, respectivement, pourraient donc
étre en partie responsables du développement de complications auto-immunes au cours

du LES, mais l'intrication des deux signaux reste difficile a dénouer.

2.3 Anomalie de survie

L'altération de la longévité des LB peut également mener a un phénotype lupique. Un
variant faux-sens de PRKCD, avec perte de fonction de la protéine PKCS entrainant une
résistance a I'apoptose induite par le BCR, a été découvert dans une famille avec trois cas
de LES pédiatriques (Belot et al. 2013). Les médiateurs solubles peuvent aussi influer la
survie des LB autoréactifs, comme le prouve l'étude des souris transgéniques
surexprimant BAFF qui présentent un nombre excessif de LB matures, des centres
germinatifs plus nombreux, un nombre élevé de PC, et produisent des autoanticorps avec
des dépots d'immuns complexes au niveau rénal (Mackay et al. 1999). L'administration de
récepteur BAFF soluble (permettant de capter et donc bloquer la cytokine BAFF) diminue
la progression de la maladie et améliore la survie des souris (Gross et al. 2000). BAFF
prévient également les signaux de mort cellulaires pouvant étre induits par les TLR.
L'adjonction de BAFF prévient’apoptose engendrée par le co-engagement BCR-TLR9 dans
des LB primaires humain naifs (Sindhava et al. 2018). Des niveaux élevés de BAFF sont
retrouvés chez les patients avec SLE ou sclérodermie, tout comme des variants de
TNFSF13C (codant BAFF). La souris BAFF-Tg caractérisée par une surexpression de BAFF
développe des autoanticorps, dont des anti-ADNdb, et un phénotype lupus-like (Groom et
al. 2007). La fonction de TACI semble plus complexe et associe un role d’activateur du BCR

mais aussi de régulateur négatif. Les patients avec mutation hétérozygote TNFRSF13B a
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'origine d’'une perte de fonction de TACI ont un défaut de tolérance centrale, dii a une
réponse BCR et TLR7/9 altérée, et révélé par une accumulation de LB transitionnels
autoréactifs (Romberg et al. 2013). Les patients avec deux alleles mutés, quant a eux, ne
présentent pas d’autoanticorps. Chez la souris BAFF-Tg, une expansion de cellules
transitionnelles exprimant TACI et enrichies en BCR autoréactifs est notée (Jacobs et al.
2016). La délétion de TACI dans ce modele prévient I'apparition d’autoanticorps et des
manifestations auto-immunes, probablement en inhibant la surexpression de TLR7
induite par BAFF (Figgett et al. 2015; Jackson et al. 2019). Enfin, les modeles de knock-out
de TACI ou APRIL sur fond Yaa améliorent la maladie dans les deux cas (Tran, Schneider
etal. 2017). Au total, les cytokines BAFF et APRIL sont donc des facteurs supplémentaires
permettant la survie des LB autoréactifs en périphérie, d’ou I'’émergence d’anticorps
monoclonaux ciblant BAFF (belimumab ou plus récemment lanalumab) ou BAFF/APRIL
(atacicept) comme thérapie dans le LES ou le Sjogren (Navarra et al. 2011; Bowman et al.

2022; Sterietal. 2017).

Linterferon o (IFNa) peut également favoriser I'expansion des LB naifs et abaisser le seuil
d’activation de leur BCR ou TLR dans le LES (Uccellini et al. 2008; Bekeredjian-Ding et al.
2005). Une signature IFN est identifiée chez la plupart des patients, corrélant avec
'activité de la maladie (R. Banchereau et al. 2016; Chiche et al. 2014) et I'expansion des
LB transitionnels (Dieudonné, Gies, et al. 2019). Les patients avec une forte sécrétion
d’'IFN de type I dans la moelle présentent une diminution des précurseurs B médullaires
(pro, pré B et B immatures) et une expansion des cellules T1 et T2 médullaires
(Palanichamy 2014). Des traitements ciblant les récepteurs a I'lFN de type I (IFNAR) ont
fait leur preuve (Morand et al. 2022). Dans le modeéle murin 3H9, une chaine H issue d’'un
hybridome spécifique de '’ADNdDb est insérée dans le locus de chaine lourde, résultant en
un répertoire B enrichi en BCR ADNdb réactifs (Ferri et al. 2023). Un taux élevé d'IFNa
chez la souris 3H9, obtenu par transduction d’'un adénovirus, aboutit a une fréquence
augmentée d’IgM anti-ADNdb, une expansion des cellules du CG, une augmentation du
ratio k/A et une diminution des VkRS (équivalent murin des Kde). De plus, les cellules
[gMa-IgAl, hautement affines pour 'ADNdb dans le modeéle, ont une expression
augmentée de CD86 et de I'IgM, et sont enrichies dans le compartiment T2, folliculaire et
dans le CG. Toutes ces caractéristiques sont reversées par la délétion conditionnelle

d'IFNAR dans les LB, suggérant que I'IFN puisse altérer la tolérance centrale et
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périphérique en perturbant I'édition du récepteur, la délétion clonale, et le maintien de
I'anergie en périphérie. De facon intéressante, le titre d’autoanticorps d’isotype IgG et la
fréquence d’ASC autoréactives ne sont pas augmentés, ce qui laisse penser que I'IFN

n'impacte pas les checkpoints tardifs.

Le role des cytokines et des TLR est encore plus déterminant si la réponse B post
antigénique se déroule proche des sites inflammatoires. Dans le LES, le Sjogren, la PR, des
CG ectopiques au sein de structures lymphoides dites tertiaires ont été constatés dans le
rein, les glandes salivaires ou la synoviale (Manzo et al. 2005; Chang et al. 2011;
Bombardieri et al. 2017). L'environnement pro-inflammatoire, les débris nécrotiques ou
corps apoptotiques activant les PRR, ou l'absence de cellules assurant leur clairance
(comme les macrophages médullaires) propres a ces structures peuvent alors favoriser
I'expansion de cellules autoréactives par epitope spreading (extension d’épitope) ou
bystander activation (activation de cellules non spécifiques de I'antigene) (Cashman et al.

2019).

3. Conséquences de la rupture de tolérance

3.1 Un biais de répertoire

Dans les MAI les preuves que les cellules B naives autoréactives échappent aux filtres de
tolérance sont nombreuses. La conséquence logique de checkpoints précoces défaillants
serait un répertoire B naif intégrant des BCR qui, dans des conditions physiologiques,
auraient été éliminés. L'émergence du séquengage haut débit des régions variables d'Ig a
permis de montrer des modifications significatives de répertoire B dans les MAI par
rapport aux répertoires publiques. Une utilisation biaisée des segments VH4 a été
constatée dans le LES, en particulier les genes IGHV4-39 et IGHV4-34 (Tipton et al. 2015;
Bashford-Rogers et al. 2019). La PR, la maladie coeliaque, la sclérose en plaque sont
associées a une utilisation accrue des genes I[GHV4-34, IGHV5-51, IGHV4-39
respectivement (Doorenspleet et al. 2014; Roy et al. 2017; Palanichamy 2014). D’autres
familles sont sous-représentées, comme IGHV2-5 dans la sclérodermie (de Bourcy et al.
2017). Une longueur accrue des CDR3 et une fréquence d’acides aminés chargés

positivement dans la CDR3, caractéristiques des BCR poly/autoréactifs (Crouzier et al.
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1995; E. Meffre et al. 2001; Schroeder and Kirkham 2000; Bashford-Rogers et al. 2019),
sont retrouveées dans les B synoviaux de la PR (Doorenspleet et al. 2014). Des CDR3 de
chaine H plus longs sont aussi constatés dans les B naifs de la sclérodermie (Glauzy et al.
2022). Les données concernant la fréquence des SHM sont contradictoires (Sfikakis et al.
2009; Tipton et al. 2015). Le séquencage des chaines lourdes chez plus de 200 patients a
récemment implémenté les connaissances du répertoire de six MAI ou inflammatoires,
dont le LES et les vascularites a ANCA (anti-cytoplasme des polynucléaires neutrophile)
(Bashford-Rogers et al. 2019). Chez les patients lupiques, en comparaison a celles des
sujets sains, les chaines lourdes analysées présentaient: 1) une fréquence accrue des
segments VH4 (dont IGHV4-34, 39, 59) a la fois dans le compartiment naif et post
antigénique ; 2) des CDR3 plus longs dans les LB switchés ; 3) une expansion clonale dans
tous les isotypes, partiellement inversée sous immunosuppresseur (mycophénolate
mofétil ou rituximab). Les caractéristiques des chaines H étaient tres variables d’une
maladie a 'autre, comme illustré par les vascularites a ANCA ou ni biais de familles VH ni

expansion clonale n’étaient retrouvés.

L'analyse des réarrangements de chaine k donne des indications précieuses sur 'intégrité
des mécanismes d’édition du récepteur. En effet, I'utilisation préférentielle des genes Vk
distaux et des geénes ] proximaux (Jk1 plutdét que 4 ou 5) suggere un défaut de
recombinaison secondaire. Un tel profil de réarrangement k est retrouvé chez les patients
lupiques et chez certains patients atteints de PR (Bensimon et al. 1994; Samuels et al.
2005; Yurasov et al. 2005; Eric Meffre and O’Connor 2019). Des LB exprimant deux
chaines 1égeres d’isotypes différents dans le LES ont aussi été décrits, ce qui pourrait
constituer un élément en faveur d’'une recombinaison du Kde et d'une exclusion allélique
déficientes (Fraser et al. 2015). Des biais d’'usage VA sont également retrouvés

(notamment VA4 dans le LES), mais les données divergent (Foreman et al. 2007).

3.2 Une contribution diverse des LB aux manifestations auto-immunes

La constatation d'un répertoire biaisé et 'accumulation de LB autoréactifs en périphérie
ne signifient pas que ces cellules ont un effet pathogénique dans les MAIL La contribution
directe des LB est fortement suggérée par les anomalies phénotypiques B rencontrées
dans les MAI et I'efficacité des thérapies ciblant les LB. Les anticorps monoclonaux anti-

CD20, comme le rituximab, ont largement démontré leur efficacité dans la PR ou les
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vascularites a ANCA (Edwards et al. 2004; Stone et al. 2010). Dans le LES, bien que la
déplétion des cellules B améliore la maladie dans le modele MRL/lpr, les résultats des anti-
CD20 en clinique sont plus mitigés (Ahuja et al. 2007). Toutefois, I'efficacité des CAR-T
cells anti-CD19 replace aujourd’hui les LB au centre de la physiopathologie (Mackensen

etal. 2022).

L'action pathogénique des LB peut résulter des fonctions lymphocytaires B
indépendantes des autoanticorps. En 1999, I'équipe de Schlomchik a généré des souris
lupique MRL/Ipr dont les LB présentaient des Ig de surface ne pouvant pas étre secrétées.
Ces souris ont des LB mais pas d’anticorps circulants, et pourtant elles développent un
phénotype lupus-like sans dépots d’autoanticorps (Chan et al. 1999). De plus, chez la
souris lupique (NZBxNZW)F1, la déplétion des LB par anti-CD20 permet une amélioration
de la maladie sans changement notable du taux d’autoanticorps, et, chez certains patients
lupiques, une amélioration clinique est constatée plusieurs mois avant la baisse
d’autoanticorps dans le sérum (Bekar et al. 2010; Looney et al. 2004). Ce role anticorps-
indépendant passe aussi bien par leur potentielle capacité de cellules présentatrices
d’autoantigene, que par la perturbation des fonctions des Brég chez les patients lupiques
(Blair et al. 2010; Menon et al. 2016). L'une des clés de cette action réside également dans
la capacité des LB a produire des cytokines modulant aussi bien la réponse humorale que
cellulaire (Lund 2008). Ces cytokines peuvent réguler la formation et la maintenance des
structures lymphoides ectopiques (en particulier la lymphotoxine-a), et le recrutement
des TFH, permettant ainsi la maturation des LB autoréactifs (Aloisi and Pujol-Borrell
2006; Ebert et al. 2004). Ces LB producteurs de cytokines sont donc nécessaires a
I'induction et la maintenance d’'une réponse immune anormale et permettent une

exacerbation de la maladie (Cashman et al. 2019).

La principale contribution des LB autoréactifs reste cependant anticorps dépendante.
Les anticorps répondant aux critéres suivants sont généralement considérés comme
pathogéniques : (a) détection exclusive chez les patients présentant une pathologie de la
maladie, (b) transfert passif chez les animaux et/ou transfert placentaire aux nouveau-nés
induisant une pathologie équivalente, et (c) initiation de dommages cellulaires et/ou
d'inflammation dans des tests fonctionnels pertinents (Bona 1991). Les autoanticorps qui
satisfont a l'ensemble de ces criteres sont le plus souvent observés dans les MAI

spécifiques d'organe, comme, les anticorps dirigés contre des Ag érythrocytaires dans
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I'anémie hémolytique auto-immune, les anticorps anti-desmogléine dans le pemphigus
vulgaire, les anticorps anti-récepteur de 1'acétylcholine dans la myasthénie. Ils peuvent
induire des dommages par lyse cellulaire directe, action sur des récepteurs, recrutement
d’autres médiateurs inflammatoires (Ludwig et al. 2017). Le role pathogénique des
autoanticorps, responsables de lésions cutanées, rénales, myocardiques apres transfert
passif, a aussi été largement démontré dans le LES (Yung and Chan 2012; Buyon et al.
1990; Ifiaki Sanz 2014). Parmi eux, les anti-ADNdb semblent corréler a l'activité de la
maladie et ils peuvent contribuer directement a I’atteinte rénale et cérébrale (Maddison
and Reichlin 1979; ter Borg et al. 1990). En plus de leur ro6le conventionnel par
hypersensibilité de type II (cytotoxicité anticorps dépendante) et de type III (dépots de
complexe immuns), les autoanticorps peuvent former des complexes immuns contenant
des acides nucléiques, et activer les LB autoréactifs (via 'engagement BCR/TLR) ou les
pDCs spécialisées dans la production d’IFN de type I (Ronnblom et al. 2001). Ces
mécanismes de pathogénicité dans le LES sont illustrés par les défauts en DNASE1L3, une
endonucléase de I'ADN qui participe a I'élimination des débris d’ADN et le rend moins
immunogene dans les particules apoptotiques. Une réduction de cette enzyme, constatée
chez les patients avec mutation null ou hypomorphe, ainsi que chez les souris MRL/lpr et
(NZB/NZW)F1, aboutit a des manifestations lupiques (Al-Mayouf et al. 2011; Carbonella
et al. 2017; Wilber et al. 2003). LADN extra cellulaire y stimule la production d'IFNa TLR
dépendante, précipitant une différenciation extra-folliculaire des LB sécrétant des anti-
ADNdb a 'origine de 1ésions tissulaires (Soni et al. 2020). Environ 30% des LES et plus de
50 % des patients avec atteinte rénale présentent des anticorps avec activité neutralisante
de la DNASE1L3, pouvant agir comme une phénocopie des déficits en DNASE1L3 (Hartl et
al. 2021; Vinuesa, Grenov, and Kassiotis 2023). L'analyse d’anticorps mutés IGHV4-34+
avec réactivité double contre la DNASE1L3 et 'ADNdb montre qu’ils dérivent d’'un
précurseur germinal déja réactif contre DNASE1L3, acquérant une réactivité
supplémentaire anti-ADNdb par les SHM (Gomez-Bafnuelos et al. 2023). Si ces éléments
n‘apportent pas la preuve de leur role fondateur, ils suggerent a minimum que les
autoanticorps entretiennent la boucle d’amplification pathologique en favorisant le
caractere immunogene des acides nucléiques dans le LES. Le role directement délétere
des autoanticorps a aussi été démontré dans d’autres connectivites comme le Sjogren et
la PR (Saez Moya et al. 2021; Broeren et al. 2022). Pour cette derniere, les anticorps anti-

peptides citrullinés (ACPA) participent a la formation de complexes immuns activant le
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complément et les cellules innées, ou agissent par effet agoniste sur certains récepteurs

(Kuhn et al. 2006; Toes and Pisetsky 2019).

3.3 Des ASC aux propriétés singulieres

Les ASC autoréactives sont a l'interface entre la rupture de tolérance B et les anticorps
pathogenes, et, en ce sens, les principaux acteurs cellulaires B des MAI. Les PC a longue
durée de vie autoréactifs du lupus sont localisés dans la moelle osseuse mais aussi dans
les tissus inflammés, comme le rein en cas de glomérulonéphrite (Chu et al. 2009). De plus,
la proportion d’ASC circulantes est largement augmentée en comparaison a des sujets
sains en situation post vaccinale. La majorité des anticorps recombinants issus de ces ASC
circulants sont réactifs contre I'’ADNdb, la chromatine, les protéines SSA/Ro et
ribosomales P, mais pas le tétanos ou le virus influenza (Tipton et al. 2015). Ils portent
fréquemment le gene IGHV4-34, ce qui suggere que ce sont bien les LB échappant aux
différents filtres de tolérance qui se différencient en ASC autoréactifs spécifiques.
L'expansion des ASC se fait principalement aux dépends de cellules particulieres,
atypiques en périphérie, qui ressemblent a des PC a longue durée de vie médullaires,
malgré un phénotype prolifératif Ki67+/HLA-DR+ : elles sont CD19-CD138+, un aspect
cytologique vacuolisé (Ignacio Sanz et al. 2023). L'analyse transcriptomique révele un
profil de résistance a I'apoptose et leur survie in vitro est accrue, mais reversée lorsque la
production autocrine d’APRIL ou d'IL-10 est bloquée. Elles expriment fortement CXCR3 en
cas de LES actif, ce qui pourrait favoriser leur migration dans les sites inflammatoires et
fortement CXCR4, suggérant qu’elles sont destinées a rejoindre la moelle osseuse et a

devenir des PC a longue durée de vie.

Les PC a longue durée de vie producteurs d’autoanticorps sont peu accessibles aux
traitements, probablement de par leur caractére peu proliférant et leur localisation
restreinte aux niches médullaires. Ayant perdu l'expression de molécules B comme le
CD20, ils ne sont pas ciblés par les anticorps monoclonaux comme le Rituximab. L'intérét
des thérapies spécifiques du compartiment plasmocytaire par des molécules comme les
inhibiteurs du protéasome (bortezomib) ou des anticorps monoclonaux anti-CD38
(daratumumab) est croissant (Alexander et al. 2015; Ostendorf et al. 2020; McGlothlin et
al. 2023). L'efficacité de ces thérapies, et notamment des anti-CD38, se heurte a certaines

propriétés des PC a longue durée de vie. Les PC restent difficiles a cibler. L'analyse de la
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trajectoire en cellule unique des PC médullaires révele qu'’ils évoluent progressivement
vers un phénotype tardif avec baisse d’expression du CD38 et un profil de résistance a

'apoptose (Duan et al. 2023). Ces PC tardifs persistent sous traitement par daratumumab.

Une illustration de cette difficulté a cibler les PC a longue durée de vie a notamment été
apportée dans le PTI. L'identification des ASC autoréactifs a pu étre réalisée en utilisant
une technique d’encapsulation des cellules mononuclées avec la GPIIb-IIla, ou la sécrétion
d’anticorps spécifiques dans la gouttelette géneére un signal fluorescent (DropMap)
(Canales-Herrerias et al. 2022). Des ASC de haute affinité pour la Gpllb-Illa ont été
détectés dans le sang, la rate et la moelle. Chez les patients traités par anti-CD38, apres
échec de splénectomie ou Rituximab, la fréquence d’ASC autoréactifs circulants était
drastiquement réduite. Néanmoins, chez un patient en échec de daratumumab, la
proportion de PC autoréactifs dans la moelle ne changeait pas sous traitement. Ces
résultats suggerent que ces PC soient résistants ou que de nouveaux puissent étre générés
a partir d’autres sites comme les ganglions. La deuxiéme hypothése était soutenue par le

fait qu'un autre patient ait rechuté a I'arrét du daratumumab.

4. Conclusion : Du BCR autoréactifs aux anticorps pathogenes, un processus

multi-étapes

Les preuves de la rupture de tolérance dans les MAI, les hypotheses mécanistiques sous-
jacentes, etle role pathogénique des autoanticorps en résultant ont été évoqués. Toutefois,
la détection d’autoanticorps chez des sujets sains, ou plusieurs années avant les premieres
manifestations cliniques, suggere que leur présence est nécessaire mais non suffisante
(Theander et al. 2015; Rantapaa-Dahlqvist et al. 2003; Arbuckle et al. 2003). Quels sont
les facteurs ou étapes favorisant le passage d’'une phase avec autoanticorps "bénins" a une
authentique MAI? Un environnement inflammatoire, un trigger infectieux, une
prédisposition génétique sont autant d’hypotheses plausibles. Cette transition pourrait
aussi résulter d’'une accumulation d’autoanticorps différents, ou de modifications des
propriétés ou du titre d’'un autoanticorps donné. Le phénomene d’epitope spreading a bien
été démontré pour les anti-Sm dans le LES, ou des autoanticorps reconnaissant des
épitopes différents sur l'antigéne apparaissent progressivement (James et al. 1995).

D’autre part, des modifications post traductionnelles peuvent moduler la pathogénicité
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des autoanticorps : 90% des ACPA sont glycosylés dans leurs domaines variables chez les
patients avec PR, un processus qui module leur durée de vie et la liaison aux épitopes
citrullinés (Kissel et al. 2022). Ce mécanisme nécessite un site de N-glycosylation
(séquence /X/arginine) qui confere également un avantage sélectif lorsqu'’il est induit par

les SHM (Vergroesen et al. 2018).

D’apres leurs résultats obtenus sur les LB autoréactifs a activité facteur rhumatoide (FR),
I’équipe de ].H. Reed a proposé un modele ou I'accumulation d’évenements mutationnels
successifs intrinseques a un clone B aboutirait a la production d’anticorps pathogenes de
haute affinité (Singh et al. 2020). Le FR est un anticorps d’isotype IgM reconnaissant le
fragment Fc des IgG. Il s’agit d'un exemple d’anticorps pouvant étre bénin ou
pathogénique. Les anticorps FR peuvent étre détectés chez des sujets sains, notamment
en contexte post vaccinal. Ils sont possiblement retrouvés dans la PR, le LES, le GS, et
peuvent étre directement responsables de manifestations de vascularite
cryoglobulinémique dans laquelle le complexe FR-IgG précipite au froid (Desbois et al.
2019). Pour explorer les déterminants précipitant un FR « bénin » vers la pathogénicité,
les auteurs ont analysé et suivi I'évolution des FR chez des patients atteints de GS et de
vascularite cryoglobulinémique liée a une cryoglobuline de type 2, c’est-a-dire d’'un
complexe IgG poyclonales-IgM kappa monoclonale. Les FR ont été détectés par leurs
idiotypes, dont le plus fréquent, Wa, est conféré par I'association des genes des IGHV1-69,
IGJH4 et IGVK3-20. Ces anticorps étaient mutés et la réversion germinale leur faisait
perdre leur activité FR et cryoprécipitante. Le séquencage VD] et 'analyse génomique en
single cell des LB Wa+ ont permis de mettre en évidence des mutations somatiques
impliquant des genes clés de la lymphomagenese comme CARD11, CCND3, KLHL6,
TNFAIP3, pouvant favoriser dans les clones autoréactifs : i) I'activation et les fonctions
effectrices ; ii) la survie et la prolifération ; iii) la survenue de SHM. La perte de fonction
de KLHL6 était notamment responsable d’'une augmentation de la fréquence des SHM
dans les clones mutés. De facon intéressante, le suivi des LB Wa+ avant et apres le
développement des manifestations cliniques a montré que les mutations somatiques de
la lymphomageneése apparaissaient dans un premier temps, suivie de I'accumulation
aléatoire de SHM dans les régions variables de I'lg. Seuls les clones Wa+ porteurs de
mutations VD] modifiant la solubilité du complexe anticorps-antigene, et non I'affinité

pour l'antigéne, avaient une activité cryoprécipitante. Au total et selon ce concept, le
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développement d'une auto-immunité B médiée résulterait d’'une cascade de mutations
somatiques permettant successivement a certains LB autoréactifs d’échapper aux filtres
de tolérance, de s’expandre, et d’exprimer un anticorps devenu pathogéne selon un
processus stochastique (Reed 2022) qui rappelle celui de I'évasion clonale dans les
cancers (Goodnow 2007). Il reste a déterminer si ce modele, également décrit chez les
patients avec syndromes ALPS (auto-immun lymphoprolifératif) ou des mutations
somatiques de FAS dans certains clones B confere un phénotype plus sévere (Janda et al.
2016), peut s’appliquer a d’autres MAI impliquant plusieurs autoanticorps comme le LES,

la PR ou le SAPL.

Ainsi, de nombreuses données montrent un role pathogene des LB dans le LES et d’autres
MAI, résultant d'un défaut de tolérance a différents stades du développement
lymphocytaire B et de la maturation des autoanticorps. La Figure 14 résume

schématiquement ces étapes de tolérance B impactées dans le LES.
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Figure 14 : Tolérance B et LES. Le pourcentage en blanc dans les cellules B représente le pourcentage de
BCR autoréactifs pour chaque sous-population B respective chez le sujet sain, lorsqu’il est connu. Les
éléments en rouge sur la figure sont propres au LES. Le pourcentage dans les rectangles rouge correspond
au pourcentage de BCR autoréactifs pour chaque sous-population B respective dans le LES, lorsqu’il est
connu. les fleches rouges illustrent une augmentation de fréquence de la sous-population B correspondante
dans le LES. L'éclair rouge représente un point de tolérance impacté. Les acteurs supposés étre impliqués
dans le dysfonctionnement de ces checkpoints sont également représentés, de facon non exhaustive. Fait

avec Biorender.

Dans la partie suivante, nous exposerons un cas d’auto-immunité familiale liée a une perte
de fonction d'un facteur de transcription clé dans la lymphopoiése B précoce et la
maturation d’affinité, IKAROS. Cet exemple illustre le lien entre ontogenese B, rupture de
tolérance et MAI et fera le lien avec le SAPL, une maladie a autoanticorps ou le role des LB

est encore mal compris.
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II1. Auto-immunité et déficit en Ikaros

IKAROS est un facteur de transcription avec motifs en doigt de zinc (ZF pour zinc finger)
codé par le gene IKFZ1. Avec AOILOS, HELIOS, PEGASUS, il appartient a la famille des
facteurs de transcription IKAROS, régulateurs du lignage hématopoiétique. IKAROS, agit
en homo- ou hétérodimere et modifie l'accessibilité a 'ADN de différents génes par
remodelage de la chromatine en recrutant notamment des complexes histone déacétylase
(Sellars et al. 2011). IKZF1 contient 7 exons chez 'homme, un domaine N-terminal de
liaison a I’ADN avec quatre répétions ZF et un domaine C-terminal de dimérisation avec
deux ZF. L'épissage alternatif génere plus de huit isoformes d'IKAROS, se liant ou non a
I'’ADN en fonction de la présence du domaine N terminal (Francis et al. 2011). Le rdle
crucial de IKAROS dans la lymphopoiese a été démontré chez la souris. La mutation IKZF1
H191R homozygote (IKAROS plastic), inactivant la liaison a 'ADN, est l1éthale et induit
I'absence complete de différenciation T/B/NK. Elle inhibe la différenciation B a I'état
hétérozygote (Papathanasiou et al. 2003). La délétion du domaine C terminale (IKAROS
null) entraine également un arrét du développement lymphocytaire (J.-H. Wang et al.
1996). Dans le lignage B, IKAROS était initialement connu pour agir comme un
suppresseur de tumeur. Des variants somatiques de IKZF1, agissant par perte de fonction,
sont décrits dans la leucémie aigiie lymphoblastique B ou ils conferent un pronostic
péjoratif (Mullighan et al. 2009; Kastner et al. 2013). La encore, les modeles murins ont
précisé le role d'IKAROS dans l'ontogenese B physiologique. Dans le modele IKZF1Y},
I'insertion d’'un gene rapporteur dans l'exon 2 résulte en une protéine tronquée
partiellement fonctionnelle et dont 'expression est réduite de 90% (Kirstetter et al.
2002). L'analyse des LB de ce modele hypomorphe révele un bloc entre le stade proB-préB,
un défaut de répression de la pseudo chaine légere, d’exclusion allélique, une diminution
des protéines RAG et TdT (Sellars et al. 2011). Ces résultats sont B intrinseques puisque
retrouves lorsque IKAROS est inactif sélectivement dans les pro- et pré-B (Heizmann et al.
2013). En périphérie, les souris présentent une réduction significative des CG et une
diminution de la commutation vers IgG1 et 3 consécutive a une accessibilité réduite de
AID a certaines régions S. Les LB folliculaires ont un seuil d’activation abaissé et une
expression réduite de molécules co-inhibitrices. Le modele Cd23-Cre 1kzf1f1/fl inactivant
IKAROS dans les cellules B folliculaires et de la zone marginale induit un défaut d’anergie,

une réponse exacerbée a la stimulation TLR9 (Schwickert et al. 2019) et I'apparition
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d’autoanticorps. L'ensemble de ces données suggere qu'IKAROS joue non seulement un
role dans le développement B précoce, dans la maturation d’affinité secondaire des LB,

mais aussi dans le maintien de leur tolérance.

