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A7 	Monsieur	le	Professeur	MAHEVAS	Matthieu.	Vous	me	faites	l’honneur	de	participer	au	
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participer	au	jury	de	cette	thèse,	mais	aussi	pour	votre	aide	tout	au	long	de	ce	projet	et	
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2.2.3	Edition	du	récepteur	.............................................................................................................	15 

3.	Tolérance	périphérique	:	compartiment	naïf	............................................................................	17 

3.1.	Le	premier	checkpoint	...............................................................................................................	18 

3.2.	Mécanismes	de	tolérance	au	stade	naïf	..............................................................................	19 

4.	Tolérance	périphérique	:	compartiment	post	antigénique	.................................................	24 

4.1	Différenciation	du	CG	et	tolérance	........................................................................................	24 

4.2	Différenciation	extra-folliculaire	et	tolérance	..................................................................	32 

4.3	Tolérance	tardive	:	LB	mémoires	...........................................................................................	35 

4.4	Tolérance	tardive	:	ASC	..............................................................................................................	38 

II.	Cellules	B	autoréactives	dans	les	maladies	auto-immunes	......................................................	43 

1.	Rupture	de	tolérance	dans	les	maladies	auto-immunes	......................................................	43 

1.1	Compartiment	naïf	.......................................................................................................................	43 

1.2	Compartiment	post-antigénique	............................................................................................	44 

1.2.1	Tolérance	du	CG	......................................................................................................................	45 

1.2.2	Tolérance	extra-folliculaire	................................................................................................	46 

2.	Hypothèses	mécanistiques	................................................................................................................	47 

2.1	Défaut	du	seuil	d’activation	......................................................................................................	48 

2.2	Implication	des	TLR	.....................................................................................................................	49 

2.3	Anomalie	de	survie	.......................................................................................................................	50 



	

3.	Conséquences	de	la	rupture	de	tolérance	...................................................................................	52 

3.1	Un	biais	de	répertoire	.................................................................................................................	52 

3.2	Une	contribution	diverse	des	LB	aux	manifestations	auto-immunes	....................	53 

3.3	Des	ASC	aux	propriétés	singulières	......................................................................................	56 

4.	 Conclusion	:	 Du	 BCR	 autoréactifs	 aux	 anticorps	 pathogènes,	 un	 processus	multi-

étapes	..............................................................................................................................................................	57 

III.	Auto-immunité	et	déficit	en	Ikaros	...................................................................................................	63	
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En	condition	physiologique,	 l'organisme	est	pourvu	de	mécanismes	 intrinsèques	qui	 le	

protège	 d'une	 éventuelle	 réaction	 antagoniste	 de	 son	 propre	 système	 immunitaire,	

phénomène	désigné	comme	la	«	tolérance	au	soi	».	Pour	les	lymphocytes	B	(LB),	ces	étapes	

de	tolérance	prennent	place	à	la	fois	dans	la	moelle	osseuse	mais	aussi	en	périphérie,	dans	

le	sang	et	les	organes	lymphoıd̈es	secondaires,	où	les	LB	échappant	au	Ciltre	central	sont	

éliminés	ou	régulés.	Lorsque	ces	mécanismes	sont	dépassés,	des	LB	reconnaissant	des	

antigènes	 du	 soi,	 dits	 autoréactifs,	 peuvent	 survivre,	 sécréter	 des	 autoanticorps	

pathogènes	et	conduire	à	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)	et	illustrée	par	l’efCicacité	de	la	déplétion	des	LB	chez	la	souris	et	l’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	être	primaire,	c’est-

à-dire	isolé,	ou	secondaire	lorsqu’il	est	associé	à	une	autre	MAI.	Le	rôle	pathogénique	des	

aPL	a	été	montré,	mais	paradoxalement,	 les	anomalies	des	LB	ont	été	relativement	peu	

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

L’objectif	de	ce	travail	a	été	d’étudier	les	LB	autoréactifs	et	d’émettre	des	hypothèses	quant	

aux	mécanismes	de	rupture	de	tolérance	dans	le	SAPL	primaire	triple	positif,	une	forme	

sévère	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	

Ciltres	 de	 tolérance	 qui	 les	 jalonnent	 en	 condition	 physiologique.	 Nous	 discuterons	

également	 les	principaux	points	de	tolérance	déCicients	dans	 les	MAI	et	 les	hypothèses	

mécanistiques	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	

sévère,	 impliquant	 un	 facteur	 de	 transcription	 clé	 de	 la	 différenciation	 B	 centrale	 et	

périphérique,	IKAROS,	qui	nous	a	apporté	un	fort	argument	en	faveur	du	rôle	majeur	de	

la	 rupture	de	 tolérance	B	dans	 la	maladie.	 EnCin,	 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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I.	Tolérance	lymphocytaire	B	

	

1.	Concepts	et	historique	

Les	 LB	 ont	 un	 rôle	 déterminant	 dans	 la	 défense	 anti-infectieuse	 de	 l’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	 reconnaıt̂re	 l’ensemble	 des	 micro-organismes	 exogènes.	 Après	

engagement	du	BCR	par	un	antigène	donné,	le	LB	va	connaıt̂re	un	processus	de	maturation	

d’afCinité	 secondaire,	 incluant	 la	 commutation	 de	 classe	 et	 les	 mutations	 hyper-

somatiques	 (SHM),	 permettant	 d’augmenter	 sa	 spéciCicité	 pour	 cet	 antigène	 et	 de	

produire	des	anticorps	de	forte	afCinité.	

Le	développement	d’une	telle	diversité	de	récepteurs	à	l’antigène	comporte	le	risque	de	

générer	 des	 BCR	 autoréactifs,	 c’est	 à	 dire	 reconnaissant	 des	 antigènes	 non	 exogènes	

(autoantigènes).	 De	 tels	 anticorps,	 nommés	 autoanticorps,	 peuvent	 jouer	 un	 rôle	

directement	 pathogène	 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	rhumatoıd̈e	(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,	 l’afCinité	 ou	 la	

fonctionnalité	de	ces	autoanticorps	pathogènes.	

Le	concept	de	tolérance	est	apparu	probablement	pour	la	première	fois	avec	les	travaux	

de	Paul	Ehrlich	et	Julius	Morgenroth	à	la	Cin	des	années	1890.	Leurs	travaux	ont	permis	de	

démontrer	que	des	anticorps	hémolytiques	pouvaient	être	produits	en	immunisant	des	

animaux	 avec	 des	 globules	 rouges	 provenant	 d'individus	 de	 la	 même	 espèce	 (Ehrlich	

1997;	 Albert	 1915;	 Ehrlich	 1997).	 Ils	 ont	 retenu	 le	 terme	 "horror	 autotoxicus"	 pour	

illustrer	le	potentiel	de	certains	anticorps,	ou	auto-toxines,	à	détruire	les	tissus	de	l'hôte	

et	suggéré	que	des	mécanismes	devaient	exister	pour	empêcher	cela	chez	les	individus	

sains(Ehrlich	1906).	Cette	théorie,	initialement	très	controversée,	a	été	renforcée	par	les	

travaux	 de	 Frank	 Macfarlane	 Burnet	 dans	 les	 années	 1950	 et	 son	 hypothèse	 sur	 la	

sélection	 clonale.	 Selon	Burnet,	 chaque	BCR	serait	 spéciCique	d’un	antigène	unique.	La	

reconnaissance	 d’un	 antigène	 exogène	 par	 des	 cellules	 B	 matures	 déclencherait	
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l’expansion	clonale	d’un	LB	et	la	production	d’anticorps	permettant	d’obtenir	une	réponse	

humorale	 spéciCique	 et	 une	 mémoire	 immunologique	 (Burnet	 1959).	 A	 l’opposé,	 la	

reconnaissance	d’un	autoantigène	par	un	LB	en	voie	de	différenciation	aboutirait	à	la	mort	

cellulaire	(=	délétion	clonale).	Pour	Burnet,	le	concept	de	tolérance	était	donc	binaire,		et	

reposait		sur	une	réponse	programmée	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	siècle,	la	théorie	de	la	délétion	clonale	

a	été	mise	à	mal,	notamment	lorsque	la	présence	de	cellules	B	autoréactives	a	été	détectée	

en	périphérie	chez	l’animal	(Christopher	C.	Goodnow	2007).	Les	processus	de	tolérance	

ont	 été	 mieux	 appréhendés	 par	 le	 développement	 de	 modèles	 murins	 transgéniques	

permettant	de	suivre	la	différenciation	B	et	de	moduler	la	spéciCicité	des	BCR	in	vivo.	Ces	

modèles	ont	conduit	 à	 la	découverte	de	réponses	alternatives	 à	 la	reconnaissance	d’un	

autoantigène,	tels	que	l’anergie	ou	l’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	contrôlée	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	réfère	à	l’ensemble	des	mécanismes	de	régulation	concernant	

l’ontogenèse	B	dans	 la	moelle	 osseuse.	 La	 synergie	de	 ces	processus	détermine	 si	 une	
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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	 à	 l’origine	 de	 la	

diversité	des	anticorps	ou	immunoglobulines	(Ig).	

Durant	 les	 phases	 initiales	 de	 développement	 lymphocytaire,	 les	 cellules	 souches	

hématopoıé̈tiques	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	 à	 la	 différenciation	 vers	 des	

progéniteurs	lymphoıd̈es	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	 gènes	

spéciCiques	 du	 lignage	 B	 tels	 que	 CD79	 (Igα)	 et	 CD19	 tout	 en	 réprimant	 les	 gènes	

inappropriés	à	la	lignée	B	(Wentink	et	al.	2019).	L’inactivation	de	PAX5	aboutit	à	un	arrêt	

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	où	 le	

processus	de	réarrangement	V(D)J	des	gènes	variables	d’Ig	débute.		

2.1	Diversité	combinatoire	et	jonctionnelle		

Ce	processus,	relativement	similaire	chez	l’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	chaın̂e	lourde	(heavy,	H)	d’Ig,	situé	sur	le	chromosome	14,	est	composé	d’une	série	de	

gènes	dits	variables	(V),	suivie	de	ceux	de	diversité	(D),	de	jonction	(J)	et	des	exons	des	

régions	constantes	(C)	qui	détermineront	ultérieurement	l’isotype	(IgM,	IgD,	IgG1-4,	IgA1-

2	et	IgE).	Chez	l’homme,	et	selon	l’haplotype,	le	nombre	de	gènes	V	sur	le	locus	IGH	est	

estimé	entre	123	et	129	(38	à	46	fonctionnels,	4	à	5	ORF,	et	79	à	81	pseudogènes),	celui	

de	 gènes	 D	 à	 27	 (dont	 23	 fonctionnels	 et	 4	 ORF),	 celui	 de	 J	 à	 9	 (6	 fonctionnels	 et	 3	

ORF)(Lefranc	 2014;	 Matsuda	 et	 al.	 1998).	 Les	 locus	 de	 chaines	 légères	 (light,	 L)	 ne	

comprennent	que	les	éléments	V,	J	et	C	et	sont	respectivement	situés	sur	le	chromosome	

2	et	22	pour	les	chaines	lambda	(λ)	et	kappa	(κ)	(Wentink	et	al.	2019;	Kenter,	Priyadarshi,	

and	Drake	2023).	Chez	l’homme,	en	raison	de	variants	structuraux,	le	nombre	de	gènes	
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V,D,J,C	 sur	 le	 locus	 IGH	 et	 V,J,C	 sur	 les	 locus	 IGL	 et	 IGK	 varient	 selon	 l’haplotype.	 Une	

estimation	 du	 nombre	 de	 gènes	 sur	 les	 3	 loci,	 qu’ils	 soient	 fonctionnels	 ou	 non	

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

	
Tableau	1	:	Nombre	de	gènes	V,	(D),	J,	C	sur	les	locus	de	chaines	H	et	L	chez	l’homme.		
(D’après	Lefranc	et	al.	2014).	

Locus	
Localisation	

Chromosomique	
V	(Variable)	 D	(Diversité)	 J	(Joining)	 C	(Constant)	

IGH	 14q32.33	
123-129	
(38-46)	

27	
(23)	

9	
(6)	

11	
(9)	

IGK	 2p11.2	 76a	
(34-38)	

/	 5	 1	

IGL	 22q11.2	
73-74	
(29-33)	

/	
7-11	
(4-5)	

7-11	
(4-5)	

.aUn	haplotype	rare	comporte	uniquement	le	segment	IGKV	proximal,	d’environ	500	pb,	avec	40	gènes	V	
dont	17	à	19	fonctionnels.		
	
	
Les	réarrangements	sont	réalisés	grâce	à	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	 J,	et	 composées	 de	 répétitions	 stéréotypées	 (un	 heptamère	

palindromique	 et	 un	 nonamère	 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-à-

dire	un	RSS	avec	une	séquence	intercalante	de	12	nucléotides	et	un	avec	une	séquence	

intercalant	de	23	nucléotides	(règle	12-23).	Les	séquences	RSS	vont	être	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	à	une	autre	séquence	RSS	(23)	pour	former	

une	 synapse.	Une	 réaction	de	 transestériCication,	 par	 laquelle	 le	 groupement	OH	en	3’	

attaque	 le	groupement	phosphodiester	du	brin	opposé,	aboutit	 à	 la	 formation	de	deux	

épingles	 à	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	l’ADN,	dont	XRCC4	(X-ray	repair	cross-complementing	protein	
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4)	 et	 Artemis.	 L’épingle	 à	 cheveux	 est	 ensuite	 ouverte,	 en	 son	 centre	 ou	 de	 façon	

asymétrique	 par	 l’endonucléase	 Artemis	 (Ma	 et	 al.	 2002).	 Lorsque	 l’ouverture	 est	

asymétrique,	l’ajout	de	nucléotides	sur	le	brin	complémentaire	aboutira	à	des	séquences	

palindromiques	au	niveau	de	la	jonction	(nucléotides	P).	Des	nucléotides	(nucléotides	N)	

peuvent	 être	 ajoutés	 aléatoirement	 aux	 extrémités	 d’ADN	 par	 la	 TdT	

(terminodeoxynucleotidyl	transférase),	une	ADN	polymérase	non	dépendante	de	matrice,	

alors	que	d’autres	peuvent	être	retirés	par	des	exonucléases,	augmentant	ainsi	la	diversité	

jonctionnelle	 des	 régions	 variables	 d’Ig.	 Les	 extrémités	 d’ADN	 sont	 enCin	 liées	 par	 un	

mécanisme	de	recombinaison	non	homologue,	(NHEJ	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.		

	
Figure	1	:	Etapes	de	la	recombinaison	V(D)J.	Adapté	de	Roth,	2003.	
A.	Représentation	d’un	locus	de	chaine	L	en	con[iguration	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	;	c,	 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	 à	 cheveux	 et	 deux	 extrémités	 signal	 franches.	 Ces	
extrémités	associées	à	RAG	forment	le	complexe	post-clivage,	facilitant	le	recrutement	du	complexe	DNA-
PK	et	 des	protéines	de	 réparation	de	 l’ADN.	d,	 Après	 ouverture	de	 l’épingle	 à	 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	gènes	V	et	J.		
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Les	réarrangements	de	gènes	d’Ig	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	à	un	segment	

J,	puis	un	segment	V	est	réarrangé	avec	ce	segment	DJ.	Après	réarrangement,	la	chaine	H	

est	associée	à	une	pseudo-chaine	L	(composée	des	protéines	VpreB	et	Vλ5)	pour	former,	

avec	les	protéines	CD79A	et	B,	le	pré-BCR	(Kerr	et	al.	1989).	La	chaine	L	est	elle-même	

réarrangée	au	stade	pré-B	(CD19+CD20+CD34-CD10+IgM-)	ou	un	gène	J	est	associé	à	un	

gène	V	sur	le	locus	κ	ou	λ.		