Chez I'Homme, I'implication d’IKAROS dans la tolérance a été suggérée par la découverte
de variants associés au LES dans les études GWAS (Han et al. 2009). Récemment, plusieurs
variants germinaux hétérozygotes d’IKZF1 ont été décrits. Les variants gain de fonction
sont associés a des complications prolifératives plasmocytaires, inflammatoires et
atopiques (Hoshino et al. 2022). D’autres entrainant une perte de fonction d'IKAROS, ont
été identifiés chez des patients atteints de déficit immunitaires primitifs (ou IEI pour
inborn error of immunity) et parfois d’auto-immunité. Les mutations affectant I'acide
aminée N159, localisé dans le domaine de liaison, agissent par effet dominant négatif et
entrainent un déficit immunitaire combiné avec infections opportunistes (Boutboul et al.
2018; Kellner et al. 2019). Des variants affectant le domaine de dimérisation sont
retrouves en contexte de cytopénies auto-immunes et lymphoprolifération (Kuehn et al.
2020). Cependant, la plupart des mutations germinales, identifiées chez une soixantaine
de patients en 2023, impliquent une délétion ou un faux-sens dans les domaines ZF2,3,4,
altérant la liaison a I'ADN et agissant par haploinsuffisance, avec une pénétrance
incomplete (Goldman et al. 2012; H. S. Kuehn et al. 2016; Bogaert et al. 2018; Hoshino et
al. 2017; Van Nieuwenhove et al. 2018; Sriaroon et al. 2019; Eskandarian et al. 2019; Q.
Chen et al. 2018; Groth et al. 2020; Kuehn, Boast, and Rosenzweig 2023). Les différents
variants publiés sont résumés dans la Figure 15. Le phénotype associe un déficit humoral
avec infections sino-pulmonaires répétées, une hypogammaglobulinémie, une
lymphopénie B d’aggravation progressive et une lymphopénie CD4+. Certains patients
présentent également des anomalies B centrales avec blocage de différenciation
meédullaire au stade B précoce et évolution vers une LAL-B. Des manifestations auto-
immunes sont retrouvées chez pres de 30% des patients, incluant des LES, thyroidites,

cytopénies ou hépatites auto-immunes (Kuehn, et al. 2021).

Nous décrivons le cas d'une famille au sein de laquelle un variant hétérozygote d'IKZF1
responsable d’une perte de fonction d'IKAROS par haploinsuffisance, a été identifié chez
trois sujets. Outre une hypogammaglobulinémie, le cas index a développé un SAPL
primaire sévere, sa sceur un LES et SAPL secondaire, et son pere des ANA. Ce cas

représente la deuxiéme association décrite entre SAPL haplo-insuffisance d’IKAROS.
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Compte tenu du réle joué par IKAROS dans le développement B, il interroge sur les

mécanismes de rupture de tolérance impliqués dans le développement du SAPL.

— HI| mutations ~
(o]
— DD mutations s
— DN mutations ﬁ
— GOF mutations §,
— Unclear % >N )
< | © 1l /C\\I
il o = N
€ g% _ ZZ < = S
¥ OBYY =2 5 q <
\g/ z<pE cc - £ Q
e + ) T >®
o O NO '0_3 3\1(0'3)9 [} 8 ~ N~ ey
© < <LOWOLO QOCC 00 [oo] — o © [e)]e)]
%) T OoOX= o S o> o) O S=

— L188V
— T189A
L H195R
— R502L
— H508Y

B oo
N L
(<]

IKAROS ZF1 ' ZF2 I ZF3 ZF4 _ ZF5 .

139 145 167 175 195 201 224 462 484 490 514  519aa
€.161-8388_589+2308 deletion

7p12.3-p12.1 deletion (4.7Mb deletion)

_.
-
s
N

»
»

A

Figure 15 : Variants germinaux d’IKZF1 associés aux IEL (Kuehn et al., 2023).

Les variants a l'origine d’'une haploinsuffisance sont représentés en bleu, ceux agissant par un effet
dominant négatif en rouge, ceux affectant le domaine de dimérisation en vert. Les mutations agissant par
gain de fonction sont représentées en violet. Le nombre a c6té des mutations représente le nombre de
familles différentes portant la méme mutation.
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To the Editor,

Ikaros is a transcription factor with key roles in lympho-
cyte development and homeostasis. It is encoded by the
IKAROS family zinc finger protein 1 (/KZF1) gene, which
contains highly conserved N-terminal and C-terminal zinc
finger domains and is highly expressed in hematopoietic
cells. The functions of Ikaros were first illustrated in differ-
ent sets of /KZF I-deficient mice. In humans, /KZFI loss-of-
function (LOF) somatic variants are associated with leuke-
mogenesis in B cell acute lymphoblastic leukemia (B-ALL)
[1]. More recently, different germline heterozygous variants,
acting either by haploinsufficiency or by a dominant nega-
tive effect in /KZF'1, were identified in autosomal dominant
forms of common variable immunodeficiencies (CVID) or
combined immunodeficiencies (CID) [2-4]. A series of
families showed a progressive loss of B cells and
hypogammaglobulinemia, but the absence of symptoms in
several mutated patients suggests an incomplete penetrance.
Additional germline mutations were described in patients
with hypogammaglobulinemia associated with autoimmune
manifestations, including vasculitis, juvenile-onset arthritis,
or systemic lupus erythematosus (SLE) [5-7].
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(https://doi.org/10.1007/s10875-019-00643-2) contains supplementary
material, which is available to authorized users.
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Here, we describe a two-generation non-consanguineous
Caucasian family with three patients—the father (I.1), his
son (II.1), and his daughter (II.2)—carrying a heterozygous
IKZF I variant (¢.500A>G; p.H167R) (Fig. 1a). The two chil-
dren (II.1 and I1.2) had antiphospholipid syndrome (APLS) in
the context of a previous CVID and SLE diagnosis respective-
ly, with autoimmune thrombosis and aberrant production of
antiphospholipid antibodies (APLs) such as anticardiolipid,
anti-32gpl, or antiprothrombinase antibodies. Familial cases
of APLS are very rare. One case of secondary APLS (in a
juvenile-onset SLE patient) associated to another /KZF'1 del-
eterious variant has been already described [4]. We present the
cases in the context of literature and discuss the potential im-
plications of our findings.

Case 1

The index patient (I1.1) was diagnosed with juvenile-onset
CVID at the age of 14 after a bacterial pneumonia and a septic
shock. Polyvalent immunoglobulin replacement therapy was
then initiated (IVIg). According to the pediatrician reports, his
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Fig. 1 Genetic variants of the family with /KZFI mutation ¢.500A>G. Pedigree of the family (a), Sanger sequencing of /KZF] mutation (b), and

localization of descripted mutations on /KZF1 gene (c)

early medical history included a severe pneumonia that was
rapidly followed by an adrenocortical hemorrhage, a reversible
ischemic neurological deficit, a thrombosis of the left arm, and
a transient renal failure with proteinuria. MRI revealed several
vascular cortical defects of venous origin. The search for
anticardiolipin antibodies and lupus anticoagulant (LA) was
positive, allowing a diagnosis of APLS that was treated with
anticoagulant and high doses of steroids. The diagnosis of cat-
astrophic antiphospholipid syndrome was very likely consider-
ing that more than 3 organs were involved with renal failure
and signs of disseminated intravascular coagulation. However,
no biopsy was performed, in view of thrombocytopenia and the
absolute need for anticoagulation [6]. He was first referred to
the adult Clinical Immunology department (Strasbourg
University Hospital) at the age of 19. At that time, he was free
of infection and of any clinical manifestations, and his treat-
ment consisted of prednisone, fluindione, and [VIg. ANA (an-
tinuclear antibodies) were positive at 1/1280 without specific
staining pattern. Antiphospholipid antibodies included high
levels of IgM anticardiolipin and anti-[32gp1 antibodies, as well
as LA (Table 1). Hypocomplementemia (low C3 and C4) was
constant. The patient was then followed during several years
under [VIg therapy and anticoagulant. Steroids were slightly
decreased. He had at least 3 unexplained episodes of pneumo-
nia that spontaneously regressed. He also presented several
episodes of herpes infections and warts on both feet. He was
then lost to follow-up. At the age of 24, the last laboratory

examination showed normal Ig levels (under substitution) and
still very high levels of IgM antiphospholipid antibodies with
hypocomplementemia. He was again referred to our depart-
ment at the age of 32 after the removal of a thrombosed im-
plantable port, considering the occurrence of fever and a local
hematoma. At that time, he was free of therapy except low-dose
heparin in tandem with fluindione. He complained about ab-
dominal and thoracic pain. Laboratory examination showed
high levels of IgM APL antibodies, IgG APL antibodies, LA,
hypocomplementemia, inflammatory syndrome, and high tro-
ponin level. Echocardiography and cardiac MRI confirmed
cardiac microvascular disease with a favorable evolution under
fluindione and aspirin. Further immunological analysis re-
vealed subnormal levels of IgG, low lymphocyte counts with
low CD4, and low B cell numbers. A more detailed immune
profiling (Supplementary Fig. 1) revealed that memory CD27*
B cells were particularly affected. CD24"CD38" transitional B
cells and CD21°VCD38"" B cells (both considered to be pos-
sible reservoirs of autoreactive B cells) remained unchanged in
percentages compared with healthy donors (HDs). CD4 lym-
phopenia was obvious with a subsequent decrease in all CD4 T
cell subsets (Table 1 and Supplementary Fig. 1). However,
memory T cells appeared more affected in percentages than in
naive and regulatory CD4 T cells (Tregs). Finally, as described
for other CVID patients with auto-immune features, an impor-
tant increase in the percentage of circulating T follicular helper
type 1 (cTFh1) cells was observed [7].
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Table 1  Clinical and immunological features of affected individuals
L1 IL1 1.2 1.2 Normal range

Age (years), sex (F/M) 57, M 32, M 24, F 57, F

Age of onset (years) Childhood 14 11 -

Bacterial infections + + + -

Other infections - + (HSV, HPV) + (HSV, HPV) -

Autoimmune cytopenia ITP - - -

SLE manifestations - - Nephritis (class V), arthritis -

Other autoimmune diseases - - - -

Thromboembolic events (A/V, arterial/venous) - + (A, V) +(A) -

Auto-antibodies + + + -
ANA (titer and pattern) 1/1280 (nucleolar)  1/1280 (nucleolar) 1/1280 (speckled, nucleolar) - <1/320
Anti-dsDNA (titer, U/mL) - - 313 - <50
Anticardiolipin (titer, U/L) - IgM (4880), 1gG (62) IgM (34), IgG (14) - 0-0.1
Anti 32 GP-I (titer, U/L) - IgM (7191) IgM (57) - 0-18
Lupus anticoagulant - + + -

Hypocomplementemia +(C4) +(C3,C4) +(C3,C4) -

IgG (g/L) 79 6.33 6.1 NA 7.2-14.7

IgM (g/L) ND 2.75 1.14 NA 0.48-3.1

IgA (g/L) ND <0.22 0.49 NA 1.1-3.6

Normal vaccinal response® + - + NA

Lymphocytes (count/pL) 1315 1038 1085 NA 1600-2400
CD3* 1218 849 936 NA 1100-1700
CD3*CD4* 334 232 560 NA 7001100
CD3*CD8* 887 554 231 NA 500-900
CD4%/CDS8" ratio 0.4 0.4 24 NA 1.0-3.6
NK CD56" cells 56 NA 56 NA  200-400

CD19" cells 30 46 66 NA 200400

#Normal vaccinal response was defined by adequate levels of antitetanus or antipneumococcal antibodies after vaccination considering laboratory
reference values. ANA, antinuclear antibodies; anti-dsDNA, anti-double-stranded DNA; F, female; HSV, herpes simplex virus; HPV, human papilloma-

virus; lgG/IgA/IgM, immunoglobulin G/A/M; ITP, immune thrombocytopenic purpura; M, male

Case 2

I1.2 is the sister of II. 1. She was diagnosed with juvenile-onset
SLE and presented with arthritis and class V nephritis at the
age of 11. Concomitantly, she was diagnosed with APLS with
2 episodes of chorea and triple positivity for APLs (LA,
anticardiolipin, and anti-32gl.1 antibodies, of both IgG and
IgM subtypes). At that time, cerebral MRI showed several
small bilateral ischemic lesions. Laboratory testing revealed
slight hypogammaglobulinemia and elevated levels of IgM.
ANAs were positive with anti-ds DNA antibodies and C3, C4,
and hypocomplementemia. The treatment consisted of 1 mg
per kg prednisone and efficient anticoagulation. Her condition
improved with the exception of recurrent buccal herpes infec-
tions and warts on both hands as her brother. Four years later,
she was referred many times with distal polyarthritis sensitive
to steroid therapy. Hydroxychloroquine was not used due to
two episodes of exudative retinal detachment. Prednisone was
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maintained at 5 to 10 mg per day to control the symptoms. At
the age of 19, she was lost to follow-up. Her last treatment
consisted of low-dose steroids, fluindione, and valaciclovir.
She consulted in our department with her brother again at
the age of 23. Laboratory values were stable with global lym-
phopenia (Table 1). She had no symptoms except for fatigue,
subjective cognitive impairment, and trouble with attention.
Physical examination was normal.

Case 3

.1 is the father of II.1 and II.2. Medical anamnesis revealed
that he presented several infections in childhood including
bronchopneumonia and sinusitis. He reported a thrombocyto-
penia episode, chronic fatigue symptoms, and fibromyalgia.
Blood analysis showed low IgA and high titers of ANAs
without anti-dsDNA antibodies. Anticardiolipin antibodies
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were negative but LA was found. Lymphocyte subset analysis
revealed a predominantly CD4 T cell lymphopenia (Table 1).

Genetic Analysis and Discussion

Genetic variants were detected through whole exome sequenc-
ing (WES) of both patients II.1 and I1.2, and their parents were
filtered for rare coding variants predicted to be damaging (see
supplemental material). The kindred’s pedigree is shown in
Fig. 1a. The father (I.1) and his children (II.1 and I1.2) carried
a ¢.500A>G substitution in /KZF1 (NM_006060), resulting in
a substitution of arginine for histidine at codon 167
(p.His167Arg). The segregation of the variant was confirmed
by Sanger sequencing (Fig. 1b). No other deleterious mutations
in genes known to be associated with monogenic forms of
immunodeficiency or SLE were detected (Supplementary
Table S1). Haploinsufficient variant ¢.500A>G (p.His167Arg)
was previously reported as a LOF mutation in a family with
three members affected by recurrent infections, but no autoim-
munity. These mutated patients had a decrease in immunoglob-
ulin levels, B cell lymphopenia, and an inverted CD4/CD8 T
cell ratio, as in our patients. In this family, bone marrow exam-
ination indicated an incomplete blockade in B cell differentia-
tion between the pre-B and the immature B cell stages [2].

To date, 77 patients with /KZF [ LOF variants have been
described in the literature (Supplementary Table S2). Most of
them were affected by severe or recurrent bacterial infections
[2, 3]. Reported heterozygous mutations in /KZF1 (Fig. 1c)
are associated with a decrease in /KZF1 DNA binding leading
to haploinsufficiency and a partial defect (CVID) [3-6, 8]. In
some cases, heterozygous mutations of /KZF[ lead to a dom-
inant negative effect with a more severe phenotype (CID) [2].
In both cases, flow cytometry showed that the amounts of
mutant proteins in T and B cells in cases of amino acid sub-
stitutions are comparable to those in cells from controls and
that these mutant proteins are stable and able to enter into the
nucleus. More recently, mutations have been reported in the
C-terminal domain of IKAROS (dimerization domain) [7].
Twenty patients out of all patients described with /KZF]
LOF variants (26%) suffered from autoimmune diseases.
Autoimmune cytopenia (ITP and/or AIHA) was highly repre-
sented as in other PIDs [9]. All genotypes could be associated
with autoimmune manifestations (Supplementary Table S3).
In most cases, patients also developed infections and
hypogammaglobulinemia, with progressive B cell lymphope-
nia and increased CD8" T cells with inverted CD4:CDS ratio
(mainly in case of protein-positive haploinsufficiency muta-
tions) [2]. Among these /KZF'1 mutated patients with autoim-
munity, Van Nieuvanhowe et al. reported a girl with the het-
erozygous /KZF1 variant ¢.562C>G. This patient presented
with juvenile-onset SLE and venous thrombosis due to
APLS (LA, IgM, and IgG anticardiolipid antibodies but no

anti-2gpl antibodies). Systematic immunological analysis
in the father also carrying the ¢.562C>G variant revealed the
presence of LA and ANA [5].

To our knowledge, there is no unique explanation for autoim-
munity in IKZF1 immunodeficiency. Both Zkzf1”-null mice or
lzfT*"-dominant-negative mouse models argue for a role of
Ikaros in early B cell development stages in the bone marrow
(resulting in B cell lymphopenia and hypogammaglobulinemia)
but also in the control of central tolerance via mechanisms that
remain to be elucidated [10-12]. Other evidences argue for a
peripheral process of tolerance breakdown. Despite normal
counts, B cells arbor phenotypical abnormalities including a de-
creased of switched memory B cells (Supplementary Fig. 1A), a
hyperresponsive state (increase proliferation, increase of the ex-
pression of CD69 activation marker, Erk hyperphosphorylation,
increase of CD19 and CD22) [5], and an increase of survival of
autoreactive memory and long-lived B cells [5]. The role of TFh
cells could be discussed, considering the relative increase of
c¢TFh1 T cells (supplementary Fig. 1B) also found in other
PIDs with autoimmunity [8, 13]. Furthermore, a direct relation
between /KZF] variants and autoimmune SLE-/ike diseases is
suggested both by clinical phenotype of IKZF 1 immunodeficient
patients and the association of common /KZF1 polymorphisms
in adult-onset SLE [14, 15].

Here, we describe 2 siblings with /KZF1 mutation, present-
ing both a primary humoral and cellular immunodeficiency and
APLS. One patient is affected with SLE and APLS (I1.2), and
the other one is considered to be primary severe APLS, likely
CAPS (IL.1) [16]. Hypothesis to explain the whole phenotype
includes specific B and/or T cell tolerance impairment as well
as a potential role of IKZF1 in other cells (such as myeloid cells
or platelets) where the protein is also expressed. Based on these
findings, we suggest that families with APLS and/or SLE with
primary hypogammaglobulinemia could be explored for
IKZF I mutations, particularly when they display viral or recur-
rent bacterial infections and an inverted CD4/CDS ratio. Such a
diagnosis would impact both the treatment and the follow-up
considering the autosomal dominant inheritance and the risk
for B-ALL.
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IV. Syndrome des antiphospholipides primaire (SAPL)
1. Introduction

Le syndrome des antiphospholipides (SAPL) est une MAI caractérisée par la présence
d’autoanticorps dirigés contre les phospholipides (aPL). Sa faible prévalence en fait une
maladie rare (<1/2000) (Duarte-Garcia et al. 2019). Il est dit primaire lorsqu’il n’est pas
associé a une autre condition pathologique ou MAI, en particulier au LES. Les patients
affectés par un SAPL développent des thromboses avec des complications veineuses,
artérielles ou obstétricales parfois séveres (Garcia and Erkan 2018). Une forme extréme
de la maladie, le syndrome catastrophique des antiphospholipides, est caractérisée par
une atteinte microcirculatoire sévere entrainant des défaillances d’organes et grevée d’'un

pronostic sombre (Rodriguez-Pinté et al. 2016).

Le SAPL est directement lié a la pathogénicité d’'un groupe hétérogene d’aPL interférant
avec la coagulation et dirigés contre les cardiolipides, leurs cofacteurs, comme la 32-
glycoprotéine I ($2-GP1), ou un complexe phospholipide-cofacteur. Le lupus anticoagulant
(LA, aussi appelé anticoagulant circulant) correspond a une propriété fonctionnelle de
certains aPL qui consiste a allonger les temps de coagulation in vitro (Pengo et al. 2009).
Sa présence est fortement associée aux complications thrombotiques (Wahl et al. 1997;
Groot et al. 2005; Galli et al. 2003). La persistance des aPL a 12 semaines d’intervalle est
requise pour poser le diagnostic de SAPL selon les critéres de Sydney (Wilson et al. 1999;
Miyakis et al. 2006). Les patients avec « triple positivité », c’est-a-dire présentant un LA,
des taux élevés d’anticorps anticardiolipides et anti-B2-GP1 sont a haut risque de
thrombose, avec un risque estimé a 5,3% par an (Pengo et al. 2005; 2011). D’autres aPL
(anti-phosphatidylsérine, anti-phosphatidyléthanolamine, anti-annexinV, anti-f2-GP1
d’isotype IgA...) sont dits « non classants » car exclus des critéres de classification actuels.
Leurs conséquences cliniques sont variables et débattues (Petri 2020). Les nouveaux
criteres ACR/EULAR 2023 ne les incluent pas, au contraire des manifestations non
thrombotiques rencontrées dans le SAPL comme la thrombopénie, les atteintes
valvulaires cardiaques ou encore microcirculatoires rénales (Barbhaiya et al. 2023)

(Figure 16).
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Entry Criteria®
At least one documented® clinical criterion listed below (domains 1-6)
plus
A positive antiphospholipid antibody (aPL) test
(a lupus anticoagulant test, or moderate-to-high titers of anticardiolipin or anti-f3,-glycoprotein-I antibodies [IgG or IgM])
within three years™ of the clinical criterion

2

If absent, do not attempt to classify as APS - If present, apply additive criteria

L4

Additive clinical and laboratory criteria®

Do not count a clinical criterion if there is an equally or more likely explanation than APS.
Within each domain, only count the highest weighted criterion towards the total score.

Clinical domains and criteria Weight Weight
D1. Macrovascular (Venous Thromboembolism [VTE]) D2. Macrovascular (Arterial Thrombosis [AT])
VTE with a high-risk VTE profile® 1 AT with a high-risk CVD profile”
VTE without a high-risk VTE profile 3 AT without a high-risk CVD profile’ 4
D3. Microvascular D4. Obstetric
Suspected (one or more of the following) 2, >3 Consecutive pre-fetal (<10w) and/or 1
Livedo racemosa (exam) early fetal (10w 0d -15w 6d) deaths
Livedoid vasculopathy lesions (exam)
chute/chror;:c aPL;lneph(ropathty (exan:iqr lab‘) ) Fetal death (16w 0d — 33w 6d) in the absence of 1
mon morr mptoms and imagin, . .
ulmonary hemorrhage {symptoms a aging pre-eclampsia (PEC) with severe features or
Established (one of more of the following) 5 placental insufficiency (PI) with severe features
Livedoid vasculopathy (pathology®)
Acute/chronic aPL-nephropathy (pathology®) PEC with severe features (<34w 0d) or PI with 3
Pu]monary hemorrhage (BAL or patho]ogy(d)) severe features (<34W Od) with/without fetal death
Myocardial disease (imaging or pathology) PEC with severe features (<34w 0d) and PI with 4
Adrenal hemorrhage (lmaglng or pathology) severe features (<34W Od) with/without fetal death
DS5. Cardiac Valve D6. Hematology
Thickening 2 Thrombocytopenia (lowest 20-130x10°/L) 2
Vegetation 4
Laboratory (aPL) domains and criteria'® Weight
D7. aPL test by coagulation-based functional assay D8. aPL test by solid phase assay (anti-cardiolipin antibody
(lupus anticoagulant test [LAC]) [aCL] ELISA and/or anti-B,-glycoprotein-I antibody
[aB.GPI] ELISA [persistent])
Positive LAC (single — one time) 1 Moderate or high positive (IgM) (aCL and/or a,GPI) 1
Positive LAC (persistent) 5 Moderate positive (IgG) (aCL and/or a,GPI) 4
High positive (IgG) (aCL or af3,GPI) 5
High positive (IgG) (aCL and aB,GPI) 7

¥

TOTAL SCORE
Classify as Antiphospholipid Syndrome for research purposes if there are
at least 3 points from clinical domains AND at least 3 points from laboratory domains

Figure 16 : Criteres de classification ACR/EULAR 2023 du SAPL (Barbhaiya et al., 2023).
Le terme persistent se réfere a deux détections consécutives des autoanticorps a au moins 12 semaines
d’intervalle.
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Le role directement pathogene des aPL a été démontré, en particulier pour la f2-GP1. Il
s’agit d'une apolipoprotéine plasmatique considérée comme un inhibiteur naturel de la
coagulation. Apres liaison, le complexe 2-GP1/anticorps peut engendrer une activation
des plaquettes, des cellules endothéliales, des monocytes et des neutrophiles via
différents récepteurs cellulaires (TLR 2,4, Annexine 2...), et conduire a I'état pro-coagulant
(Arachchillage and Laffan 2017). Dans les modeles murins, le transfert passif d’IgG anti
2-GP1 humain entraine la formation de thrombus (Arad et al. 2011). Cependant, une
lésion vasculaire préalable ou un contexte inflammatoire surajouté (activation des cellules
innées via les TLR, activation du complément...) est nécessaire pour conduire a cet
évenement (Pierangeli et al. 2005; 2007). Comme le suggere la détection d’aPL chez des
sujets sains et selon la théorie du « second hit », 1a présence des autoanticorps ne serait

donc pas suffisante pour aboutir au phénotype clinique (Meroni et al. 2018).

Le SAPL pose un probléme thérapeutique, notamment pour les patients avec triple
positivité qui sont souvent exclus des études. A I'heure actuelle, les patients sont traités
par anticoagulants au long cours (Tektonidou et al. 2019). Les thérapies
immunomodulatrices ont été globalement décevantes. Celles ciblant les LB peuvent étre
efficaces sur les manifestations non classantes mais peinent a réduire le titre des
autoanticorps (Erkan et al. 2013; Emmi et al. 2019; Dobrowolski et al. 2019; Yun et al.
2023; Bettiol et al. 2022; Chatzidionysiou et al. 2020). Néanmoins, les données récentes
de la littérature ont replacé le LB au centre de la physiopathologie de la maladie. La
description de cas de SAPL sévere monogénique, en contexte d’haploinsuffisance d’un
facteur clé de I'hématopoiese B, IKAROS, va dans ce sens (Dieudonné et al. 2019; Van
Nieuwenhove et al. 2018). Soulignant le role du développement B périphérique et de la
maturation des autoanticorps, il a été montré que des anticorps anti-f2-GP1 humains
d’isotype IgG reconnaissent un épitope d’une bactérie commensale du tube digestif, et
qu’'une immunisation avec ce « mimitope » de la $2-GP1 conduit au développement d’aPL

et a la thrombose chez la souris (Ruff et al. 2019).

2. Lymphocytes B et SAPL

Malgreé le role central de LB dans la physiopathologie du SAPL, et contrairement a d’autres
MAI médiées par les LB, les connaissances sur les anomalies des LB et la rupture de
tolérance propre au SAPL primaire sont limitées. La revue ci-apres fait un état des lieux

de nos connaissances actuelles sur les LB dans cette pathologie.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: It is now widely accepted that antiphospholipid antibodies (aPL) have direct pathogenic effects and that B cells,

Autoantibody notably through aPL production, play a key role in the development of antiphospholipid syndrome (APS). Recent

Antiphospholipid syndrome findings strengthened the implication of B cells with the description of specific B cell phenotype abnormalities

,?ocl:lance and inborn errors of immunity involving B cell signaling in APS patients. In addition, it has been shown in

Autoimmunity preclinical models that cross-reactivity between APS autoantigens and mimotopes expressed by human gut

Thrombosis commensals can lead to B cell tolerance breakdown and are sufficient for APS development. However, B cell
targeting therapies are surprisingly not as effective as expected in APS compared to other autoimmune diseases.
Elucidation of the B cell tolerance breakdown mechanisms in APS patients may help to develop and guide the use
of novel therapeutic agents that target B cells or specific immune pathway.

1. Introduction abnormalities in coagulation measures have put the spotlight back on
aPL occurrence and their clinical relevance. There are strong evidences

Antiphospholipid syndrome (APS) is an autoimmune disorder char- that B cells, notably through aPL production, have a central role in APS
acterized by the presence of pathogenic autoantibodies directed against pathogenesis. Paradoxically, B cell targeting therapies are somehow not
membrane phospholipids and/or their associated plasma proteins. as effective as expected considering experiences in other autoimmune
Antiphospholipid antibodies (aPL) were first described by Hughes et al. diseases. Herein we propose a review that highlights the major role of B
in 1983 [1]. Annual incidence and prevalence are estimated at cells and autoantibodies in APS, and how they provide a window into

approximately 2 and 50 per 100,000 individuals [2]. Clinical features the pathogenesis, the clinical features and the risk assessment in APS.
are related to a hypercoagulable state leading to obstetrical complica-

tions and/or venous or arterial thromboembolic events (TEs) affecting 2. B cells: the leading role?

almost every organ system [3]. The criteria derived from the Sapporo

classification revised in 2006 (Sidney) are quite consensual and require 2.1. Pathogenesis of aPL

the association of one of these clinical manifestations and the persis-

tence of “classical” aPL, namely lupus anticoagulant (LA), anti- B cells contribute to APS pathogenesis notably through antibody

cardiolipin antibodies (anti-CL) and anti-p2 glycoprotein I antibodies production. The pathogenic mechanisms mediated by aPL have been
(anti-p2GPI) [4]. Patients may encompass non TEs manifestations or largely supplied by animal models, especially for f2GPI-dependent aPL.
“non-classical” aPL (including phosphatidylserine/prothrombin com- In 1990 Mc Neil et al. found that the binding of aPL to cardiolipin re-

plex, PS/PT, PE, or anti-annexin5A, Anx5A, antibodies) that are quires the presence of B2GPI as a cofactor [6]. Passive transfer of puri-
excluded from Sydney criteria due to a role that remain elusive [5]. fied human anti-p2GPI IgG, but not anti-p2GPI depleted IgG or normal
Recently coronavirus disease 2019 (COVID-19) and the associated human IgG, potentiates thrombosis formation in animal models after
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vessel injury or pre-treatment with lipopolysaccharide (LPS) [7,8].
Anti-p2GPI also induce fetal losses or growth retardation in pregnant
mice without the need of additional factors [9], and the prominent role
of the P2GPI/anti-p2GPI complex is highlighted by the absence of
thrombosis in B2GPI deficiencies [10]. The binding of anti-p2GPI anti-
bodies to their antigen is dependent on 2GPI conformation. p2GPI
comprised 5 domains, the fifth domain shielding the domain 1 epitope in
the circular conformation form in plasma [11]. Autoantibodies do not
bind this conformation form but f2GPI binding to negatively charged
structures (such as anionic phospholipids) induce conformational
changes [12,13]. As a result, cryptic epitopes in domain I are exposed
and the autoantibodies are able to recognize }2GPI [14]. The type of
interaction is also critical since human IgG anti-$2GPI domain I (anti-
$2GPI-DmI) with high avidity induced significantly larger thrombi in
vivo compared to anti-p2GPI-DmI with poor avidity [15].

A part of APS pathophysiology is mediated by the disruption of
AnxAS shield over phospholipid bilayers, making them available for
coagulation reactions [16]. Interestingly, anti-32GPI-DmI has been
associated with significantly reduced AnxAS5 anticoagulant activity in
adults with aPL [17]. Nevertheless, considering f2GPI-dependent aPL as
the only ones with pathological relevance would be too straightforward,
since aPL targeting other phospholipid-binding proteins (such as pro-
thrombin) [18,19] or cofactor-independent aPL [20] may also exert
thrombogenic effects in mice, but it has become increasingly evident
that the phospholipid binding protein P2GPI is the major antigenic
target for thrombogenic aPL antibodies.

The pathogenic effects of aPL do not depend solely on the immu-
nogenicity of the phospholipid, but also on the downstream effect of the
autoantibodies. aPL or the phospholipid/antibody complex can activate
multiple cells and factors that finally drive clot formation, which is the
key event underpinning vascular manifestations. A non exhaustive list of
such mechanisms is listed in Table 1.

2.2. B cell phenotype in APS

Despite the central role of aPL, little is known about B cell distur-
bance and characteristics of the aPL producing clones. Indeed, only few
data on small cohorts are available concerning B cell phenotype in APS.
A work assessing B cell phenotypic abnormalities in obstetric APS
women described reduced memory B cells and increased percentage and
absolute count of CD27 IgM" naive B cells in patients with history of
TEs. This higher number of naive B cells was associated with lower
serum levels of C4, higher levels of anti-CL and anti-32GPI IgG and with
the development of thrombotic complications during follow-up [22].
The authors assumed that altered peripheral B cell differentiation and
activation could bypass normal B cell differentiation leading to a bias
toward plasma cell maturation. These results were confirmed on another
cohort of 11 patients with thrombotic primary antiphospholipid syn-
drome (PAPS), which showed expansion of naive B cells as compared to
controls, non-APS thrombotic patients, systemic lupus erythematosus
(SLE) and rheumatoid arthritis (RA) patients [23]. An increased pro-
portion of transitional B cells, a putative source of autoreactive B cells,
was also noticed [23]. However, a recent work heightens the debate,
showing a decrease of naive/immature B cell compartment only in ob-
stetric PAPS patients [24]. Increase of CD197CD5™ B cells percentage
was found in PAPS patients with TEs, which can represent up to 20% of
total B cells in this population [25]. CD5, firstly described in T cells, is
not a distinctive marker but is highly expressed by B1 cells in humans, a
subset producing natural polyreactive IgM with a repertoire biased to-
ward bacterial and self-antigens [26]. An increase of CD5" B cells have
been described in several conditions, including SLE, RA, or chronic viral
infections [27]. In APS, their number correlates with aPL IgM titers and
most of them have reactivity against phospholipids [27]. Recently,
Hisada et al. reported a decreased frequency of IL-10 producing regu-
lator B cells (B-regs) and an increase of plasmablasts in 26 PAPS and 19
SLE/APS patients. This increase was associated with TLR7 SNP
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Table 1
aPL and/or phospholipid/aPL. complex-mediated prothrombotic and proin-
flammatory changes [9,12,19,21].

Actors Binding Consequences
Anticoagulant Inhibition of protein C activation
mediators inhibition of the tissue factor pathway
inhibitor
Inhibition of p2GPI anticoagulant activity
Inhibition of antithrombin activity
Disruption of Anx5A
Endothelial cells p2GPI Expression of adhesion molecules (E-selectin,
AnxA2 ICAM-1, VCAM-1)
TLR2 Increase of tissue factor expression
TLR4 PP2A activation, decreased NO production
inhibition of the TF pathway inhibitor and of
the C reactive protein activity
Proliferation through mTOR pathway
activation
IL-1, IL-6, IL-8, and TNF-« release
Platelets ApoER2 Platelet activation
GpIbA Increase of GPIIb-IIla expression
Thromboxan A2 synthesis
Monocytes AnxA2 IL-1, IL-6, TNFa secretion
TLR2 Increase of tissue factor expression
TLR4 Increased intracellular ROS
Neutrophils TLR4 Increased NET release
C5a IL-8 secretion
receptor
Complement Classical complement pathway activation
Increased C5b-9 deposition on the cell surface
Trophoblast p2GPI Increased trophoblast apoptosis
Decreased trophoblast proliferation and
migration
Decreased production of hCG
defective secretion of growth factors
Decidua

Inflammatory response in decidual cells
Defective angiogenesis and spiral artery
development

Anx, Annexin; B2GPI, B2 glycoprotein I; GP, Glycoprotein; hCG, Human chori-
onic gonadotropin; ICAM, Intercellular adhesion molecule; IL, Interleukine;
NET, Neutrophil extracellular traps; NO, Nitric oxide; ROS, reactive oxygen
species; TF, Tissue factor; TLR, Toll-like receptor; VCAM, Vascular cell adhesion
molecule.

rs38553839 and type I IFN upregulation [28]. Another soluble mediator
that could dysregulate B cell survival and development is B-cell acti-
vating factor (BAFF), known as a key cytokine in SLE [29]. In APS,
soluble BAFF level is increased both in patients with secondary APS and
PAPS and correlates with prognostic scores of thrombosis [24,30].

2.3. BCR repertoire in APS

Features of the BCR repertoire have been investigated in several
immune-mediated diseases and profound changes have been described
in SLE, RA or vasculitides [31]. However, in depth BCR repertoire
analysis is lacking in APS. In a systematic analysis of 36 identified aPL
sequences, there was no evidence of preferential gene or family usage in
any group of aPL studied, but only two aPL were proven to be patho-
genic and many of them were derived from asymptomatic patients [32].
Our group performed molecular and functional analysis of anti-CL au-
toantibodies in a patient with PAPS, by cloning the BCR of autoreactive
B cells isolated as single cells [33]. The five different antibodies were
highly heterogeneous in terms of V, D or J gene usage and mutations in
variable regions. However, the only antibody with LA activity had the
highest mutation rate [33]. In accordance, among five selected mono-
clonal aPL originating from another patient, the only one inducing fetal
losses, when passively injected in mice, had the highest rate of mutation
in the Vk region [34]. This pathogenic effect was reversible when this
autoantibody was in vitro reverted to inferred naive germline configu-
ration [34]. In this process of somatic hypermutation, the presence of
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newly inserted positively charge in CDR3 seems to play a particularly
important role, and Pericleous et al. showed that new arginine residues
enhance the binding to f2GPI-DmI [35]. In conjunction with studies
proposing that aPL belong to the natural antibodies [27], pathogenic
aPL clones identified by our group were polyreactive, suggesting that
they may be part of the natural repertoire [34]. However, in lupus-prone
mice, B cells specific for phospholipid are largely found in germinal
centers, whereas few are localized in the extrafollicular compartment,
suggesting that follicular class-switch recombination of autoreactive
clones is important to drive aPL pathogenicity [36].

3. APS: a “hit(s)-parade” toward B cell maturation

Although aPL are directly implicated in pathophysiology and
correlate with the thrombotic risk, TEs occur occasionally, suggesting
that other factors are needed to push the thrombotic/haemostatic bal-
ance in favor of thrombosis [37]. The “second hit” hypothesis is widely
accepted and regarded as an additional procoagulant condition that is
needed to precipitate clotting formation in aPL carriers [9]. This theory
is strongly supported by several experiments in APS prone mice models.
In this view, Pierangeli et al. described mouse model of injury-induced
thrombosis with surgically induced thrombus formation, and showed
in this model the importance of complement activation in aPL’s patho-
genicity [38]. Similarly, the same group showed that aPL mediated
thrombogenic effects were reduced in mice non-responsive to LPS [39].
Hence, a priming factor (e.g. vessel injury or pre-treatment with LPS) is
needed for passively transferred human aPL to induce thrombosis [7,3].

Among various mechanisms, infection agents or oxidative stress may
increase aPL exposure [40], f2GPI conformation modifications that
expose cryptic epitopes [41] or complement activation. Whereas 2GPI
binding to endothelial cells requires priming with pro-inflammatory
factors, uterine vessels and trophoblast physiologically express high
level of P2GPI [42]. Thereby, pregnancy increases specific epitope
exposure and could act as a second hit per se [9]. Other clinical situa-
tions, such as traumatism, inflammatory state or surgery can trigger clot
formation, leading to clinical events defining APS. However, and as
discussed further, such additional hits may, in an alternative or com-
plementary manner, step in earlier in the pathogenic process driving B
cells from benign and transient aPL production toward persistent and
pathological autoantibodies generation.

3.1. aPL occurence

It is widely accepted that autoimmune diseases, including APS, may
arise via an inappropriate immune response toward infections. Apart
from chronic infectious, such as the one induced by human immuno-
deficiency virus (HIV) or hepatitis C virus, in which link between aPL
and APS-related features is controversial [43], most “infectious” aPL are
transient, cofactor independent, bind neutral or negative PL with low
affinity, and clinical APS-related complications remain an epiphenom-
enon [32,44]. While not frequently reported, cytomegalovirus (CMV),
Epstein Barr Virus (EBV), Herpes simplex virus (HSV) and adenovirus
infections could lead to anti-CL production and transient LA positivity
[45]. Development of pathogenic aPL has been reported during Parvo-
virus B19 infection, with aPL of IgG isotype and cofactor-dependent
binding, similar to autoimmune disease [45-47]. Recently, high prev-
alence of LA have been described in patients with SARS-CoV2 [48].
Among 216 patients, 44 (20%) were found to have a prolonged activated
partial-thromboplastin time (aPTT), due to LA in 90% of them. Addi-
tionally, in a recent series, 15% of 122 infected patients were positive for
anti-p2GPI IgG and about 5% for anti-CL IgG [49]. Similarly to patients
with triple positive APS or catastrophic antiphospholipid syndrome
(CAPS), IgG isolated from COVID-19 patients increase thrombus exten-
sion in a mouse model of inferior vena cava thrombosis [50]. TEs are
frequent during acute SARS-CoV2 infection [48,51], and the severe form
of COVID-19 share several clinical and laboratory features with
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hyperferritinemic syndromes [52,53]. However, no association between
thrombosis and aPL is clearly established and, during COVID-19, anti-
B2GPI displayed an epitope specificity different than in PAPS [49]. The
role of aPL in this hypercoagulable state should be elucidated, as well as
the question of their long-term persistence.

Regarding bacterial infections, aPL are most commonly associated
with Coxiella burnetii, Mycoplasma pneumonia, streptococci, and Myco-
bacterium tuberculosis infections. The latter three infections may be
associated with persistent autoantibodies and authentic APS [54]. The
relatively high prevalence of anti-CL antibodies found in syphilis is
largely due to a cross-reactivity of syphilis antibodies against trepo-
nemal cardiolipins [43]. Multiple aPL positivity and p2GPI-dependent
binding are found in sera from patients with leprosy [55]. Mice immu-
nized with proteins from Haemophilus influenzae or Neisseria gonorrhoeae,
which share sequence homology with f2GPI-DmlII, led to the produc-
tion of anti-CL and anti-p2GPI IgG autoantibodies [56]. Parasite or yeast
induced-aPL are very rare and mostly occur after Plasmodium falciparum
or visceral leishmaniasis infection [57].

Finally, several other clinical conditions have been associated with
the occurrence of aPL. Drug induced aPL, following antiarrhythmic or
antipsychotic agents, are common, but they are usually benign and
disappear after the drug withdrawal [44]. Reports documented the
appearance of aPL after vaccine administration responses. Indeed, the
frequency of aPL production after influenza immunization is higher than
after infection [44]. In a prospective study, 8% (7/101) of healthy
subjects developed anti-CL but not anti-32GPI after seasonal influenzae
vaccination. Anti-CL positivity was no longer observed at week 12 post-
vaccination [58]. Tetanus toxoid vaccination triggers antibodies which
are cross-reactive with p2GPI as shown in animal models [57]. The role
of adjuvants as stimulators of innate actors in vaccine associated aPL is
not elucidated.

3.2. From aPL to thrombosis

Several potential mechanisms have been evoked to explain the pro-
duction of aPL during infections, including epitope spreading, bystander
activation, and molecular mimicry. However, little is known about
mechanisms sustaining chronic autoimmunity in APS. The transient
character of aPL after infection might suggest that continuous antigen
exposure is needed for the maintenance of chronic autoreactive B
lymphocyte activation. The microbiome is a potential source of persis-
tent self-antigens that either trigger or perpetuate an autoreactive B cell
response [59]. Depletion of the gut microbiota with antibiotic regimen
leads to lower anti-B2GPI titers and protection from thrombotic events in
mice [60]. In a recent work, Roseburia intestinalis (R. int) was identified
as a chronic driver of B2GPI autoreactivity [61]. Indeed, Ruff et al.
provided evidence for cross-reactivity between mimotopes of this com-
mon human gut commensal and the major T cell (p276-290 in DmV) and
B cell (R39-R43 in DmI) autoepitopes of f2GPI. APS-derived monoclonal
antibody with LA activity binds to a mimotope of a R. int DNA methyl-
transferase (DNMT). R int. immunization of BALB/c mice induces
autoepitope-specific cross-reactivity to human p2GPI, and oral gavage of
the spontaneous APS mouse model (NZW x BXSB) F1 mice lead to a
significantly elevated anti-human p2GPI IgG autoantibody and TEs. In
conjunction, elevated levels of anti-R. int DNMT IgG were found in 15
patients with APS, and positively correlated with anti-p2GPI IgG. The
authors suggested that cross-reactivity with commensals is likely to
impact mechanisms of tolerance of B cells but also T cells providing help
to PL-specific B cells [62]. Could this hypothesis be sufficient to explain
how aPL producing B cells bypass tolerance mechanisms? Indeed,
autoreactive B cells are detectable in healthy individuals [63], but
several checkpoints ensure their counterselection or their immunologic
ignorance to thwart autoimmunity in physiological conditions [64].
Hence, pathogenic aPL producing clones may only arise in predisposed
individuals.

In this way, primary abnormalities of tolerance mechanisms linked
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to genetical defects could favor the maintenance of aPL reactive B cell
clones. BLK polymorphism (rs2736340) displayed a strong genetic as-
sociation with PAPS [65]. Polymorphisms in IRF5 or BANK1, classically
reported in SLE, displayed low or no association in PAPS respectively
[65]. In line with other autoimmune diseases, several candidate genes
especially in HLA locus (eg. HLA DR4, DRw53) were identified in
monozygotic twins and familial clusters of PAPS, and suggested to be
involved in the pathogenesis of PAPS through genome wide association
studies (GWAS) or next-generation sequencing (NGS) approach
[66-69]. Monogenic inborn errors of immunity that affect B cells can be
associated with aPL seropositivity or PAPS, and offer a prototypical
condition to explore the tolerance breakdown against aPL. We reported
recently a family of patients with APS and an heterozygous variant of
IKZF1 causing loss of function for IKAROS, a key transcription factor
involved in primary and secondary affinity maturation processes of B
cells [70]. Long-term persistence of aPL may also depend on intrinsic
characteristics of autoreactive B cells. Indeed, one could speculate that
somatic mutations affecting aPL producing clones could provide selec-
tive advantage to escape negative selection, in line with findings in
autoimmune lymphoproliferative (ALPS) syndrome, where somatic
mutations appear relevant for the accumulation of Fas-deficient memory
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B cells and the development of autoimmunity [71].

These data strengthen a model whereby, on a predisposing genetic
background, transient or benign phospholipid reactive clones could pass
through B cell tolerance checkpoints, expand and mature, leading to
aPL-secreting plasma cells accumulation. The development of such
persistent and pathogenic clones may be in part sustained by an adaptive
immune responses against cross-reactive microbiota, as opposed to
acute infections due to pathogens that are cleared by the host [61].
Specific epitope exposure in pregnancy and/or other clinical situations,
including vessel injury and/or inflammatory processes, could thereafter
provide additional triggers leading to clinical events defining APS
(Fig. 1).

4. Autoantibodies and clinical implication
4.1. aPL and diagnosis

The main role of autoreactive B cells is emphasized by the central
place of aPL in the APS diagnostic [72]. However, the various associa-
tion between large panels of serological and clinical phenotypes remains
elusive. According to Sydney classification, diagnosis laboratory criteria
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include LA, anti-CL and anti-p2GPI, of IgM or IgG isotype at medium-to-
high titres (generally tested by ELISA), that should be tested repeatedly
positive at least 12 weeks apart. Usually, anti-CL and anti-f2GPI from
the same isotype are detected together [73]. The positivity for LA re-
flects the ability of aPL to prolong phospholipid-dependent coagulation
assays. The LA activity is often displayed by anti-p2GPI, especially those
directed against domain I of B2GPI. Seropositivity of all three-
classification criteria-aPL is linked with a more aggressive APS pheno-
type, named “triple-positive”.

Alternative aPL, named “non-classical”, have been excluded from
Sidney criteria due to an initial lack of clinical implication. However,
patients with clinical manifestations compatible with APS, positive for
such extra criteria aPL, and negative for classical aPL exist and were
named “seronegative APS patients” (SN-APS). This entity introduced in
2003 by Hughes and Khamashta [74] remains controversial and three
possible explanations have originally been considered to explain the
existence of such SN-APS patients: (i) a wrong diagnosis, (ii) previously
positive aPL tests that became negative, or more likely (iii) aPL not
detected by the current consensual tests. A retrospective study found no
significant differences in clinical manifestations between patients with
APS and those with SN-APS [75]. Zohoury et al. showed that about 35%
of SN-APS patients have detectable non classical aPL [76]. Hence, some
consider that SN-APS is a proof that classic aPL tests are not sufficient to
diagnose APS, arguing for an update to the current criteria incorporating
non-conventional aPL and consensual technical procedures in diagnosis
criteria [77]. Recently, four profiles of non-criteria APS were proposed:
1) clinical non-criteria APS, 2) laboratory non-criteria APS, 3) incom-
plete laboratory APS: patients fulfilling clinical criteria, plus positive
aPL, but not fulfilling the classification criteria, and 4) seronegative APS:
patients with persistently negative antiphospholipid antibodies despite
fulfilling clinical criteria [78].

Our actual knowledges on non-classical aPL highlight their impor-
tance in the APS physiopathology. Among them, antibodies targeting the
PS/PT complex can display LA activity [79-81] and seems to be of
strong clinical relevance. Their presence, together with anti-32GPI-DmlI,
correlate with vascular and obstetrical complications, and their combi-
nation have 100% predictive value for the diagnosis of APS [82-84]. In
14 triple positive patients also positive for anti-PS/PT (so called “tetra
positive APS patients™), from whom different type of aPL were affinity
purified, anticoagulant activity was largely attributable to anti-PS/PT
antibodies [85]. Anti-PS/PT detection is not influenced by anticoagu-
lant treatment and could be considered to confirm the presence of LA.
Concerning other non-classical aPL, among a cohort of patients with
thrombosis, anti-PE antibodies were found in 15%, being the sole aPL
detected in 67% of the cases [86]. Antibodies targeting phosphatidic
acid (PA), or phosphatidylinositol (PI) may be the only one detectable in
women with recurrent pregnancy losses [37,88], although their binding
to antigen and their pathogenicity may be p2GPI-dependent. Lastly, IgA
against P2GPI are significantly associated with TEs, especially in SLE
patients [89]. Despite the clinical interest of non-conventional aPL, a
lack of standardization in the assays used for their detection still remains
[90].

4.2. Specific aPL for distinct phenotypes?

Vascular occlusions belong to the classical clinical pictures of APS,
and include deep venousthrombosis, pulmonary embolism or arterial
TEs such as strokes [91]. In addition to this thrombotic APS, some pa-
tients present with an “obstetric APS” phenotype and suffer from preg-
nancy morbidity, including recurrent early miscarriage but also late
(after 10 weeks) pregnancy loss and premature birth (<34 weeks)
related to preeclampsia or placental insufficiency [92]. Patients with
APS may also experience a myriad of additional features, usually
branded as “extra criteria”, including neurological (epilepsy, chorea...)
and hematological manifestations (thrombocytopenia and hemolytic
anemia), livedo reticularis, nephropathy and valvular heart disease

Autoimmunity Reviews 20 (2021) 102798

[93]. CAPS is the most severe form of the disease and characterized by
widespread small vessel thrombosis with multiorgan failure presenting
over a short period of time and is associated with a mortality higher than
30% [91,94]. Despite published association with drugs, malignancies
and a wide spectrum of autoimmune diseases [95], secondary APS is
mainly associated with SLE, in about 20-30% of cases [2,5]. aPL positive
patients with SLE have higher rates of arthritis, cytopenia, hypo-
complementemia and severe renal disease than those without SLE [96].

Relying these homogenous clinical phenotypes to serological char-
acteristics remains challenging. Patients with single obstetrical APS tend
to have lower rate of multiple aPL positivity [9,97]. In series on the
Serbian national cohort, patients with secondary APS had more frequent
multiple aPL positivity than those with PAPS, whereas LA alone was
more frequently reported in the latter [98]. However, these results were
not found in the large Euro-Phospholipid cohort. Additionally, in this
cohort of 1000 European patients with APS, no differences were found in
the clinical presentation of PAPS, at its onset and during a 10-year
follow-up period, according to the presence or absence of anti-CL or
LA [5,91]. In 2016 data from the CAPS Registry, LA was present in 83%
of episodes, anti-CL IgG in 81%, IgG anti-B2GPI in 78% whereas anti-CL
and anti-p2GPI of IgM isotype were less frequent (50% and 58%
respectively) [99]. Recently, three studies on large cohort aimed to
aggregate patients into subgroups sharing common clinical and specific
classical aPL profiles [97,100,101]. The main results are depicted in
Table 2. Nonetheless, these studies do not consider extra criteria aPL.
Using multiplex line immunoassay, Volkov et al. evaluated the presence
of non-criteria aPL in a cohort of 130 APS patients. Whereas arterial
thrombosis was associated with multiple aPL positivity (>>7), venous TE
was not linked to any specific aPL and inversely correlated with anti-
phosphatidic acid IgM detection. The presence of anti-CL IgG and anti-
PS IgG was linked with pregnancy morbidity [102]. These results sug-
gest that evaluating a broad spectrum of aPL may enable to better define
APS phenotype.

4.3. Prognostic markers and risk assessment

Identifying the risk of clinical events in patients with APS is chal-
lenging due to the clinical heterogeneity, the different sets of aPL and
their fluctuation in the disease course. Multiple positivity for anti-CL,
anti-B2GPI or LA is associated with higher rate of TEs than single test
positivity [103,104]. Subjects with triple positivity for these criteria aPL
have an annual incidence of TEs of 5,3%, with a cumulative risk of 37%
after ten years [105]. LA positivity is associated with the highest risk for
both arterial and venous TEs [106] whereas results are controversial for
anti-CL [106-108]. p2GPI antibodies seems to confer a moderate in-
crease of the risk, with an odd ratio from 1.6 to 2.4 for venous TEs and of
2.3 for ischemic strokes [109-111]. p2GPI-dependent LA activity assay
correlated two times better with TEs than the classic LA assay [112]. The
relevance of anti-CL/P2GPI IgM antibodies has been debated. Most
studies were unable to demonstrate a correlation between IgM positivity
and TEs, but Chayoua et al. recently provided evidence for an inde-
pendent association with pregnancy morbidity [113]. Among non-
criteria aPL, anti-B2GPI-Dml positively correlates with the Global
Antiphospholipid Score (GAPSS) [114,115], a validated thrombotic risk
score [116]. Hence, anti-p2GPI-DmI seems to represent a robust bio-
logical criterion, in association with classical aPL, to better apprehend
the thrombotic risk. Other works showed diverse clinical association
with reactivity to different epitopes on p2GPI and suggested that clas-
sification of anti-p2GPI into subgroups regarding epitope specificity
would be of clinical relevance [117-120]. As an example, in a cohort of
135 women with persistently positive anti-p2GPI IgG, anti-p2GPI-DmI
positivity was associated with triple positivity, thrombosis and predic-
tive of late pregnancy morbidity, whereas anti-domain IV/V (anti-
2GPI-DmIV/V) antibodies were not associated with clinical APS man-
ifestations [118]. Conversely, DmIV/V are preferentially recognized by
anti-p2GPI antibodies from one-year-old healthy children born to
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Table 2
Summary of aPL profiles according to identified clusters.
Study Subjects Ethnicity Thrombosis Pregnancy morbidity ~ APS with SLE Healthy aPL carriers Comments
Sciascia n =486 Caucasian - High prevalence of - Low rate of anti- - High rate of - High prevalence of One additional cluster:
97) anti-CL IgG/M (69%) B2GPI (23%) multiple aPL anti-CL IgG/M (61%) - defined APS (42%)
2019 - 257 PAPS 85% with multiple aPL. - low rate of multiple  positivity (84%) - multiple aPL positivity ~ and high rate of
- 96 SLE/APS positivity aPL positivity (30%) - 22% with triple in 57% of patients cytopenia (42%)
- 133 aPL carriers - high rate of triple - low rate of triple positivity - no patient with triple - low rate of triple
positivity (35%) positivity (4%) positivity positivity (5%)
No data on extra
criteria aPL
Zuily n=497 Various In females with frequent  In females with - high prevalence Asymptomatic aPL- No data on extra
(100) VTE: isolated PM: of LA (85%) positive females: criteria aPL
2020 - 324 PAPS - high rate of anti-CL - high frequency of - low rate of anti- - high prevalence of
- 173 aPL/APS (93%) - high rate of LA (80%) anti-p2GPI (14%) anti-CL (85%) or anti-
associated with other B2GPI (77%) - high frequency of - low rate of triple B2GPI (64%)
autoimmune disease - high rate of triple anti-CL (68%) positivity (7%)
positivity (55%) - lower frequency of
anti-p2GPI (40%)
In_men with frequent
ATE, heart valve
disease, CV risk factors:
- anti-p2GPI:53%
- triple positivity: 40%
Alijotas- n=1000 Caucasian ~ / - High frequency of / ik Recurrent
Reig single LA positivity miscarriage:
(101) - 1000 OAPS (35%) - high rate of single
2019 - 76 OAPS with SLE - low rate of double anti-CL IgG/M
(18%) and triple positivity (27%)
positivity (11%) - 26% with multiple
aPL positivity
Fetal loss:

high rate of single LA
positivity (31%)

No data on extra
criteria aPL

anti-CL, Anticardiolipin antibody; aPL, Antiphospholipid antibody; ATE, Arterial thromboembolic event; CV, Cardiovascular; LA, Lupus anticoagulant; OAPS, Ob-
stetric antiphospholipid syndrome; PAPS, Primary antiphospholipid syndrome; PM, Pregnancy morbidity; SLE, Systemic lupus erythematosus; VTE, venous throm-

boembolic events.

mothers with systemic autoimmune diseases and from subjects with
non-APS conditions [119], and the ratio anti-B2GPI-Dml to anti-f2GPI-
DmIV/V IgG has been proposed as a helpful tool to discriminate patients
with systemic autoimmunity from those carrying less pathogenic anti-
p2GPI antibodies [120].

Regarding other non-classical aPL, it is widely accepted that pro-
thrombin is a common antigenic target for aPL, but assays may detect
distinct populations of autoantibodies which have different clinical
implications. Positivity for anti-PT, detected by directly coating pro-
thrombin on ELISA plates, does not seem to be such a strong risk factor
for APS [121]. However, the cumulative incidence rate of thrombotic
events is significantly higher when anti-PS/PT, which recognize a
conformational epitope, are detected among aPL carrier patients [122].
Additionally, the risk of pregnancy morbidity seems to be associated
with the presence of anti-PE, PA, PS and PI [90].

Based on the global aPL profile, different models, such as the Anti-
phospholipid Score, have been tested to evaluate the risk of having APS
and for predicting thrombosis [123]. The use of antibody profiles as
prognostic markers is however delicate for several reasons. High inter-
laboratory variability and the widespread of retrospective designs may
explain the large discrepancies between the finding of clinical studies.
Moreover, conventional cardiovascular risk factors should be considered
to assess the thrombotic risk. The GAPSS proposed by Sciascia et al.,
based on the profile of four aPL and the presence of dyslipidemia or
arterial hypertension, has been proven to represent the probability of
having TEs or pregnancy loss in patients with SLE and is an example of
risk model that takes in account such factors [116]. EUREKA is another
algorithm that predicts the risk of pregnancy morbidity considering aPL
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titres and profiles [124].