	
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	l’homme,	le	locus	κ	est	réarrangé	avant	le	locus	λ	(Gay	et	al.	1993).	Une	fois	la	chaın̂e	

L	réarrangée,	et	après	traduction,	elle	est	associée	à	la	chaine	H	pour	former	l’Ig	(d’isotype	

IgM),	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	à	l’antigène	ou	

paratope.	 Cette	 Ig	 est	 exprimée	 à	 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	phénomène	d	’exclusion	allélique,	qui	conduit	à	l’expression	d’un	

seul	 allèle	 alors	que	 la	 cellule	B	a	 le	potentiel	 génétique	d’exprimer	 les	deux	 (Pelanda	

2014).		
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Figure	3	:	Recombinaisons	sur	les	locus	de	chaine	H	et	L	et	structure	de	l’Ig.	(Nemazee,	2017).		
a.	Les	processus	de	recombinaison	concernent	d’abord	les	gènes	VDJ	de	la	chaine	H	au	stade	proB.	b.	La	
recombinaison	des	chaines	L	prend	place	au	stade	préB.	Chez	l’homme,	la	chaine	κ	est	d’abord	réarrangée	
pour	les	gènes	VJ.	Si	le	BCR	est	non	fonctionnel	ou	autoréactif,	les	réarrangements	de	la	chaine	κ	reprennent.	
En	cas	de	nouvel	échec,	c’est	la	chaine	λ	qui	est	réarrangée	suite	à	un	processus	d’exclusion	allélique.	c.	A	
l’issue	des	réarrangements	V(D)J,	le	BCR	exprimé	à	la	surface	du	LB	immature	est	fonctionnel,	et	constitué	
de	deux	chaines	 légères	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	 pathogènes	 que	 l’organisme	 peut	 rencontrer.	 Néanmoins,	 ces	 processus	

stochastiques	 ont	 l’inconvénient	 de	 générer	 des	 anticorps	 reconnaissant	 des	

autoantigènes	et	ayant	le	potentiel	d’entrainer	une	auto-immunité.	Différents	Ciltres	(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	 dès	 le	 développement	 fœtal	 chez	 l’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	modèles	murins	 transgéniques	 dans	 lesquels	 la	majorité	 ou	 toutes	 les	

cellules	 B	 expriment	 un	 BCR	 spéciCique	 d’un	 antigène	 donné.	 Ces	 modèles	 offrent	 la	

possibilité	d’évaluer	le	développement	lymphocytaire	B	en	présence	ou	en	absence	d’un	

antigène	 donné	 et	 en	 faisant	 varier	 sa	 forme	 (membranaire	 ou	 solubles),	 et,	 en	

conséquence,	l’avidité	ou	l’afCinité.	Les	modèles	de	souris	transgéniques	portant	le	gène	

de	la	lysozyme	HEL,	de	sorte	que	la	protéine	(HEL)	est	synthétisée	tout	au	long	de	la	vie	

en	tant	qu’autoantigène	circulant,	est	un	exemple	de	ces	modèles	(Burnett	et	al.	2019).	Ils	

ont,	dans	un	premier	temps,	permis	de	démontrer	que	l’induction	de	la	tolérance	opérait	

par	l’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	 modèle	 double	 transgénique	 résultant	 du	

croisement	 entre	 une	 souris	 exprimant	 un	 répertoire	 monoclonal	 de	 LB	 réactifs	 avec	

l’antigène	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	à	l’inhibition	de	molécules	anti-apoptotiques	comme	BCL-

2	(Melamed	et	al.	1998;	Enders	et	al.	2003).	L’expression	de	AICDA	codant	l’enzyme	AID	

(activated	induced	deaminase),	dont	nous	détaillerons	plus	loin	le	rôle	dans	la	maturation	

d’afCinité	secondaire	des	LB,	favorise	l’apoptose	des	cellules	immatures	autoréactives	en	

générant	probablement	des	dommages	dans	l’ADN	(Cantaert	et	al.	2015).	L’ensemble	des	

modèles	 murins	 a	 également	 permis	 de	 préciser	 que	 la	 délétion	 clonale	 résulte	 d’un	

processus	durant	plusieurs	jours,	qu’elle	concerne	des	LB	dont	l’avidité	du	BCR	est	élevée	

et	 dont	 l’antigène	 est	 fortement	 exprimé	 dans	 la	 MO,	 et	 que	 ces	 LB	 sont	 rapidement	

éliminés	par	les	macrophages	et	donc	difCiciles	à	identiCier	(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	à	la	délétion	clonale.	Dans	un	des	modèles	développés	par	son	

équipe,	 la	souris	MD4	a	 été	croisée	avec	une	souris	transgénique	(ML5)	qui	exprime	le	

HEL	 sous	 forme	 soluble.	Malgré	 une	 afCinité	 du	 BCR	MD4	 pour	 HEL	 élevée,	 la	 nature	

monovalente	 du	 HEL	 soluble	 rendait	 l'avidité	 anticorps-antigène	 sufCisamment	 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'Ig,	 rendant	 l'édition	 du	

récepteur	impossible	chez	ces	souris.	Ce	modèle	a	permis	de	conCirmer	l’existence	d’un	

phénomène	d’anergie,	résultant	d’une	interaction	faible	entre	l’antigène	et	l’anticorps,	et	

aboutissant	 à	 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	spéciCiques	d’un	antigène	pouvaient	être	

détectées	en	périphérie	après	exposition	à	de	faibles	doses	d’antigène	(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	après	engagement	du	BCR	

IgM		(Fulcher	and	Basten	1994).		
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2.2.3	Edition	du	récepteur	

Un	autre	mécanisme	mis	en	jeu	pour	limiter	l’autoréactivité	des	cellules	B	immatures	est	

l’édition	du	récepteur,	par	lequel	le	processus	de	réarrangement	V-J	peut	reprendre	sur	

les	loci	des	chaın̂es	Igk	ou	Igλ	des	LB	autoréactifs.	A	l’issue	de	ce	réarrangement,	catalysé	

par	les	gènes	RAG,	la	séquence	VJ	codant	la	chaın̂e	L	autoréactive	d'origine	est	remplacée	

par	un	nouveau	segment	de	gène	VJ	codant	une	nouvelle	chaine	L.	Son	appariement	avec	

la	 chaın̂e	 H	 existante	 forme	 un	 nouveau	 BCR	 qui	 est	 à	 nouveau	 testé	 pour	 son	

autoréactivité.	Ce	phénomène	se	poursuit	jusqu’à	ce	que	le	BCR	porté	par	le	LB	immature	

devienne	non	autoréactif	ou	avec	une	afCinité	pour	l’autoantigène	sufCisamment	faible.		

Les	réarrangements	mis	en	œuvre	lors	de	l’édition	du	récepteur	sont	directionnels	et	ne	

se	font	pas	de	façon	entièrement	aléatoire	(Constantinescu	and	Schlissel	1997;	Prak	et	al.	

1994).	En	effet,	ils	progressent	séquentiellement	sur	les	loci	des	chaın̂es	κ,	des	éléments	

Jκ	 en	 amont	 vers	 les	 éléments	 Jκ	 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	gène	Vκ	ou	une	séquence	RSS	en	aval	du	segment	Jκ	

(Bräuninger	 et	 al.	 2001).	 Ce	 processus	 permet	 de	 garantir	 l’exclusion	 isotypique,	 en	

inactivant	 le	 locus	 κ,	 et	 de	 poursuive	 le	 processus	 de	 réarrangement	 sur	 le	 locus	 λ	

(Nemazee	2006).	Lorsque	l’interaction	BCR-	antigène	est	forte,	l’édition	du	récepteur	est	

le	premier	mécanisme	mis	en	jeu	et	la	délétion	clonale	requise	uniquement	lors	de	son	

inefCicacité	 (Pelanda	 et	 al.	 2022).	 L’analyse	 du	 répertoire	 périphérique	 d’une	 souris	

porteuse	d’un	polymorphisme	du	gène	IGKC,	permettant	d’identiCier	les	LB	ayant	subi	une	

édition	 du	 récepteur	 in	 vivo,	 révèle	 que	 30%	 des	 LB	matures	murins	 ont	 suivi	 un	 tel	

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

Si	l’édition	du	récepteur	a	initialement	été	identiCiée	chez	la	souris,	elle	constitue	aussi	un	

mécanisme	de	tolérance	centrale	B	chez	l’homme,	comme	cela	a	pu	être	démontré		dans	

les	 modèles	 de	 souris	 humanisée.	 La	 souris	 HIS	 hu-mice	 (human	 immune	 system	

humanized	mouse	model),	au	phénotype	de	déCicit	immunitaire	combiné	sévère,	exprime	

un	superantigène	 interagissant	avec	 le	 fragment	constant	de	 l’Igκ	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	κ+	y	subissent	un	processus	

de	 sélection	 négative.	 Les	 LB	 immatures	 κ+	 présentent	 bien	 des	 signes	 d’édition	 du	

récepteur,	incluant	une	expression	augmentée	de	RAG	et	une	recombinaison	secondaire	
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des	gènes	de	chaine	L,	mais	aussi	un	phénotype	spéciCique	dont	une	baisse	de	l’expression	

membranaire	de	CD19	et	de	l’IgM	(Alves	da	Costa	et	al.	2021).	L’ensemble	de	ces	éléments	

supporte	 l’hypothèse	 que,	 lorsqu’un	 LB	 immature	 reconnait	 un	 autoantigène	 de	

l’environnement	médullaire,	plusieurs	mécanismes	peuvent	être	mis	en	jeu	(Figure	4).		

	

	

Figure	4.	Mécanismes	de	la	tolérance	centrale	B.	Lorsqu’un	LB	immature	reconnait	un	autoantigène	de	

l’environnement	médullaire,	plusieurs	mécanismes	peuvent	être	mis	en	jeu	selon	la	force	d’interaction	et	de	

l’avidité	pour	l’antigène.	Si	le	signal	généré	est	fort,	une	quantité	importante	de	BCR	va	être	internalisée	et	

le	LB	va	subir	une	édition	du	récepteur	voire	une	délétion	clonale	si	celle-ci	est	inef[icace.	En	cas	de	signal	

faible,	 la	 survie	 du	 LB	 sera	 permise	 au	prix	 de	 capacités	 fonctionnelles	 réduites	 lors	 de	 l’anergie.	 Il	 est	

également	possible	que	le	LB	échappe	à	l’édition	de	récepteur,	à	la	délétion	clonale	et	à	l’anergie,	aboutissant	

à	l’ignorance	antigénique	par	une	régulation	extrinsèque.	Ag,	antigène.	
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Le	 choix	 d’un	 de	 ces	mécanismes	 dépend	de	 la	 force	 d’interaction	 et	 de	 l’avidité	 pour	

l’antigène,	notamment	conditionnée	par	la	quantité	de	BCR	exprimés	à	la	surface	du	B	et	

leur	capacité	 à	 transduire	un	signal	 tonique	(Rowland	et	al.	2010).	Si	 le	complexe	BCR	

apparait	donc	crucial	 à	 ce	stade,	d’autres	signaux,	comme	ceux	générés	par	récepteurs	

Toll-like	(TLR),	peuvent	agir	en	synergie	notamment	pour	augmenter	l’expression	d’AID	

(Kuraoka,	Meffre,	and	Kelsoe	2018).	Ainsi,	le	défaut	d’un	gène	impliqué	dans	le	signaling	

des	TLR	endosomaux	empêche	 l’élimination	des	LB	 immatures	 autoréactifs,	 comme	 le	

révèle	 l’inactivation	 de	MYD88	 chez	 la	 souris	 (Kuraoka	 et	 al.	 2017)	 ou	 l’analyse	 des	

patients	 déCicients	 pour	MYD88	 ou	 IRAK4	 (Isnardi	 et	 al.	 2008).	 L’analyse	 des	 cellules	

immatures	chez	des	souris	humanisées	déCicientes	pour	MYD88,	TLR9	ou	TLR7,	mise	en	

écho	avec	 celles	de	patients	déCicients	pour	TLR7	et	de	patients	 sclérodermiques	avec	

défaut	 fonctionnel	de	TLR9,	 supporte	 le	 rôle	 crucial	 de	TLR9,	mais	pas	de	TLR7,	dans	

l’induction	de	la	tolérance	centrale	(Çakan	et	al.	2023).	EnCin,	si	le	LB	immature	autoréactif	

échappe	à	la	délétion	clonale,	à	l’édition	du	récepteur	ou	à	l’anergie,	des	mécanismes	de	

régulation	 extrinsèque,	 tels	 qu’une	 limitation	 des	 signaux	 de	 co-stimulation	 ou	 des	

médiateurs	 pro-inClammatoires	 que	 nous	 détaillerons	 dans	 les	 prochains	 chapitres,	

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

	

3.	Tolérance	périphérique	:	compartiment	naïf	

Les	LB	quittant	 la	moelle	osseuse	expriment	un	BCR	fonctionnel	et	théoriquement	non	

autoréactif.	 Le	 processus	 de	 tolérance	 centrale	 est	 particulièrement	 efCicace	:	 chez	

l’homme,	la	fréquence	de	LB	autoréactifs	passe	de	75%	au	stade	pré/proB	à	40%	au	stade	

immature	(Wardemann	et	al.	2003).	Néanmoins,	une	fraction	non	négligeable	de	cellules	

B	autoréactives	passent	le	Ciltre	central	et	atteignent	la	périphérie,	c’est-à-dire	le	sang	ou	

les	 organes	 lymphoides	 secondaires	 (OLS).	 Cela	 implique	 que	 des	 mécanismes	 de	

tolérance	 y	 soient	 également	 mis	 en	 place	 aCin	 d’éliminer	 les	 LB	 potentiellement	

pathogènes.	
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3.1.	Le	premier	checkpoint	

Les	mécanismes	de	tolérance	périphérique	sont	mis	en	jeu	dès	le	stade	de	LB	transitionnel	

(ou	new	emigrant,	CD19+CD27-CD10+IgM+CD38highCD24high).	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	naıv̈es	dont	elles	sont	les	précurseurs	(Carsetti,	Rosado,	and	

Wardmann	2004).	Chez	l’homme	et	la	souris,	trois	populations	de	LB	transitionnels	sont	

déCinies,	différenciées	en	cytométrie	en	Clux	par	l’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).	 	 L’hypothèse	 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),	séquençage	

de	 leurs	 régions	 variables	 de	 chaine	H	 et	 L,	 et	 clonage	 dans	 des	 lignées	 cellulaires	 de	

mammifères,	 l’anticorps	produit	par	chacune	des	cellules	 issues	de	sous	populations	B	

données	a	pu	être	testé	pour	son	proCil	de	réactivité.	Il	en	a	résulté	que	la	proportion	de	

cellules	réactives	contre	des	autoantigènes	nucléaires	ou	cytoplasmiques	passait	de	40%	

au	stade	transitionnel	à	20%	environ	au	stade	mature	naıf̈.		

Ce	 processus	 de	 sélection	 négative	 semble	 particulièrement	 concerner	 les	 LB	

transitionnels	 T1	 (IgMhigh	 IgDlow	 CD21-),	 pour	 lesquelles	 une	 forte	 stimulation	 du	BCR	

entraın̂e	 l’apoptose	 (Sims	 et	 al.	 2005).	 Les	 cellules	 T2,	 (IgMhigh	 IgDhigh	 CD21+)	 plus	

matures,	 ont	 pour	 leur	 part	 acquis	 une	 résistance	 à	 l’apoptose	 induite	 par	 l’antigène.	

Quant	aux	cellules	T3,	elles	représentent	probablement	une	population	anergique	avec	

une	faible	réponse	à	la	stimulation	du	BCR,	et	aux	capacités	prolifératives	réduites.	Leur	

caractère	anergique	est	notamment	suggéré	par	une	expression	faible	d’IgM	à	leur	surface	

(Duty	et	al.	2009;	Palanichamy	et	al.	2009).	Si	ces	cellules	autoréactives	anergiques	ou	

ignorantes	ne	rencontrent	pas	leur	autoantigène,	ou	si	l’avidité	avec	leur	BCR	génère	un	

signal	en	dessous	d’un	certain	seuil,	elles	vont	survivre	et	pouvoir,	comme	les	autres	LB	

transitionnels,	 se	 différencier	 en	 cellules	 B	 matures	 naıv̈es	 (CD19+CD27-CD10-

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

3.2.	Mécanismes	de	tolérance	au	stade	naïf	

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

par	une	régulation	Cine	des	signaux	B	intrinsèques	:			

Le	signal	BCR.	Les	conséquences	cellulaires	de	 la	 liaison	 à	 l’antigène	dépendent	de	 la	

capacité	du	complexe	BCR	à	transduire	un	signal	en	deçà	ou	au-delà	du	seuil	d’activation.	