5. Management of APS and B cells: paradox and remaining
challenges

Despite the widespread of targeted therapies in autoimmune dis-
eases, anticoagulation remains the corner stone of management in pa-
tients with APS. Briefly, low dose aspirin (LDA) is recommended for
asymptomatic patients with high risk aPL profiles whereas patients with
thrombotic APS should have long term treatment with vitamin K an-
tagonists. The use of direct oral anticoagulants (DOACs) is highly
debated [92,125]. Patients with obstetric APS only should receive pro-
phylactic dose low-molecular-weight heparin (LMWH) and LDA
throughout pregnancy. The European League Against Rheumatism
(EULAR) recently developed evidence-based recommendations for the
prevention and treatment of adults with APS [126]. Considering the
crucial role of autoantibodies in the definition and the pathophysiology
of the disease, data on the use of therapies directed toward B cells are
lacking and somehow disappointing in APS.

5.1. B cell targeting therapies

The use of anti-CD20 therapies has been supported by strong evi-
dences in other autoimmune diseases [127], but also by clinical and/or
serological beneficial effects in case reports concerning PAPS, secondary
APS, or CAPS [128]. In the retrospective literature review by Erre et al.,
eight out of 12 patients with classical aPL treated with rituximab, a
chimeric monoclonal antibody targeting CD20, showed normalization
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or reduction of aPL titers. Some of them were however concurrently
treated with immunosuppressors [129]. Results on TEs recurrence are
debated and limited to small series or case reports [130]. In a phase II
trial, safety and efficacy of rituximab was evaluated in 19 patients with
APS criteria [131]. Rituximab was efficient for some non-criteria man-
ifestations, especially thrombocytopenia (response rate of 50%) cogni-
tive dysfunction (80%) and skin ulcers (100%), but failed to change
significantly aPL profiles [131]. Such effect on extra thrombotic mani-
festations, including thrombocytopenia, was confirmed in other studies
[133,134]. There are concerns about thrombosis exacerbation since
severe acute thrombotic events were described in two APS/SLE patients
receiving rituximab [132]. In the study from Erkan et al., 12 serious
adverse events were recorded including neurological complications (n
= 5), infections (n = 3) and recurrence of TEs (n = 1) [131]. According
to recommendations, rituximab may be considered in CAPS, where aPL
production is associated with systemic inflammatory response syndrome
[94]. In a retrospective review, 13 of 20 patients with severe/relapsed
CAPS treated with rituximab recovered. aPL became negative in 50% of
those with follow-up (4/8). Comparing 30 patients treated with ritux-
imab versus contemporaneous patients in the CAPS registry, an ad hoc
analysis provided an odd’s ratio for survival of 0.41 (95% CI 0.15, 1.11)
[133]. However, evidences are not strong enough to use rituximab as a
first line therapy in CAPS and it is considered as an alternative treatment
in severe or refractory cases [92]. Novel anti-CD20 therapies such as
obinutuzumab, a human monoclonal anti-CD20 antibody, induce
different cellular response and stronger antibody-dependent cell-medi-
ated cytotoxicity (ADCC) [134]. Their uses in autoimmune diseases are
under evaluation and they could provide a second life to anti-CD20
therapy in APS.

Because anti-CD20 treatment does not affect plasma cells, the
insufficient therapeutic outcome may be caused by the survival of aPL
producing plasma cells. Ex vivo experiments showed that aPL producing
CD20 negative B cells circulate in peripheral blood of APS patients [28].
This rational is sustained by the successful use of bortezomib on TEs
recurrence and aPL titers in case reports [135,136]. As an alternative,
anti-CD38 monoclonal antibodies, such as daratumumab, enter the field
of autoimmune diseases therapy with impressive response in post-
transplant patient with autoimmune cytopenia [137,138] and at least
in 2 patients with SLE, in association with belimumab [139].

5.2. Cytokines

BAFF blockade has shown therapeutic potential in preclinical
models. BAFF antagonists reduced renal and cardiac infarcts and pro-
longed survival in NZW x BXSB F1 mice although it did not prevent anti-
CL development [140]. Interestingly, in human, BAFF level is increased
in PAPS and secondary APS [24,30]. Belimumab, a monoclonal antibody
against BAFF, was found to reduce anti-CL and anti-32GPI IgM and IgG
titers treatment in 12 SLE/APS patients independently of hydroxy-
chloroquine treatment [141], However, in a recent post-hoc analysis on
two large randomized SLE-controlled trials focusing on anti-CL titers,
intravenous belimumab showed a significant reduction of anti-CL IgA
and IgG only in patients with concomitant antimalarial treatment [142].
Similarly, Bettiol et al., in another recent post hoc analysis of 249 pa-
tients with SLE from the BLISS-SC trial, observed a significant reduction
of anti-f2GPI IgA and anti-CL IgM titres in the belimumab-+antima-
larials group as compared with the placebo+antimalarials group, sug-
gesting that the two treatments may exert beneficial synergistic effect
[143]. The independent role of belimumab on aPL titre reduction needs
to be further evaluated, and, so far, such data are lacking in PAPS.

Alternative therapeutic approaches might consider inflammatory
mediators inhibitors such as type I IFN antagonists. Anifrolumab, that
blocks the type I interferon receptor subunit 1, has proven efficiency on
disease activity in SLE patients [144]. The high type I IFN signature
observed in about 40% of patients with PAPS [145], together with the
positive correlation between plasma cells expansion and type I IFN
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upregulation in APS [28], support the evaluation of such antagonists.
5.3. aPL targeting

Plasmapheresis and intravenous immunoglobulins (IVIg) could
thwart aPL pathogenic effects by increasing their clearance, inhibiting
their action or through the control of anti-idiotype antibodies. In CAPS,
they are recommended as first line treatment in combination with ste-
roids and heparin [126]. Agostinis et al. identified a single-chain frag-
ment variable directed against f2GPI-DmI that induced, in mice,
thrombosis and fetal losses in a complement dependent matter. Inter-
estingly, a variant of this antibody lacking the CH2 domain, required for
Clq binding and complement activation, compete with human anti-
2GPI IgG and prevent blood clot formation and fetal loss [146].

The use of peptide therapies recently provided another approach to
inhibit aPL pathogenicity. The rational is to block binding to target cells
or receptors using small synthetic peptides. No clinical trial has been
developed to date but such molecules, including synthetic analogs of
f2GPI-DmI or A1 (ApoER2 ligand-binding domain) reduced thrombus
formation in animal models [147,148]. Peptides therapy, as well as
CH2-deleted antibody, could represent an innovative approach poten-
tially useful to treat refractory APS patients.

5.4. Beyond B cells

Other conventional or targeted therapies could overcome the
apparent limited effectiveness of B therapies and work synergistically to
counterbalance pro-coagulation state. Some of them may exert indirect
action on aPL or autoreactive B cells development. In vitro, hydroxy-
chloroquine reverses the disruption of AnxA5 shielding induced by aPL,
and thereby restore the binding of AnxA5 to phospholipids [16]. Besides
decreasing aPL titers in patients with secondary APS, hydroxy-
chloroquine reduces LA activity [142,149]. Sirolimus may also
contribute to lower aPL titers in SLE patients [130]. Statins exert mul-
tiple anti-inflammatory effects, including reduction on tissue factor
expression by monocytes and cytokine secretion, but little is known
about B cell implication. In accordance with the hypocomplementemia
and increased levels of complement activation in APS patients [150],
anti-C5 antibody prevents the prothrombotic activity of aPL in vitro, and
precludes aPL-mediated thrombosis in some murine models [38]. This
therapy showed promising results as adjunction therapy in CAPS, but
results are limited to cases reports and do not enable conclusion on aPL
titers [130,151]. Further studies should elucidate the place of these
therapies in the APS therapeutic plan and their specific effect on B cells
and autoantibodies.

6. Conclusion

The central role of B cells in APS is highlighted by strong evidence of
antibody mediated pathogenesis, specific B cell phenotype abnormal-
ities, and by the development of the disease in patients with inborn er-
rors of immunity involving B cell ontogeny. Recent findings questioned
the links between B cell tolerance breakdown, genetic defects, and
commensal microorganisms. However, the origin and characteristics of
pathogenic aPL producing clones remain largely unknown. Despite the
discrepancies in clinical trial results, therapies targeting B cells should
remain an important therapeutic approach in APS. A broad range of
immunomodulatory drugs has recently emerged with serious rational to
modulate the inflammatory response and vascular damages in APS.
Further studies should determine if this new therapeutic area could
provide a second wind to the field of B cell targeting in APS and which
homogeneous groups of patients should benefit from it.
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Le SAPL est une MAI dont les autoanticorps ont la propriété particuliere d’entrainer un
état pro-coagulant. Il n’est pas discutable que les aPL jouent un role pathogénique dans la
maladie, notamment les anti-B2GPI (Knight et al. 2023). Les preuves croissantes de
I'implication du systéme immunitaire inné ont récemment renforcé la théorie du « second
hit » selon laquelle un événement additionnel a la présence d’autoanticorps est nécessaire
pour conduire au phénotype clinique (Zuo et al. 2020; Chaturvedi et al. 2020). Néanmoins,
les polymorphismes identifiés chez les patients, les formes monogéniques associés au
SAPL, et la réaction croisée entre des anti-f2GPI ayant subi une maturation d’affinité
secondaire et des épitopes bactériens, dont I'immunisation géneére des évenements
thrombotiques, sont autant d’arguments pour penser que de tels événements
additionnels puissent étre intrinseques aux LB (Dieudonné, Guffroy, et al. 2019; Ruff et al.
2019; Yin et al. 2009; Sebastiani et al. 2016). L’efficacité variable des thérapies ciblant les
LB, et le fait que des apL puissent étre détectés en I'absence de manifestations cliniques,
justifie de mieux préciser les propriétés des LB autoréactifs et des autoanticorps

réellement pathogénes dans la maladie.

De fait, les caractéristiques des LB ont été relativement peu étudiées dans le SAPL
primaire. Les quelques travaux relatifs aux anomalies phénotypiques des LB
périphériques montrent des résultats contradictoires (Carbone et al. 2009; Simonin et al.
2017; Alvarez-Rodriguez et al. 2018). De plus, et au contraire d’autres MAI comme le LES,
la PR ou les vascularites, 'analyse approfondie du repertoire B n’a jamais été réalisée dans
le SAPL (Bashford-Rogers et al. 2019). Les connaissances concernant les propriétés
spécifiques des LB autoréactifs sont également restreintes. L'étude de ces LB est
complexifiée de par la multiplicité des autoantigenes impliqués. Les travaux traitants du
sujet, incluant de précédents travaux de notre équipe, sont limités a I'analyse d’anticorps
monoclonaux isolés chez un patient unique ou au sein de cohortes hétérogenes. Ils
soulignent l'importance de la maturation d’affinité secondaire et des SHM dans le
caractere pathogene des apL (P. Lieby et al. 2001; 1. Giles et al. 2006). Une méta-analyse
identifiant 36 apL. monoclonaux a mis en évidence une importante hétérogénéité des apL
avec peu de similarité en terme de région variable d’Ig (1. P. Giles et al. 2003). Toutefois,

cette étude incluant a la fois des SAPL primaires, secondaires, et des sujets

asymptomatiques avec positivité des aPL.
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Dans ce travail, nous avons cherché a préciser les caractéristiques des LB et les propriétés
des cellules B autoréactives dans le SAPL primaire, notamment en termes de profil de
réactivité, de répertoire et de voie de différenciation. Nous nous sommes focalisés sur la
forme primaire de la maladie afin de déterminer si les mécanismes impliqués étaient
différents de ceux du LES auxquels le SAPL est fréquemment associé. Nous avons
également choisi de recruter des patients avec triple positivité, pour constituer un groupe
homogene de patients, mais aussi dans '’hypothése que la rupture de tolérance B soit la

plus marquée dans cette forme extréme de la maladie.

Dans un premier temps, nous sommes intéressés aux sous-populations B périphériques
pour déterminer si des anomalies phénotypiques proches de cellules du LES étaient
constatées. Un biais de répertoire global a été recherché par séquencage haut débit du
BCR de ces LB. L'analyse plus spécifique des LB autoréactifs a été permise par une
immortalisation de LB des patients en cellule unique et I'analyse systématique du profil
de réactivité de chacune de ces cellules. Les caractéristiques de leur région variable ont
ensuite été utilisées pour détecter les LB potentiellement réactifs contre les PL dans une
analyse multimodale (CITE-Seq, Cellular Indexing of Transcriptomes and Epitopes by
Sequencing) sur les LB primaires des mémes patients, permettant de les caractériser en
terme de transcriptome (single cell RNAsequencing) et de profil d’expression protéique de
surface (ADT pour antibody derived tag). L'ensemble de ces analyses avait pour objectif
d’émettre des hypothéses quant aux potentiels mécanismes expliquant I'’émergence de LB

autoréactifs pathogéniques au cours du SAPL primaire triple positif.
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ABSTRACT

Peripheral B cell selection of autoreactive B cells is crucial for preventing autoimmunity.
In this study, we identify that a significant proportion of antiphospholipid (aPL) B cells
present in the naive compartment, exhibit polyreactivity and belong to the natural
repertoire. Interestingly, in primary antiphospholipid syndrome (PAPS), a life-threatening
autoantibody-mediated clotting disorder, these aPL B cells are not effectively eliminated
from the post-antigenic compartment. Analysis of B cell phenotype and repertoire suggest
that autoantibodies are of germinal center origin in PAPS. In contrast, in systemic lupus
erythematosus to which APS is often associated autoreactive B cells are of extrafollicular
origin. We followed B cells with aPL features throughout their development from naive B
cells to bone marrow plasma cells in patients with PAPS. We found a distinct IFN and
APRIL signature, as well as dysregulation of mTORC1/MYC, which may elucidate the
survival of these autoreactive B cells and suggest a potential therapeutic opportunity for

the treatment of PAPS.
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INTRODUCTION

The ability to bind self-antigens is widespread in the antibody repertoire within the
immature and the naive B cell developmental stages. In healthy individuals, self-reactive
specificities are counter-selected or regulated within the memory compartment (1-3).
Failure in B cell tolerance checkpoints may result in the formation of autoantibodies and
autoimmune diseases (AD) (4). These autoantibodies can be pathogenic with devastating
consequences in AD such as systemic lupus erythematosus (SLE), rheumatoid arthritis
(RA), or antiphospholipid syndrome (APS).

Understanding origin of self-reactivity has therapeutic relevance. Indeed, B cell depletion
is often beneficial, but paradoxically, B cell targeting therapies are not always effective.
This suggests that either non-B cells or distinct B cell subpopulations resistant to
treatment contribute to disease maintenance. Upon antigen encounter and in presence of
second signal via T cells help or Toll-like receptor, naive B cells can rapidly develop into
plasmablast via the extrafollicular (EF) differentiation pathway (5, 6). Alternatively, they
can move in to the germinal center (GC) and mature to class switched memory cells and
long-lived plasma cells that migrate to bone marrow (BM) where they produce antibodies
for a life-time (6). Affinity and activation of B cell receptor contribute to developmental
decision in these processes (7, 8). In SLE an expansion of the EF B cell response has been
linked to disease activity and the production of anti-dsDNA antibodies (9). The EF
response has also been implicated in the break of B cell tolerance of RA and multiple
sclerosis. Besides, the role of GC in these diseases has been sustained by defect in clonal
redemption, in which somatic hypermutation (SHM) allows to ‘mutate’ away from self-
reactivity (10-12).

APS is a life-threatening autoantibody-mediated clotting disorder. It manifests with a wide
range of clinical symptoms, including venous, arterial thrombosis, or severe pregnancy
complications (13). Thrombotic events are directly linked to pathogenic autoantibodies,
known as antiphospholipid antibodies (aPL), directed against membrane phospholipids
(PL) and/or their associated cofactor plasma proteins, (14, 15). Diagnosis is notably based
on the presence of at least one “criteria” aPL autoantibody, i.e. lupus anticoagulant (LA),
anticardiolipin (aCL), and/or anti-f2 glycoprotein [ (a2GP1) antibodies) (1.3, 16). The
primary form of APS (PAPS) occurs in the absence of an underlying systemic autoimmune

disease, but APS is often associated with SLE (17). Even though APS is driven by
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pathogenic autoantibodies, no clear characteristics of B cells have emerged. In 11 patients
with PAPS, an increased frequency of naive and transitional B cells was observed, along
with a decrease in switched memory B cells compared to control subjects or patients who
experienced a thrombotic event without aPL (18). However, the observed variations were
modest and notreplicated in a larger cohort of 37 PAPS patients (19). B cell receptor (BCR)
repertoire has been investigated in several immune-mediated diseases, and profound
changes have been described in SLE, RA, or vasculitides (20), but in-depth BCR repertoire
analysis is lacking in APS. Additionally, little is known about aPL-producing B cells in APS.
In fact, the diversity of self-antigens targeted by the autoantibodies represent a major
challenge in identifying them. Systematic analysis of aPL variable region sequences
showed VH gene or family usage comparable to control; though this study was performed
on 36 sequences only and mostly derived from asymptomatic patients (21). We previously
demonstrated that unmutated aPL are less pathogenic than mutated aPL (22-24),
suggesting that pathogens or commensals could drive the affinity maturation of such
antibodies or their production (25). Another hypothesis is that some individuals present
in addition intrinsic features of B cell favoring the expansion of pathogenic clones.

To uncover the B cell features underlying the disease we studied a homogenous PAPS
cohort with triple-aPL-positivity, representing an extreme form of the disease (i.e. the
"highest thrombosis-risk" aPL profile) (26) and a model of strong B cell tolerance
breakdown without biases related to other autoimmune diseases (e.g. SLE). Based on B
cell phenotype and lupus-like model data (27), we hypothesized that break of tolerance
for aPL B cells follows a different path compared to autoreactive B cells in SLE. Using single
B cell repertoire, transcriptome and reactivity characterization, we find that aPL B cells
have specific BCR variable chain features sustaining polyreactivity and, in PAPS patients,
are not effectively eliminated from the post-antigenic compartment. Moreover, IFN and
APRIL signature, as well as dysregulation of mTORC1/MYC may explain the survival of
these autoreactive B cells and suggest a potential therapeutic opportunity for the

treatment of PAPS.
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RESULTS

B cell subpopulations distribution in triple positive PAPS is not altered

We studied 16 non-consanguineous male and female PAPS patients with triple positivity
of European ancestry, aged between 29 and 65 years. These patients fulfilled both Sydney
and 2023 ACR/EULAR criteria (13, 16), and did not exhibit any other autoimmune
diseases (Table S1). B cell flow cytometry analysis revealed that numbers and
percentages of total B cells were comparable between patients and aged/sex-matched
healthy donors (HD, 8.7%=+1.0 of lymphocytes vs 7.8%=+1.1, P = 0.4) (Fig. 1A and B). In
line with previous report (19), the distribution of B cell subsets was similar between
patients and controls. Indeed, despite a slight but non-significant increase of transitional
B cells (CD19+CD27-CD24highCD38high; 4.9%+0.7 vs 3.5%+0.4, P = 0.18), distribution of
memory B cells (CD19+CD27+) (24.3% versus 22.9%, P = 0.81), antibody secreting cells
(ASC) (Fig. 1A-C), as well as the distribution of B cells expressing distinct Ig subclasses

(Fig. 1D) were similar to controls.

Extrafollicular B cell compartment is not expanded in PAPS

The extra-follicular response is characterized by B cells that express CD11c, the
transcription factor T-bet and low level of CD21, and derive from naive B cells via IL-
21/IFNy cytokines, TLR7 and T cell stimulation (28). Increase of CD11c* cells, which
include CD27-IgD* activated naive (aN) B cells and a subpopulation of switched CD27-1gD-
cells (double-negative, DN2), has been described in different conditions including SARS-
Cov2 or auto-immune-prone Down syndrome patients (9, 28, 29). Of note, they are largely
expanded in SLE and represent a pool of “pre-plasmablasts” enriched for autoreactive
specificities (5, 30). Given the link between SLE and APS, we wanted to determine if extra-
follicular activation was also a hallmark of PAPS. Neither DN2 nor aN B cells were
increased in PAPS patients (Fig. 1E and F), with respectively 0.46%=0.1 of CD19* cells vs
0.69%=+0.1 (P =0.22) and 0.59%=0.1 vs 0.72%=0.1 in HD (P = 0.85). We rather found a
trend toward an increased DN1/DN?2 ratio (Fig. 1F). DN1 cells are thought to be switched
memory B cells precursors (5). CXCRS5, a follicle homing receptor, and CXCR3, an inflamed
tissue homing receptor, surface expressions were similar in respective CD11c+ and
CD11c- populations between patients and HD (Fig. 1G). Frequencies of regulatory T cells

and of the different T cells subsets, including the circulating T follicular helper cells,
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frequently correlating with CD11c* B cell expansion (28), were also comparable (Fig.
S1A).
Altogether, PAPS patients appeared to have mild abnormalities in B cell phenotype with

no evidence of extrafollicular activation.

BCR diversity is reduced in PAPS

Within the BCR variable regions, distinct VH segments have been associated with
autoimmunity (20). We studied the BCR repertoire by extracting BCR sequences from a
single B cell multimodal analysis (combining single-cell V(D)] sequencing, RNA
sequencing (scRNA-Seq) and antibody-derived tags (ADT analysis) of sorted B cells from
PBMCs of 5 PAPS patients and 2 HD (Fig. 2A).

We did not observe consistent differences in the whole V(D)] gene usage patterns (Fig.
2B-F), CDR3 amino acid length distribution (Fig. 2G) or SHM frequencies (Fig. 2H).
However, PAPS patients showed reduced clonotype diversity for the IGHV repertoire
compared to HD across the IGHM IGHG and IGHA subsets (Fig 21, J), as indicated by the
Chaol (abundance of unique clones in a repertoire) and D50 (number clonotype
contributing 50% of the cumulative CDR3 sequences) indexes. The constrained clonotype
diversity within the IGHM compartment suggests an impaired generation or selection of

the primary repertoire in the BM.

aPL-specific B cells escape tolerance and persist after the naive B cell stage in PAPS

Several autoantigens have been identified in APS (31). Beside the criteria aPL, patients
may also develop other aPL, such as anti-phosphatidylserine /prothrombin complex, anti-
phosphatidylethanolamine, anti-annexinA5. These are not part of the diagnostic criteria,
despite growing evidence of their involvement in thromboembolic events (31). To identify
aPL B cells in PAPS patients and examine their BCR profile, we performed single-cell EBV
transformation on isolated CD27- and CD27* B cells from five PAPS patients with triple
aPL positivity (32-34). Clonality was assessed by Ig isotype and kappa/lambda staining.
Based on Ig staining, we identified the transformed cells as naive (CD27-IgD+),
unswitched memory (CD27+IgD+), memory (CD27-IgD-), and double negative (CD27-IgD-
) B cells. We tested the monoclonal antibodies secreted by the immortalized B cells for
reactivity against criteria PL (i.e., CL and B2GPI), as well as non-criteria PL (pool PL, Fig.
3A, B).
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The frequency of aPL B cell clones decreased along maturation stages, with respectively
31.3%, 22.1% and 18.1% of aPL-producing B cells in naive, unswitched memory and
switched memory B cells (Fig. 3C). The frequency of PL specific B cell clones within the
naive compartment was similar between HD and PAPS patients (39.3% vs 31.3%, P =
0.07), suggesting that aPL B cells are part of the natural repertoire. In HD, the frequency
of aPL B cell clones markedly dropped within the CD27* memory B cells (12% vs 20.6%
in PAPS patients, P =0.008) especially in the switched memory population (7.4% vs 18.1%,
P =0.01; Fig. 3C and Fig. S2). IgG* aPL clones were of IgG1 and IgG3 isotype, consistently
with previous report linking anticardiolipin specificity and IgG3 subtype, with a
significantly higher frequency of IgG3 compared to non-aPL clones (27.8% vs 4.7%, %, P
=0.0003) (35) (Fig. 3D). Autoantibody silencing can occur via the substitution of the light
chain, especially via the use of lambda light chains (7). We observed a predominant use of
kappa light chain in aPL clones (Fig. 3E), suggesting that impaired receptor
editing/silencing may support the maintenance of aPL in the B cell pool.

These data suggest a peripheral tolerance defect in triple positive PAPS with the survival

of memory aPL B cells in PAPS patients.

The naive pool of aPL B cells is largely polyreactive in PAPS

aPL are found in up to 20% of HD (23, 24), supporting the hypothesis that aPL belong to
the natural repertoire. Natural autoantibodies are known to be polyreactive (1, 36), hence
we screened the polyreactive features of aPL and non-aPL antibodies secreted by the B
cell clones. We tested their reactivity against Hep-2 cells by Immunofluorescent assay
(IFA) and against a panel of defined antigens using ELISA. Naive and memory IgM* aPL
clones displayed a high frequency of HEp-2 reactivity as compared to non-aPL ones
(respectively 79.5% vs 17.6% and 45.8% vs 9.4%, P < 0.0001, Fig. 4A). IgG aPL
progressively lost their HEp-2 reactivity, although it was still higher than their non-aPL
counterparts (16.7% vs 10%; P = 0.6). Of note, one specific cytoplasmic staining pattern
was recurrent and suggestive of reactivity against vimentin, proposed to be a cofactor of
CL and a potential target of aPL (Fig. S3) (37). A high proportion of naive aPL-specific
clones had reactivities to nucleosome, thyroglobulin, myosin, insulin and/or tetanus
antigens (Fig. 4B) and antibodies with multiple reactivity (cluster 2,3,4) mostly belong to
the aPL positive pool as suggested by unsupervised clustering approach based on ELISA
reactivity (Fig. 4C). Indeed, 45%, 18.8% and 0% of aPL derived from IgM*CD27,
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[gM*CD27+ and IgG*CD27* clones respectively recognized more than 3 antigens by ELISA
(vs 0% in non-aPL clones) supporting (i) polyreactivity in a substantial proportion of
[gM*CD27- aPL clones and (ii) that switched clones were no longer polyreactive (Fig. 4D).
Antigen array testing reactivity for 97 different foreign and self-antigens confirmed the
high frequency of polyreactivity in IgM aPL clones (Fig. S4). It has recently been shown
that human IgG anti-B2GP1 cross-react with infectious mimotopes, suggesting that cross-
reactivity may drive affinity maturation of natural PL reactive B cell that will then exhibit
pathogenic features (38). However, no reproducible pattern of reactivity was identified
among aPL clones, considering bacterial or viral epitopes (eg. SARS-CoV2 peptides (39))
(Fig. S4).

As expected, HD clones exhibited similar characteristics of reactivity, with 79.8% of naive
IgM* aPL testing positive on HEp-2 (vs 79.5% in PAPS patients, P = 0.9) and 48.5% against
more than 3 antigens in ELISA (vs 45% in PAPS patients, P = 0.9). A gradual decrease in
polyreactivity was also observed as B cells matured (Fig. S2B-D). These findings were
confirmed by the auto-antigen array (Fig. S5).

We concluded that aPL B cells in PAPS patients emerge from a natural polyreactive B cell

pool existing in HD and lose polyreactivity during their evasion of tolerance mechanisms.

aPL antibodies have a constrained repertoire usage and distinct CDR3 features

As the variable region of the BCR of PAPS patients show lower diversity compared to
controls, we explored the hypothesis that a restricted repertoire encoding the variable
regions of heavy and light chain and/or intrinsic BCR features may explain a
predetermined reactivity of aPL B cells. Distinct self-reactive BCR hallmarks have been
described in different autoimmune conditions, including skewed use of VD] families,
longer CDR3, and impairment of Ig light chain recombination (1, 20). Thus, Ig variables
region (heavy and light chain) from 384 clones were sequenced. We found that aPL clones
compared to non aPL had a restricted usage of V genes, with an enrichment of specific
IGHV3-11, 3-21, 3-74, 4-34 and 4-39 genes (cumulative frequency 24% in aPL clones vs 9%
in the non-aPL, P=0.0001, Fig. 5A). Increase frequency of IGHV4-34 (and its 9G4 idiotype)
has been described in autoimmune diseases and both IGHV3-74 and 4-39 have been
isolated in patients with primary and secondary APS respectively (40, 4, 10, 41).
Considering individual samples, in four of the five patients the BCR gene segments had a

bias toward IGHV4-39 and three toward IGHV-3-74 and/or 1GHV4-34 (Fig. 5A, see boxed
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figure). Of note, 71% of 1GHV4-34 and 60% of IGHV4-39 aPL clones from the IgM*CD27-
compartment, belong to cluster 3 and 4 in (thereby recognizing at least 3 different
antigens) (Fig. 4C).

Increased IGHD-6 family usage was another feature of aPL clones (27% vs 17%, P = 0.01,
Fig. 5B), whereas similar repartition of IGHJ gene usage was observed between the two
groups (Fig. 5C). CDR3 of aPL clones exhibited a significant higher number of positively
charged amino acids (2.0+0.1 vs 1.6+£0.1, P = 0.003), a feature associated with self-
reactivity (1) thatis consistent with facilitated binding to negatively charged PL (Fig. 5D).
Arginine residues in CDR are important in conferring the ability to bind E2GP1-
dependend PL (42) and their frequency was notably increased in CDR3 from aPL clones
(Fig. 5D). No significant differences were detected in CDR3 length, number of non-
templated (N) nucleotide or SHM, (Fig. 5E-G). Light chain sequencing confirmed
increased usage of kappa isotype in aPL clones (60% vs 50% in non-aPL clones) and
revealed a preferential usage of IGKV3-20 (23% of kappa aPL clones vs 15%). IGLV2-14
and IGLV2-23 were the most frequent genes used among lambda aPL clones (mean
frequency 22% and 14% respectively vs 14% and 7% in non aPL clones) (Fig. S6A-H). No
significant differences were observed in the CDR3 with regard to positively charged amino
acids, SHM, or length. IGHV3-11, 3-21, 3-74, 4-34 and 4-39 encoded antibody were more
frequently associated with kappa light chain when they exert PL reactivity (Fig. S6I).

Our data therefore suggest that VD] usage is restricted in aPL B cells since the naive stage.
The similar level of SHM to non-aPL clones in the switched memory compartment

supports the GC-dependent post-antigen maturation.

ASC secreting pathogenic aPL persist in the BM of patients

In healthy human, several antibodies arising from the BM are self-reactive, but many of
these are removed from the repertoire during B cell development due to peripheral
checkpoints (1-3, 43). In this view, B cells with IGHV4-34 BCR, which are intrinsically
autoreactive, are censored in the GC and prevented from differentiating into ASC, a
mechanism that is defective in SLE (44). In our cohort IGHV3-21, IGHV3-74 and IGHV4-39
gene were still enriched in the memory compartment of aPL clones with a significant
higher frequency than in memory non-aPL clones (cumulative frequency 16.3% vs 4.8%,
P = 0.01, Fig. 5H), arguing that BCRs with specific aPL features persist in the post-
antigenic compartments of PAPS patients. In opposition, IGHV4-34 and IGHV3-11 clones
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were no longer found in the memory compartment of aPL clones (Fig. 5H). In HD, IGHV3-
11, 3-21, 4-34 and 4-39 usage was also found in naive aPL clones but none of these VH
families were detected in aPL memory B cells (Fig. S7A, B). Considering that ASC survive
as long-lived plasma cells (PC) in the BM, we characterize the antibody repertoire of BM
PC in PAPS patients. We obtained the IgH and IgL chain genes of 69 single
CD138+CD27+CD38* PCisolated from the BM of two patients of our series. [cHV4-39 usage
frequency was four time higher when compared with public data obtained from BM PC of
HD (45) (Fig. 51).

Thus, in PAPS patients PL reactive B cells are not eliminated from the post antigenic

compartment and become long-lived PC.

B cells from PAPS patients display MYC and mTORC1 activation and an increased level of
TACI

To gain insight into the immunological mechanisms leading to the persistence and the
activation of aPL reactive B cells in PAPS patients, scRNA-Seq libraries were dimensionally
reduced and visualized in a single two-dimensional uniform manifold approximation and
projection (UMAP). For each sample, unsupervised hierarchical clustering grouped the
cells into 12 clusters without clear differences between patients and HD (Fig. 6A and B).
Differentially expressed genes (DEGs) were used to link the clusters to previously
identified B cell subpopulations (Fig. 6C and Fig. S9A). Examination of isotype using V(D)]
sequences confirmed that naive, transitional and unswitched B cells segregate with IGHM
on the one hand; and switched and DN with IGHG/A on the other hand (Fig. S8B).
Consistent with flow cytometry analysis, B cell subsets distribution, as well as
kappa/lambda repartition in all B cell subpopulation were comparable between PAPS
patients and HD (Fig. S8C-D).

Gene set enrichment analysis (GSEA) revealed an increased expression in PAPS B cells
compared to HD B cells of MYC target genes (NES = 7,86), genes related to oxidative
phosphorylation (NES = 7.71), genes involved in IFNa/y response (NES = 4.61) and genes
related to mTORC1 axis (NES = 5.41, Fig. 6D) in PAPS B cells as opposed to HD B cells. The
serine-threonine kinase mTOR is a component of two protein complexes, mTORC1 and
mTORC2, which regulate protein synthesis, survival and cell growth (46). mTORC1 is
involved in B cell proliferation, and is needed for B cell to prepare plasma cell functions

and subsequent antibody synthesis (47). Together with MYC, it is essential in GC initiation,
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maintenance and positive selection by allowing selected light-zone B cells to proliferate
and to re-enter the dark zone (48, 49). In PAPS patients, genes involved in MYC and
mTORC1 signaling pathway were significantly enriched in both naive and memory B cells
from patients (Fig. 6E). Unsupervised hierarchical clustering relating on 50 genes from
the mTORC1 pathway grouped four patients’ samples together, in which most of these
genes were upregulated, including mTORC1 positive regulators such as RPTOR, MIOS or
RHEB. (Fig. 6F). CD148 is a receptor phosphatase that is expressed in response to AKT
phosphorylation in B cells (50). We assessed CD148 expression, as proxy for Akt-PI3K-
mTOR pathway, and found increased CD148 expression in PAPS naive B cells (Fig. S8E),
in line with their mRNA changes.

Projecting scaled enrichment score revealed that, among naive B cells, cluster 17 and 18
display the strongest enrichment in MYC, mTORC1 and IFNa activation (Fig. 6G). These
clusters also exhibit the highest levels of IFN receptor genes expression, and, together with
cluster 8, higher expression of TNFRSF13B, encoding the transmembrane activator and
CAML interactor (TACI) than other naive clusters (Fig. 6H). Of note, the frequency of B
cells belonging to cluster 8, 16 and 17 was increased in patients (Fig. 6B). TACI serves as
a receptor for BAFF and APRIL cytokines and is expressed as of mature naive B cells.
Engagement of TACI plays a crucial role in mitigating apoptosis, driving class-switching
recombination and germinal center maintenance, as well as promoting antibody
production (51). Consistently with RNAseq, a higher surface expression of TACI (but not
BAFF-R) was found on naive B cells using flow cytometry (Fig. 61 and Fig. S8F) as well as
increased level of APRIL in patients’ sera (Fig. S8G).

Our data therefore suggest that B cells from PAPS patients, since the naive stage, are
submitted to proliferation and activation pressures, involving IFN and APRIL cytokines on

the one hand, mTORC1 and MYC axis on the other.

MYC/mTORC1 activation is associated with hallmarks of GC differentiation and defective
positive selection in aPL specific B cells

To study the specific transcriptomic and protein expression of aPL B cells in PAPS patients,
we then identified IGHV3-11, 3-74, 3-21, 4-34 and 4-39 BCR on CITE-Seq. First, we
confirmed a reduced diversity in these clonotypes which were associated to restrained

IGLV in patients as compared to HD (Fig. 7A). The proportion of IGHV3-21, 3-74, and 4-39
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B cells was comparable between patients and HD in naive IGHM and IGHG populations
(Fig. 7B).

We then focus on IGHV4-39 encoding aPL since they are found up to plasma cells in
patients. The expression levels of various cell surface proteins, BCR complex
transmembrane proteins and activation markers, were assessed according to IGHV4-39 or
non IGHV4-39 usage. No differences were observed between cells expressing a IGHV4-39
BCR and those who did not in patients or in HD (Fig. 7C). However, compared to HD, naive
B cells from patients displayed increased level HLA-DR molecules and a decreased surface
expression of IgM that could increase the threshold of BCR engagement and alter early
peripheral negative selection. Memory B cell subset was similar between patients and
controls (Fig. 7C).

We did not find differences in genes expression between IGHV4-39 and other B cells in
patients but observed that MYC and mTORC1 pathway signature was globally enriched as
opposed to B cells from HD, in both naive and memory B cells (Fig. 7D). Hence, MYC and
mTORC1 activation appears as a hallmark of all B cells in PAPS rather than a specific
signature of PL reactive B cells. Likewise, both IGHV4-39 and other clonotypes of patients
display an increase pre-GC signature (52) and increased transcription of follicle homing
receptors SELL and CXCR5. PAPS naive B cells did not exhibit a plasmablast signature that
could have indicated that they were poised to generate short lived plasmablasts (Fig. 7E
and F). Accordingly, a trend for increased CXCR4 expression found on circulating ASC (Fig.
S1B and C) suggest that they are prone to join the BM as long-lived plasma cell, a process
usually associated with GC maturation. The in vitro formation of plasmablasts
(CD27highCD38high), upon T help mimicking condition (stimulation with CD40L and IL-21),
was enhanced in PAPS patients (Fig. 7G).

We next tested if dysregulation of mTORC1/MYC axis and hyperresponsiveness to T cell
help could alter positive selection process in periphery. As BCR with IGHV3-21, 74 or 4-39
was only slightly increased in the post antigenic compartment, we hypothesized that
patient fail to attenuate their self-reactivity in late processes such as clonal redemption.
Analysis of intra-clonal VH mutations indeed revealed that SHM more frequently
introduced arginine, lysine or histidine residues in VH, and arginine in CDR3, in patients
than in HD (Fig. 71-]). Altogether, these results reinforce the perspective that, in patients,
B cells are preferentially oriented towards follicular maturation with a failure to eliminate

or attenuate self-reactivity of PL reactive BCR.
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DISCUSSION

APS is a model for auto-antibody mediated disease (53), in which the genesis of
pathogenic aPL remains incompletely understood due to the complex pattern of aPL
reactivities and the challenge of identifying aPL specific B cells. To overcome these
challenges, we focused on PAPS patients to avoid the confounding influence of SLE, which
is frequently linked to APS. Additionally, we studied triple-positive PAPS, a subset with
highly severe autoimmune disease. By employing B cell scRNAseq in conjunction with
single-cell EBV immortalization, we were able to link phenotype and function of self-
reactive B cell specificities. We demonstrated that in triple positive PAPS, self-reactive
naive cells B cells preferentially mature via the follicular pathway and become long-lived
plasma cells. Altered positive selection in the post antigenic compartment suggests that
dysregulation of mTORC1/MYC axis and hyperresponsiveness to T cell help could enable
natural naive PL reactive B cells to increase their specificity and become pathogenic.

It is widely accepted that most self-reactive B cells, including antinuclear antigen specific
clones, are primarily regulated in the BM through mechanisms such as clonal deletion,
receptor editing, or silencing during the transition from early immature to immature
stages (2). A second tolerance checkpoint further eliminates autoreactive B cells between
new emigrant or transitional B cells and mature naive B cells. Despite these processes, the
naive B cell repertoire of HD still retains around 20% of self-reactive B cells (1). Given that
most naive or IgM* aPL B cell clones in patients with PAPS exhibit polyreactivity towards
self or non-self-antigens, we conclude that aPL B cells originate from a heterogenous
natural polyreactive pool of B cells. This observation holds true for both PAPS patients and
healthy individuals, as supported by our data.

After antigen encounter, activated B cells either differentiate into short-lived plasma cells
or after cognate interaction with antigen-specific B cells, can form GCs (54-56). B cells that
pass the GC increase their affinity, through iterative cycles of clonal expansion and SHM in
the variable regions of the heavy and light chains, and can commit to the plasma cell
lineage or alternatively become memory B cells and long-lived quiescent cells capable of
reactivation (57). However, it is now admitted that both CSR and SHM can occur both
inside and outside of GC (58). Indeed, SLE is characterized by B-cells lacking IgD and CD27
(DN), which include CXCR5-CD11c* cells (DN2), actors of B extrafollicular response, that
represent pre-plasma cells (5). Although, we confirm an IFN transcriptional signature at

the B cell level, neither our phenotypic or transcriptomic analysis show similar B cells
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subpopulation repartition and neither of them argue for a disequilibrium of DN2 or extra-
follicular B cell activation in PAPS. Furthermore, considering the similar occurrence of
SHM in both antigen-experienced aPL and non-aPL B cell clones, we conclude that
activated aPL B cells in PAPS likely undergo a GC maturation. Since antiphospholipid
syndrome is often associated with SLE, the specific fate of aPL B cells in SLE remains an
open question.

During B cell development in the fetal liver and BM, recombination of immunoglobulin
genes gives rise to the naive BCR repertoire. This repertoire is then refined by eliminating
or suppressing self-reactive B cells (1, 4, 59), to mitigate the likelihood of autoimmune
disease. Ultimately, this repertoire is shaped through interactions with antigens, such as
pathogens. As a result, the features of the BCR repertoire correlate with pathogen
interactions and, should tolerance mechanisms fail, immune-mediated diseases (20). For
instance, a comparison of B cell repertoires in SLE and anti-neutrophil cytoplasmic
antibody-associated vasculitis (ANCA-AAV) reveals a skewed IGH repertoire in both
diseases with increased expression of genes of the I[gHV4 family. Notably IgHV4-34 can
bind both autoantigens and commensal bacterial, and it has been associated with SLE in
both the naive and in the post-antigenic compartments. Extensive BCR repertoire has
never been done in PAPS. BCR diversity appear significantly reduced in PAPS, as observed
in other autoimmune diseases, with a clonal expansion and a restricted light and heavy
chain usage. Specific VH encoded BCR, such as IgVH4-39, previously described in a few SLE
and APS patients (4), were associated to autoreactive positively charged BCRs and could
be followed from the naive stage to the long-lived plasma cell compartment. Although the
self-reactive antibodies expressed by polyreactive naive B cells in PAPS may not be directly
pathogenic, they could readily be restricted to some IgH or IgL families and undergo class
switching upon B cell activation. Furthermore, aPL specificities might be selected or
expanded during this maturation process, leading to the loss of polyreactivity, as
suggested by the critical role of SHM in driving the thrombotic process in vivo (22-24). In
this context, cross reactivity with exogenous pathogens may drive the future pathogenic
B cells (38). However, our experiments, which involved testing the reactivity of 300 clones
on a diverse antigen array including various infectious triggers like SARS-CoV2 peptides,
were not able to provide conclusive evidence on this matter.

We then hypothesized that autoreactive B cells harbor specific characteristics of signaling,

as in an appropriate environmental setting even modest alterations in B cell signaling may
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be sufficient to promote or sustain auto-immunity (60). To investigate this further, we
conducted a two-step analysis. Firstly, we performed single-cell transcriptomics on sorted
B cells. Secondly, we focused on the previously detected specific IgHV and IgLV
rearrangements. Our studies demonstrates that in patients with PAPS, B cells displayed a
global activation state, along with higher prevalence of specific BCR. This activation state
appears to be associated with mTORC1 signaling, independently of the specific IgVH or
[gVL. CD148 expression increased expression, a proxy for Akt-PI3K-mTOR pathway (50),
aligns with the activation of the mTORC1 pathway. Interestingly, one of the exceedingly
rare monogenic defects observed in PAPS involves a gain-of-function mutation in mTOR
(61). The involvement of the mTOR molecular pathway in antiphospholipid syndrome has
been demonstrated in patients with APS-related nephropathy at the endothelial level (62).
However, the role of mTOR signaling in PAPS B cells has not been previously explored.
Among the upstream signals of mTORC1, the cytokine B-cell-activating factor (BAFF), also
known as TNFSF13B, plays a prominent role in B cell survival and homeostasis (63, 64).
Based on our findings, we propose that increased TACI engagement on naive B cells in
PAPS contributes to mTOR signaling, which, in turn, likely drives the GC maturation of
polyreactive autoreactive B cells towards a pathogenic state. Increase of IFN levels, which
is known to modify B cell response to MYD88 signaling (65), could potentiate this B cell
tolerance checkpoints disruption, as suggested by the IFN transcriptional signature we
observe in B cells and previously found in whole blood transcriptome of patients with
triple positive PAPS (66, 67).

In summary, our findings indicate that phospholipid-reactive B cells in patients with PAPS
originate from a pool of naturally polyreactive B cells. These B cells exhibit a restricted
BCR repertoire and manage to evade peripheral tolerance mechanisms at the naive stage,
sustained by TACI and IFN-R engagement, and increased MYC/mTOR signaling. At this
stage, PAPS B cells are likely exposed to antigenic stimuli, although the specific triggers
remain unidentified. Previous evidence suggests potential cross-reactivity with
commensal or pathogenic antigens, but the involvement of local environmental triggers
mediated by monocyte or neutrophil activation, along with mTOR signaling, is also under
debate. Our data suggest that extra-follicular differentiation is not a predominant pathway
for PAPS B cells. Instead, GC maturation appears to play a significant role in generating B

cells memory B cells and ASC with enhanced affinity for aPL.
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MATERIALS AND METHODS

Study and design

The objective of this study was to analyze the features (i.e. BCR characteristics, phenotypic
and transcriptomic profiles) of B cells and aPL-producing B cells in a cohort of PAPS
patients with triple positivity. We used high dimensional flow-cytometry, integrated CITE-
Seq and BCR-Seq approach to compare the B cells of cohort of healthy donors (HD) with a
cohort of PAPS patients. Single B cells repertoire and aPL reactivity characterization was
further characterized in smaller sub-cohorts with an EBV single cells immortalization

method applied on sorted B-cells (32).

Recruitment of participants and sample collection

The diagnosis of PAPS was confirmed by two senior physicians specialized in Internal
Medicine and in Clinical Immunology, according to revised Sydney criteria (13). All
patients also fulfilled 2023 ACR/EULAR classification criteria (16). Triple positivity was
considered when persistent positivity (on two or more occasions at least 12 weeks apart)
for LA, aCL and anti-B2GPI antibodies (IgG or [gM at medium or high levels) was present.
Patients were enrolled in the Clinical Immunology Department (National Reference
Center for Rare Autoimmune Systemic Diseases, CRMR RESO) of Strasbourg University
Hospital. Although some of them presented antinuclear positivity, they were not affected
by another autoimmune disease including SLE, and none of them had significant levels of
anti-dsDNA. All patient data and samples were obtained in accordance with the
Declaration of Helsinki and with the Ethical Board at Strasbourg University Hospital (CPP-
Est IV N° 13/48). All the participants provided written consent.

Clinical and immunological features of the patients are available in Table S1.

Cell staining and phenotyping

Human B-cell phenotype was assessed on fresh EDTA peripheral blood samples
immediately after collection. BM cells were subjected to density gradient centrifugation
to get mononuclear cells suspensions and remove dead cells. Samples were incubated
with antibodies for 15 minutes at room temperature. Dead cells were excluded Zombie
NIR™ (Biolegend, San Diego, CA, USA). The cells were analyzed on a spectral flow

cytometer (Aurora, Cyytek Biosciences, Fremont, California, USA). Data analysis was
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performed using Flow]o software (TreeStar, USA). The following antibodies were used
(clones are indicated in parentheses): CD3 (OKT3, Life Technologies), CD10 (HI10a, BD
Bioscience), CD11c (S-HCL-3, Biolegend), CD16 (3G8, Invitrogen), CD19 (HIB19,
BioLegend), CD20 (2H7, BioLegend), CD21 (Bu32, BioLegend), CD27 (L128, BD
Bioscience), CD33 (WM-53, Invivogen), CD38 (HB-7, BioLegend), CD69 (FN50, BD
Bioscience), CD95 (DX2, BD Bioscience), CD138 (L-101, Biolegend), BAFF-R (11C1, BD
Bioscience), TACI (1A1, BioLegend), CCR5 (RF8B2, BD Bioscience), CCR6 (11A9, BD
Bioscience), CXCR3 (REA232, Miltenyi), CXCR4 (12G5, BD Bioscience), CXCR5 (RF8B2, BD
Bioscience), [gM (MHM-88, BioLegend; polyclonal, Jackson), IgD (1A6-2, BD Bioscience),
IgG1l (SAG1, Cytognos), IgG2 (SAG2, Cytognos), I1gG3 (SAG3, Cytognos), IgG4 (SAG4,
Cytognos), [gA1 (SAA1, Cytognos), [gA2 (SAAZ, Cytognos), IgE (MHE-18, BioLegend).

B-cell sorting and immortalization

B-cell were sorted and immortalized as previously described (32). B-cells were FACS
sorted in naive (CD3-CD19+*CD27-) and memory (CD3-CD19+*CD27+*) subsets. Sorted cells
were then incubated in complete medium containing 50% EBV supernatant (of B95-8
cells) and 2.5 mg/mL CpG ODN 2006 (Apara Biosciences, Denzlingen, Germany) for 4
hours at 37°C. Cells were then seeded on 10 000 irradiated allogeneic mononuclear cells
at 3 cells per well in 96 U-bottom plates.

Assessment of clonality of single EBV B-cell clones in the final population was performed
staining for the kappa or lambda light chain by flow cytometry and complemented with
BCR sequencing data and ELISA. Clonality was defined by: a) presence of cells with only
one type of light chain (kappa or lambda) using flow cytometry, and b) presence in
supernatant of only one isotype of immunoglobulin heavy chain. Cells were then
categorized, based on their isotype and the initial sort, in naive (CD3-CD19+CD27-1gG/A"),
unswitched  memory  (CD3-CD19+CD27+*IgG/A-), switched memory (CD3-
CD19+CD27+IgG/A*) or DN (CD3-CD19+27-1gG/A*) subsets.

ELISA

Immunoglobulin concentration: Immunoglobulin concentration in the supernatant of the
EBV clones was analyzed by ELISA. Briefly, 96 wells (Nunc Maxisorp) were coated with
anti-human Immunoglobulin mix (Jackson ImmunoResearch) in bicarbonate buffer and

serial dilution of EBV supernatants were added.
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Polyreactivity assays: 96 wells (Nunc Maxisorp) were coated with insulin (Sigma-Aldrich,

Saint-Quentin Fallavier, France; 2ug/mL), thyroglobulin (Sigma-Aldrich, Germany;
2pug/mL), myosin (Sigma-Aldrich; 2pg/mL) or nucleosome solution (DNA final
concentration: 1pg/mL) in bicarbonate buffer. Nucleosome were obtained as previously
described (68). Briefly, nucleosomes were isolated from L1210 cells and DNA
concentration was measured (dilution 1:100 in 0.1% (v/v) SDS solution). Plates were
incubated with 100 pl of per well, at 37°C overnight. Plates were saturated with
PBS/0.05% (v/v) Tween/1% (w/v) bovine serum albumine (BSA) for 1 hour at 37°C.
100uL of EBV clones’ supernatants ([IgM, IgG or IgA] = 2pg/mL) were incubated overnight
at +4°C. Antibodies were considered polyreactive when they recognized at least three
analyzed antigens.

Revelation step: Bound Ig were detected with peroxidaxe conjugated anti-human IgM, IgG

or IgA (Jackson ImmunoResearch), and developed with TMB (3,3'5,5'-
tetramethylbenzidine). The reaction was stopped with HCI (1M), before reading at 450nm
using MultiScan FC (Thermo Fisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France).

Antiphospholipid ELISA

Reactivity against PL was determined using a modified protocol from Lieby et al. (22, 23).
For “pool PL" ELISA, polystyrene microtiter plates (PolySorp, Nunc ImmunoPlate) were
coated with 50 pL/well of cardiolipin (Sigma-Aldrich), phosphatidylserine (Sigma-
Aldrich), phosphatidic acid (Sigma-Aldrich), phosphatidylcholine (Sigma-Aldrich),
phosphatidylethanolamine (Sigma-Aldrich), phosphatidylinositol (Sigma-Aldrich) and
phosphatidylglycerol (Avanti Polar Lipids, Alabama, USA) at 25 pg/mL in absolute alcohol
and evaporated at room temperature for 4 hours. Plates were saturated with PBS 10% FCS
with 5pug/mL of prothrombin (Sigma-Aldrich) for 2 hours at room temperature. For
cardiolipin/B2GPI ELISA, polystyrene microtiter plates (PolySorp, Nunc ImmunoPlate)
were coated with 50 pL/well of cardiolipin (Sigma-Aldrich) at 50 pg/mL in absolute
alcohol and evaporated at room temperature for 4 hours. Plates were saturated with
1pg/mL of purified human cofactor f2GP1 (Sigma-Aldrich) for 2 hours at room
temperature.

40pL of supernatant were then incubated overnight at +4°C. 50uL/well peroxidase-
conjugated goat antihuman IgM, IgG or IgA coupled to peroxidase (polyclonal; Jackson

ImmunoResearch) were added and incubated 1 hour at 37°C. After addition of TMB for 20
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minutes. The reaction was stopped with HCl (1M), before reading at 450nm using
MultiScan FC (Thermo Fisher Scientific). Patients with known titer of aPL antibodies were
systematically used as positive controls. Additionally, serums from the same 5 HD were
systematically added to establish a positivity threshold based on a z-score; z-score=(X-
M)/SD in which X is the optical density (OD) of the considered sample (EBV supernatant),
M and SD are the mean and standard deviation of the OD for the HD group. Sample was
labelled as containing (i) aPL if the z-score was >10, (ii) and non-aPL antibodies if the z-
score was <10 in pool PL ELISA and <10 in cardiolipin/B2GPI ELISA. Samples reactive in
cardiolipin/B2GPI ELISA but not in pool PL ELISA were labelled as doubtful and definitively
discarded. For the all-subsequent analysis only samples with z-score <2 or >10 were

considered.

HEp-2 reactivity

HEp-2 reactivity was assessed on slides coated with HEp-2 cells (ZEUS scientific, NJ, USA).
cell-coated slides (ZEUS scientific, NJ, USA) were incubated in a moist chamber at room
temperature with 30uL of EBV clones’ supernatants and detected with AlexaFluor488
goat anti-Human IgG (Invitrogen, CA, USA; dilution 1/200) or AlexaFluor488 goat anti-
Human IgM AF488 (Invitrogen; dilution 1/200). ZEISS Axioskop microscope was used to
read patterns. Pictures were acquired with Zeiss LSM800 (20x/0.8).

Autoantigens array

IgG and IgM reactivities were measured using a microarray developed by University of
Texas Southwestern Medical Center.

(https://microarray.swmed.edu/products/category/protein-array/).

EBV clones’supernatants (dilution 1/2) were incubated and the autoantibodies binding to
the antigens on the array were detected with laser wavelengths 532nm (cy3 labeled anti-
IgG) and 635nm (cy5 labeled anti-IgM). Genepix Pro 6.0 software was used to analyze the
image. The background-subtracted median signal intensity of each antigen was
normalized using standard practices, then an antibody score (Ab-score) was calculated:
Ab-Score=10g2(NFI*SNR+1). Values are plotted as fold change versus mean of Ab-Score of

the non-aPL group in the considered subset.
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B-cell clone repertoire analysis

RNA of B-EBV cell clones was isolated using NucleoSpin RNA XS (Macherey Nagel, Diiren,
Germany), and then reverse transcribed on a T100™ Thermal cycler (BioRad) using
Maxima H Minus Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) following the
manufacturer’s protocol. IgH/IgL transcripts were amplified as previously described (1, 4,
59). Briefly, 3.5ul of cDNA products was amplified by a PCR in 20pl reactions containing
20pM primers and 10pL of HotStarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen, 1U of
HotStarTaq Plus DNA Polymerase per reaction). PCR was performed for 45 cycles at 94°C
for 30 sec,57°C for 30 sec, 72°C for 55 sec. All PCR products were purified from agarose
gel using NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey Nagel) and then sequenced by
Sanger sequencing (Eurofins Genomic). Sequences were analyzed using IMGT/HighV-
QUEST (http://www.imgt.org/IMGT_vquest/input); and the NCBI's IgBLAST server
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/). Rare non-germline sequences that contained
high numbers of mutations that could not be attributed to sequence polymorphisms were

excluded from further analysis.

Bone marrow plasma cell repertoire analysis
Single cell sorting of plasma cells (CD3-CD19+CD27hishCD38high[gD-CD24-CD138%)

populations was performed on a FACSAria II flow Cytometer (BD Biosciences) into 96-well
PCR plates. RNA from these single cells was reverse-transcribed in the original 96-well
plate in 40 pl reactions using SuperScript IV CellsDirect cDNA Synthesis Kit (Thermo
Fisher Scientific) following the manufacturer’s protocol. 4ul of cDNA product were used
to amplify IgH transcripts by two rounds of PCR in 20ul reactions containing 20pM
primers and 10uL of HotStarTaq Plus Master Mix Kit (Qiagen). PCR was performed for 45
cycles at 94°C for 30 sec,57°C for 30 sec, 72°C for 55 sec (1st-PCR) or 45 sec (2nd PCR)
(1). PCR efficiencies ranged from 30-40%. All PCR products were purified from agarose
gel using NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey Nagel), sequenced by Sanger
sequencing (Eurofins Genomic) and analyzed for IgH V, D and ] gene usage on

IMGT /HighV-QUEST and NCBI's IgBLAST server.
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Plasma APRIL level

The APRIL level in the plasma of PAPS (primary antiphospholipid syndrome) patients was
assessed using the LEGENDplex™ Human B cell Panel, following the manufacturer's

instructions.

In vitro plasmablast differentiation assay

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated blood from PAPS patients and
HD. Total B cells were isolated with the EasySep™ Human B-cell Isolation Kit (Stemcell
Technologies) following manufacturers’ instructions. A total of 50,000 B-cells/well were
plated into U96 wells and stimulated with CD40L, [L-21 and IL-4 in Roswell Park Memorial
Institute medium (RPMI; Life Technologies) enriched with gentamicine (50 pg/mL),
supplemented with 10% FCS. After 6 days in culture, the phenotype of human B-cells was

determined using Attune NxT Flow Cytometer (Invitrogen).