Le	complexe	est	composé	de	l’Ig	de	surface,	associée	à	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	 à	

l’origine	de	signaux,	distincts	mais	convergents,	aboutissant	à	l’activation	des	voies	MAP	

kinases,	AKT/mTOR,	et	 à	 la	translocation	nucléaire	de	facteurs	de	transcription	(NFκB,	

nuclear	factor-kappa	B	;	NFAT,	nuclear	factor	of	activated	T	cell…).	Ils	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,	

FcγRIIB,	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	naıv̈e,	l’avidité	et,	de	fait,	la	force	du	

signal	transmis	par	le	BCR	dépendent	du	niveau	d’expression	de	l’Ig	de	surface	mais	aussi	

de	 son	 isotype.	Le	LB	naıf̈	 coexprime	deux	 types	de	BCR	:	 l’IgM	et	 l’IgD,	 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	l’expression	de	surface	de	l’IgM	est	réprimée,	

mais	celle	de	l’IgD	est	similaire	aux	autres	cellules	naıv̈es	(Duty	et	al.	2009).	Le	modèle	
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murin	 Nur77-eGFP	 développé	 par	 Zikherman	 et	 collaborateurs,	 a	 permis	 de	 mieux	

préciser	le	rôle	de	l’Ig	de	surface	dans	la	capacité	de	réponse	des	LB	à	leur	autoantigène	

(Zikherman	et	al.	2012).	Dans	ce	modèle,	l’expression	de	la	GFP	est	sous	la	dépendance	

du	gène	Nur77,	gène	rapidement	surexprimé	lors	de	l’engagement	du	BCR,	de	sorte	que	

la	Cluorescence	de	la	GFP	soit	un	indicateur	de	la	force	du	signal	généré	par	l’interaction	

antigène-récepteur.	Les	auteurs	ont	montré	que	l’expression	de	la	GFP	était	inversement	

corrélée	 à	 l’expression	 de	 l’IgM	 de	 surface,	 mais	 pas	 à	 l’IgD.	 Les	 LB	 avec	 une	 forte	

expression	de	GFP	étaient	présumés	autoréactifs,	ce	qui	était	conCirmé	par	l’importante	

proportion	 de	 réactivité	 antinucléaire.	 Dans	 ces	 cellules,	 la	 stimulation	 de	 l’IgM	

aboutissait	 à	 une	 diminution	 du	 Clux	 calcique	 intra-cellulaire	 par	 rapport	 aux	 cellules	

GFPlow,	ce	qui	n’était	pas	 le	cas	de	 la	 stimulation	du	BCR	 IgD.	Ces	données	confortent	

l’hypothèse	 qu’un	 pool	 de	 cellules	 autoréactives	 anergisées	 survit	 en	 périphérie,	 que	

l’expression	membranaire	de	l’IgM	permet	d’en	atténuer	la	réponse	à	l’antigène,	mais	que	

ces	cellules	restent	capables	de	s’activer	dans	certaines	conditions	(notamment	via	l’IgD)	

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	déCicience	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	 P110α	

abolit	complétement	la	délétion	clonale	et	l’édition	du	récepteur	au	niveau	central,	mais	

permet	aussi	aux	cellules	autoréactives	de	court	circuiter	le	premier	Ciltre	périphérique	

(Greaves	et	al.	2019).	De	plus,	contrairement	aux	autres	cellules	B	naıv̈es,	les	cellules	B	

anergiques	du	modèle	MD4xML5	n’accumulent	pas	de	PtdInsP3,	produit	de	la	PI3K,	après	

stimulation	 de	 leur	 BCR	 (Browne	 et	 al.	 2009;	 Getahun	 2022).	 Au	 contraire,	 cette	

stimulation	aboutit	à	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	MD4xML5	restaure	une	réponse	BCR	normale,	ce	qui	souligne	l’importance	de	

la	 régulation	 négative	 de	 PI3K	 dans	 le	 maintien	 de	 l’anergie.	 EnCin,	 dans	 un	 modèle	

inductible,	 la	délétion	de	SHP-1	(SH2-containing	tyrosine	phosphatase-1),	phosphatase	

des	motifs	 ITAMs	 à	 l’origine	 d’un	 rétrocontrôle	 négatif	 sur	 le	 signal	 BCR,	 réactive	 les	

cellules	 anergiques	 (Getahun	 et	 al.	 2016).	 Ces	 données	 supportent	 le	 rôle	 critique	 du	

signal	BCR	comme	de	ses	rétrocontrôles	dans	le	maintien	de	l’anergie.	
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Figure	6	:	Signal	du	récepteur	du	LB	(BCR).	(Nemazee	et	al.,	2017).	
	La	liaison	du	BCR	à	l'antigène	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	à	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),	 entraı̂ne	 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	O1)	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	PLCγ2	(phospholipase	
Cγ2),	de	BTK,	de	la	protéine	GRB2	(Growth-factor	receptor	bound	protein	2).	La	PLCγ2	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	l'ouverture	du	canal	Ca2+	membranaire	ORAI.	La	mobilisation	
du	calcium	favorise	l'activation	de	la	calcineurine	et	la	localisation	nucléaire	de	NFAT.	
3)	 DAG	 (à	 droite)	 active	 également	 la	 PKC	 (protéine	 kinase	 C),	 impliquant	 la	 voie	 des	 MAPK	 kinases	
notamment	par	l’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).	 Après	
phosphorylation,	ERK	entre	dans	le	noyau	et	entraine	l’hétérodimérisation	de	Fos	et	Jun	en	AP-1	permettant	
son	activité	transcriptionnelle.	
4)	PKC	phosphoryle	la	protéine	du	complexe	de	signalisation	NF-κB	CARMA1	(composé	de	CARMA1,	BCL10	
et	 MALT1),	 entrainant	 le	 clivage	 de	 A20,	 une	 protéine	 inhibitrice	 de	 la	 signalisation	 NF-κB,	 et	 la	
phosphorylation	 par	 TAK1	 (Transforming	 growth	 factor-β	 (TGF-β)-activated	kinase	1)	 du	 trimère	 IKK	
(inhibitor	of	nuclear	factor	kappa-B	kinase,	composé	de	NEMO,NF-kB	Essential	Modulator,	IKKα	et	IKKβ).	
IKK	phosphoryle	ensuite	IkB	(un	inhibiteur	de	NF-κB		lié	à	celui-ci),	induisant	sa	dégradation	protéolytique,	
libérant	NF-κB	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	déjà	

évoqué	 le	 rôle	 lors	 de	 la	 tolérance	 centrale,	 sont	 exprimés	 dans	 le	 compartiment	

endosomal	des	LB.	TLR9	est	un	récepteur	spéciCique	à	l’ADN	reconnaissant	des	ıl̂ots	CpG	

(Dinucléotide	Cytosine-phosphate-Guanine)	déméthylés.	La	transduction	du	signal	TLR9	

est	dépendante	de	CD19.	En	effet,	la	stimulation	via	TLR9	entraın̂e	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	naıv̈es	puriCiées	de	patients	avec	une	mutation	

homo	ou	hétérozygote	de	CD19,	qui	entraine	une	diminution	d’expression	CD19	 à	 leur	

surface,	présentent	un	défaut	de	réponse	spéciCique	à	la	stimulation	TLR9	(Morbach	et	al.	

2016).	De	 façon	physiologique,	un	engagement	 simultané	du	BCR	et	de	TLR9	dans	 les	

cellules	naıv̈es	engendre	initialement	un	signal	de	prolifération,	suivi	d’un	arrêt	de	cycle	

cellulaire	 et	 d’une	 orientation	 de	 la	 cellule	 vers	 l’apoptose	 (Sindhava	 et	 al.	 2018).	 A	

l’opposé	du	rôle	tolérogène	de	TLR9,	la	surexpression	chez	la	souris	de	TLR7,	récepteur	

spéciCique	à	l’ARN	(Acide	RiboNucléique),	favorise	l’expansion	de	cellules	transitionnelles	

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

	

	
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,	ampli[iant	la	signalisation	du	BCR,	ce	qui	aboutit	notamment	à	l’activation	
des	voie	des	MAPK	et	NF-κB.	 	
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Le	comportement	d’un	LB	après	sa	rencontre	avec	l’antigène	peut	également	être	modulé	

par	des	facteurs	extrinsèques,	dont	les	lymphocytes	T	(LT).	Une	cellule	B	donnée	pourra	

ne	pas	s’activer	en	l’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	rôle	des	Treg	dans	la	tolérance	B	est	illustré	chez	les	patients	déCicients	pour	

AIRE	(Autoimmune	regulator).	Le	défaut	de	sélection	des	Tregs	normalement	médié	par	

AIRE	aboutit	à	un	répertoire	TCR	régulateur	incomplet	et	à	une	accumulation	des	cellules	

B	naıv̈es	autoréactives	(Sng	et	al.	2019).	En	ce	sens,	 les	patients	déCicients	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	 singulière	 de	 LB,	 au	 phénotype	 proche	 des	 cellules	 transitionnelles,	 est	

capable	 d’inhiber	 l’aide	 (ou	 help)	 des	 LT	 auxiliaires	 par	 la	 production	 de	 cytokines	

immunosuppressives	dont	l’interleukine	10	(IL-10)	(Blair	et	al.	2010).		

Le	système	BAFF-APRIL	représente	un	autre	de	ces	facteurs	cruciaux	dans	la	régulation	

du	 signal	 lymphocytaire	 B	 naıf̈.	 La	 cytokine	 BAFF	 (B	 cell	 activating	 factor),	

majoritairement	 exprimée	 par	 les	 cellules	 myéloıd̈es,	 appartient	 à	 la	 famille	 des	

récepteurs	du	TNF	(Tumor	necrosis	factor)	et	peut	être	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	multimètres	et	ainsi	

se	lier	sélectivement	à	BAFF-R	ou	TACI	(Vigolo	et	al.	2018).	La	cytokine	APRIL,	elle,	est	

produite	par	les	cellules	myéloıd̈es	ou	épithéliales	et	se	lie	à	BCMA	et	TACI	(Figure	8).		Les	

LB	expriment	BAFF-R	à	partir	du	stade	transitionnel,	en	particulier	les	cellules	T2	pour	

lesquelles	BAFF	participe	largement	à	leur	résistance	à	l’apoptose	induite	par	l’antigène	

en	induisant	l’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	NFκB	et	l’activation	de	la	PI3K	(Stadanlick	et	al.	2008;	Henley,	Kovesdi,	and	

Turner	2008).	Une	surexpression	de	BAFF,	dans	le	modèle	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	naıf̈s	notamment	au	stade	transitionnel.		
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TACI	est	physiologiquement	exprimé	à	partir	du	stade	mature	naıf̈	où	il	semble	exercer	un	

rôle	 de	 régulateur	 négatif	 de	 l’activation	 B.	 Il	 joue	 aussi	 un	 rôle	 plus	 tardif	 dans	 la	

maturation	B	en	favorisant	la	commutation	de	classe	et	la	survie	des	plasmocytes	(PC),	

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

	

	
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	l’homéostasie	lymphocytaire	
B	précoce.	BCMA,	dont	 l’expression	est	 restreinte	aux	cellules	 sécrétrices	d’anticorps	et	 leur	 confère	un	
signal	de	survie,	lie	APRIL	et	BAFF.	TACI,	qui	reconnaı̂t	APRIL	mais	aussi	BAFF	sous	une	forme	multimérique,	
est	impliquée	dans	la	différenciation	T	dépendante	et	indépendante,	et	la	commutation	de	classe.	L’HSPG	
(heparan	sulfate	proteoglycan)	facilite	l’intéraction	entre	APRIL	et	TACI.		

	

4.	Tolérance	périphérique	:	compartiment	post	antigénique	

4.1	Différenciation	du	CG	et	tolérance	

Après	la	rencontre	avec	l’antigène,	les	LB	naıf̈s	vont	subir	une	maturation	d’afCinité,	et	se	

différencier	 en	 cellules	 mémoires,	 classiquement	 identiCiées	 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	à	

l’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-après	nommés	pré-TFH	avant	l’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	rôle	crucial	à	cette	étape.	Ils	sont	nécessaires	à	la	formation	et	au	

maintien	du	CG,	notamment	par	la	sécrétion	de	l’IL-21	(interleukine	21)	(Crotty	2019).	Le	

LB	récemment	activé	par	l’antigène	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	 l’antigène	

apprêté	et	des	signaux	d’activation	secondaires	 impliquant	notamment	 le	couple	 ICOS-

ICOSL	(inducing	col-stimulator)	(D.	Liu	et	al.	2015).		L’afCinité	du	BCR	pour	l’antigène	paraıt̂	

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	 afCinité	 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	naıf̈s	après	transfert	adoptif	d’un	BCR	d’afCinité	Cixe,	suggère	qu’une	exposition	

prolongée	 à	 l’antigène	résulte	en	une	transformation	plasmablastique	immédiate,	alors	

qu’une	exposition	plus	courte	aboutit	 à	 l’arrêt	du	cycle	cellulaire	et	une	différenciation	

mémoire,	au	sein	du	CG	ou	non	(Glaros	et	al.	2021).	EnCin,	l’engagement	de	TLR9	par	des	

PAMPS	(Pathogen	associated	molecular	patterns),	surajouté	à	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	pathogène	rencontré,	des	cytokines	comme	l’IL-12	ou	

l’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	l’ensemble,	ces	éléments	

identiCient	au	moins	trois	déterminants	du	destin	du	LB	lors	de	la	phase	pré-CG	:	l'afCinité	

pour	 l'antigène,	 la	 durée	 de	 l'interaction	 avec	 l'antigène,	 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	l’antigène	modi[ie	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	 (à	 gauche),	 activé	 par	 les	 cellules	 dendritiques	
conventionnelles	 CD25+,	 qui	 va	 l’orienter	 vers	 un	 processus	 de	 maturation	 d’af[inité	 secondaire	
indépendant	 ou	 dépendant	 du	 CG.	 Les	 deux	 voies	 permettent	 de	 générer	 des	 LB	mémoires	 et	 des	 ASC	
(plasmablastes	puis	PC,	à	droite).	 	
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Différenciation	 folliculaire.	 Après	 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	 à	 la	migration	

vers	 le	 CG.	 Sa	 délétion	 chez	 la	 souris	 aboutit	 à	 l’absence	 de	 réponse	 anticorps	 extra-

folliculaire	et	un	excès	de	cellules	B	du	CG	(Pereira	et	al.	2009).	Quatre	à	sept	jours	après	

la	rencontre	avec	l’antigène,	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	 être	 insérées	 dans	 les	 régions	 variables	 des	 Ig,	 a	 pour	 objectif	 d’en	

améliorer	l’afCinité	et	la	spéciCicité	pour	l’antigène,	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),	 où	 l’afCinité	 du	BCR	pour	 leur	 antigène	 lié	 aux	 cellules	

dendritiques	folliculaires	(FDC)	est	testé	et	où	les	cellules	exprimant	des	Ig	les	plus	afCines	

auront	un	avantage	sélectif.	Les	LB	sélectionnés	interagiront	ensuite	avec	les	TFH	présents	

dans	la	zone	claire,	en	leur	présentant	l’antigène	proportionnellement	à	leur	afCinité	(S.	T.	

Chen	 et	 al.	 2023).	 Le	 signal	 help	 fournit	 par	 les	 TFH,	 notamment	 via	 l’axe	 de	 co-

signalisation	 CD40-CD40L,	 donne	 accès	 à	 des	 niveaux	 plus	 élevés	 de	 BAFF,	 induit	

l’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’inCluence	du	complexe	

mTORC1	également	activé	par	les	TFH,	les	LB	regagnent	la	zone	sombre	où	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	 l’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	

naıv̈es	 sont	 continuellement	 recrutées	 tout	 au	 long	 du	 processus	 CG,	 ce	 qui	 permet	

d’améliorer	la	diversité	de	réponse	à	un	antigène	donné	(Hägglöf	et	al.	2023).	

Bien	qu’il	ait	été	montré	récemment	chez	l’homme	et	la	souris	qu’elle	pouvait	débuter	dès	

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	l’anticorps	face	à	un	spectre	de	pathogène	

donné.	AID	en	est	le	principal	acteur	en	induisant	des	cassures	doubles	brins	d’ADN	dans	

des	régions	pentamériques	répétées	dites	«	S	»,	qui	seront	suivies	d’une	recombinaison	de	

la	région	variable	avec	une	région	constante	α	(isotype	IgA),	γ	(IgG),	ou	ε	(IgE).	Le	choix	

de	l’isotype	dépend	de	l’environnement	cytokinique.	En	effet,	les	TFH	peuvent	modiCier	

leur	 phénotype	en	 TFH1,	 TFH2	 ou	 TFH17	 (identiCiés	 par	 l’expression	 différentielle	 de	

CXC3	et	CCR6),	produisant	respectivement	les	cytokines	et	favorisant	les	commutations	

de	LB	suivants	:		interferon	gamma	(IFNγ)/IL-21	et	IgG2	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	après	le	passage	dans	le	CG	sont	multiples.	Ils	

reposent	notamment	 sur	 le	degré	 d’afCinité	 du	LB	pour	 son	antigène,	 conditionnant	 là	

encore	le	signal	de	soutien	apporté	par	les	TFH,	de	l'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	afCinité	

pour	 l’antigène	 faciliterait	 l’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	NFκB	puis	IRF-4,	favorisant	l’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.	
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Figure	10	:	Dynamique	du	CG	et	sélection	des	LB	(d’après	Inoue	et	al.	2023;	Victora	et	al.,	2022).	
A.	 Représentation	 des	 principales	 étapes	 de	 la	 sélection	 des	 LB	 du	 CG.	 L'épaisseur	 des	 [lèches	 est	
proportionnelle	à	la	fréquence	de	chaque	évènement.	Les	[lèches	en	pointillés	représentent	des	transitions	
supposées.	 Les	 régulateurs	moléculaires	 clés	 sont	 représentés	 en	 bleu,	 et	 les	 étapes	 du	 cycle	 cellulaire	
associées	à	chaque	transition	en	vert.	B.	A	gauche	:	La	sélection	de	LB	mémoires	ou	de	plasmablastes	est	
principalement	déterminée	par	l'af[inité	pour	l'antigène	des	BCR	des	LB	du	CG.	Les	LB	avec	BCR	de	faible	
af[inité	sont	plus	susceptibles	de	devenir	des	cellules	B	mémoires,	tandis	que	ceux	avec	une	af[inité	élevée	
réintègrent	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	l'activation	de	c-Myc	et	de	mTORC1.	
Ces	cellules	commencent	également	à	réguler	à	la	baisse	BCL-6,	ce	qui	permet	l'induction	de	l'expression	de	
BCL-2	et	de	BCR	à	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.	 	