CITE-SEQ and VD] sequencing

PBMCs were isolated blood from five PAPS patients and two HD. Total B cells were isolated
with the EasySep™ Human B-cell Isolation Kit (Stemcell Technologies). B cells were
resuspended at 10x106/mL and incubated with Human TruStain FcX Fc Blocking reagent
for 10min at 4°C. Cells were then incubated with the 10 following antibodies conjugated
to an antibody-derived tag for 30 min at 4°C : CD19 (HIB19,TotalSeq, BioLegend) CD27
(0323), CD24 (ML5), CD38 (HIT2), CD5 (UCHTZ2), HLA-DR (L243), CD86 (IT2.2), IgM
(MHM-88), IgD (IA6-2), CD21 (Bu32). The scRNA-seq libraries were generated using
Chromium Next GEM Single Cell 5’ V(D)] Reagent Kit v.1.1 with Feature Barcoding (10X
Genomics) according to the manufacturer’s protocol. Gene expression (mRNA), ADT and
VD] BCR libraries were constructed. Briefly, cells were counted and up to 10 000 cells were
loaded in the 10X Genomics Chromium Controller to generate single-cell gel-beads in
emulsion. After reverse transcription, gel-beads in emulsion were disrupted. Barcoded
complementary DNA was isolated and amplified by PCR. Following fragmentation, end
repair and A-tailing, sample indexes were added during index PCR. The purified libraries

were sequenced on a Novaseq S2 flowcell (Illumina).
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ScRNA-Seq data processing

The sequencing reads were demultiplexed and aligned to the human reference
transcriptome (GRCh38-2020-A), using the CellRanger Pipeline (v5.0.1). The unfiltered
raw UMI counts from cellranger were loaded inot Seurat v4.0.4 for quality control, data
integration and downstream analyses (69). Empty sequencing beads, apoptotic cells and
potential doublets were removed by filtering out cells with fewer than 500 features or a
mitochondrial content higher than 20%. BCR reads were aligned to the GRCh38 reference
genome (vdj_GRCh38_alts_ensembl-5.0.0) and consensus BCR annotation was performed
using the cellranger vdj program (v5.0.1). The clonotypes information
(all_contig_annotations.csv files) were loaded into the seurat object and only productive
contigs of BCR were kept for the analysis. Data from each sample were normalized and
scaled using the sctransform method, and batch effect between samples was corrected
using Seurat’s FindIntegratedAnchors. On this integrated dataset, we computed the
principal component analysis on the 3000 most variable genes. UMAP was carried out
using the 30 most significant PCs, and community detection was performed using the
graph-based modularity-optimization Louvain algorithm from Seurat’s FindClusters
function. Cell type labels were assigned to resulting clusters based on a manually curated
list of marker genes. All clusters were annotated, and 27886 cells were kept for further
analysis. Two small clusters with T cell and monocyte signatures were removed from
further analysis as well as rare clear doublets. To evaluate the expression of the 10 surface
proteins, the antibody-derived tags (ADT) count for the cells retained after filtering were
loaded in the integrated seurat object and normalized using the CLR normalization
method. Differentially expressed genes between different clusters were identified using
the FindAllMarkers function from Seurat using default settings (Wilcoxon test and
Bonferroni P value correction). For GSEA analysis, differentially expressed genes were
calculated using the Wilcoxon rank sum test via the wilcoxauc function of the presto
package using default parameters (including Benjamini-Hochberg false discovery
rate correction) and filtered on logFC > 0.5 1 and padj < 0.01. GSEA was run on pre-ranked

genes using the fgsea package implemented in R (70).

scBCR-seq data processing
Immune profiling V(D)] data was added to the dataset by matching cell barcodes in the
scRNAseq libraries. Cell barcodes that had a BCR heavy or light chain that mapped to “NA”
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was excluded from downstream analysis, as well as cases of 10X Genomics barcodes with
two or more consensus heavy chain sequences. On the BCR data, repertoire abundance
and overlap, gene usage, and diversity estimation were performed using the R package
immunarch (v0.9.0) (71). Mutation quantification and lineage reconstruction was
performed on the immcantation framework (72) as described by Mathew et al (73). In
brief, clones clustering were made with the Change-O toolkit and lineages were
reconstructed using the dnapars function of the Phylip package via buildPhylipLineage
function (74). Sequences that had the same V-gene, same J-gene, the same CDR3 length
and nucleotide hamming distance of 0.2 were considered as potentially belonging to the
same clonal group. Mutation frequenciesin V genes were then calculated using the
calcObservedMutations() function from Immcantation/SHazaM v1.0.2 R package. Circlize

package was used for heavy and light chain pairing (75).

Statistics

Statistical analysis were performed using Prism v9 (GraphPad). Unpaired t test was used
to compare variables with normal distribution. For nonparametric variables, the Mann-
Whitney test was used. The x2 test was used for categorical values. Multiple comparisons
were performed using Wilcoxon rank sum test and Bonferroni correction. Numerical
values are given by mean * SEM. A P value of < 0.05, or < 0.01 for multiple comparisons,

was considered significant.
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Fig 1. PAPS patients have similar phenotypic B cell features compared to HDs. (A) B cell
subsets UMAP projection of composite patient and HD samples (n = 30) Composite sample was
derived from 5,000 representative cells analyzed. (B) Frequencies of B cell subsets from PAPS
patients (n = 15) and HDs (n = 15). (C) Composite UMAP projection and frequencies of antigen-
experienced B cells. (D), BCR isotype repartition in patients and HD samples. (E) Composite UMAP
projection and (F) frequencies and of aN and DN B cells from patients (n = 15) and HDs (n = 15).
(G) Surface expression of CXCR5 and CXCR3 chemokines in rN, aN, and DN B cells from both PAPS
patients (n=15) and HDs (n=15). Significance was determined using nonparametric Mann-
Whitney test. aN, activated naive B cells; DN, double negative; HD, healthy donor; PAPS, primary
antiphospholipid syndrome; rN, resting naive B cells.
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Fig 2. Reduced diversity in BCR repertoire of PAPS patients. (A) Schematic of peripheral B cell
isolation from PAPS (n = 5) and HDs (n =2) blood followed by CITE seq including single-cell
transcriptomic, antibody repertoire sequencing and ADT. VD] sequencing was used to obtain
paired heavy- and light-chain V(D)] with an average of 5,231 cells recovered per library. (B-D)
IGHV gene (B), IGKV families (C) and IGLV gene (D) usage frequencies in peripheral B cells from
PAPS patients (red) and HDs (blue). (E, F) IGHD (E) and IGH] (F) gene usage frequencies in
peripheral B cells from PAPS patients (red) and HDs (blue). (G, H) CDR3 length (G) and somatic
hypermutation per VH segment (H) (nucleotide exchanges compared with the nearest germline
gene segment). (I-J) Chao1l (I) and D50 diversity index (J) according to isotype in PAPS patients
(red) and HD (blue). ADT, antibody derived tag; HD, healthy donor; PAPS, primary
antiphospholipid syndrome.

138



A. EBV B.
@ 0o ® Single ELISA : CL/B2-GPI ELISA : Pool PL
@', o3 oo ol 440+ n=1187 200 n=1187
o e culture . . .
Patients Bcells  Single cell 36090 ° * * H
. A . . . 160 ¢ [] 1]
transformation  suspension ¢
280 i i i ¢ s .
Supernatant [ . s . 1204 = * . .
200_ . . .
t pl:f)ss:)e:o:;:id ¥ ool i 1 i ! i !
+62:GPI HJkH reactivity p’)-L‘; PL 1204 : . : . 80 : :
(ELISA) .
C. awll i . i wll? $ $ !
40" : | : o7 8 :
1007 o . . s e o ! l '
5 ' | 5 : . S .
304 H . \ 4 [ ] ]
| go1) ¢ N I R i.
80 3 3 ' '
@ clones HH . R
3 60 201 I ! ¢ I ! H 044 1 s, i '
2 B aPL ' . ' . M i H
w
5 0. Il non-aPL 104 4-4----f-o-4---f-g-2--- 10l4-§---- _*__;_____ - _I,___
R t ] i
e 8 ‘ °
- 04 0
o TTRIIY JERITY
. . .
0- R, T T T T Q,I T T T L T ?I' T T T
> N SO S N SEE eSS
w2 N S N S &
[ Vg Y 7 S5F S VA @Y A S
& & &e® Ss 8@ &
> &
Sl
@ aPLclone
non-aPL clone & non-aPL clone
2.0+
[JleG1 (84.5%) . .
18G2 (9.3%)
I 15G3 (4.7%) 2 154 .
18G4 (1.5% o
Il =G4 ( b) - 'S . * * *
3 *
s 1.0 fccccececcecatctttcccctcatascasttcncassoasaens ... 'S
aPL clone 3 ¢ ¢ *%e .
& *
Gl
[Jig61 (722%) < 0.5
18G2 (0%)
B 12G3 (27.8%) 00
o . T T LI LI B
B g5a (0%) NSO NN N
N P DL OV L L
% 2 4 & & % /7\«\ &
N NN o NN
& QY A \°§ R ,\4@,,}& S 'Q\‘*
K Y L& S

Fig 3. PL reactive B cells are part of the natural repertoire and persist after the naive B cell
stage in triple positive PAPS. (A) flowchart of single B cell immortalization. (B) Z-score from
EBV clones considering cardiolipin/ B2 glycoprotein 1 (CL/B2GP1) and “pool PL” ELISA. (C)
Frequency of PL reactive in each B cell subsets. (D) IgG subclasses repartition in non-PL and PL

reactive clones. (E) Kappa/lambda ratio of non-PL and PL reactive clones in each B cell subsets.
aPL, antiphospholipid antibody; PL, phospholipid.
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Fig 4. Naive pool of aPL B cells is largely polyreactive. (A) HEp-2 reactivity of non-PL and PL
reactive clones, derived from PAPS patients, considering I[gM+CD27-, IgM+CD27+ and IgG clones.
Pie charts represent the frequencies of reactive (solid) and nonreactive (open) clones, with the
number of clones tested (n) indicated in the center. Scale bar, 20 um. (B) ELISA reactivity of non-
PL and PL reactive clones, derived from PAPS patients, against nucleosome, thyroglobulin, myosin,
insulin and tetanus toxin. (C) K-means clustering plot showing cluster analysis of clones, derived
from PAPS patients, reactivity in ELISA (left) and representation of the dimensional repartition of
clones according to the PL reactivity (top right) and the number of different antigen recognized
among nucleosome, thyroglobulin, myosin, insulin and tetanus toxin (down right) (D) Pie charts
represent the number of reactivity detected among aPL (solid) and non-aPL clones (open), derived
from PAPS patients, with the number of clones tested (n) indicated in the center. Significance was
determined using a X2 test. aPL, antiphospholipid antibody.
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Fig 5. Phospholipid reactive B-cells harbor specific BCR in PAPS patients. 386 variable
regions of BCR clones were sequenced (A) IGHV gene frequency of aPL B-cell clones (red)
compared to non-aPL clones (blue). Relative frequencies of IGHV3-11, 3-21, 3-74, 4-34 and 4-39
usage in aPL clones and non aPL clones are represented for each PAPS patient. (B and C) IGHD
family (B) and IGH] gene (C) frequencies of aPL compared to non-aPL clones. (D-E) Number of
CDR3 positively charged aminoacid and arginine residues in CDR3 (D) and number of additional
nucleotides (E) in aPL compared to non aPL clones. (F) Length of CDR3 and in aPL compared to
non aPL clones. (G) Frequency of SHM per VH segment (nucleotide exchanges compared with the
nearest germline gene segment) in naive B cells, unswitched and switched memory B cells in aPL
B-cell compared to non-aPL clones. (H) IGHV gene frequency in CD27+ and CD27- population of
aPL and non-aPL clones. (I) IGHV gene frequency of plasma cells from two PAPS patients.
Significance was determined using a Two-tailed Mann-Whitney test. aPL, antiphospholipid; HD,
healthy donor; PAPS, primary antiphospholipid syndrome; R, arginine; SHM, somatic
hypermutation.
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Fig 6. Peripheral B cells from PAPS patients exhibit mTORC1 and MYC transcriptomic
signature. (A) UMAP projection and clustering of 27,122 B cells analyzed by scRNA-seq. (B) Bar
plot showing cell frequencies from APS patients and HD that contributed to cluster c1 to c18. (C)
UMAP projection showing six annotated B cell subtypes. (D) Plot showing the top10 pre-ranked
Geneset Enrichment Analysis (GSEA) signaling pathway significantly enriched (False Discovery
Rate) in total B cells from PAPS patients as opposed to HDs. (E) Plot showing some the pre-ranked
Geneset Enrichment Analysis (GSEA) signaling pathway significantly enriched (False Discovery
Rate) in naive and memory B cells from PAPS patients as opposed to HDs. (F) Heatmanp listing top
50 genes of mTORC1 signaling pathway enriched in PAPS patients. Samples are clustered based in
Euclidian distance. (G) Projected enrichment score of indicated pathway example onto UMAP from
APS patients. The darker, the higher the enrichment. (H) Dot plot for expression of B cell cytokine
receptors among naive cluster in all samples. Colors represent minimum-maximum normalized
mean expression, and sizes indicate the proportion of cells expressing marker genes. (I) TACI MFI
on naive B cells from two representative APS and two HDs (left); TACI and BAFF MFI ratio on naive
B cells from APS patients as opposed to HDs (right). Differential expression analysis was
performed using Wilcoxon rank sum test and a Bonferroni correction to account for multiple
comparison. PAPS, primary antiphospholipid syndrome; HD, healthy donor; PAPS, primary
antiphospholipid syndrome.
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Fig 7. MYC-mTORC1 dysregulation is associated with follicular differentiation and impaired
positive selection. (A) Circos plot depicting the IGHV:IGLV and IGHV:IGKV pairings for a HD and
two representative PAPS patients. Pairing between IGHV3-11, 3-21, 3-74, 4-39 or 4-34 (pink
segment), and IGKV (blue segment) or IGLV (green segment) gene are shown by the connecting
lines inside the circle with thickness corresponding to pairing frequencies. (B) Repartition of
IGHV4-39 clonotypes on scRNA-Seq UMAP projection (left) and frequency of IGHV4-39 clonotypes
in PAPS patients (n = 5) and HDs (n = 2) (right). (C) Violin plot representing normalized ADT level
for B cell signaling and activation markers in IGHV4-39 clonotypes from APS patients (dark red),
HDs (dark blue), other clonotypes from PAPS patients (light red) and HDs (light blue). (D) Dot plot
for expression of mMTORC1 and MYC selected genes among naive and memory cells according to
clonotypes in PAPS patients and HD. (E) Dot plot for expression of pre-GC and plasmablast
selected genes in naive cells according to clonotypes in PAPS patients and HD. (F)Violin plot
representing pre-GC signature, SELL and CXCR5 gene expression according to clonotypes in
patients and HD. (G) Frequency of plasmablast (CD38+CD27++) after B cell stimulation with
CD40L+IL-21+IL-4 for 6 days. Two-tailed Mann-Whitney test was used to compare groups. (H)
Representative lineage trees for two clones in APS patients. (I) Representative amino acid VH
alignment for IGHV4-39 clone (clone 1 depicted in (H)) (J) Number of positively charged amino
acid induced by VH SHM and number of arginine residues in CDR3 of switched 1gG/A B cells. ADT,
antibody derived tag; HD, healthy donor; MFI, Mean fluorescence intensity; PAPS, primary
antiphospholipid syndrome; SHM, somatic hypermutation.
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

Antiphospholipid B cells emerge from a naive polyreactive pool and, in primary
antiphospholipid syndrome, maturated trough an enhanced mTORC1/MYC

activation.
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Table S1. Clinical and biological features of patients with triple positive APS and respective analyses performed.

| Thrombotic - Anti- Anti-  Ant-  Anti-  Ant- g, Ovtokine ASC
Patient Sex  Age Event o CAPS ANA LA cL  cL PB2GPI B2GPI Annexin FCM EBV clones serum differenciation
Ay complication oM IgG  IgM  IgG v PEPS  PT S€d S reening
1 M 36 AV - + 1/1280 + + + + + - + + + X X X X X
2 M 60 A - - 1/160e  + + + + + - + + - X X X X X
3 F 41 A + - 1/640e  + + + + + - - + - X X X X
4 M 59 AN - - 1/1280 + -+ - + ; + o+ - X X X X
5 F 29 A - - - + - + - + - - - - X X X X X
6 M 65 A - - - + - + - + + + + + X X
7 F 49 \% + - 1/160e  + + + - + + - + - X X
8 F 49 ANV - - 1/640e  + -+ - + ; -+ - X
9 M 48 A/V - - - + - + + - - - - + X X
10 F 62 A - - 1/320 + - + - + - + + + X X
11 M 31 A - - 1/320 + + + - + - - + - X X X
12 F 44 Vv + ) 1/160e + - + - + - - - - X X
13 M 56 A/V - - 1/640e  + - + + + - - + + X X
14 F 38 A - - 1/1280 + + + - + - + + + X X
15 F 48 A - - - + -+ - + - - - - X X X
16 F 32 A/ + - 1/640e  + -+ - + - v+ - X X

A: arterial; ANA, antinuclear antibodies; ASC, antibody secreting cells; CITE-seq: cellular indexing of transcriptomes and epitopes by sequencing; CAPS,
catastrophic antiphospholipid syndrome; cL, cardiolipin; FCM, flow cytometry; LA, lupus anticoagulant; PE, phosphatidylethanolamine; PS,
phosphatidylserine; PT, prothrombin; V, venous.
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Fig. S1. Peripheral T cell and plasma cells population in PAPS patients. (A) Frequencies of T
cell subpopulations in whole blood from PAPS patients (n = 10) and age matched HD (n = 10). (B)
Frequencies of CD138+ and CD138- ASC in whole blood from PAPS patients (n = 15) and age

matched HD (n = 15) (C) TACI, BAFF-R and CXCR4 MFI ratio of ASC in PAPS patients and HD. HD,
healthy donor; PAPS, primary antiphospholipid syndrome; Treg, regulatory T cell; Tfr, T follicular

regulator; TyS, T gamma delta.
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Fig. S2. Features of healthy donor PL reactive B cell clones. (A) Frequency of PL reactivity in
each subset. (B) Hep-2 reactivity of non-PL and PL reactive clones considering IgM+CD27-,
[gM+CD27+ and IgG clones. Pie charts represent the frequencies of reactive (solid) and nonreactive
(open) clones, with the number of clones tested (n) indicated in the center (C) ELISA reactivity of
non-PL and PL reactive clones against nucleosome, thyroglobulin, myosin, insulin and tetanus
toxin. (D) Pie charts represent the number of reactivity detected among aPL (solid) and non-aPL
clones (open), with the number of clones tested (n) indicated in the center.

153



lgM IgM
(CD27-) (CD27+)

non-aPL
clones

Negative : 98.9% Negative : 100% Negative : 100%
Positive : 1.1% Positive : 0% Positive : 0%
[INegative
-Vimentine like pattern

SO
cIones ]\ \, :
\/

Negatwe 57 5% Negatlve : 85.4% Negative : 91.7%
Positive : 42.5% Positive : 14.6% Positive : 8.3%

#1608L3P8

Fig. S3. Vimentin staining pattern of PL-reactive clones. HEp-2 vimentin-like pattern of
non-PL and PL reactive clones, derived from PAPS patients, considering IgM+CD27-,
IgM+CD27+ and IgG clones. Pie charts represent the frequencies of reactive (solid) and
nonreactive (open) clones, with the number of clones tested (n) indicated in the center. Scale bar,
20 pm

154



IgM (CD27-) IgM (CDZ7+) IgG
non-aPL non-aPL non-aPL

AgAChIB
recan
Anlithr%mbin
B2-microglobulin
Chondroitin Sulfate
Collagen |

complement C1
com lement C:
mplement C3a

dsDN,

Elastin
Factor Hq
Fibronectin

CATICASS)
Glycogrotsln 2

Heperan Sulfat_e
Insuli

Jo-1

KU (P70/P80)

Laminin

LC1

LKM1
Lysozyme

MDAS

Mi-2

Myosin

Platelet gycopratein b (&bio]
P otao lycan

Ro-SSA (534 60

Salivary Gland Prokem IJSPI

TIFL
Tissue Transglytaminase (IT
opolsomeraTseo

Vimentin

Vitronectin

Clostridium difficile
Escherichia coli

Flagellin CBirl
Haemophilus influenzae
Helicobacter p[lon
Lipopolysaccharides (LPS)
eumoniae grade Il antlgen

Staphylococcus aureus protem
Tetanus Toxoid
Toxoplasma
CMV (G and M‘;
EB'

Hepatitis A virus antlgen
Hepatitis B virus anti
epatitis C Virus (§ 2
HIV Chimeric Recombinan

HPV E7 (164

HSV-land HSV-2 antigen

Influenza A virus (H1IN1)

Influenza B virus

Parvovllus'BIQJBIQI
Rotavirus SA-1.

Rsv antigen

antigen

Rubella grade Illin W

beola antigen

S<
SARS-CoV-2 NCP
SARS-CoV-2 Splke
VZV antigen

Fig. S4. Progressive loss of polyreactivity during B-cell maturation. Supernatant from 136 aPLs clones and 120 non aPLs clones, derived from PAPS
patients, were used to probe autoantigen microarrays featuring 97 different foreign and self-antigens. Data are depicted as a fold change relative to the
IgM (CD27-), IgM (CD27+) or IgG non-aPl group.

155



IgM (c027-) IgM (CDZ7+) IgG

S g
5
4
3
2
1
0

Fig. S5. Similar polyreactive features of PL reactive clones in HD. Supernatants from 20 aPLs
clones and 24 non aPLs clones, derived from HD, were used to probe autoantigen microarrays

AChR3

Antltrﬁ%mbln
B2-microglobulin
Chondroitin Sulfate
Collagen |
CoIIagenIH

Coll
Coll Vv
Col VI
complement C1
complement C
complement C3a
ent C4
ent C5
ent C6
ent C7
[ ent C8
ent
dsDNA
Elastin
_Factor Hq
Flbrnnectln

Gliadin (IgG
GAD1/GI{I§6')
Glycogrotem 2
Pllb/llla
Heparin
Heperan Sulfate
Insulln

KU (P70/E89)
Laminin

LKM1
Lysozyme

MDAS
M| Z

Platelet glycoproteln Ib Plb)
Proteinase 3-ANCA
roteoflycan

Ro
Salivary Gland Proten!l ls(S|P71
Sm
Sphi Sm/Rli{P
ingomyelin
phing SKP54
ssDNA
ssRNA
hyroFIobulln
TIF1-r (TRIM33]

Tissue Transglutaminase (TTG
Toponsomeraﬁ’e 1

Vimentin

Vitronectin

Clostridium difficile

Escherichia coli

Flagellin CBirl

Haemophllus influenzae

Helicobacter p[lon

Lipopolysaccharides (LPS)

M. pneumoniae grade Il antlgen

Outer membrane Protein C (OmpC

Staphylococcus aureus protem

Tetanus Toxoid

Toxoplasma

CMV (G and M\}

HCOV-229E Spike

HCOV-HKU1 spike

HCOV-NL63 spike

HCOV-0C43 spike
Hepatitis A virus antlgen

Hepatitis B virus anti
epatitis C Virus (| Vt)
HIV Chimeric Recomblnan
HPV El

HPV E7 16+18

HSV-land HSV-2 antl en

Influenza A virus (H1N1)

Influenza B virus
Parvovirus B19 (B19
Rotavirus SA-1

RSV antigen

RSVP antigen

RubeIIaRgrade Il and IV

SARS-CoV-Z Spike

Y7V antigan

featuring 97 different foreign and self-antigens. Data are depicted as a fold change relative to the
IgM (CD27-), IgM (CD27+) or IgG non-aPL group.

156



>
®
o

- 20
40+ Kappa 8 _
o6 o a1 g ¢
@ Il Non-aPL clones (n = 92) 3 . ° £ 10 é%
[
0 | MMaPLclones(n=102) ep 4 ° H
S 30 on © e ® 2
N £5 2] ® s
5} a
= o
9 o_ii-_ o
%5 20+
z D.
[ X 30 @ Non-aPL clones (n = 92)
g- E @ aPL clones (n=102)
g 104 H
fre G 201 °
> ° .
3
§ 10
0- s ° 3
O VA A A DD OO 5D D A D S N O SN 2
7 NN NV DT ST oY (W NT WD NN T T NN Y W o a
4:4 {:\'\ @\ (-A\ {3\ {-4\ F\\A"%o@ o’{:\ (,‘F\ @W@W@W@W.{:\W@% .{:\A’ @0’04:\ Naive Unswitched Switched
0\(’\00\0\"@\&“\\\\("@\(’@\6’\0\(’\0\ memory memory
E : 20
Lambda E < s
40 ga s
= ©
3 %10
° Il Non-aPL clones (n = 86) 8 ] S
% M aPL clones (n = 56) gﬁ 2 s
2 30+ S 8
> 0
-
- H
=
S 204 =
g B3 @ Non-aPL clones (n = 86) ° °
@ E @ aPL clones {n = 56)
z G 2
.- o
@ 10 d oof%
L 5 olo
°
5 1 ofee
2 o ole ®°o0o
0 g o[® 7 K3 °
Nai U itched Switched
PN PR PSRN NP RPN D PP PP DD P e ':w;\;re rmn:oe
PN ORISR ROt s emery v
~
xogafaRag ogaoRagaafag g aftaRaagogaRagog

among IGVH3-11, 3-21, 3-74,4-34,4-39
38%
E ;ambda i 62% O Other clones (n = 18)
appa
PP (O apLclones (n = 44)

Fig. S6. In depth reactivity and light chain features of phospholipid reactive B-cells in PAPS
patients. (A) IGKV gene frequency of aPL B-cell clones (red) compared to non-aPL clones (blue).
(B to D) Number of CDR3 positively charged amino acid (C), length of CDR3 (D) and frequency of
SHM per VK segment according to B cell subpopulation (E) in aPL compared to non aPL clones.
(E) IGLV gene frequency of aPL B-cell clones (red) compared to non-aPL clones (blue). (F to H)
Number of CDR3 positively charged amino acid (G), length of CDR3 (H) and frequency of SHM per
VL segment according to B cell subpopulation (I) in aPL compared to non aPL clones. (I)
Frequencies of kappa/lambda isotypes among clones with IGHV3-11, 3-21, 3-74, 4-34, 4-39
encoded BCR (n = 62 clones). Two-tailed Mann-Whitney test was used to compare groups. PAPS,
primary antiphospholipid syndrome; HD, healthy donor; SHM, somatic hypermutation.
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Fig. $8. Single-cell analysis of circulating B cell populations in PAPS patients. (A) Heatmap
showing the expression of the top 10 DEGs (row) per cluster for each cell (column). (B) Projection
of heavy chain isotype and SHM frequency on scRNA UMAP projection. (C) Light chain isotype
repartition among B cell subpopulations defined by scRNAseq clusters. (D) Frequencies of B cell
subpopulations defined by scRNAseq clusters in whole blood from PAPS patients (n = 5) and HD
(n = 2). (E) CD148 MFI on naive B cells from two representative APS and two HD (left) and CD148
MFI ratio on naive B cells from PAPS (n = 5) patients and HD (n = 4) (right). (F) TACI and BAFF-R
MFI ratio on memory B cells from APS (n = 15) patients as opposed to HD (n = 15). (G) APRIL
concentration in the plasma of HD compared to PAPS patients. PAPS, primary antiphospholipid
syndrome; HD, healthy donor.
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Le SAPL primaire est une maladie auto-immune a autoanticorps prototypique (Meroni et
al. 2011). Néanmoins, la genese des aPL pathogenes demeure encore mal comprise pour
des raisons déja évoquées plus haut, du fait de la multiplicité des autoantigenes impliqués
et des difficultés a identifier les cellules B spécifiques de ces derniers. Nous avons tenté de
relever ces défis chez des patients avec SAPL primaire triple positif, en employant deux
techniques a I'échelle d’une cellule unique : i) des lignées clonales de lymphoblastes et ii)
une analyse B multimodale sur LB primaires, avec I'objectif de décrire de facon exhaustive
les caractéristiques des sous-populations B et des LB spécifiques des PL. Nous avons ainsi
pu fournir une description exhaustive du phénotype des LB périphériques et de leur
répertoire chez les patients, identifier des caractéristiques communes aux LB PL-
spécifiques en termes de région variable d’Ig, de réactivité, et préciser les déterminants

de leur différenciation périphérique.

Nous n’avons pas identifié de franche anomalie de répartition des sous-populations B
périphériques chez 15 patients. Ces résultats corroborent de précédents travaux effectués
chez des patients avec SAPL de phénotype thrombotique ou obstétrical. Chez 11 patients
avec SAPL primaire, une fréquence accrue de LB naifs et de LB transitionnels était notée,
associée a une diminution des LB mémoires switchés par rapport a des sujets controles
ou des patients ayant présenté un évenement thrombotique sans aPL (Simonin et al.
2017). Néanmoins, les variations constatées étaient modestes et non retrouvées dans une
cohorte plus large de 37 patients avec SAPL primaire (Alvarez-Rodriguez et al. 2018). Par
ailleurs, aucune expansion des LB CD27-IgD- n’était retrouvée dans ces études. Le
phénotype plus détaillé de nos patients, incluant les marquages CDXC5 et CD11c, indique
qu’ils ne présentent pas d’augmentation de la fréquence des LB DN2 ou de leurs
précurseurs, les cellules aNaive. L'absence d’expansion de ces LB CD11c+, acteurs de la
voie différenciation extra-folliculaire, représente une différence notable avec les
anomalies lymphocytaires B décrites dans le LES (Jenks etal. 2018; Tipton et al. 2015). De
plus, I'élévation des ASC circulants, autre singularité des patients lupiques (Ignacio Sanz
et al. 2023), n’est pas retrouvée chez nos patients SAPL. Ce résultat s’'oppose a une étude
portant sur 26 patients avec SAPL primaire, ou une expansion de plasmablastes était
notée, en particulier lorsqu’une signature IFN ou une expression de TLR7 était identifiée
(Hisada et al. 2019). La fréquence de ces plasmablastes était néanmoins inférieure a celle

de patients lupiques avec SAPL secondaire.
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Les points de tolérance déficients dans le SAPL primaire ne sont pas connus.
Contrairement au LES ou a d’autres MAI comme les vascularites a ANCA (Bashford-Rogers
et al. 2019), nous n’avons pas identifié de biais d'usage de génes V, que ce soit pour les
chaines H ou L, dans les LB totaux des patients. En considérant la séquence complete des
régions variables des chaines lourdes, tous nos patients présentent une diversité
restreinte de leur répertoire B. Cette baisse de diversité est retrouvée des le stade naif, ce
qui peut indiquer un défaut de réarrangement VD] lors des étapes de différenciation
précoce. Les clones B spécifiques des PL sont plus souvent d’isotype x que chez le sujet
sain, ce qui pourrait suggérer un défaut d’édition du récepteur (Chen etal. 2020). L'analyse
des segments k réarrangés a I'échelle des LB totaux ne plaide toutefois pas en faveur d’'un
défaut de recombinaison secondaire : 18,1% des réarrangement k impliquent un segment

VK distal chez les patients, contre 18,1% chez les sujets sains.

Plusieurs points viennent nuancer I'implication d’une tolérance centrale défectueuse dans
la genese du pool de LB réactifs contre les PL. L'analyse de clones B immortalisés en cellule
unique nous a permis de montrer que la fréquence de LB naifs PL-spécifiques était proche
entre les patients et un sujet contrdle. La présence de tels LB réactifs contre les PL chez
des sujets sains avait déja pu étre démontrée en contexte de primo-infection EBV (Patricia
Lieby et al. 2003). Considérant, de plus, que la plupart des BCR des clones aPL sont
polyréactifs chez nos patients, nos données tendent a prouver que les aPL dérivent d’'un
pool naturel de BCR présent physiologiquement au stade naif. Nous pouvons alors
supposer que les BCR autoréactifs sont éliminés ou leur spécificité modifiée par la
tolérance périphérique tardive chez les sujets sains, mais pas chez les patients. En effet, la
fréquence des BCR pL-spécifiques est pres de trois fois supérieure parmi les clones
dérivant des LB mémoires switchés des patients par rapport au sujet contréle. Leurs BCR
ne sont plus polyréactifs et sont mutés, ce qui suggere que les LB dont ils dérivent suivent
bien un processus de maturation d’affinité secondaire. La sélection inhérente au

compartiment post-antigénique apparait donc inefficiente ou inopérante.

L'analyse détaillée des régions variables du BCR des clones aPL identifie des geénes VH plus
fréquemment utilisés. Certains, dont IGHV4-34 et IGHV3-11, ne sont retrouvés que dans
les clones dérivant de LB naifs. De fagon générale, chez le sujet sain, les LB exprimant
IGHV4-34 sont fréquents dans le compartiment naif. Ils constituent des BCR largement

polyréactifs, notamment vis-a-vis d’épitopes du microbiote, et sont fréquemment
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anergiques, ce qui n'autorise pas leur entrée dans les follicules comme le suggere le fait
que leur proportion soit faible parmi les LB switchés (Cappione et al. 2005; Sabouri et al.
2014). Larédemption clonale opére de telle sorte que les rares clones mémoires retrouvés
chez les sujets sains sont mutés dans l'idiotype 9G4 (Reed et al. 2016; Sabouri etal. 2014).
Ces processus sont déficients dans le LES (Burnett et al. 2019). Chez nos patients, le fait
que le gene IGHV4-34 ne soit plus retrouvé dans les BCR des clones issus du compartiment
post-antigénique rend improbable leur implication dans la sécrétion d’aPL pathogenes, et
distingue singulierement les mécanismes de rupture de tolérance B dans le SAPL primaire
de ceux du LES. A I'opposé, les segments 4-39, 3,-21, 3-74 de chaines H sont retrouvés
dans les clones dérivants de LB mémoires. La fréquence importante de genes IGVH4-39
dans les Ig de PC des patients est inhabituelle (Scheid et al. 2011). Bien que nous n’ayons
pas validé le caractere pathogene de ces Ig, cela laisse penser qu’elles pourraient
participer au pool de PC sécréteurs d’aPL. Ce gene avait déja été décrit dans des contextes
d’auto-immunité lié aux aPL. Dans les travaux de R. Bashford et al. Les BCR IGHV4-39
étaient plus fréquemment retrouvés dans les LB périphériques des patients lupiques, a la
fois dans le compartiment naif et post-antigénique, mais sans qu'il soit précisé si ces
patients avaient un SAPL secondaire (Bashford-Rogers et al. 2019). Le clonage en cellule
unique des LB naifs de trois patients lupiques pédiatriques révele que le gene IGHV4-39
est retrouvé dans respectivement 19% et 6% des BCR de LB matures naifs des deux
patients présentant des anticorps anticardiolipides, alors que ce gene n’était pas retrouvé
pour le patient sans biologie aPL (Yurasov et al. 2005). Quant au gene IGHV3-74, il a été
identifié dans la région variable d'un anticorps antif2GPI (JGG9) produit par des

hybridomes obtenus a partir de LB d'un patient avec SAPL (Buschmann et al. 2005).

Cet anticorps JGGY (d’isotype IgM ou IgG1 dans sa forme recombinante rJGG9) reconnait
la CL de facon dépendante de la B2GPI et a une affinité importante pour le domaine I de
celle-ci (Miiller-Calleja et al. 2021; Miiller-Calleja et al. 2017). Par rapport a la séquence
germinale, la chaine lourde du JGG9 porte diverses mutations, dont plusieurs
substitutions d’acides aminés pour des résidus arginine (2 dans la FR3, 2 dans la CDR3)
(Buschmann et al. 2005). Le role crucial des résidus arginine dans la spécificité B2GPI
avait déja été démontré par I'’étude d'un anticorps monoclonal (IS4), d’isotype IgG et
reconnaissant la B2GPI, exprimé dans des lignées CHO (Chinese hamster ovary)(l. Giles et

al. 2006). Les quatre résidus arginines présents dans la CDR3 de cet anticorps proviennent
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de SHM. La substitution de n’'importe laquelle de ces arginines par une sérine réduit
I'affinité pour la B2GPI, alors que seule une substitution d’'une des deux arginines les plus
distales réduit I'affinité pour la cL, la phosphatidylsérine, la phosphatidylethanolamine.
La charge positive de I'arginine, qui faciliterait la liaison a un complexe B2GPI et PL
chargés négativement, n’est probablement pas une explication suffisante pour expliquer
I'importance de ces insertions dans les régions CDR. Notre équipe a montré qu'une fois
reversé en condition germinale, un aPL (CIC15) ne générait plus de thrombose chez la
souris. Cette réversion impliquait le remplacement de 3 résidus asparaginase dans la
CDR1 de la chaine légere kappa (Patricia Lieby et al. 2004). De fagon intéressante, la
version germinale de cet aPL était polyréactive et réagissait contre la thyroglobuline, la
myoglobine, 'ADN simple brin, ce qui corrobore notre hypothese que les aPL dérivent d’'un
pool naturel d’anticorps polyréactifs. Bien que les acides aminés introduits et les régions
d’insertion soient différentes (chaine H ou L), 'ensemble de ces résultats souligne surtout
I'importance des SHM dans la pathogénicité des aPL. Le ratio R/S des SHM constaté dans
les anticorps IS4 et CIC15 est en faveur d’un processus drivé par I'antigene, ce qui fait écho
aux résultats de W. Ruff et al. sur la cross réactivité des IgG anti-B2GPI avec des épitopes
du microbiote qui pourraient participer a la maturation d’affinité de ces anticorps

(Chukwuocha et al. 2002; Patricia Lieby et al. 2004; Ruff et al. 2019).

Les processus de tolérance périphérique tardive tels que la rédemption clonale, concerne
a la fois les voies de différenciation folliculaire et extra-folliculaire (Ambegaonkar et al.
2022; Burnett et al. 2019). S’ils sont indirects, plusieurs arguments supportent
I’hypothése d’une différenciation folliculaire des LB spécifiques des aPL chez nos patients.
Les BCR IGHV4-39 sont retrouvés dans la moelle osseuse et présentent un phénotype de
PC a longue durée de vie. Lensemble des ASC circulants exprime d’ailleurs d’avantage
CXCR4 a leur surface, ce qui pourrait favoriser leur migration dans la MO (Hargreaves et
al. 2001). De plus, les LB naifs des patients, dont les LB exprimant les VH
d’intérét, surexpriment des marqueurs d’adressage aux follicules B dont CD62L (SELL) et
CXCRS5 et, globalement, présentent une signature pré-CG(Jenks et al. 2018; King et al.
2021). Ces données supportent I'idée que le défaut de tolérance périphérique constatée

chez nos patients implique des mécanismes intrinseques au CG.

Dans ce contexte, la dérégulation des voies mTORC1 et C-Myc constatée dans leur LB peut

avoir un role important. C-Myc est indispensable a la formation et au maintien des CG
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(Calado et al. 2012; Dominguez-Sola et al. 2012). Pour les LB de la zone claire, ce facteur
de transcription est nécessaire au retour dans la zone sombre du CG et a la reprise des
cycles prolifératifs (Inoue and Kurosaki 2023). Chez la souris, C-Myc protege ces cellules
Son activation exacerbée pourrait fournir un avantage sélectif de facon inappropriée a des
clones autoréactifs, renforcée par la réponse exacerbée a CD40L que nous identifions lors
des tests de différenciation plasmocytaire des LB de nos patients. Cette derniere
caractéristique est par ailleurs concordante avec l'expression accrue par les LB des
molécules du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de classe Il qui pourrait

faciliter leur interactions avec les TFH (Ise et al. 2014).

Concernant le signal mTORC1, il est intéressant de noter qu'une des formes
monogéniques de SAPL, extrémement rares, implique une mutation gain de fonction de
MTOR (Rodriguez-Garcia et al. 2012). L'implication de la voie moléculaire mTORC1 dans
le SAPL a été démontrée chez des patients atteints de néphropathie associée au SAPL,
pour lesquels une activation de cette voie étaient constatée dans les cellules endothéliales
(Canaud et al. 2014). Cette activation était aussi retrouvée dans les cellules endothéliales
des vaisseaux atteints par un CAPS. Cependant, le rdle de la signalisation MTOR dans les
cellules B du SAPL n'a pas été explorée. MTOR est une sérine/thréonine qui interagit avec
plusieurs protéines pour former deux complexes distincts nommés mTORC1 (six
protéines dont spécifiquement raptor et PRAS40) et mTORC2 (sept protéines dont
spécifiquement Rictor et mSin1) (Laplante and Sabatini 2012). La rapamycine est un
inhibiteur MTOR: elle forme un complexe avec la protéine K506-binding protein
(FKBP12) qui lie et inhibe MTOR dans le complexe mTORC1 mais pas mTORCZ2. mTORC1
phosphoryle une variété de substrats, aboutissant a un programme anabolique pour la
cellule. Il favorise la synthese protéique en supprimant les inhibiteurs du facteur
d'initiation de la traduction eucaryote 4E (elF4E) et en activant les inducteurs
ribosomiques S6 de la traduction des protéines. Il participe également a la régulation de
la glycolyse, de la synthese des acides gras, de la biogenése des mitochondries et du
réticulum endoplasmique via différents facteurs de transcription comme (SREBP), le
récepteur activé par les proliférateurs de peroxysomes y (PPARYy), le facteur 1a induit par
I'hypoxie (HIF1a) et C-Myc (Laplante and Sabatini 2012; Weichhart et al. 2015). mTORC2

favorise la survie cellulaire et la dynamique du cytosquelette via la protéine kinase Akt.
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Dans le lignage B, mTORC1 est indispensable au développement des LB de la zone
marginale, mais aussi a celui des CG et aux fonction sécrétrices des PC (Cox et al. 2023;
Zhang et al. 2013; Limon et al. 2014). Ainsi, chez la souris, la rapamycine empéche le
développement des CG et la commutation de classe des LB lors d'une infection par le virus
influenzae (Keating et al. 2013). Dans un modeéle inductible, I'inhibition de RPTOR sélective
dans les LB matures naifs empéche le développement des CG en réponse a une
immunisation NP-IgG de poulet (Nonylphenol-chicken y-globulin), avec diminution
drastique des LB du CG, ainsi que le développement de nouveaux PC (Jones et al. 2016).
Des effets similaires sont retrouvés lors du traitement par la rapamycine. Dans le modeéle
NZB/W, ce traitement ne modifie pas la survie des PC dans la MO mais inhibe leur fonction

de synthese protéique et, de fait, la synthese d’anticorps, dont les anti-ADNdb.

En plus d’orienter les LB des patients vers le CG et la différenciation en PC de longue durée
de vie, la dérégulation de mTORC1 pourrait aussi expliquer le défaut de sélection du CG
que nous avons constaté. Nous avons vu que la sélection positive des LB de haute affinité
se produit dans la zone claire grace a un avantage sélectif conféré notamment par les
cellules dendritiques folliculaires et l'aide fournie par les TFH (Mesin, Ersching, and
Victora 2016). mTORC1 est requis pour assurer le programme anabolique qui précede la
transition zone claire - zone sombre et la prolifération (Inoue and Kurosaki 2023).
Toujours en réponse a l'infection influenzae, la rapamycine modifie le répertoire des
anticorps switchés puisque le profil de réactivité vis-a-vis de séquences peptidiques
d’hémagglutines est modifié (Keating et al. 2013). La délétion de RAPTOR dans les LB
reproduit une partie du phénotype et réduit 'expression de AICDA (Keating et al. 2013).
Lors de I'immunisation par NP-ovalbumine de souris ayant eu un transfert adoptif de LB
avec activation constitutive de mTORC1 (RragaGTP/GTP), le séquencage du BCR des LB
RragaGTP/GTP du CG triés en single cell montre que leur chaine lourde est mutée, ce qui
plaide pour des mécanismes de SHM préservés (Ersching et al. 2017). L'affinité de ces LB
pour l'ovalbumine reste faible, ce qui indique qu'une activation exagérée de mTORC1
impacte bien le processus de sélection du CG. Ce défaut de sélection peut étre transposé a
nos patients. Ainsi, les LB mémoires switchés présentent des niveaux de SHM préservés.
Le fait que, apres SHM, des acides aminés chargés positivement, dont des résidus
arginines, soient plus fréquemment retrouvés dans les LB switchés pourrait étre expliqué

par une sélection du CG déficiente impliquant un signal mTORC1 dérégulé.
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L'activation du complexe mTORC1 dans les LB repose sur différents déterminants tels que
les facteurs de croissance (dont IGF-1), les signaux PI3K, MAPK, ou le niveau
intracellulaire de certains acides aminés (dont la leucine) (Laplante and Sabatini 2012).
Un autre régulateur positif est le récepteur TACI. Dans les LB de la zone marginale
humains, une stimulation par APRIL induit une signature mTORC1 et la phosphorylation
de la protéine S6 (Sintes et al. 2017). MTOR lie TACI via MYD88 et transduit son signal
pour favoriser les programmes métaboliques a l'origine de leur différenciation en PC
commutés. Nous identifions une expression accrue de TACI a la surface des LB naifs de
nos patients, de méme que des concentrations augmentées d’APRIL. Le lien de causalité
avec l'activation mTORC1 n’est pas établi et, dans nos mains, la stimulation par APRIL ne
parait pas étre suffisante pour générer une phosphorylation des protéines en aval de
mTORC1 (données non montrées). Ce défaut de TACI interroge néanmoins sur son role
dans la rupture de tolérance périphérique. L'influence de TACI sur la survie des LB naifs
semble moins prépondérante que BAFF-R. APRIL ou BAFF multimérique (60-mer)
augmente pourtant la survie de tous les LB murins par un mécanisme TACI dépendant
(Bossen et al. 2008). TACI, en particulier son isoforme courte chez ’humain, est connu
pour favoriser la réponse T-indépendante et la différenciation en plasmablastes (Jackson
and Davidson 2019; von Biilow et al. 2001). Cependant, TACI maintient I'expression de
Blimp-1 et soutient la différenciation en PC a longue durée de vie, en particulier son
isoforme courte chez I'homme (Tsuji et al. 2011; Garcia-Carmona et al. 2018). De fagon
concordante, la stimulation par APRIL de LB naifs murins renforce la réponse a une
stimulation en condition T dépendante, notamment la différenciation plasmablastique, en

présence de CD40L et IL-4 (Castigli et al. 2007).

Lidentification de ces différentes signatures apporte des éléments en faveur du role
potentiellement bénéfique de thérapies ciblées dans le SAPL. Dans I'étude de G. Canaud et
al. les patients greffés rénaux en contexte de néphropathie liée au SAPL présentaient une
meilleur survie du greffon lorsqu’ils étaient traités par rapamycine, qui prévenait
également la récidive des lésions vasculaires comme la prolifération cellulaire et
I'hyperplasie intimale (Canaud et al. 2014). Les auteurs précisent que le titre d’aPL n’était
pas modifié significativement a 12 mois de traitement. Cependant, seuls dix patients ont
été traités, dont quatre n’avait qu'un LA (donc pour lesquels une variation de titre

d’anticorps n’était pas évaluable) et deux seulement présentaient des anti-B2GPI.
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Plusieurs études ont montré la réduction des titres d’aPL dans les SAPL primaires et
secondaires sous belimumab, inhibiteur de BAFF (Emmi et al. 2019; Bettiol et al. 2022;
Chatzidionysiou et al. 2020). L’inhibition de TACI chez les males NZWxNXSB ne réduit pas

le titre d’anticorps mais prévient les 1ésions rénales(Kahn et al. 2008).

LIFN peut favoriser la survie des LB spécifiques d’aPL au stade transitionnel/mature,
modifier la réponse de ces LB a la signalisation TLR/MYD88, mais aussi limiter leur
anergie et ainsi leur permettre d’entrer dans le CG (Ferri et al. 2023). Comme chez nos
patients, une telle signature a été retrouvée sur une analyse transcriptomique sur PBMC
de patients avec SAPL triple positif. Ainsi, I'étude par bulk RNA-sequencing menée chez 62
patients avec SAPL primaire (dont 30 triple positifs) indique que les genes de réponse a
I'IFN sont surexprimés chez les patients avec triple positivité par rapport a des sujets
sains, mais aussi aux patients SAPL avec simple ou double positivité (Verrou et al. 2023).
Les mémes résultats ont été retrouvés lors d’'une analyse par RT-qPCR (real time
quantitative polymerase chain reaction) de six génes de réponse a I'lFN chez 55 patients
avec SAPL primaire (Palli, Kravvariti, and Tektonidou 2019). Dans les modeles murins
lupiques, LIFNa a été identifié comme un des facteurs pouvant favoriser la résistance aux
thérapies ciblant BAFF ou APRIL (Z. Liu et al. 2011; Jackson and Davidson 2019). Ces
résultats peuvent expliquer pourquoi le belimumab et ’hydroxychloroquine, qui module
la sécrétion d'IFN de type I, semblent agir de facon synergique dans le SAPL (J. Banchereau
and Pascual 2006; Gies et al. 2020; Bettiol et al. 2022).

Pour résumer, nos résultats permettent de proposer un modele de la physiopathologie B
dans le SAPL primaire (Figure 17). Selon ce modeéle, les LB spécifiques des PL chez les
patients proviendraient d'un pool de cellules B naturellement polyréactives. Ces cellules
B, au répertoire BCR restreint, parviendraient a échapper aux mécanismes de tolérance
périphérique au stade naif, soutenues par l'engagement de TACI et d'IFN. Suite a
I'exposition a des stimuli antigéniques encore mal identifiés, ces LB seraient autorisés a
entrer dans le CG. Leur maturation d’affinité y serait alors inappropriée, avec un défaut de
sélection expliqué par une dérégulation des voies mTORC1 et C-Myc, et une réponse
accrue a la co-stimulation T, aboutissant a une différenciation en PC a longue durée de vie
sécréteurs d’aPL de forte affinité. Au vu des connaissances actuelles, ces aPL pourraient
exprimer leur potentiel thrombogene en contexte de terrain génétique prédisposant
(thrombophilie, anomalie du complément...) ou lors d’événements surajoutés tels qu'une

activation des acteurs du systéeme immunitaire inné (neutrophiles, monocytes).
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La section supérieure représente la différenciation et la maturation d’affinité des LB spécifique des PL. La partie inférieure
explicite les voies de signalisation du LB cruciales pour cette différenciation. Les ligands, récepteurs, facteurs de
transcription identifiés comme étant surexprimés ou sur-activés dans notre étude sont représentés en rouge. aPL,
antiphospholipides ; cDC, cellule dendritique conventionnelle, CMH, complexe majeur d’histocompatibilité; fDC, cellule
dentritique folliculaire; GAS, gamma interferon activation site ; GEFs, guanine nucleotide exchange factors ; IFNAR, récepteur

a l'interféron a;

IFNGR, récepteur a l'interféron y; IFN, interféron;

ISG, inteferon stimulated genes ;

ISRE, interferon-

stimulated responding element ; IRF, inteferon regulating factor ; MO, moelle osseuse, NET, neutrophile extra-cellular trap ;
PL, phospholipide ; pDC, cellule dendritique plasmacytoide ; PC, plasmocyte ; PNN, polynucléaire neutrophile, STAT, signal
transducer and activator of transcription, TFH, lymphocyte T helper folliculaire; TSC, Tuberous sclerosis-1. Fait avec

Biorender.
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Notre travail présente plusieurs limites. En premier lieu, l'effectif des patients est
restreint, notamment en ce qui concerne I'analyse en CITE-Seq qui n’a concerné que 5
patients. Le caractere homogene de notre groupe et le caractere rare du SAPL triple
positive fait nuancer cette réserve. Bien qu’elle ait permis de tester un grand nombre de
clones, I'utilisation de lignées lymphoblastiques ne représente pas forcément la diversité
des LB primaires des patients. La condition de culture en cellule unique a permis de
s’affranchir du risque de sélectionner des réarrangements spécifiques, comme cela a pu
étre montré dans des cultures en « bulk ». Cette condition nous a également assuré de
conserver le phénotype d’origine de la cellule, puisqu’il a été démontré que
I'immortalisation EBV n’induisait pas de commutation de classe en l'absence de
stimulation T-dépendante (Heath et al. 2012). L'infection EBV est connue, en revanche,
pour induire des mutations dans les régions variables d’Ig a partir de J]30 environ
(Kalchschmidt et al. 2016). Pour limiter ce biais, chaque patient a été utilisé comme son
controle interne, avec une durée de culture équivalente des clones pour chaque patient, et
ne dépassant pas 3 a 4 semaines. Concernant l'analyse B multimodale, le nombre de
cellules relativement réduit analysées pour chaque patient n’a pas permis d’effectuer de
lignage clonal détaillé, ni de détecter des CDR3 spécifiques que nous aurions pu identifier
dans les clones aPL. L'absence d’ASC parmi les cellules étudiées, lié a la congélation des
cellules, a restreint les résultats obtenus sur le compartiment post antigénique. De plus,
seules les populations B sanguines ont pu étre étudiées. Dans I'optique d'une description
plus détaillée des mécanismes défaillants dans le CG, I'étude des LB des OLS serait
précieuse. Le clonage de PC médullaires pour deux patients nous a néanmoins permis
d’identifier les réarrangements préférentiels de ces cellules et d’émettre des hypotheses
quant aux mécanismes de tolérance périphériques tardifs. Enfin, la principale limite
réside dans le fait que les BCR des LB spécifiques des aPL n’ont pas été testés pour leur
affinité et leur pathogénicité in vitro. L'analyse des apL de forte affinité, notamment pour
le domaine [ de la 2GPI, dont on connait I'importance dans la survenue de manifestations
cliniques, permettrait de mieux préciser quels était les réarrangements et les SHM
déterminants dans la pathogénicité des apL, et de mieux appréhender le destin cellulaire

des LB a leur origine.

En tenant compte de ces limites, notre étude reste la premiere a explorer de fagon détaillée

les anomalies lymphocytaires B et le phénotype des LB spécifiques des aPL dans le SAPL
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primaire triple positif par l'intermédiaire de techniques novatrices. Il souligne que
I’échappement a la tolérance des LB est un processus multifactoriel, au moins
partiellement distinct de celui du LES, et conforte les pistes récentes quant a l'utilisation

des thérapies ciblées dans le SAPL primaire.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Systemic lupus (SLE) is characterized by a break of B cell tolerance that plays a central role in disease patho-

Systemic lupus erythematosus physiology. An early checkpoint defect occurs at the transitional stage leading to the survival of autoreactive B

Transitional B cells cells and consequently the production of pathogenic autoantibodies. The main purpose of our work was to

ggergferon determine whether transitional B cells, as the most immature naive B cell subset upstream of pathogenic B cells,

TL]: o display specific features compared to healthy non SLE subjects. Through extensive analysis of transitional B cells
from untreated or low treated, mostly Caucasian, SLE patients, we demonstrated that transitional (T1 and T2) B
cell frequencies were increased in SLE and positively correlated with disease activity. SLE transitional B cells
displayed defects in two closely inter-related molecules (i.e. TLR9 defective responses and CD19 down-
regulation). RNA sequencing of sorted transitional B cells from untreated patients revealed a predominant
overexpression of interferon stimulated genes (ISGs) even out of flares. In addition, early transitional B cells from
the bone marrow displayed the highest interferon score, reflecting a B cell interferon burden of central origin.
Hence, the IFN signature in transitional B cells is not confined to African American SLE patients and exists in
quiescent disease since the medullary stage. These results suggest that in SLE these 3 factors (i.e. IFN imprint-
ment, CD19 downregulation and TLR9 responses impairment) could take part at the early transitional B cell
stage in B cell tolerance by-pass, ultimately leading in periphery to the expansion of autoantibodies-secreting
cells.

1. Introduction produce pathogenic autoantibodies, specifically against double-

stranded DNA (dsDNA) but also against ribonucleoproteins (SSA/Ro52,
Systemic lupus erythematosus (SLE) is a severe autoimmune disease Sm) and phospholipids. The etiology of SLE is still not well understood
characterized by flares and mostly affecting young women. Patients but B cells and their autoantibodies play an essential role in disease
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pathophysiology [1,2]. There is currently a debate on SLE B cell fate
and on the origin of ANA™ IgG™ cells [3]. Sequencing studies in young
SLE patients and in the NZB/W lupus prone mice recorded greater
percentages of ANA* cells in naive or new emigrant/transitional B
cells, and an early breakdown of B tolerance [4,5]. Other studies argue
for a late loss of control, as demonstrated by the expansion of IgG™
plasma cells in some patients with SLE and in the MRL/lpr model [5].

Strong data support the “early or naive B cell model” in SLE.
Autoreactive B cells including anti-nuclear and anti-ds DNA B cells are
known to be controlled at the bone marrow (BM) level mainly by de-
letion or editing [6-8]. There is in patients affected with SLE an in-
creased frequency of ANA™ and anti-dsDNA™ in naive B cells compared
to immature B cells suggesting defective selection at the transitional
stage [4]. SLE mature naive B cells display a specific decrease in the
expression of CD19, which is necessary for efficient B cell signaling [9],
and an altered in vitro toll like receptor 9 (TLR9) responses [10]. The
latter observations are in agreement with disease worsening in TLR9
deficient lupus-prone murine models, and with TLR9 preventing the
survival of autoreactive naive B cells when co-engaged with B cell re-
ceptor (BCR) via nucleic acid-autoantibodies complexes [11].

Nucleic acid-containing immune complexes also activate myeloid
and plasmacytoid dendritic cells (pDCs) leading to the secretion of type
I and II interferons (IFN), key cytokines associated with SLE patho-
genesis [12,13]. Mei Liu et al. showed that plasma from Chinese pa-
tients enhance transitional B cell survival in a type I IFN dependent
manner [14] In addition, increased levels of IFN-B were particularly
detected in transitional B cells from African American SLE patients with
nephritis and high levels of anti-ribonucleoproteins autoantibodies
[15]. Hence, transitional B cells could be early key actors in SLE pa-
thogenesis.

Considering these critical issues and the fact that transitional B cells
are often increased in the blood of SLE patients independently of their
ethnicity [10,16,17], we explored in depth transitional B cells from
untreated or low treated, mostly Caucasian, SLE patients in quiescent or
active phase of their disease. The main purpose of our work was to
determine whether transitional B cells, as a potential checkpoint of
tolerance and as the most immature naive B cell subset upstream of
pathogenic B cells, display specific features compared to healthy non
SLE subjects. The question at hand is very important considering the
needs in SLE for targeted or personalized therapy.

We confirm herein the increased frequency of transitional B cells in
SLE, and more specifically of T1 and T2 subsets. This increase does not
result from a proliferation or apoptosis defect but likely output from the
BM. SLE transitional B cells display an abnormal phenotype with a
CD19 reduced expression and an impaired response to TLR9 stimuli. In
addition, a strong IFN signature, of central origin, is present at this
stage, even in quiescent patients. We suggest that these 3 factors (i.e.
IFN imprintment, CD19 downregulation and TLR9 response impair-
ment) could take part at the early transitional B cell stage in B cell
tolerance by-pass.

2. Materials and methods
2.1. Study approval

The study was conducted in accordance with the principles of
Helsinki declaration. Informed consents were obtained from all patients
and healthy donors (HDs). The study was approved by the Clinical
Research Ethic Committee of Strasbourg's University Hospital and the
Human Subjects Institutional Review Board of the University of
Rochester Medical Center (URMC).