A.	

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	caractère	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	l’antigène	est	exprimé	de	

façon	abondante	dans	les	CG	(Chan	et	al.	2012).	Il	est	dépendant	de	FAS	:	dans	le	modèle	

HEL,	l’inactivation	de	FAS	aboutit	à	l’accumulation	de	LB	non	spéciCiques	de	l’antigène	et	

à	leur	différenciation	en	ASC	(Butt	et	al.	2015).	L’autre	mécanisme	repose	sur	le	concept	

de	 rédemption	 clonale.	Certains	LB	naıf̈s	 autoréactifs,	 dont	 les	LB	anergiques,	peuvent	

entrer	dans	le	CG	où	ils	vont	subir	des	SHM.	Les	mutations	induites	peuvent	diminuer	le	

caractère	 autoréactif	 en	 augmentant	 la	 spéciCicité	 pour	 l’antigène	 exogène	:	 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	l’immunodéCicience	humaine)	ou	

du	 virus	 inCluenza	 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	particulièrement	les	Ig	à	 la	rédemption	clonale.	

5%	à	10%	des	LB	naıf̈s	présents	dans	le	répertoire	du	sujet	sain	expriment	à	leur	surface	

un	BCR	utilisant	le	gène	IGHV4-34	de	la	chaın̂e	H	(Pugh-Bernard	et	al.	2001).		Ce	segment	

V	confère	une	activité	potentiellement	pathogène	à	l’anticorps	qui	reconnait	des	glycanes	

comprenant	l'antigène	sanguin	I/i	sur	la	membrane	des	érythrocytes	ou	des	LB	(Bhat	et	

al.	2015).	Cette	autoréactivité	se	produit	indépendamment	de	la	chaın̂e	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	l'un	des	cinq	résidus	du	patch	

hydrophobe,	connues	pour	diminuer	la	spéciCicité	I/i.	Chez	des	sujets	sains	immunisés	par	

le	virus	de	la	vaccine	ou	des	alloantigènes	RhD	(rhésus	D),	l’autoréactivité	des	anticorps	

IGHV4-34+	mutés	dans	cette	région	est	abolie	mais	la	spéciCicité	avec	RhD	ou	la	vaccine	

est	 préservée.	 Leur	 réversion	 en	 condition	 germinale	 restaure	 le	 caractère	 autoréactif	

avec	une	forte	afCinité	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	FcγRIIb,	un	

récepteur	 inhibiteur	 du	 BCR.	 Il	 prévient	 l’expansion	 de	 cellules	 autoréactives	

spéciCiquement	 dans	 le	 CG,	 puisque	 sa	 délétion	 favorise	 l’accumulation	 de	 cellules	

autoréactives	post	CG	mais	décroit	leur	fréquence	au	stade	naıf̈	(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	autoantigènes	et	elles	peuvent	générer	des	signaux	inhibiteurs	via	CTLA-4	ou	la	

sécrétion	d’IL-10	et	de	TGF-β,	et	réprimer	la	commutation	de	classe,	l’expression	de	c-Myc,	

et	 les	 voies	métaboliques	 dont	mTORC1(Fonseca,	 Ribeiro,	 and	Graca	 2019;	 Sage	 et	 al.	

2016).	

Malgré	ces	mécanismes,	des	LB	pour	lesquels	les	SHM	ont	généré	des	BCR	autoréactifs	

alors	 qu’ils	 ne	 l’étaient	 pas	 au	 stade	 naıf̈,	 survivent.	 En	 effet,	 l’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	antigènes	nucléaires,	et	une	

fréquence	plus	élevée	de	polyréactivité	que	pour	les	LB	naıf̈s	des	mêmes	sujets	(fréquence	

de	 réactivité	 contre	 au	moins	 deux	 antigènes	 parmi	 insuline,	 le	 lipopolysaccharide,	 et	

l’ADN	double	ou	simple	brin	de	22%	contre	6%)	(Tiller	et	al.	2007).	La	réversion	des	SHM	

par	mutagenèse	 dirigée	 conduisait	 à	 la	 perte	 de	 cette	 auto-	 et	 polyréactivité	 pour	 36	

anticorps	 testés.	 Ces	 LB	 switchés	 pourraient	 être	 à	 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	rôles,	tels	que	la	clairance	de	débris	apoptotiques,		

avec	des	fonctions	effectrices	différentes	des	IgM	(Tiller	et	al.	2007).	Le	rôle	précis	de	ces	

cellules	 reste	 toutefois	 à	 élucider,	 tout	 comme	 le	 fait	 de	 savoir	 si	 elles	 peuvent	 être	

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	

antigènes	nucléaires	(Tsuiji	et	al.	2006).	Cela	suggère	que	les	cellules	naıv̈es	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,	 l’immunité	 humorale	 extra-folliculaire	 était	 considérée	 comme	 spéciCique	

d’antigènes	aux	motifs	répétés,	principalement	polysaccharidiques,	générant	une	réponse	

anticorps	rapide	(environ	3	jours),	T-indépendante,	peu	spéciCique,	de	faible	afCinité,	et	ne	

générant	que	peu	de	cellules	mémoires	(Mond,	Lees,	and	Snapper	1995;	Garcıá	de	Vinuesa	

et	al.	1999).	La	majorité	de	ces	cellules,	CD27+,	expriment	une	Ig	de	type	IgM,	peu	mutée,	

et	sont	qualiCiées	de	LB	de	la	zone	marginale	dans	la	rate,	et	de	LB	mémoires	non	switchés	

ou	mémoires	IgM+	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	 l’expression	 de	 Blimp-1	 puis	 la	

répression	de	PAX5	(He	et	al.	2010;	Nickerson	et	al.	2010;	Litinskiy	et	al.	2002).	Ce	proCil	

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	 antigènes	 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	même,	il	a	longtemps	été	considéré	que	les	plasmablastes	issus	de	la	différenciation	

extra-folliculaire	 se	 différenciaient	 en	 PC	 à	 courte	 durée	 de	 vie	 et	 peu	mutés.	 De	 fait,	

l’analyse	approfondie	de	 la	réponse	EF	 à	 l’infection	par	Salmonella	 typhimurium	révèle	

que	les	plasmablastes	ont	subi	plusieurs	SHM	à	l’origine	d’une	afCinité	augmentée	(Di	Niro	
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et	 al.	 2015).	 BAFF	 et	 APRIL,	 mais	 aussi	 les	 LT	 pré-TFH,	 notamment	 via	 l’IL-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	

l’expression	du	PD-1,	mais	sont	négatives	pour	CXCR5.	Elle	expriment	également	CXCR3,	

ce	qui	contribue	à	leur	recrutement	dans	les	tissus	inClammatoires	où	elles	favorisent	la	

différenciation	extra-folliculaire	et	en	plasmablastes	des	LB,	notamment	médiée	par	une	

forte	sécrétion	d’IFNγ	(Yoshitomi	et	al.	2021;	Asashima	et	al.	2023).		

Récemment,	 une	 population	 singulière	 de	 cellules	 a	 été	 rattachée	 à	 la	 réponse	 extra-

folliculaire.	T-bet	est	un	 facteur	de	 transcription	connu	pour	orienter	 les	LT	auxiliaires	

CD4+	 vers	 un	proCil	 Th1.	Dans	 les	 LB,	 il	 a	 été	 identiCié	 dans	 une	population	B	murine	

particulière	augmentant	avec	l’âge	(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	 l’IFNγ	(Rubtsov	et	al.	2015;	

2013).	 Elles	 sont	 requises	 pour	 contrôler	 certaines	 infections	 virales	 et	 s’expandent	

rapidement	après	une	 infection	par	 le	virus	 inCluenza	 (Cancro	2020).	Les	niveaux	plus	

faibles	de	SHM	et	l'expression	réduite	des	gènes	BCL6,	S1PR2	et	AICDA,	en	comparaison	

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

	Chez	l’homme,	une	population	similaire	a	été	identiCiée,	même	si	les	déCinitions	ne	sont	

pas	uniformes.	Ces	cellules	T-bet	positives,	sont	négatives	pour	CD27-,	exprimant	peu	ou	

pas	 CD21,	 et	 sont	 qualiCiées	 d’atypiques	 de	 par	 l’expression	 de	molécules	 inhibitrices	

comme	FcRL5	(Fc	receptor-like	protein	5),	CD72,	CD22,	PD-1,	et	leur	faible	réponse	à	des	

stimulations	in	vitro	(Sutton	et	al.	2021).	Leur	expansion	a	été	constatée	dans	différentes	

infections,	 incluant	 l’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	 être	 démontrée	 entre	 deux	 populations	 T-bet+	 CD11c+	 correspondant	

globalement	à	ces	LB	atypiques	:	une	double	négative	pour	l’IgD	et	le	CD27,	nommée	DN2	

(les	DN1	étant	des	précurseurs	de	LB	mémoires	du	CG),	et	une	population	naıv̈e	activée	

(aNaive)	dont	elles	semblent	dériver,	ne	différant	que	par	l’expression	négative	de	l’IgD	

(Jenks	et	al.	2018).	Outre	le	proCil	transcriptomique,	la	différenciation	préférentiellement	

extra-folliculaire	 des	 DN2	 chez	 l’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	 IFNγ/TLR	ou	 	 l’IFNγ/CD40L	(Keller	et	al.	2021).	Comme	

l’atteste	 le	proCil	de	réactivité	de	 leurs	anticorps	après	différenciation	plasmocytaire	 in	

vitro,	 elles	 sont	 fréquemment	 autoréactives,	 ce	 qui	 questionne	 sur	 leur	 rôle	 et	 les	

mécanismes	de	 tolérance	 les	 restreignant	 (S.	Wang	et	 al.	 2018).	Lors	d’une	 infection	 à	

Plasmodium	 falciparum,	 	 les	 cellules	 atypiques	 présentent	 des	 SHM	 qui	 réduisent	 le	

caractère	autoréactif	de	leur	BCR.	Cela	suggère	qu’elle	peuvent	être	contraintes,	comme	

les	 LB	 folliculaires,	 par	 un	 mécanisme	 de	 rédemption	 clonale	 lors	 d’exposition	 à	 des	

antigènes	exogènes	(Ambegaonkar	et	al.	2022).	

A	 la	 lumière	 de	 ces	 éléments,	 La	 réponse	 B	 extra-folliculaire	 est	 donc	 aujourd’hui	

reconsidérée	 et	 appréciée	 comme	une	 réponse	 humorale	 complémentaire,	 induite	 par	

certains	pathogènes,	permettant	à	la	fois	une	réaction	immunitaire	rapide	peu	spéciCique,	

mais	aussi	une	réponse	avec	maturation	d’afCinité	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).	
Illustration	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	modèles	murins	et	sont	moins	
bien	 connues	 chez	 l’homme.	 Les	 réponses	 T-indépendantes	 (à	 gauche,	 en	 violet)	 aboutissent	 à	 une	
conversion	directe	des	LB	naı̈fs	en	PC	quelques	jours	après	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	à	la	différenciation	en	PC	à	longue	durée	de	vie,	mais	
cette	réponse	est	plus	longue	à	mettre	en	place.	

	

4.3	Tolérance	tardive	:	LB	mémoires	

La	maturation	d’afCinité	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	 identiCication.	 Elles	 peuvent	 être	 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	lymphoıd̈es	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	identiCié	pas	moins	de	12	populations	mémoires	différentes	dans	ces	quatre	

compartiments	 (Glass	et	al.	2020).	Elle	a	 révélé	que	 l’expression	de	CD27	n’y	 était	pas	

ubiquitaire,	 et	 que	 d’autres	marqueurs	 pouvaient	 être	 spéciCiques,	 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	l’antigène.	L’étude	des	LB	mémoires	spéciCiques	de	la	vaccine	chez	des	sujets	âgés	de	

plus	de	50	ans	conCirme	qu’un	contingent	mémoire	restreint,	commuté,	sélectionné	pour	

son	afCinité,	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	à	nouveau	dans	le	CG	pour	

reprendre	le	processus	de	sélection	positive	et	augmenter	encore	la	spéciCicité	et	l’afCinité	

pour	l’antigène,	avant	de	se	différencier	Cinalement	en	plasmablastes.	Ce	processus	par	

lequel	les	cellules	mémoires	subiraient	plusieurs	cycles	de	réentrée	dans	le	CG,	où	elles	

deviennent	de	plus	en	plus	spéciCiques,	expliquerait	pourquoi	elles	présentent	davantage	

de	polyréactivité	et	moins	de	SHM	que	les	ASC	(Akkaya	et	al.	2020;	Scheid	et	al.	2011).	

Dans	le	modèle	murin	d'infection	par	le	virus	West-Nile	avec	une	souche	de	virus	sauvage	

et	 un	 virus	 variant,	 les	 plasmocytes	 à	 longue	durée	 de	 vie	 présentent	 une	 capacité	 de	

neutralisation	du	virus	variant	limitée	alors	que	les	PC	dérivés	des	LB	mémoires	génèrent	

des	anticorps	capables	de	reconnaıt̂re	 le	virus	sauvage	et	 le	variant,	voire	davantage	 le	

virus	variant	(Purtha	et	al.	2011).	De	même,	les	cellules	B	mémoires	des	patients	vaccinés	

contre	 le	 Sars-Cov2	 adaptent	 progressivement	 leur	 afCinité	 après	 une	 infection	 par	 le	

variant	 BA.1,	 probablement	 par	 le	même	mécanisme	 (Sokal	 et	 al.	 2023).	 Une	 analyse	

combinant	séquençage	BCR	et	single	cell	RNAseq	des	LB	mémoires	issus	d’amygdales	de	

sujets	sains	révèle	que	l’isotype	du	LB	mémoire	inCluence	le	destin	cellulaire	(King	et	al.	

2021).	Les	LB	mémoires	switchés	démontrent	une	faculté	accrue	à	activer	le	signal	BCR	et	

à	 présenter	 l’antigène,	 c’est-à-dire	 à	 recevoir	 des	 signaux	 favorisant	 la	 différenciation	

plasmablastique,	alors	que	le	proCil	transcriptomique	des	LB	non	switchés	suggère	qu’ils	

sont	prompts	à	regagner	le	CG.		D’après	l’ensemble	de	ces	données	et	le	modèle	proposé	

par	Akkaya	et	al.,	 les	LB	mémoires	paraissent	 indispensables	 à	 la	réponse	 immunitaire	

secondaire	 en	 formant	 un	 deuxième	 rempart	 pour	 les	 pathogènes	 ayant	 échappé	 aux	



37	
	

mailles	du	Cilet	des	PC	à	longue	durée	de	vie	(Figure	12).	Il	est	alors	aisé	d’imaginer	que	

les	mêmes	processus	de	tolérance	décrit	pour	les	LB	naıf̈s	entrant	dans	le	CG	s’appliquent	

aux	LB	mémoires.	

	

	
Figure	12	:	Représentation	schématique	de	la	réponse	immune	secondaire.	(Akkaya	et	al.,	2020).	
Les	PC	à	longue	durée	de	vie	présents	dans	la	moelle	osseuse	sécrètent	des	anticorps	fortement	sélectionnés	
et	hautement	spéci[iques	(en	rouge)	qui	forment	une	première	barrière	(en	bas)	lors	d’une	réinfection	par	
un	pathogène.	Les	pathogènes	variants	peuvent	trouver	des	failles	dans	cette	barrière;	ils	en	rencontreront	
alors	une	deuxième	(en	haut)	formée	par	les	LB	mémoires,	moins	spéci[iques	mais	aux	BCR	plus	variés.	Une	
fois	activés,	les	LB	mémoires	pourront	directement	se	différencier	en	PC	à	longue	durée	de	vie	ou	réintégrer	
les	CG	pour	maturer	leur	af[inité,	puis	se	différencier	secondairement	en	PC	à	longue	durée	de	vie	ou	en	
nouvelle	cellule	mémoire	plus	spéci[ique	du	variant.	 	
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4.4	Tolérance	tardive	:	ASC	

La	différenciation	en	ASC	est	le	dernier	évènement	dans	le	développement	des	LB.	Après	

la	 maturation	 d’afCinité	 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	Cibroblastiques	(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	à	une	longue	durée	de	vie	et	migrent	vers	la	moelle	osseuse.	