2.2. Patients and samples

For blood samples, 23 patients (21 females and 2 males; 17 quies-
cent and 6 active patients) aged from 29 to 68 years with the diagnosis
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of systemic lupus erythematosus (SLE) were selected. The main char-
acteristics of SLE patients are listed in Supplementary Table 1. All pa-
tients fulfilled the ACR SLE classification criteria [18]. Disease activity
was measured by the modified Systemic Lupus Erythematosus Disease
Activity Index (SLEDAI-2K) [19]. A SLEDAI-2K below 5 defines the
quiescent patients associated with no activity in major organ systems,
no vasculitis, no fever, no haemolytic anaemia, no new features of lupus
activity or increase in treatment [20]. Only patients with no treatment
(i.e. no immunosuppressive drugs, steroids and hydroxychloroquine
within the last 6 months), or treated with low-dose steroids (< 10 mg
per day) with or without hydroxychloroquine were included. Patients
treated with immunosuppressive drugs within the previous 6 months
were systematically excluded. For transcriptomic analysis, only un-
treated patients were included, as hydroxychloroquine and corticos-
teroid therapy modify the lymphocyte transcriptomic profile [13].
Routine measurements were performed to determine ANAs (indirect
immunofluorescence with Hep-2 cells, Zeus Scientific, USA) and anti-
dsDNA titers (screened by ELISA; Kallestad anti-DNA microplate EIA;
BioRad, Hercules, CA, USA). ANAs were considered positive when > 1/
160. SSA/Ro60, SSB/La, and Sm antibodies identification was per-
formed using enzyme immunoassays (Eurolmmun, Lubeck, Germany)
according to manufacturer’ specifications. Anticoagulated venous blood
was drawn from SLE patients and from ethnicity, age and sex matched
HDs and was subjected to density gradient centrifugation to get per-
ipheral blood mononuclear cells (PBMC) and remove dead cells.

For bone marrow (BM) samples, 4 patients (4 females, all quiescent)
aged from 24 to 55 years with the diagnosis of systemic lupus er-
ythematosus (SLE) were selected. The main characteristics of SLE pa-
tients are listed in Supplementary Table 1. Research BM aspirates from
SLE patients and HDs were obtained (i) at URMC by aspiration from the
iliac crest (n = 3) and (ii) at Strasbourg University Hospital by aspira-
tion from the sternum (n = 1). Paired peripheral blood samples were
obtained for 3 SLE patients and 3 HDs (2 at URMC and 1 in Strasbourg).
BM aspirate were subjected to density gradient centrifugation to get BM
mononuclear cells and remove dead cells.

2.3. Flow cytometry

Cell viability was assessed by incubation of cells with Fixable
Viability Dye eFluor® 780 (eBioscience, San Diego, CA, USA) following
the manufacturer's protocol. Samples were incubated with antibodies
for 15 min at 4 °C. Intracellular staining was performed, for Ki-67 using
True Nuclear™ Transcription Factor Fix (BioLegend, San Diego, CA,
USA) following the manufacturer's recommendations. The cells were
washed twice in PBE (PBS, 0.5% Bovine Serum Albumin, 2 mM EDTA)
and analyzed on a Gallios flow cytometer (Beckman Coulter, Villepinte,
France). For the analysis of protein expression, level of the geometric
mean fluorescence intensity (MFI) was used. Fluorescence Minus One
(FMO) controls were performed. Data analysis was performed using
Kaluza software (Beckman Coulter) with “logicle” compensation [21].
MFI ratio is determined as follow: [MFI of the considered marker]/
[mean of the MFI of the considered marker in HD group]. The following
monoclonal anti-human antibodies were used: CD10 (HI10a), CD19
(J3-119) and CD27 (B12701) from Beckman Coulter, Ki67 (¢35/ki-67),
CD3 (UCHT1), CD19 (HIB19), CD21 (B-ly4), CD24 (ML5), CD27 (M-
T271), CD38 (HIT2), CD69 (H1.2F3), CD86 (2331/FUN-1), IgD (HI10a)
and IgM (G20-127) from BD Biosciences.

2.4. Apoptosis assay

B cells were purified with magnetic separation with EasySep™
Human B Cell Isolation Kit (StemCell™ Technologies, Vancouver,
Canada). The resultant post-sort purity was > 95%. Sorted B cells were
plated at 100 000 cells/well in a 96 well-plate in RPMI 2% FBS for 8 h,
with DMSO 5%, positive control) or left untreated. Classical surface
staining, to identify transitional B cells, and annexin V labeling (BD
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Bioscience), following the manufacturer's recommendations, were per-
formed. Cells were resuspended in a PBS solution containing DAPI and
analyzed on a Gallios flow cytometer (Beckman Coulter).

2.5. B-cell stimulation

B cells from SLE patients without hydroxychloroquine treatment
were purified with magnetic separation with EasySep™ Human B Cell
Isolation Kit (StemCell™ Technologies). The resultant post-sort purity
was > 95%. Sorted B cells were plated at 100 000 cells/well in a 96
well-plate in RPMI 10% FBS and gentamycine 10ug/ml with 2 pg/ml
class B CpG (TLR9 agonist, ODN 2006, InvivoGen, San Diego, CA, USA),
1 pug/ml Gardiquimod (TLR7 agonists, InvivoGen) or 1 ug/ml CD40 li-
gand (R&D System”, Mineapolis, MN, USA). Expression of surface ac-
tivation markers was analyzed after 48 h with Gallios flow cytometer
(Beckman Coulter).

2.6. Quantitative real-time RT-PCR analysis

For blood samples, B cells were purified, from PBMC of HDs
and of SLE patients, with magnetic separation with EasySep™
Human B Cell Isolation Kit (StemCell™ Technologies). Then, transi-
tional B cells (CD19"CD27 IgM*IgD*CD24" *CD38" *) and
mature naive (CD19"CD27 IgM*IgD"CD24"CD38*) populations
were sorted (FACSAria II, BD Biosciences). For BM samples,
pre/proB (CD19*CD24 " *CD38™" "IgM "IgD"), immature
(CD19*CD24**CD38* *IgM*IgD™) and  early transitional
(CD19*CD24" *CD38* "IgM*IgD ") populations were sorted. Cell
viability was assessed with DAPI (Sigma-Aldrich) and the resultant
post-sort purity was > 95%. RNA was isolated using RNeasy Microkit
(Qiagen, Valencia, CA, USA) following the manufacturer's protocol,
including a DNase digestion. Reverse transcription was performed on a
T100™ Thermal cycler (BioRad) using High Capacity cDNA Reverse
transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) following the
manufacturer's protocol. 5ng of cDNA were PCR-preamplified for 14
cycles using TaqMan® PreAmp Master Mix Kit (Applied Biosystems).
Quantitative real-time PCR reactions were performed on a StepOnePlus
realtime thermal cycler (Applied Biosystems) using the TagMan® Gene
Expression Master Mix (Applied Biosystems) following the manufac-
turer's protocol. Assays were plated in triplicate. Relative expression
levels were calculated with the comparative Ct method using the mean
of the Ct between GAPDH and HPRT1 housekeeping gene for normal-
ization. As defined by Rice et al. [22], the median fold change of the 6
interferon-stimulated genes IFI27, IFI44L, IFIT1, ISG15, RSAD2, SI-
GLEC1 were used to create an interferon score for each individual. The
following list of TagMan® probes (Applied Biosystems) was used:
GAPDH (Hs99999905 m1), HERC5 (Hs00180943.m1), HERC6
(Hs00215555_m1), HPRTI (Hs01003267_m1), IF127
(Hs01086370_m1), IFI44L (Hs00199115_m1), IFIT1 (Hs01675197_m1),
ISG15 (Hs00192713_m1), RSAD2 (Hs01057264_m1) and SIGLECI
(Hs00988063_m1).

2.7. Whole transcriptome sequencing (RNA-seq)

B cells were purified, from PBMC of quiescent (n = 3) and active
(n = 3) SLE patients and from PBMC of healthy donors (n = 6), with
magnetic separation with EasySep™ Human B Cell Isolation Kit
(StemCell™ Technologies). Then, transitional B cells
(CD3~CD19%CD27 "IgM FIgD*CD24* *CD38**) populations were
sorted (FACSAria II, BD Biosciences). Cell viability was assessed with
DAPI (Sigma-Aldrich) and the resultant post-sort purity was > 95%.
RNA was isolated using RNeasy Microkit (Qiagen) following the man-
ufacturer's protocol, including a DNase digest. Sample quality was as-
sessed using Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto,
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CA, USA). RNA-seq libraries preparation and sequencing were per-
formed in the GenomEast platform (Strasbourg, France). Full length
c¢DNA was generated from 1 ng of total RNA using Clontech SMART-Seq
v4 Ultra Low Input RNA kit for Sequencing (Takara Bio Europe, Saint
Germain en Laye, France) according to ma'ufacturer's instructions, with
12 cycles of PCR for cDNA amplification by Seq-Amp polymerase.
600 pg of pre-amplified cDNA were then used as input for Tn5 trans-
poson tagmentation using the Nextera XT DNA Library Preparation Kit
(Illumina, San Diego, CA) followed by 12 cycles of library amplifica-
tion. Following purification with Agencourt AMPure XP beads
(Beckman-Coulter), the size and concentration of libraries were as-
sessed by capillary electrophoresis. Sequencing was performed on an
[llumina HiSeq 4000 with 50 bp single-end reads. Image analysis and
base calling were performed using RTA 2.7.3 and bcl2fastq 2.17.1.14.
Adapters and low-quality sequences (Phred score < 20) were removed
using cutadapt v1.10. After this preprocessing, reads shorter than 40
bases and reads mapping to rRNA sequences were discarded for further
analysis. Reads were mapped onto the hg38 assembly of the human
genome using STAR v2.5.3a [23]. Gene expression was quantified using
HTSeq v0.6.1p1 [24] and gene annotations from Ensembl release 91.
Gene expression comparisons between quiescent SLE patients and HDs,
active SLE patients and HDs and active versus quiescent SLE patients
were performed using the method proposed by Love et al. [25] im-
plemented in the DESeq2 Bioconductor library (v1.16.1). Adjustment
for multiple testing was performed with the Benjamini and Hochberg
method [26]. Results were interpreted using Ingenuity Pathway Ana-
lysis 2.3 (Qiagen) and the second generation of the modular tran-
scriptional framework developed by Chaussabel and Baldwin [27].
Considering transcripts with a sum of normalized read count across all
samples > 150, a 2-fold change cut-off with an adjusted p-value < 0.01
was set to identify differentially expressed genes. Variant calling was
performed according to The GATK Best Practices workflow for variant
calling on RNA-seq data [28]. Duplicate reads were marked using
MarkDuplicates from Picard version 1.122. Further analyses were per-
formed using GATK version 3.4-46: reads were split into exon segments
and sequences overhanging intronic regions were hard-clipped using
SplitNCigarReads, variant calling was then performed using Haploty-
peCaller. Resulting variants were filtered according to GATK re-
commendations for RNA-seq data: clusters of at least 3 SNPs within a
window of 35 bases were filtered and filtering based on Fisher Strand
values (> 30) and Quality by Depth (< 2) values were also performed.
Variants were annotated using GATK, SnpSift [29] and SnpEff [30].
ClinVar database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) was used to
assess if variants involved in monogenic forms of SLE, primary im-
munodeficiencies with SLE-like features or interferonopathies were
found (clinical significance value: “pathogenic” or “risk factor”, 28
genes checked).

2.8. Statistical analysis

Data were analyzed using GraphPad Prism version 7 (GraphPad
software Inc, San Diego, CA, USA). Statistical significances were cal-
culated with two-tailed unpaired Mann-Whitney U test or two-tailed
Spearman rank correlation test. All values are mean + SEM. P values
lower than 0.05 were considered statistically significant, or lower than
0.01 for RNA-seq.

3. Results
3.1. Transitional B cell expansion in peripheral blood in SLE
Transitional B cells represent a central developmental stage for B

cells, reflecting ontogenesis in the BM before peripheral differentiation
and selection into long-lived mature B cells. The classification of human
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Fig. 1. (A) Representative dot plots of transitional B cells and their subsets in one HD and one SLE patient. (B) Frequency of transitional B cells (top left panel) and
their subsets (bottom panel) (% of CD19*) in HDs compared to SLE patients. Correlation between transitional B cells (% of CD19™) and disease activity assessed by
the SLEDAI-2K score (top right panel). (C) MFI of CD19 in transitional B cells subsets from HDs and SLE patients. (D) Frequency of CD86*CD69™* transitional B cells
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Fig. 2. (A) Flow chart of RNA Sequencing analysis. (B) Venn Diagram re-
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transitional B cells into immature T1, intermediate T2 and T3 subsets is
based on the expression of CD24, CD38, IgM, IgD markers in the
CD19%CD27~ lymphocyte gate, as described by Simons et al. and
others (Fig. 1A) [17,31,32]. Immature T1 is the predominant subset in
the BM while T2 is predominant in the peripheral blood [32]. We
carried out detailed phenotypic analysis of these populations in the
blood of 20 low treated or untreated SLE patients. All except one patient
were Caucasian and their main clinical characteristics are presented in
Supplementary Table 1. Most patients were female with at least 4 ACR
criteria (see methods) but with different clinical and biological pre-
sentations of SLE. All patients were positive for anti-dsDNA antibodies.
The frequency of transitional B cells (CD19*CD27~CD24" *CD38* ™)
was significantly higher in SLE patients than in healthy donors (HDs)
(12.6% = 1.2 versus 6.5% = 0.3, p < 0.0001) and correlated with
the SLEDAI-2K score (r = 0.66, p < 0.01) (Fig. 1A and B). Transitional
B cell increase in SLE patients was mostly the consequence of T1 and T2
subsets expansion (2.0 = 0.9% vs 0.9% + 0.3 and 6.7% % 3.9 vs
3.0% = 0.9, respectively; p < 0.0001) (Fig. 1B and Supplementary
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Fig. 1). Results were comparable considering either quiescent or active
patients (Supplementary Fig. 2).

3.2. Defect in transitional B cell responses to TLR9

Based on our previous recent results [10], we hypothesized that
transitional B cells present a lower expression of CD19, concomitantly
with an impaired TLR9 response that could influence their selection. As
shown in Fig. 1C, SLE transitional T1, T2 and T3 B cells displayed a
decrease in CD19 expression. This downregulation was present in
transitional B cells from quiescent and active SLE patients
(Supplementary Fig. 3). In addition, we further tested TLR9 responses
in rare non-treated SLE patients to circumvent hydroxychloroquine
interference [10]. We confirmed that the induction of CD86 and CD69
activation markers on transitional B cells was defective after TLR9 ac-
tivation when compared to HDs (31.9% *+ 5.5 vs 57.3% = 6.1;
p < 0.05), while their responses after TLR7/TLR8 and CD40
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stimulation were similar to HD counterparts (Fig. 1D).

3.3. IFN signature in SLE PB transitional B cells

These data prompted us to explore if SLE transitional B cells could
harbor a specific transcriptomic signature, to explain their increased
number, their phenotype, and more generally a breakdown of tolerance
at this stage. We performed RNA-sequencing analysis on sorted transi-
tional B cells (CD19"CD27 - CD24**CD38* *) from 12 individuals
including 3 SLE quiescent patients (mean SLEDAI-2K 3.3), 3 active
patients (mean SLEDAI-2K 10) and 6 HDs (see Supplementary Table 1
for the main characteristics of these SLE patients). For transcriptomic
analysis, only untreated patients (for the last six months) were in-
cluded, as even hydroxychloroquine or corticosteroids can modify the
lymphocyte transcriptomic profile [13]. All SLE patients selected for
this analysis displayed a high percentage of transitional B cells and
lower CD19 levels on these cells than HDs. Genes with a minimum of 2-
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fold change and an adjusted p-value < 0.01 were considered as differ-
entially expressed genes (see Materials and Methods section). Com-
parisons were performed between quiescent SLE patients versus HDs
(19 upregulated genes, 7 downregulated genes), active SLE patients
versus HDs (33 upregulated genes, 13 downregulated genes), and in
active versus quiescent SLE patients (4 upregulated genes, 1 down-
regulated gene) (Fig. 2 and Supplementary Tables 2-4). No difference
was detected between SLE and HD transitional B cells considering the
expression of genes involved in TLR7 or TLR9 signaling, of CD19, CD21
and PAX5 (which encodes a regulator of CD19), or of genes encoding
molecules involved in BCR signaling cascade, namely PI3K, BTK, or
AKT. These results were consistent with previous q-RT PCR analysis of
sorted naive SLE B cells [10]. This approach identified interferon sti-
mulated genes (ISGs) as the most overexpressed genes in SLE patients
compared to controls, i.e. 14 and 25 ISGs in sorted transitional B cells
from quiescent and active SLE patients compared to HDs, respectively
(Fig. 3A and B). Results were analyzed using Ingenuity Pathway Ana-
lysis, and the modular transcriptional repertoire developed by Chaus-
sabel et al. [27], which describes 260 modules of genes sets in blood in
various immunological conditions. The three IFN-related modules (M
1.2, M 3.4, and M 5.12) driven by type I IFN but also type II IFN (for M
3.4 and M 5.12), appeared up-regulated in SLE transitional B cells
(Fig. 3C). IFN signature was already present in quiescent patients and
higher in active patients. The analysis of RNA sequences did not high-
light deleterious mutations in genes (SNPs and indels called as de-
scribed in Materials and Methods section) related to monogenic inter-
feronopathies or to IFN pathway (32 genes, including TREXI,
TMEM173, RIG-1, CECR1, RNASEH2A, RNASEH2B, RNASEH2C)
[22,33]. Genes coding for IFN were not over-expressed, neither genes
coding for IFN receptors compared to controls. We did not detect sig-
nificant transcriptomic signatures for other cytokines.

IFN signature in whole PBMCs from SLE patients has been pre-
viously associated to disease activity [12,13]. To confirm that IFN
signature was reproducible in the transitional B cells of quiescent SLE
patients (i.e. out of flares), we tested on sorted cells from additional
quiescent SLE patients (n = 6, mean SLEDAI-2K 3.3; see Supplementary
Table 1 for the main characteristics of these SLE patients) the relative
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expression of eight ISGs, some of which (namely IFI27, IFI44L, IFIT1,
ISG15, RSAD2, SIGLECI) were previously used to determine an inter-
feron score in inflammatory diseases [20]. HERC5 and HERC6 genes
were added as they encode positive regulators of IFN pathways [34]
and were found over-expressed in our RNA-Seq analysis. Transcripts
coding for all these genes were very significantly amplified by RT-qPCR
in sorted transitional B cells from quiescent SLE patients compared to
HDs (Fig. 3D). Of note, the IFN-score correlated with the frequency of
transitional B cells (r = 0.94, p < 0.01) (Fig. 3E).

3.4. IFN signature in BM B cells

The IFN signature in transitional B cells from SLE patients could be
the consequence of higher levels of IFN in the peripheral blood or af-
fecting the early transitional stage in the BM [35]. To assess this point,
and despite the rarity of the samples, the IFN score of sorted BM B cells
was compared to sorted peripheral B cells subsets in the same SLE pa-
tients (Fig. 4A). BM early transitional B cells displayed the highest IFN
score, followed by a progressive decrease in the peripheral subsets,
revealing a B cell IFN burden of central origin (Fig. 4B and C).

3.5. Activation and proliferation status

Finally, RNA-sequencing analysis of peripheral transitional B cells
showed an over-expression of genes related to the regulation of cell-
cycle and coding for pro- or anti-apoptotic proteins (Supplementary
Tables 2-4). Per se transitional B cell activation could not explain such
gene regulation as the frequency of CD86* B cells and the intensity of
HLA-DR expression in SLE patients were comparable to that of HDs
(Supplementary Fig. 4). We tested the hypothesis that SLE transitional B
cells proliferate more or die less than HDs transitional B cells. However,
flow cytometric analysis did not highlight any difference in prolifera-
tion (Fig. 5A) or early apoptosis in freshly isolated transitional SLE B
cells (Fig. 5B), arguing for an accelerate differentiation from immature
B cells to transitional stage in SLE patients.
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4. Discussion

Organ damage in SLE is driven by immune complexes deposition
and anti-nuclear antibodies [2]. Hence, lots of work to elucidate SLE
pathogenesis focused on the behavior of autoreactive B cells to explain
how pathogenic B cells producing high affinity auto-antibodies can
arise. Autoreactive B cells are submitted to stringent selection in the
BM, via editing and deletion [36-39], and during B cell differentiation
their percentage dropped significantly in HDs between the transitional
stage and the mature naive stage [6]. However, a percentage of ig-
norant or anergic autoreactive B cells remain and they will be ulti-
mately control in the periphery [40].

Herein, we describe that transitional B cells in SLE patients dis-
played, as naive B cells [10], an impairment in TLR9 response, and low
levels of CD19 concerning all 3 subsets. TLR9 deficiency in lupus-prone
mice leads to disease worsening, and Sindhava et al. showed in humans
the crucial role of TLR9 in controlling the survival of autoreactive naive
B cells when co-engaged with BCR [11]. CD19 downregulation could
participate for diminished TLR9 response in early SLE B cells [9,10]. It
may also favor per se abnormalities in selection at the BM level, con-
sidering autoreactive B cell fate in CD19 deficient patients [41], in
CD19 deficient transgenic cell lines [42] or in mice [43]. Thus, the
defect in transitional B cells of two closely inter-related molecules (i.e.
CD19 and TLR9) may favor the B-cell tolerance breakdown described in
SLE at this stage.

We detected an IFN signature in sorted transitional B cells from both
peripheral blood and BM. Domeier et al. recently reported in mice, that

type I IFN maintains BCR signaling beyond the threshold required for
effective tolerance, driving autoreactive B cell development into the
germinal center (GC) pathway [44]. Since IFN influence appears in the
BM at the early transitional stage, it could affect the BCR signaling
threshold also at the medullary B-cell stages and not only in the per-
iphery.

IFN signature and abnormalities in CD19/TLR9 signaling could have
different causes. CD19/TLR9 defects, are undoubtedly present in
quiescent SLE patients. Munroe et al. were able to examine type I and
type II interferon activities, autoantibodies and cytokines levels in
samples collected before and after diagnosis of SLE and it appears that
IFN activities precede the disease [45]. Studies in ANA + healthy
subjects or in other autoimmune conditions may answer about the
causal/relationship of our findings in SLE and in autoantibody medi-
ated diseases. For example, transitional B cells are expanded in Sjogren
syndrome [17], although the expression of CD19 remains normal [10].
Thus, investigations in other conditions and in prospective longitudinal
cohorts could help to precise if the frequency of transitional B cells is a
reflection of IFN burden without real disease specificity and whether or
not it can predict the occurrence of some of them.

We confirmed that IFN imprintment in SLE is not confined to
African American patients, especially to those with nephritis and anti-
Ro antibodies [15] but also concerns Caucasian patients with anti-
dsDNA. Transitional B cells from African American SLE patients dis-
played an autocrine production of IFN-p [15]. However, we did not
detect overexpression of genes coding for type I or type II IFN in our
cohort, suggesting an extrinsic influence in Caucasian patients, i.e. [FN
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secretion by other cells. This is consistent with the low transcription of
genes coding for type I IEN in another group of European American SLE
patients compared to African American SLE in sorted transitional B cells
[15]. In this view, Palanichamy et al. described in SLE a significant
production of IFN-a and 3 by resident BM cells, associated with a re-
duction in the fraction of precursor B cells and a T1 and T2 B cell
subsets expansion [35]. The correlation of the IFN score with the per-
centage of transitional B cells, together with the normal status of per-
ipheral transitional B cells in terms of activation, proliferation and
survival, argue for the influence of IFN on early BM differentiation. We
cannot rule out that for some reasons, transitional B cells in SLE are
more sensitive to IFN although transcriptional levels of IFN receptors
did not differ in our analysis.

In our previous work, we correlated the CD19 low expression on B
cells to the presence of anti-dsDNA antibodies, suggesting that apoptotic
bodies and immune complexes containing DNA participate to CD19 and
TLR9 regulation in B cells in the BM. Immune complexes could also
trigger IFN production via TLR7, or directly via DNA-sensors in myeloid
cells [46], and favor the output of transitional B cells, interfering with
the elimination of autoreactive B cells at this stage [47]. Interestingly,
TLR7 can escape X chromosome inactivation in immune cells and its
expression is higher after puberty in female and correlates with sex
hormones levels [48]. However, we did not observe significant differ-
ences in responses of SLE transitional B cells to TLR7/TLR8 agonist
compared to controls, neither differences in TLR7/TLR9 transcription
in transitional B cells via RNA sequencing analysis. [t would be however
of great interest to focus on this point.

SLE differs from one patient to another, depending of genetic factors
and environment. The idea that central tolerance and early escape of
autoreactive B cells participate to the genesis of SLE has been harmed
by elegant studies demonstrating the extra-follicular activation of au-
toreactive B cells and of plasmocytes in periphery [5]. In view of our
results, early B cells are abnormal likely since the BM, considering
frequency or signaling, in many SLE patients even out of flares. Thus,
both early and late mechanisms could interfere with survival and ac-
tivation of autoreactive B cells in SLE patients and further analysis
should clarify at what point it is in a personalized way.
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Les cellules B dans le syndrome des antiphospholipides primaire :
approche a partir d'une cohorte de patients avec triple positivité

Résumé

Le syndrome des antiphospholipides (SAPL), dit primaire lorsqu'il n'est pas associé au lupus, est une maladie auto-
immune rare caractérisée par la présence d’auto-anticorps (antiphospholipides ou aPL) pro-coagulants, dirigés contre
les phospholipides (PL), comme la cardiolipine (cL), ou leurs cofacteurs, comme la $2-glycoprotéine I ($2-GP1). Les
patients développent des complications thrombotiques ou obstétricales. Les patients avec SAPL triple positif présentent
des anti-cL, des anti-$2-GP1, et un lupus anticoagulant, qui refléte la capacité des apL a allonger les temps de coagulation
in vitro, et sont ceux avec le risque de thrombose le plus élevé. Nous avons étudié les caractéristiques des lymphocytes
B (LB) périphériques au sein d'une cohorte de patients avec SAPL primaire triple positif. Dans un premier temps, nous
avons pu montrer qu’il n’existe pas de franche anomalie du phénotype des LB périphériques de 15 patients par une
analyse en cytométrie en flux. Le séquencage haut débit du BCR a révélé une baisse de diversité du répertoire de ces LB.
Par le biais d’'une immortalisation en cellule unique, nous avons pu identifier les LB PL-réactifs des patients et montré
que ces cellules sont polyréactives et appartiennent a un pool de LB naturels également présents chez le sujet sain. Les
BCR de ces clones présentent des caractéristiques communes telles que 1'usage préférentiel de certaines familles V et
une fréquence accrue d’acides aminés de charge positive, dont I'arginine, dans leur région variable de chaine lourde. Ces
clones ne sont pas épurés du répertoire mémoire et plasmocytaire chez les patients, suggérant un défaut de tolérance
périphérique. Dans un deuxieme temps, une analyse B multimodale en single cell; combinant séquengage VD] et CITE-
Seq; nous a permis d’explorer le profil transcriptomique et d’expression protéique des LB, en se focalisant sur les BCR
présentant les caractéristiques des clones PL-réactifs. L’identification d'une forte expression de surface de TACI et d’'une
signature IFN suggére que I'environnement cytokinique joue un role clé au stade naif. Chez les patients, les LB présentent
globalement une voie de différenciation folliculaire, associée a une activation des voies mTORC1 et c-Myc. Ces anomalies
de signal pourraient étre impliquées dans un défaut de sélection positive, favorisant I'émergence de clones mutés,
enrichis en arginine, dont la différenciation en plasmocytes est facilitée par une sensibilité accrue a une stimulation T
dépendante. Notre étude, l1a premiere s’attachant a explorer les anomalies B dans le SAPL primaire triple positif, souligne
que divers acteurs peuvent favoriser la survie et la maturation d’apL naturels vers des auto-anticorps maturés et
déléteéres.

Mots clés : Tolérance, auto-immunité, lymphocyte B, syndrome des antiphospholipides

Abstract

The antiphospholipid syndrome (APS), referred to as primary when not associated with lupus, is a rare autoimmune
disease characterized by the presence of pro-coagulant autoantibodies (antiphospholipid antibodies or aPL) directed
against phospholipids (PL), including cardiolipin (cL), or their cofactors, such as 32-glycoprotein I (32-GP1). Patients
develop thrombotic or obstetric complications. Patients with triple-positive APS, i.e positive for anti-cL, f2-GP1, and
lupus anticoagulant which reflects the ability of aPL to prolong the clotting time in vitro, have the highest risk of
thrombosis. Here, we studied the features of peripheral B cells in triple-positive primary APS patients. First, we
demonstrated that there were no clear phenotype abnormalities in peripheral B cells from 15 patients using flow
cytometry analysis. High-throughput sequencing of the B cell receptor (BCR) revealed a decreased diversity in the
repertoire of these B cells. Through single-cell immortalization of patients' B cells, we identified PL-reactive B cells and
showed that these cells are polyreactive and belong to a pool of natural B cells also found in healthy individual. The BCRs
of these clones share common features, such as the preferential use of certain V gene families and an increased frequency
of positively charged amino acids, including arginine, in their heavy chain variable region. These clones are not purged
from the memory and plasma cell repertoires in patients, suggesting a late peripheral tolerance defect. Subsequently, a
multimodal single-cell B cell analysis combining VD] sequencing and CITE-Seq allowed us to explore the transcriptomic
and protein expression profiles of B cells, focusing on BCR with characteristics similar to PL-specific clones. The
identification of increased TACI surface expression and of an [FN signature suggests that the cytokine environment plays
a key role at the naive stage. In patients, B cells exhibit a follicular differentiation pathway, associated with the activation
of mTORC1 and c-Myc pathways. These signaling dysregulation could be involved in a defective positive selection,
promoting the emergence of mutated clones enriched in arginine, whose differentiation into plasma cells is facilitated
by an increased sensitivity to T-cell-dependent stimulation. Our study, the first to investigate B cell abnormalities in
triple-positive primary APS, highlights various factors that may promote the survival and maturation of natural aPL
toward deleterious autoantibodies.

Key words : tolerance, autoimmunity, B cell, antiphospholipid syndrome