Caractéristiques	des	différentes	ASC	

L’analyse	du	transcriptome	révèle	un	proCil	d'expression	génique	très	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	gène	

PRDM1),	dont	nous	avons	déjà	évoqué	le	rôle	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	

l’UPR	 (Unfolded	 protein	 response)	 nécessaire	 à	 la	 synthèse	 des	 anticorps.	 Les	

plasmablastes	déCicients	pour	PRDM1	perdent	leur	capacité	à	sécréter	des	anticorps,	en	

partie	par	un	défaut	d’activation	de	la	voie	mTORC1	régulant	la	synthèse	protéique	(Tellier	

et	 al.	 2016).	 Toutes	 les	 ASC	 sont	 CD27+CD38hiIgD-CD24-	 mais	 les	 populations	

plasmocytaires	peuvent	différer	par	leur	phénotype	et	notamment	l’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).	Après	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-.	L’analyse,	chez	des	adultes	sains,	des	PC	spéciCiques	

d’antigènes	viraux	rencontrés	uniquement	lors	de	la	vaccination	dans	l’enfance	a	permis	

de	montrer	que	 la	majorité	 des	PC	 à	 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	 après	 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	 à	

longue	durée	de	vie	n’expriment	pas	d’Ig	de	surface.	Au	Cil	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	 à	 leur	 surface	 contrairement	 aux	 PC	

IgG+(Blanc	 et	 al.	 2016;	 Pinto	 et	 al.	 2013).	 EnCin,	 il	 est	 important	 de	 noter	 qu’une	

population	importante	de	PC,	principalement	IgA+	et	exprimant	CCR9,	est	localisée	dans	

les	tissus	lymphoides	associés	à	la	muqueuse	intestinale.	Certains	de	ces	PC,	localisés	dans	

la	lamina	propria,	ont	un	proCil	de	LPPC.	Ils	sont	impliqués	dans	la	défense	anti-infectieuse	

des	 muqueuses	 IgA	 dépendante,	 mais	 jouent	 aussi	 un	 rôle	 immunomodulateur	 dans	

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

	

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

	

	

Signaux	de	survie	et	tolérance	

Les	PC	à	longue	durée	de	vie	quittent	les	OLS	en	réduisant	l’expression	de	l’intégrine	α4β1,	

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).	Ils	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	à	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	BAFF.	Un	des	deux	signaux	est	sufCisant	pour	induire	la	survie	

des	PC	:	seule	la	délétion	combinée	d’APRIL	et	BAFF	induit	la	disparition	des	PC	à	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	

myéloıd̈es,	 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	à	la	surface	des	cellules	et	augmente	son	efCicacité	(Duan	et	al.	2023).	

APRIL	 agit	 sur	 le	 récepteur	 BCMA	 des	 PC	 (qui	 lie	 peu	 BAFF),	 qui	 régule	 notamment	

l'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	à	TACI	et	générer	un	signal	de	survie,	de	façon	cohérente	

avec	le	déCicit	en	Ig	constaté	chez	les	patients	déCicients	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	 à	 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	à	la	glycosylation	des	anticorps	(Lam	et	al.	2016).		

De	part	leurs	forts	signaux	de	survie,	leur	localisation	déCinitive	et	restreinte	aux	niches	

de	la	moelle	osseuse,	les	PC	ne	subissent	théoriquement	pas	de	processus	de	délétion	ou	

de	rédemption	clonale.	Néanmoins,	l’analyse	du	proCil	de	réactivité	de	177	des	Ig	exprimés	

par	 les	 PC	 à	 longue	 durée	 de	 vie	 de	 sujets	 sains	 révèle	 une	 baisse	 signiCicative	 de	 la	

fréquence	d’anticorps	autoréactifs	par	rapports	aux	LB	mémoires	switchés	des	mêmes	

sujets	(médiane	de	13%	à	42%)	(Scheid	et	al.	2011).	Ces	résultats,	conjugués	à	l’expansion	

spéciCique	 de	 cellules	 productrices	 d’anticorps	 autoréactives	 en	 contexte	 d’auto-

immunité,	 suggère	 néanmoins	 l’existence	 d’une	 sélection	 négative	 tardive	 encore	 mal	

connue	(Suurmond	et	al.	2019).	La	question	de	savoir	si	cette	sélection	négative	s'opère	

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	l’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	 l’IL-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	à	l'autoréactivité.	La	plupart	de	ces	checkpoints	peuvent	

être	 déCicients,	 et	 engendrer	 ou	 participer	 au	 développement	 de	manifestations	 auto-

immunes.	Dans	le	chapitre	suivant,	nous	développerons	des	exemples	de	telles	situations,	

exposerons	les	hypothèses	mécanistiques	avancées	et	les	conséquences	de	la	rupture	de	

tolérance	qui	en	découlent.	Nous	insisterons	sur	l’exemple	de	LES,	non	seulement	parce	

que	ces	mécanismes	y	ont	été	particulièrement	étudiés,	mais	aussi	parce	que	c’est	la	MAI	

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

Le	rôle	pathogénique	des	LB	dans	les	MAI	 à	autoanticorps	est	suggéré	par	 les	modèles	

murins,	les	anomalies	phénotypiques	récurrentes	constatées,	et	l’efCicacité	des	thérapies	

ciblant	 ces	 cellules	 chez	 les	 patients.	 La	 survie	 de	 ces	 LB	 pathologiques	 jusqu’à	 leur	

différenciation	en	PC	implique	des	mécanismes	de	tolérance	déCicients	variables	selon	les	

maladies.		

	

1.	Rupture	de	tolérance	dans	les	maladies	auto-immunes	

1.1	Compartiment	naïf		

De	nombreux	travaux	ont	cherché	à	identiCier	et	quantiCier	les	cellules	B	autoréactives	en	

utilisant	des	techniques	telles	que	la	transformation	par	le	virus	Epstein-Barr	(EBV),	 le	

suivi	 de	 l'utilisation	 des	 gènes	 V	 connus	 pour	 être	 fréquemment	 autoréactifs,	 ou	 des	

approches	de	cytométrie	en	Clux.	Cependant,	la	plupart	des	études	récentes	ont	utilisé	une	

approche	de	clonage	et	d'expression	des	séquences	d'anticorps	obtenus	 à	partir	de	LB	

humains	en	cellule	unique	à	différents	stades	de	leur	développement	(Wardemann	et	al.	

2003).		

Dans	 le	 LES,	 exemple	 prototypique	 de	MAI	 B	médiée,	 des	 autoanticorps	 peuvent	 être	

détectés	des	années	avant	les	premières	manifestations	cliniques,	ce	qui	laisse	suggérer	

leur	rôle	fondateur	dans	la	physiopathologie	de	la	maladie	(Arbuckle	et	al.	2003).	Il	s’agit	

notamment	 d’anticorps	 antinucléaires	 (ANA),	 qui	 participent	 à	 la	 pathologie	 par	

différents	 mécanismes,	 et	 en	 particulier	 par	 la	 génération	 de	 complexes	 immuns	 qui	

induisent	inClammation	et	lésions	tissulaires.	La	détection	des	ANA,	et	en	particulier	des	

anti-ADN	natifs	double	brin	(ADNdb),	font	partie	des	critères	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+	déCinie	en	immunoCluorescence	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	naıf̈,	suggérant	que	le	premier	point	

de	contrôle	périphérique	puisse	également	être	déCicient	(Yurasov	et	al.	2005)	:		40	à	50%	
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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	 conCirmés	par	une	autre	 technique	:	 l’analyse	des	 surnageants	de	

culture	 selon	 Nojima	 de	 LB	 triés	 en	 cellule	 unique	 révèle	 que	 la	 proportion	 de	 LB	

autoréactifs	ne	diminue	pas	entre	le	stade	transitionnel	et	mature	naıf̈	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	 être	 favorisée.	 Une	 autre	 hypothèse	 est	 que	 ces	 cellules	

présentent	 une	 résistance	 accrue	 à	 l’apoptose	 et	 qu’elles	 puissent	 court-circuiter	 le	

premier	 Ciltre	 de	 tolérance	 périphérique.	 Cette	 fréquence	 élevée	 de	 cellules	

autoréactives/polyréactives	 aux	 stades	 transitionnel	 et	 mature	 naıf̈	 est	 commune	 à	

d’autres	MAI	dont	 la	PR,	 le	Sjögren,	 le	diabète	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’afCinité	 faible,	 ces	 cellules	 naıv̈es	 autoréactives	 non	

éliminées	sont	susceptibles	de	poursuivre	leur	maturation	d’afCinité	et	de	s’activer	après	

la	rencontre	avec	l’antigène.	

1.2	Compartiment	post-antigénique	

Une	rupture	de	tolérance	plus	tardive	a	pu	être	démontrée	dans	le	LES.	Plusieurs	travaux	

ont	 retrouvé	 une	 expansion	 des	 ASC	 et	 une	 signature	 plasmablastique	 corrélant	 avec	

l’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	à	quantiCier,	dans	le	LES,	la	fraction	de	cellules	B	ANA+	en	

cytométrie	 en	 Clux	 (Suurmond	 et	 al.	 2019).	 La	 fréquence	 des	 LB	 ANA+	 n’était	 pas	

augmentée	dans	les	cellules	naıv̈es	des	patients.	En	revanche,	une	augmentation	globale	

des	ASC	IgG+,	 à	 l’origine	d’un	nombre	accru	de	PC	autoréactifs,	 était	retrouvée	à	 la	fois	

dans	les	modèles	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	hétérogène,	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	l’avons	déjà	évoqué,	le	caractère	autoréactif	des	LB	mémoires	ou	ASC	peut	

être	 hérité	 d’un	 LB	 naıf̈	 qui	 l’était	 déjà	 ou	 être	 généré	de	 novo.	 Appuyant	 la	 première	

théorie,	 l'isolement	 de	 deux	 autoanticorps	 IgG	 anti-Ro52	 (appartenant	 à	 un	 groupe	

d’antigènes	 cibles	du	LES,	 les	 anti	 antigènes	 solubles	du	noyau	ou	anti-ENA)	 chez	une	

mère	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	ancêtre	germinal	

(Reed	et	al.	2017).	En	faveur	de	la	seconde	hypothèse,	d’autres	anticorps	anti-ENA	isolés	

chez	 des	 patients	 lupiques,	 d’isotype	 IgG	 et	 mutés,	 perdent	 leur	 caractère	 autoréactif	

lorsqu’ils	sont	inversés	en	condition	germinale	(Mietzner	et	al.	2008).	De	même,	dans	le	

pemphigus	 vulgaire,	 les	 autoanticorps	 pathogènes	 reconnaissant	 la	 desmogléine-3	 ont	

subi	des	SHM,	mais	la	plupart	des	ancêtres	non	mutés	ne	montrent	plus	d'afCinité	pour	cet	

autoantigène	(Di	Zenzo	et	al.	2012).	

1.2.1	Tolérance	du	CG	

La	rupture	de	tolérance	tardive	et	l’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	hypothèses.	D’une	

part,	 la	 fréquence	 largement	 augmentée	 de	 LB	 IGHV4-34+	 de	 type	 9G4+	 (c’est-à-dire	

portant	 le	 patch	 hydrophobe)	 au	 sein	 des	 compartiments	 du	 CG	 et	 post-CG	 chez	 les	

patients	atteints	de	LES,	par	rapport	à	des	sujets	sains,	suggère	un	déCicit	de	l‘exclusion	du	

CG,	 mais	 aussi	 de	 la	 rédemption	 clonale	 (Cappione	 et	 al.	 2005).	 Il	 est	 connu	 que	 les	

anticorps	portant	le	gène	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	 autoantigènes	

comme	l’ADNdb	ou	des	débris	apoptotiques,	suggère	que	le	défaut	de	rédemption	clonale	

n’est	pas	dû	à	une	incapacité	à	subir	des	SHM	mais	à	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	

être	 mis	 en	 évidence.	 Les	 autoanticorps	 ciblent	 des	 antigènes	 plaquettaires,	 dont	 la	

glycoprotéine	 (GP)	 IIb-IIIa.	 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	GpIIb-IIIa	de	haute	afCinité	(Mahévas	et	al.	2013).	En	particulier,	des	PC	à	

longue	 durée	 de	 vie	 apparaissent	 dans	 la	 rate	 après	 déplétion	 B	 par	 anti-CD20	
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(Rituximab).	 Chez	 les	 patients	 en	 rechute	 après	 traitement	 par	 Rituximab,	 les	 PC	

autoréactifs	proviennent	à	la	fois	de	LB	naıf̈s	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	 Ciliation	

clonale	suggère	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	à	la	physiopathologie	du	LES.	Une	accumulation	de	cellules	

ABC,	 exprimant	 largement	 des	 autoanticorps,	 est	 retrouvée	 dans	 les	 modèles	 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	 lésions	 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	à	trois	fois	plus	élevée	que	

chez	les	sujets	sains	et	corrèle	à	l’activité	de	la	maladie	et	aux	titres	d’autoanticorps.	Elle	

concerne	particulièrement	 les	patients	en	poussée	et	 les	sujets	afro-américains	dont	 le	

phénotype	est	plus	sévère	(Korbet	et	al.	2007).	La	fréquence	de	BCR	contenant	le	gène	

IGVH4-34	est	augmentée	dans	les	LB	CD11c+	par	rapport	aux	LB	mémoires	switchés	et	

aux	LB	naıf̈s	conventionnels	(rNaive	pour	resting	Naive	par	opposition	à	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	à	

un	 agoniste	 du	 récepteur	 TLR7,	 auxquels	 elles	 semblent	 particulièrement	 sensibles,	

entraine	une	différenciation	rapide	en	PC	sécréteurs	de	divers	autoanticorps	spéciCiques	

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,	 déCinies	

comme	CD21low)	 est	 retrouvée	 dans	 diverses	MAI	 comme	 la	 PR,	mais	 aussi	 dans	 des	

conditions	pathologiques	associées	à	de	l’auto-immunité	comme	les	déCicits	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	naıv̈es	ayant	échappé	à	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).	

	

	

Figure	13	:	Activation	B	extra-folliculaire	dans	le	LES.	(Jenks	et	al.,	2019).		
CSR,	class	switch	recombination.	

	

2.	Hypothèses	mécanistiques	

Plusieurs	types	de	déCicits	du	système	immunitaire	inné	ou	adaptatif	pouvant	conduire	à	

des	MAI	B	médiées	ont	pu	être	identiCiés.	Certains	se	révèlent	très	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	où	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	déCicit	immunitaire	et	les	études	GWAS	(Genome-

wide	 association	 study)	 ont	 permis	 l’identiCication	 de	 centaines	 de	 polymorphismes	

génétiques	associés	 à	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	modiCier	la	signalisation	du	LB,	incluant	des	gènes	codant	pour	des	récepteurs	ou	des	

protéines	intervenant	dans	la	cascade	du	BCR.	Plusieurs	sont	associés	 à	des	défauts	de	

tolérance	centrale	tels	ceux	impactant	BTK,	MYD88,	IRAK-4	(Ng	et	al.	2004;	Isnardi	et	al.	

2008).	Le	polymorphisme	1858T	de	PTPN22	(Protein	tyrosine	phosphatase,	non	receptor	

type	22)	est	l’un	des	plus	souvent	associés	aux	MAI	dont	la	PR,	le	LES,	le	diabète	de	type	1	

(Eric	Meffre	and	O’Connor	2019).	Ce	variant,	à	l’origine	d’une	substitution	R620W,	affecte	

la	protéine	tyrosine	phosphatase	LYP	et	réduit	les	signaux	BCR	et	TCR.	 	Un	seul	variant	

PTPN22	 est	 sufCisant	 pour	 causer	 un	 défaut	 de	 tolérance	 B	 central	 et	 périphérique	

similaire	à	celui	retrouvé	dans	les	MAI	(Menard	et	al.	2011).	De	plus,	l’expression	induite	

par	 lentivirus	 du	 variant	 PTPN22	 R620W	 dans	 des	 LB	 humains	 développés	 chez	 une	

souris	humanisée	est	sufCisante	pour	altérer	leur	tolérance	centrale,	un	processus	inversé	

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

	Parmi	 de	 nombreux	 polymorphismes	 identiCiés	 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	 spéciCique	 dans	 les	 modèles	 murins	 est	 sufCisante	 pour	 générer	 des	

autoanticorps	pathogènes,	de	spéciCicité	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-Orduño	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	l’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	suggèrent	que	même	des	modiCications	mineures	du	LB	sont	susceptibles	de	

promouvoir	l’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	

immunogènes,	sont	les	principaux	autoantigènes	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	

modèle	de	souris	lupique	Yaa	dépend	d’une	duplication	du	gène	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	entraın̂ent	toutefois	des	effets	

opposés,	 et	 d’apparence	 paradoxale	:	 la	 suppression	 de	 TLR7	 est	 protectrice	 dans	 le	

modèle	 MRL/lpr,	 alors	 que	 la	 délétion	 de	 TLR9	 exacerbe	 de	 manière	 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	modèle	murin	auto-immun,	suggérant	que		

les	conséquences	de	l’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	plasmacytoıd̈es	

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

Les	données	chez	l’homme	conCirment	les	rôles	opposés	de	TLR7	et	9	sur	la	tolérance.	Des	

polymorphismes	du	TLR7	ont	 été	 associés	 à	 la	maladie	 lupique	 (Kawasaki	et	al.	2011;	

Shen	 et	 al.	 2010).	 Nous	 avons	 déjà	 discuté	 l’inCluence	 d’une	 stimulation	 de	 TLR7	 sur	

l’expansion	 des	 cellules	 CD11c+.	 Récemment,	 des	 variants	 ont	 été	 identiCiés	 sur	 TLR7	

comme	cause	de	LES	monogénique	(Brown	et	al.	2022).	Parmi	eux,	le	variant	hétérozygote	

gain	de	fonction	Y264H,	de	transmission	liée	à	l’X,	est	à	l’origine	d’une	afCinité	accrue	de	

TLR7	 pour	 la	 guanosine.	 La	 reproduction	 de	 cette	mutation	 chez	 la	 souris	 (Tlr7kik/+	=	

souris	kika)	induit	l’apparition	d’anticorps	anti	RNP	et	ADNdb	et	de	glomérulonéphrite,	

dépendants	 d’une	 activation	 B	 extra-folliculaire.	 Le	 transfert	 adoptif	 de	 moelles	

chimériques	(WT/TLR7kik)	suggère	que	les	anomalies	sont	intrinsèques	aux	LB.		

Des	travaux	de	notre	équipe	ont	montré	qu’il	existait	une	altération	de	la	réponse	TLR9	

dans	les	LB	transitionnels	et	naıf̈s	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	 spéciCique	 des	 LB	 puisqu’il	

n’existait	pas	pour	les	pDC.	Il	pourrait	être	expliqué	par	une	diminution	d’expression	de	

la	molécule	CD19,	 constatée	 chez	des	patients	 actifs	mais	 aussi	 quiescents	 à	 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	rôle	 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	à	MYD88.	Les	effets	

opposés	constatés	sur	le	phénotype	lupique	suggèrent	que	le	rôle	tolérogène	de	TLR9	soit	

médié	par	une	voie	MYD88-indépendante.		

Globalement,	un	excès	ou	défaut	de	réponse	TLR7	ou	9,	respectivement,	pourraient	donc	

être	en	partie	responsables	du	développement	de	complications	auto-immunes	au	cours	

du	LES,	mais	l’intrication	des	deux	signaux	reste	difCicile	à	dénouer.	

2.3	Anomalie	de	survie		

L’altération	 de	 la	 longévité	 des	 LB	peut	 également	mener	 à	 un	 phénotype	 lupique.	Un	

variant	 faux-sens	de	PRKCD,	avec	perte	de	 fonction	de	 la	protéine	PKCδ	entrainant	une	

résistance	à	l’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	inCluer	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	dépôts	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	 être	 induits	 par	 les	 TLR.	

L’adjonction	de	BAFF	prévient	l’apoptose	engendrée	par	le	co-engagement	BCR-TLR9	dans	

des	LB	primaires	humain	naıf̈s	(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	rôle	d’activateur	du	BCR	

mais	aussi	de	régulateur	négatif.	Les	patients	avec	mutation	hétérozygote	TNFRSF13B	à	
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l’origine	d’une	perte	de	 fonction	de	TACI	ont	un	défaut	de	 tolérance	centrale,	dû	 à	une	

réponse	 BCR	 et	 TLR7/9	 altérée,	 et	 révélé	 par	 une	 accumulation	 de	 LB	 transitionnels	

autoréactifs	(Romberg	et	al.	2013).	Les	patients	avec	deux	allèles	mutés,	quant	à	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	modèle	prévient	l’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).	EnCin,	les	modèles	de	knock-out	

de	TACI	ou	APRIL	sur	fond	Yaa	améliorent	la	maladie	dans	les	deux	cas	(Tran,	Schneider	

et	al.	2017).	Au	total,	les	cytokines	BAFF	et	APRIL	sont	donc	des	facteurs	supplémentaires	

permettant	 la	 survie	 des	 LB	 autoréactifs	 en	 périphérie,	 d’où	 l’émergence	 d’anticorps	

monoclonaux	ciblant	BAFF	(belimumab	ou	plus	récemment	Ianalumab)	ou	BAFF/APRIL	

(atacicept)	comme	thérapie	dans	le	LES	ou	le	Sjögren	(Navarra	et	al.	2011;	Bowman	et	al.	

2022;	Steri	et	al.	2017).		

L’interferon	α	(IFNα)	peut	également	favoriser	l’expansion	des	LB	naıf̈s	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	 identiCiée	 chez	 la	 plupart	 des	 patients,	 corrélant	 avec	

l’activité	de	la	maladie	(R.	Banchereau	et	al.	2016;	Chiche	et	al.	2014)	et	l’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	à	l’IFN	de	type	I	(IFNAR)	ont	

fait	leur	preuve	(Morand	et	al.	2022).	Dans	le	modèle	murin	3H9,	une	chaine	H	issue	d’un	

hybridome	spéciCique	de	l’ADNdb	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’IFNα	

chez	 la	 souris	 3H9,	 obtenu	par	 transduction	d’un	 adénovirus,	aboutit	 à	 une	 fréquence	

augmentée	d’IgM	anti-ADNdb,	une	expansion	des	cellules	du	CG,	une	augmentation	du	

ratio	κ/λ	et	une	diminution	des	VκRS	(équivalent	murin	des	Kde).	De	plus,	 les	cellules	

IgMa-Igλ1,	 hautement	 afCines	 pour	 l’ADNdb	 dans	 le	 modèle,	 ont	 une	 expression	

augmentée	de	CD86	et	de	l’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	 l’IFN	 puisse	 altérer	 la	 tolérance	 centrale	 et	
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périphérique	en	perturbant	l’édition	du	récepteur,	la	délétion	clonale,	et	le	maintien	de	

l’anergie	en	périphérie.	De	façon	intéressante,	le	titre	d’autoanticorps	d’isotype	IgG	et	la	

fréquence	 d’ASC	 autoréactives	 ne	 sont	 pas	 augmentés,	 ce	 qui	 laisse	 penser	 que	 l’IFN	

n’impacte	pas	les	checkpoints	tardifs.	

Le	 rôle	 des	 cytokines	 et	 des	 TLR	 est	 encore	 plus	 déterminant	 si	 la	 réponse	 B	 post	

antigénique	se	déroule	proche	des	sites	inClammatoires.	Dans	le	LES,	le	Sjogren,	la	PR,	des	

CG	ectopiques	au	sein	de	structures	lymphoıd̈es	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-inClammatoire,	les	débris	nécrotiques	ou	

corps	 apoptotiques	 activant	 les	 PRR,	 ou	 l’absence	 de	 cellules	 assurant	 leur	 clairance	

(comme	les	macrophages	médullaires)	propres	à	ces	structures	peuvent	alors	favoriser	

l’expansion	 de	 cellules	 autoréactives	 par	 epitope	 spreading	 (extension	 d’épitope)	 ou	

bystander	activation	(activation	de	cellules	non	spéciCiques	de	l’antigène)	(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	naıv̈es	autoréactives	échappent	aux	Ciltres	de	

tolérance	sont	nombreuses.	La	conséquence	logique	de	checkpoints	précoces	défaillants	

serait	 un	 répertoire	B	naıf̈	 intégrant	 des	BCR	qui,	 dans	 des	 conditions	 physiologiques,	

auraient	été	éliminés.	L’émergence	du	séquençage	haut	débit	des	régions	variables	d’Ig	a	

permis	 de	 montrer	 des	 modiCications	 signiCicatives	 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	gènes	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	 à	 une	 utilisation	 accrue	 des	 gènes	 IGHV4-34,	 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	retrouvées	dans	les	B	synoviaux	de	la	PR	(Doorenspleet	et	al.	2014).	Des	CDR3	de	

chaine	H	plus	longs	sont	aussi	constatés	dans	les	B	naıf̈s	de	la	sclérodermie	(Glauzy	et	al.	

2022).	Les	données	concernant	la	fréquence	des	SHM	sont	contradictoires	(SCikakis	et	al.	

2009;	Tipton	et	al.	2015).	Le	séquençage	des	chaines	lourdes	chez	plus	de	200	patients	a	

récemment	 implémenté	 les	connaissances	du	répertoire	de	six	MAI	ou	 inClammatoires,	

dont	le	LES	et	les	vascularites	à	ANCA	(anti-cytoplasme	des	polynucléaires	neutrophile)	

(Bashford-Rogers	 et	 al.	 2019).	Chez	 les	patients	 lupiques,	 en	 comparaison	 à	 celles	des	

sujets	 sains,	 les	 chaines	 lourdes	 analysées	 présentaient	:	 1)	 une	 fréquence	 accrue	 des	

segments	 VH4	 (dont	 IGHV4-34,	 39,	 59)	 à	 la	 fois	 dans	 le	 compartiment	 naıf̈	 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	 très	 variables	 d’une	

maladie	à	l’autre,	comme	illustré	par	les	vascularites	à	ANCA	où	ni	biais	de	familles	VH	ni	

expansion	clonale	n’étaient	retrouvés.		

L’analyse	des	réarrangements	de	chaine	κ	donne	des	indications	précieuses	sur	l’intégrité	

des	mécanismes	d’édition	du	récepteur.	En	effet,	l’utilisation	préférentielle	des	gènes	Vκ	

distaux	 et	 des	 gènes	 J	 proximaux	 (Jκ1	 plutôt	 que	 4	 ou	 5)	 suggère	 un	 défaut	 de	

recombinaison	secondaire.	Un	tel	proCil	de	réarrangement	κ	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	 légères	 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	

déCicientes	 (Fraser	 et	 al.	 2015).	 Des	 biais	 d’usage	 Vλ	 sont	 également	 retrouvés	

(notamment	Vλ4	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	l’accumulation	de	LB	autoréactifs	en	périphérie	

ne	signiCient	pas	que	ces	cellules	ont	un	effet	pathogénique	dans	les	MAI.	La	contribution	

directe	des	LB	est	 fortement	 suggérée	par	 les	anomalies	phénotypiques	B	 rencontrées	

dans	les	MAI	et	l’efCicacité	des	thérapies	ciblant	les	LB.	Les	anticorps	monoclonaux	anti-

CD20,	 comme	 le	 rituximab,	 ont	 largement	 démontré	 leur	 efCicacité	 dans	 la	 PR	 ou	 les	
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vascularites	 à	ANCA	 (Edwards	et	 al.	2004;	Stone	et	 al.	2010).	Dans	 le	LES,	bien	que	 la	

déplétion	des	cellules	B	améliore	la	maladie	dans	le	modèle	MRL/lpr,	les	résultats	des	anti-

CD20	en	clinique	sont	plus	mitigés	 (Ahuja	et	al.	2007).	Toutefois,	 l’efCicacité	des	CAR-T	

cells	anti-CD19	replace	aujourd’hui	les	LB	au	centre	de	la	physiopathologie	(Mackensen	

et	al.	2022).		

L’action	 pathogénique	 des	 LB	 peut	 résulter	 des	 fonctions	 lymphocytaires	 B	

indépendantes	des	autoanticorps.	En	1999,	l’équipe	de	Schlomchik	a	généré	des	souris	

lupique	MRL/lpr	dont	les	LB	présentaient	des	Ig	de	surface	ne	pouvant	pas	être	secrétées.	

Ces	souris	ont	des	LB	mais	pas	d’anticorps	circulants,	et	pourtant	elles	développent	un	

phénotype	 lupus-like	 sans	 dépôts	 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	rôle	anticorps-

indépendant	 passe	 aussi	 bien	 par	 leur	 potentielle	 capacité	 de	 cellules	 présentatrices	

d’autoantigène,	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	à	produire	des	cytokines	modulant	aussi	bien	la	réponse	humorale	que	

cellulaire	(Lund	2008).	Ces	cytokines	peuvent	réguler	la	formation	et	la	maintenance	des	

structures	 lymphoıd̈es	ectopiques	(en	particulier	 la	 lymphotoxine-α),	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	 à	

l’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	 critères	 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'inClammation	dans	des	tests	fonctionnels	pertinents	(Bona	1991).	Les	autoanticorps	qui	

satisfont	 à	 l’ensemble	 de	 ces	 critères	 sont	 le	 plus	 souvent	 observés	 dans	 les	 MAI	

spéciCiques	 d'organe,	 comme,	 les	 anticorps	 dirigés	 contre	 des	Ag	 érythrocytaires	 dans	
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l'anémie	hémolytique	auto-immune,	 les	anticorps	anti-desmogléine	dans	 le	pemphigus	

vulgaire,	 les	anticorps	anti-récepteur	de	 l'acétylcholine	dans	 la	myasthénie.	 Ils	peuvent	

induire	des	dommages	par	lyse	cellulaire	directe,	action	sur	des	récepteurs,	recrutement	

d’autres	 médiateurs	 inClammatoires	 (Ludwig	 et	 al.	 2017).	 Le	 rôle	 pathogénique	 des	

autoanticorps,	responsables	de	 lésions	cutanées,	 rénales,	myocardiques	après	 transfert	

passif,	a	aussi	 été	 largement	démontré	dans	 le	LES	(Yung	and	Chan	2012;	Buyon	et	al.	

1990;	 Iñaki	 Sanz	2014).	Parmi	eux,	 les	 anti-ADNdb	semblent	 corréler	 à	 l’activité	de	 la	

maladie	et	ils	peuvent	contribuer	directement	à	l’atteinte	rénale	et	cérébrale	(Maddison	

and	 Reichlin	 1979;	 ter	 Borg	 et	 al.	 1990).	 En	 plus	 de	 leur	 rôle	 conventionnel	 par	

hypersensibilité	de	type	II	(cytotoxicité	anticorps	dépendante)	et	de	type	III	(dépôts	de	

complexe	immuns),	les	autoanticorps	peuvent	former	des	complexes	immuns	contenant	

des	acides	nucléiques,	et	activer	les	LB	autoréactifs	(via	l’engagement	BCR/TLR)	ou	les	

pDCs	 spécialisées	 dans	 la	 production	 d’IFN	 de	 type	 I	 (Rönnblom	 et	 al.	 2001).	 Ces		

mécanismes	de	pathogénicité	dans	le	LES	sont	illustrés	par	les	défauts	en	DNASE1L3,	une	

endonucléase	de	 l’ADN	qui	participe	 à	 l’élimination	des	débris	d’ADN	et	 le	 rend	moins	

immunogène	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	à	des	manifestations	lupiques	(Al-Mayouf	et	al.	2011;	Carbonella	

et	al.	2017;	Wilber	et	al.	2003).	L’ADN	extra	cellulaire	y	stimule	la	production	d’IFNα	TLR	

dépendante,	précipitant	une	différenciation	extra-folliculaire	des	LB	sécrétant	des	anti-

ADNdb	à	l’origine	de	lésions	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	déCicits	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	 l’ADNdb	 montre	 qu’ils	 dérivent	 d’un	

précurseur	 germinal	 déjà	 réactif	 contre	 DNASE1L3,	 acquérant	 une	 réactivité	

supplémentaire	anti-ADNdb	par	les	SHM	(Gomez-Bañuelos	et	al.	2023).	Si	ces	éléments	

n’apportent	 pas	 la	 preuve	 de	 leur	 rôle	 fondateur,	 ils	 suggèrent	 à	 minimum	 que	 les	

autoanticorps	 entretiennent	 la	 boucle	 d’ampliCication	 pathologique	 en	 favorisant	 le	

caractère	 immunogène	des	acides	nucléiques	dans	 le	LES.	Le	rôle	directement	délétère	

des	autoanticorps	a	aussi	été	démontré	dans	d’autres	connectivites	comme	le	Sjögren	et	

la	PR	(Sáez	Moya	et	al.	2021;	Broeren	et	al.	2022).	Pour	cette	dernière,	les	anticorps	anti-

peptides	citrullinés	(ACPA)	participent	à	 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	singulières	

Les	ASC	autoréactives	sont	 à	 l’interface	entre	la	rupture	de	tolérance	B	et	 les	anticorps	

pathogènes,	et,	en	ce	sens,	les	principaux	acteurs	cellulaires	B	des	MAI.	Les	PC	à	longue	

durée	de	vie	autoréactifs	du	lupus	sont	localisés	dans	la	moelle	osseuse	mais	aussi	dans	

les	tissus	inClammés,	comme	le	rein	en	cas	de	glomérulonéphrite	(Chu	et	al.	2009).	De	plus,	

la	 proportion	 d’ASC	 circulantes	 est	 largement	 augmentée	 en	 comparaison	 à	 des	 sujets	

sains	en	situation	post	vaccinale.	La	majorité	des	anticorps	recombinants	issus	de	ces	ASC	

circulants	 sont	 réactifs	 contre	 l’ADNdb,	 la	 chromatine,	 les	 protéines	 SSA/Ro	 et	

ribosomales	P,	mais	pas	le	tétanos	ou	le	virus	 inCluenza	(Tipton	et	al.	2015).	 Ils	portent	

fréquemment	 le	gène	 IGHV4-34,	 ce	qui	 suggère	que	ce	 sont	bien	 les	LB	 échappant	aux	

différents	 Ciltres	 de	 tolérance	 qui	 se	 différencient	 en	 ASC	 autoréactifs	 spéciCiques.	

L’expansion	 des	 ASC	 se	 fait	 principalement	 aux	 dépends	 de	 cellules	 particulières,	

atypiques	 en	 périphérie,	 qui	 ressemblent	 à	 des	 PC	 à	 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	 révèle	 un	

proCil	de	résistance	à	l’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	inClammatoires	et	

fortement	 CXCR4,	 suggérant	 qu’elles	 sont	 destinées	 à	 rejoindre	 la	moelle	 osseuse	 et	 à	

devenir	des	PC	à	longue	durée	de	vie.	

Les	 PC	 à	 longue	 durée	 de	 vie	 producteurs	 d’autoanticorps	 sont	 peu	 accessibles	 aux	

traitements,	 probablement	 de	 par	 leur	 caractère	 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’intérêt	

des	thérapies	spéciCiques	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’efCicacité	de	ces	thérapies,	et	notamment	des	anti-CD38,	se	heurte	à	certaines	

propriétés	des	PC	à	longue	durée	de	vie.	Les	PC	restent	difCiciles	à	cibler.	L’analyse	de	la	
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trajectoire	en	cellule	unique	des	PC	médullaires	révèle	qu’ils	 évoluent	progressivement	

vers	un	phénotype	tardif	avec	baisse	d’expression	du	CD38	et	un	proCil	de	résistance	 à	

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

Une	illustration	de	cette	difCiculté	à	cibler	les	PC	à	longue	durée	de	vie	a	notamment	été	

apportée	dans	le	PTI.	L’identiCication	des	ASC	autoréactifs	a	pu	être	réalisée	en	utilisant	

une	technique	d’encapsulation	des	cellules	mononuclées	avec	la	GPIIb-IIIa,	où	la	sécrétion	

d’anticorps	 spéciCiques	 dans	 la	 gouttelette	 génère	 un	 signal	 Cluorescent	 (DropMap)	

(Canales-Herrerias	 et	 al.	 2022).	 Des	 ASC	 de	 haute	 afCinité	 pour	 la	 GpIIb-IIIa	 ont	 été	

détectés	dans	le	sang,	la	rate	et	la	moelle.	Chez	les	patients	traités	par	anti-CD38,	après	

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	suggèrent	que	ces	PC	soient	résistants	ou	que	de	nouveaux	puissent	être	générés	

à	partir	d’autres	sites	comme	les	ganglions.	La	deuxième	hypothèse	était	soutenue	par	le	

fait	qu’un	autre	patient	ait	rechuté	à	l’arrêt	du	daratumumab.	

	

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

multi-étapes	

Les	preuves	de	la	rupture	de	tolérance	dans	les	MAI,	les	hypothèses	mécanistiques	sous-

jacentes,	et	le	rôle	pathogénique	des	autoanticorps	en	résultant	ont	été	évoqués.	Toutefois,	

la	détection	d’autoanticorps	chez	des	sujets	sains,	ou	plusieurs	années	avant	les	premières	

manifestations	cliniques,	 suggère	que	 leur	présence	est	nécessaire	mais	non	sufCisante	

(Theander	et	al.	2015;	Rantapää-Dahlqvist	et	al.	2003;	Arbuckle	et	al.	2003).	Quels	sont	

les	facteurs	ou	étapes	favorisant	le	passage	d’une	phase	avec	autoanticorps	"bénins"	à	une	

authentique	 MAI	?	 Un	 environnement	 inClammatoire,	 un	 trigger	 infectieux,	 une	

prédisposition	génétique	sont	autant	d’hypothèses	plausibles.	Cette	 transition	pourrait	

aussi	 résulter	 d’une	 accumulation	 d’autoanticorps	 différents,	 ou	 de	 modiCications	 des	

propriétés	ou	du	titre	d’un	autoanticorps	donné.	Le	phénomène	d’epitope	spreading	a	bien	

été	 démontré	 pour	 les	 anti-Sm	 dans	 le	 LES,	 où	 des	 autoanticorps	 reconnaissant	 des	

épitopes	 différents	 sur	 l’antigène	 apparaissent	 progressivement	 (James	 et	 al.	 1995).	

D’autre	part,	des	modiCications	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	confère	également	un	avantage	sélectif	lorsqu’il	est	induit	par	

les	SHM	(Vergroesen	et	al.	2018).	

D’après	leurs	résultats	obtenus	sur	les	LB	autoréactifs	à	activité	facteur	rhumatoıd̈e	(FR),	

l’équipe	de	J.H.	Reed		a	proposé	un	modèle	où	l’accumulation	d’évènements	mutationnels	

successifs	intrinsèques	à	un	clone	B	aboutirait	à	la	production	d’anticorps	pathogènes	de	

haute	afCinité	(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	 être	 bénin	 ou	

pathogénique.	Les	anticorps	FR	peuvent	être	détectés	chez	des	sujets	sains,	notamment	

en	 contexte	post	 vaccinal.	 Ils	 sont	possiblement	 retrouvés	dans	 la	PR,	 le	 LES,	 le	GS,	 et	

peuvent	 être	 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	l’évolution	des	FR	chez	des	patients	atteints	de	GS	et	de	

vascularite	 cryoglobulinémique	 liée	 à	 une	 cryoglobuline	 de	 type	 2,	 c’est-à-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	l’association	des	gènes	des	IGHV1-69,	

IGJH4	 et	 IGVK3-20.	 Ces	 anticorps	 étaient	 mutés	 et	 la	 réversion	 germinale	 leur	 faisait	

perdre	leur	activité	FR	et	cryoprécipitante.	Le	séquençage	VDJ	et	l’analyse	génomique	en	

single	 cell	 des	 LB	 Wa+	 ont	 permis	 de	 mettre	 en	 évidence	 des	 mutations	 somatiques	

impliquant	 des	 gènes	 clés	 de	 la	 lymphomagenèse	 comme	 CARD11,	 CCND3,	 KLHL6,	

TNFAIP3,	pouvant	 favoriser	 dans	 les	 clones	 autoréactifs	:	i)	 l’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	 façon	 intéressante,	 le	 suivi	 des	 LB	 Wa+	 avant	 et	 après	 le	

développement	des	manifestations	cliniques	a	montré	que	les	mutations	somatiques	de	

la	 lymphomagenèse	 apparaissaient	 dans	 un	 premier	 temps,	 suivie	 de	 l’accumulation	

aléatoire	 de	 SHM	 dans	 les	 régions	 variables	 de	 l’Ig.	 Seuls	 les	 clones	Wa+	 porteurs	 de	

mutations	VDJ	modiCiant	 la	 solubilité	 du	 complexe	 anticorps-antigène,	 et	 non	 l’afCinité	

pour	 l’antigène,	 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	à	certains	LB	autoréactifs	d’échapper	aux	Ciltres	

de	 tolérance,	 de	 s’expandre,	 et	 d’exprimer	 un	 anticorps	 devenu	 pathogène	 selon	 un	

processus	 stochastique	 (Reed	 2022)	 qui	 rappelle	 celui	 de	 l’évasion	 clonale	 dans	 les	

cancers	(Goodnow	2007).	 Il	reste	 à	déterminer	si	ce	modèle,	 également	décrit	chez	 les	

patients	 avec	 syndromes	 ALPS	 (auto-immun	 lymphoprolifératif)	 où	 des	 mutations	

somatiques	de	FAS	dans	certains	clones	B	confère	un	phénotype	plus	sévère	(Janda	et	al.	

2016),	peut	s’appliquer	à	d’autres	MAI	impliquant	plusieurs	autoanticorps	comme	le	LES,	

la	PR	ou	le	SAPL.	

Ainsi,	de	nombreuses	données	montrent	un	rôle	pathogène	des	LB	dans	le	LES	et	d’autres	

MAI,	 résultant	 d’un	 défaut	 de	 tolérance	 à	 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	[igure	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	[lèches	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	être	impliqués	

dans	le	dysfonctionnement	de	ces	checkpoints	sont	également	représentés,	de	façon	non	exhaustive.	Fait	

avec	Biorender.	

	

Dans	la	partie	suivante,	nous	exposerons	un	cas	d’auto-immunité	familiale	liée	à	une	perte	

de	 fonction	 d’un	 facteur	 de	 transcription	 clé	 dans	 la	 lymphopoıè̈se	 B	 précoce	 et	 la	

maturation	d’afCinité,	IKAROS.	Cet	exemple	illustre	le	lien	entre	ontogenèse	B,	rupture	de	

tolérance	et	MAI,	et	fera	le	lien	avec	le	SAPL,	une	maladie	à	autoanticorps	ou	le	rôle	des	LB	

est	encore	mal	compris.	 	
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III.	Auto-immunité	et	déHicit	en	Ikaros		

IKAROS	est	un	facteur	de	transcription	avec	motifs	en	doigt	de	zinc	(ZF	pour	zinc	einger)	

codé	 par	 le	 gène	 IKFZ1.	 Avec	AOILOS,	HELIOS,	 PEGASUS,	 il	 appartient	 à	 la	 famille	 des	

facteurs	de	transcription	IKAROS,	régulateurs	du	lignage	hématopoıé̈tique.	IKAROS,	agit	

en	 homo-	 ou	 hétérodimère	 et	 modiCie	 l'accessibilité	 à	 l'ADN	 de	 différents	 gènes	 par	

remodelage	de	la	chromatine	en	recrutant	notamment	des	complexes	histone	déacétylase	

(Sellars	 et	 al.	 2011).	 IKZF1	 contient	7	 exons	 chez	 l’homme,	un	domaine	N-terminal	de	

liaison	à	l’ADN	avec	quatre	répétions	ZF	et	un	domaine	C-terminal	de	dimérisation	avec	

deux	ZF.	L'épissage	alternatif	génère	plus	de	huit	isoformes	d'IKAROS,	se	liant	ou	non	à	

l’ADN	en	 fonction	de	 la	 présence	du	domaine	N	 terminal	 (Francis	 et	 al.	 2011).	 Le	 rôle	

crucial	de	IKAROS	dans	la	lymphopoıè̈se	a	été	démontré	chez	la	souris.	La	mutation	IKZF1	

H191R	homozygote	 (IKAROS	plastic),	 inactivant	 la	 liaison	 à	 l’ADN,	 est	 léthale	 et	 induit	

l’absence	 complète	 de	 différenciation	 T/B/NK.	 Elle	 inhibe	 la	 différenciation	 B	 à	 l’état	

hétérozygote	(Papathanasiou	et	al.	2003).	La	délétion	du	domaine	C	terminale	(IKAROS	

null)	 entraine	 également	 un	 arrêt	 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	 aigüe	 lymphoblastique	 B	 où	 ils	 confèrent	 un	 pronostic	

péjoratif	(Mullighan	et	al.	2009;	Kastner	et	al.	2013).	Là	encore,	les	modèles	murins	ont	

précisé	 le	 rôle	 d’IKAROS	 dans	 l’ontogenèse	 B	 physiologique.	 Dans	 le	 modèle	 IKZF1l/l,	

l’insertion	 d’un	 gène	 rapporteur	 dans	 l’exon	 2	 résulte	 en	 une	 protéine	 tronquée	

partiellement	 fonctionnelle	 et	 dont	 l’expression	 est	 réduite	 de	 90%	 (Kirstetter	 et	 al.	

2002).	L’analyse	des	LB	de	ce	modèle	hypomorphe	révèle	un	bloc	entre	le	stade	proB-préB,	

un	défaut	de	répression	de	la	pseudo	chaine	légère,	d’exclusion	allélique,	une	diminution	

des	protéines	RAG	et	TdT	(Sellars	et	al.	2011).	Ces	résultats	sont	B	intrinsèques	puisque	

retrouvés	lorsque	IKAROS	est	inactif	sélectivement	dans	les	pro-	et	pré-B	(Heizmann	et	al.	

2013).	 En	 périphérie,	 les	 souris	 présentent	 une	 réduction	 signiCicative	 des	 CG	 et	 une	

diminution	de	la	commutation	vers	IgG1	et	3	consécutive	à	une	accessibilité	réduite	de	

AID	 à	 certaines	 régions	 S.	 Les	 LB	 folliculaires	 ont	 un	 seuil	 d’activation	 abaissé	 et	 une	

expression	réduite	de	molécules	co-inhibitrices.	Le	modèle	Cd23-Cre	Ikzf1el/el	inactivant	

IKAROS	dans	les	cellules	B	folliculaires	et	de	la	zone	marginale	induit	un	défaut	d’anergie,	

une	 réponse	 exacerbée	 à	 la	 stimulation	 TLR9	 (Schwickert	 et	 al.	 2019)	 et	 l’apparition	
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d’autoanticorps.	L’ensemble	de	ces	données	suggère	qu’IKAROS	joue	non	seulement	un	

rôle	dans	le	développement	B	précoce,	dans	la	maturation	d’afCinité	secondaire	des	LB,	

mais	aussi	dans	le	maintien	de	leur	tolérance.	

Chez	l’Homme,	l’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	 à	 des	 complications	 prolifératives	 plasmocytaires,	 inClammatoires	 et	

atopiques	(Hoshino	et	al.	2022).	D’autres	entrainant	une	perte	de	fonction	d’IKAROS,	ont	

été	 identiCiés	 chez	 des	 patients	 atteints	 de	 déCicit	 immunitaires	 primitifs	 (ou	 IEI	 pour	

inborn	 error	 of	 immunity)	 et	 parfois	 d’auto-immunité.	 Les	 mutations	 affectant	 l’acide	

aminée	N159,	localisé	dans	le	domaine	de	liaison,	agissent	par	effet	dominant	négatif	et	

entrainent	un	déCicit	immunitaire	combiné	avec	infections	opportunistes	(Boutboul	et	al.	

2018;	 Kellner	 et	 al.	 2019).	 Des	 variants	 affectant	 le	 domaine	 de	 dimérisation	 sont	

retrouvés	en	contexte	de	cytopénies	auto-immunes	et	lymphoprolifération	(Kuehn	et	al.	

2020).	Cependant,	la	plupart	des	mutations	germinales,	identiCiées	chez	une	soixantaine	

de	patients	en	2023,	impliquent	une	délétion	ou	un	faux-sens	dans	les	domaines	ZF2,3,4,	

altérant	 la	 liaison	 à	 l’ADN	 et	 agissant	 par	 haploinsufCisance,	 avec	 une	 pénétrance	

incomplète	(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	déCicit	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	

médullaire	 au	 stade	 B	 précoce	 et	 évolution	 vers	 une	 LAL-B.	 Des	manifestations	 auto-

immunes	sont	retrouvées	chez	près	de	30%	des	patients,	 incluant	des	LES,	thyroıd̈ites,	

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	haploinsufCisance,	a	été	identiCié	chez	

trois	 sujets.	 Outre	 une	 hypogammaglobulinémie,	 le	 cas	 index	 a	 développé	 un	 SAPL	

primaire	 sévère,	 sa	 sœur	 un	 LES	 et	 SAPL	 secondaire,	 et	 son	 père	 des	 ANA.	 Ce	 cas	

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

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

	

	
Figure	15	:	Variants	germinaux	d’IKZF1	associés	aux	IEI.	(Kuehn	et	al.,	2023).	
Les	 variants	 à	 l’origine	 d’une	 haploinsuf[isance	 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	 à	 côté	 des	mutations	 représente	 le	nombre	de	
familles	différentes	portant	la	même	mutation.	 	
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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-Garcıá	et	al.	2019).	Il	est	dit	primaire	lorsqu’il	n’est	pas	

associé	 à	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	sévères	(Garcia	and	Erkan	2018).	Une	forme	extrême	

de	la	maladie,	 le	syndrome	catastrophique	des	antiphospholipides,	est	caractérisée	par	

une	atteinte	microcirculatoire	sévère	entrainant	des	défaillances	d’organes	et	grevée	d’un	

pronostic	sombre	(Rodrıǵuez-Pintó	et	al.	2016).	

Le	SAPL	est	directement	lié	à	la	pathogénicité	d’un	groupe	hétérogène	d’aPL	interférant	

avec	 la	 coagulation	 et	 dirigés	 contre	 les	 cardiolipides,	 leurs	 cofacteurs,	 comme	 la	 β2-

glycoprotéine	I	(β2-GP1),	ou	un	complexe	phospholipide-cofacteur.	Le	lupus	anticoagulant	

(LA,	 aussi	 appelé	 anticoagulant	 circulant)	 correspond	 à	une	propriété	 fonctionnelle	de	

certains	aPL	qui	consiste	à	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	à	12	semaines	d’intervalle	est	

requise	pour	poser	le	diagnostic	de	SAPL	selon	les	critères	de	Sydney	(Wilson	et	al.	1999;	

Miyakis	et	al.	2006).	Les	patients	avec	«	triple	positivité	»,	c’est-à-dire	présentant	un	LA,	

des	 taux	 élevés	 d’anticorps	 anticardiolipides	 et	 anti-β2-GP1	 sont	 à	 haut	 risque	 de	

thrombose,	avec	un	risque	estimé	à	5,3%	par	an	(Pengo	et	al.	2005;	2011).	D’autres	aPL	

(anti-phosphatidylsérine,	 anti-phosphatidyléthanolamine,	 anti-annexinV,	 anti-β2-GP1	

d’isotype	IgA…)	sont	dits	«	non	classants	»	car	exclus	des	critères	de	classiCication	actuels.	

Leurs	 conséquences	 cliniques	 sont	 variables	 et	 débattues	 (Petri	 2020).	 Les	 nouveaux	

critères	 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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Figure	16	:	Critères	de	classiaication	ACR/EULAR	2023	du	SAPL	(Barbhaiya	et	al.,	2023).		
Le	 terme	persistent	 se	 réfère	 à	deux	détections	 consécutives	des	autoanticorps	 à	 au	moins	12	semaines	
d’intervalle.		
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Le	rôle	directement	pathogène	des	aPL	a	été	démontré,	en	particulier	pour	la	β2-GP1.	Il	

s’agit	d’une	apolipoprotéine	plasmatique	considérée	comme	un	inhibiteur	naturel	de	la	

coagulation.	Après	liaison,	le	complexe	β2-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	à	l’état	pro-coagulant	

(Arachchillage	and	Laffan	2017).	Dans	les	modèles	murins,	le	transfert	passif	d’IgG	anti	

β2-GP1	humain	entraine	 la	 formation	de	 thrombus	 (Arad	et	 al.	2011).	Cependant,	une	

lésion	vasculaire	préalable	ou	un	contexte	inClammatoire	surajouté	(activation	des	cellules	

innées	 via	 les	 TLR,	 activation	 du	 complément…)	 est	 nécessaire	 pour	 conduire	 à	 cet	

évènement	(Pierangeli	et	al.	2005;	2007).	Comme	le	suggère	la	détection	d’aPL	chez	des	

sujets	sains	et	selon	la	théorie	du	«	second	hit	»,	la	présence	des	autoanticorps	ne	serait	

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

Le	 SAPL	 pose	 un	 problème	 thérapeutique,	 notamment	 pour	 les	 patients	 avec	 triple	

positivité	qui	sont	souvent	exclus	des	études.	A	l’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	être	

efCicaces	 sur	 les	 manifestations	 non	 classantes	 mais	 peinent	 à	 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	 sévère	monogénique,	 en	 contexte	 d’haploinsufCisance	 d’un	

facteur	 clé	 de	 l’hématopoıè̈se	B,	 IKAROS,	 va	 dans	 ce	 sens	 (Dieudonné	 et	 al.	 2019;	Van	

Nieuwenhove	et	al.	2018).	Soulignant	le	rôle	du	développement	B	périphérique	et	de	la	

maturation	 des	 autoanticorps,	 il	 a	 été	montré	 que	 des	 anticorps	 anti-β2-GP1	humains	

d’isotype	 IgG	 reconnaissent	un	 épitope	d’une	bactérie	 commensale	du	 tube	digestif,	 et	

qu’une	immunisation	avec	ce	«	mimitope	»	de	la		β2-GP1	conduit	au	développement	d’aPL	

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

2.	Lymphocytes	B	et	SAPL	

Malgré	le	rôle	central	de	LB	dans	la	physiopathologie	du	SAPL,	et	contrairement	à	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-après	fait	un	état	des	lieux	

de	nos	connaissances	actuelles	sur	les	LB	dans	cette	pathologie.	 	
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Le	SAPL	est	une	MAI	dont	les	autoanticorps	ont	la	propriété	particulière	d’entrainer	un	

état	pro-coagulant.	Il	n’est	pas	discutable	que	les	aPL	jouent	un	rôle	pathogénique	dans	la	

maladie,	 notamment	 les	 anti-β2GPI	 (Knight	 et	 al.	 2023).	 Les	 preuves	 croissantes	 de	

l’implication	du	système	immunitaire	inné	ont	récemment	renforcé	la	théorie	du	«	second	

hit	»	selon	laquelle	un	évènement	additionnel	à	la	présence	d’autoanticorps	est	nécessaire	

pour	conduire	au	phénotype	clinique	(Zuo	et	al.	2020;	Chaturvedi	et	al.	2020).	Néanmoins,	

les	 polymorphismes	 identiCiés	 chez	 les	 patients,	 les	 formes	monogéniques	 associés	 au	

SAPL,	 et	 la	 réaction	 croisée	 entre	 des	 anti-β2GPI	 ayant	 subi	 une	maturation	 d’afCinité	

secondaire	 et	 des	 épitopes	 bactériens,	 dont	 l’immunisation	 génère	 des	 évènements	

thrombotiques,	 sont	 autant	 d’arguments	 pour	 penser	 que	 de	 tels	 évènements	

additionnels	puissent	être	intrinsèques	aux	LB	(Dieudonné,	Guffroy,	et	al.	2019;	Ruff	et	al.	

2019;	Yin	et	al.	2009;	Sebastiani	et	al.	2016).	L’efCicacité	variable	des	thérapies	ciblant	les	

LB,	et	le	fait	que	des	apL	puissent	être	détectés	en	l’absence	de	manifestations	cliniques,	

justiCie	 de	 mieux	 préciser	 les	 propriétés	 des	 LB	 autoréactifs	 et	 des	 autoanticorps	

réellement	pathogènes	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,	l’analyse	approfondie	du	repertoire	B	n’a	jamais	été	réalisée	dans	

le	 SAPL	 (Bashford-Rogers	 et	 al.	 2019).	 Les	 connaissances	 concernant	 les	 propriétés	

spéciCiques	 des	 LB	 autoréactifs	 sont	 également	 restreintes.	 L’étude	 de	 ces	 LB	 est	

complexiCiée	de	par	la	multiplicité	des	autoantigènes	impliqués.	Les	travaux	traitants	du	

sujet,	incluant	de	précédents	travaux	de	notre	équipe,	sont	limités	à	l’analyse	d’anticorps	

monoclonaux	 isolés	 chez	 un	 patient	 unique	 ou	 au	 sein	 de	 cohortes	 hétérogènes.	 Ils	

soulignent	 l’importance	 de	 la	 maturation	 d’afCinité	 secondaire	 et	 des	 SHM	 dans	 le	

caractère	pathogène	des	apL	(P.	Lieby	et	al.	2001;	I.	Giles	et	al.	2006).	Une	méta-analyse	

identiCiant	36	apL	monoclonaux	a	mis	en	évidence	une	importante	hétérogénéité	des	apL	

avec	peu	de	similarité	en	terme	de	région	variable	d’Ig	(I.	P.	Giles	et	al.	2003).	Toutefois,	

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

asymptomatiques	avec	positivité	des	aPL.	
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Dans	ce	travail,	nous	avons	cherché	à	préciser	les	caractéristiques	des	LB	et	les	propriétés	

des	 cellules	B	autoréactives	dans	 le	SAPL	primaire,	notamment	en	 termes	de	proCil	de	

réactivité,	de	répertoire	et	de	voie	de	différenciation.	Nous	nous	sommes	focalisés	sur	la	

forme	 primaire	 de	 la	maladie	 aCin	 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	

homogène	de	patients,	mais	aussi	dans	l’hypothèse	que	la	rupture	de	tolérance	B	soit	la	

plus	marquée	dans	cette	forme	extrême	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	séquençage	haut	débit	du	

BCR	 de	 ces	 LB.	 L’analyse	 plus	 spéciCique	 des	 LB	 autoréactifs	 a	 été	 permise	 par	 une	

immortalisation	de	LB	des	patients	en	cellule	unique	et	l’analyse	systématique	du	proCil	

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	mêmes	patients,	permettant	de	les	caractériser	en	

terme	de	transcriptome	(single	cell	RNAsequencing)	et	de	proCil	d’expression	protéique	de	

surface	(ADT	pour	antibody	derived	tag).	L’ensemble	de	ces	analyses	avait	pour	objectif	

d’émettre	des	hypothèses	quant	aux	potentiels	mécanismes	expliquant	l’émergence	de	LB	

autoréactifs	pathogéniques	au	cours	du	SAPL	primaire	triple	positif.
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Dieudonné	 Yannick,1,2,3#	 Lorenzetti	 Raquel,4#	 Rottura	 Julien,2	 Janowska	 Iga,4	 Depauw	12	
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ABSTRACT	48	

	49	

Peripheral	B	cell	selection	of	autoreactive	B	cells	is	crucial	for	preventing	autoimmunity.	50	

In	this	study,	we	identify	that	a	signiCicant	proportion	of	antiphospholipid	(aPL)	B	cells	51	

present	 in	 the	 naive	 compartment,	 exhibit	 polyreactivity	 and	 belong	 to	 the	 natural	52	

repertoire.	Interestingly,	in	primary	antiphospholipid	syndrome	(PAPS),	a	life-threatening	53	

autoantibody-mediated	clotting	disorder,	these	aPL	B	cells	are	not	effectively	eliminated	54	

from	the	post-antigenic	compartment.	Analysis	of	B	cell	phenotype	and	repertoire	suggest	55	

that	autoantibodies	are	of	germinal	center	origin	in	PAPS.	In	contrast,	in	systemic	lupus	56	

erythematosus	to	which	APS	is	often	associated	autoreactive	B	cells	are	of	extrafollicular	57	

origin.	We	followed	B	cells	with	aPL	features	throughout	their	development	from	naıv̈e	B	58	

cells	 to	bone	marrow	plasma	 cells	 in	patients	with	PAPS.	We	 found	a	distinct	 IFN	and	59	

APRIL	 signature,	 as	 well	 as	 dysregulation	 of	 mTORC1/MYC,	 which	 may	 elucidate	 the	60	

survival	of	these	autoreactive	B	cells	and	suggest	a	potential	therapeutic	opportunity	for	61	

the	treatment	of	PAPS.62	
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INTRODUCTION	63	

	64	

The	 ability	 to	 bind	 self-antigens	 is	 widespread	 in	 the	 antibody	 repertoire	 within	 the	65	

immature	and	the	naive	B	cell	developmental	stages.	In	healthy	individuals,	self-reactive	66	

speciCicities	 are	 counter-selected	or	 regulated	within	 the	memory	 compartment	 (1–3).	67	

Failure	in	B	cell	tolerance	checkpoints	may	result	in	the	formation	of	autoantibodies	and	68	

autoimmune	diseases	(AD)	(4).	These	autoantibodies	can	be	pathogenic	with	devastating	69	

consequences	 in	AD	such	as	systemic	 lupus	erythematosus	(SLE),	 rheumatoid	arthritis	70	

(RA),	or	antiphospholipid	syndrome	(APS).	71	

Understanding	origin	of	self-reactivity	has	therapeutic	relevance.	Indeed,	B	cell	depletion	72	

is	often	beneCicial,	but	paradoxically,	B	cell	 targeting	therapies	are	not	always	effective.	73	

This	 suggests	 that	 either	 non-B	 cells	 or	 distinct	 B	 cell	 subpopulations	 resistant	 to	74	

treatment	contribute	to	disease	maintenance.	Upon	antigen	encounter	and	in	presence	of	75	

second	signal	via	T	cells	help	or	Toll-like	receptor,	naive	B	cells	can	rapidly	develop	into	76	

plasmablast	via	the	extrafollicular	(EF)	differentiation	pathway	(5,	6).	Alternatively,	they	77	

can	move	in	to	the	germinal	center	(GC)	and	mature	to	class	switched	memory	cells	and	78	

long-lived	plasma	cells	that	migrate	to	bone	marrow	(BM)	where	they	produce	antibodies	79	

for	a	life-time	(6).	AfCinity	and	activation	of	B	cell	receptor	contribute	to	developmental	80	

decision	in	these	processes	(7,	8).	In	SLE	an	expansion	of	the	EF	B	cell	response	has	been	81	

linked	 to	 disease	 activity	 and	 the	 production	 of	 anti-dsDNA	 antibodies	 (9).	 The	 EF	82	

response	has	 also	 been	 implicated	 in	 the	break	of	B	 cell	 tolerance	 of	RA	 and	multiple	83	

sclerosis.	Besides,	the	role	of	GC	in	these	diseases	has	been	sustained	by	defect	in	clonal	84	

redemption,	 in	which	somatic	hypermutation	(SHM)	allows	to	 ‘mutate’	away	from	self-85	

reactivity	(10–12).		86	

APS	is	a	life-threatening	autoantibody-mediated	clotting	disorder.	It	manifests	with	a	wide	87	

range	of	clinical	symptoms,	 including	venous,	arterial	 thrombosis,	or	severe	pregnancy	88	

complications	(13).	Thrombotic	events	are	directly	linked	to	pathogenic	autoantibodies,	89	

known	as	antiphospholipid	antibodies	(aPL),	directed	against	membrane	phospholipids	90	

(PL)	and/or	their	associated	cofactor	plasma	proteins,	(14,	15).	Diagnosis	is	notably	based	91	

on	the	presence	of	at	least	one	“criteria”	aPL	autoantibody,	i.e.	lupus	anticoagulant	(LA),	92	

anticardiolipin	(aCL),	and/or	anti-β2	glycoprotein	 I	 (aβ2GP1)	antibodies)	 (13,	16).	The	93	

primary	form	of	APS	(PAPS)	occurs	in	the	absence	of	an	underlying	systemic	autoimmune	94	

disease,	 but	 APS	 is	 often	 associated	 with	 SLE	 (17).	 Even	 though	 APS	 is	 driven	 by	95	
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pathogenic	autoantibodies,	no	clear	characteristics	of	B	cells	have	emerged.	In	11	patients	96	

with	PAPS,	an	increased	frequency	of	naıv̈e	and	transitional	B	cells	was	observed,	along	97	

with	a	decrease	in	switched	memory	B	cells	compared	to	control	subjects	or	patients	who	98	

experienced	a	thrombotic	event	without	aPL	(18).	However,	the	observed	variations	were	99	

modest	and	not	replicated	in	a	larger	cohort	of	37	PAPS	patients	(19).	B	cell	receptor	(BCR)	100	

repertoire	 has	 been	 investigated	 in	 several	 immune-mediated	 diseases,	 and	 profound	101	

changes	have	been	described	in	SLE,	RA,	or	vasculitides	(20),	but	in-depth	BCR	repertoire	102	

analysis	is	lacking	in	APS.	Additionally,	little	is	known	about	aPL-producing	B	cells	in	APS.	103	

In	 fact,	 the	diversity	of	 self-antigens	 targeted	by	 the	 autoantibodies	 represent	 a	major	104	

challenge	 in	 identifying	 them.	 Systematic	 analysis	 of	 aPL	 variable	 region	 sequences	105	

showed	VH	gene	or	family	usage	comparable	to	control;	though	this	study	was	performed	106	

on	36	sequences	only	and	mostly	derived	from	asymptomatic	patients	(21).	We	previously	107	

demonstrated	 that	 unmutated	 aPL	 are	 less	 pathogenic	 than	 mutated	 aPL	 (22–24),	108	

suggesting	 that	 pathogens	 or	 commensals	 could	 drive	 the	 afCinity	maturation	 of	 such	109	

antibodies	or	their	production	(25).	Another	hypothesis	is	that	some	individuals	present	110	

in	addition	intrinsic	features	of	B	cell	favoring	the	expansion	of	pathogenic	clones.		111	

To	uncover	 the	B	 cell	 features	underlying	 the	disease	we	 studied	 a	 homogenous	PAPS	112	

cohort	with	 triple-aPL-positivity,	 representing	 an	 extreme	 form	of	 the	 disease	 (i.e.	 the	113	

"highest	 thrombosis-risk"	 aPL	 proCile)	 (26)	 and	 a	 model	 of	 strong	 B	 cell	 tolerance	114	

breakdown	without	biases	related	to	other	autoimmune	diseases	(e.g.	SLE).	Based	on	B	115	

cell	phenotype	and	lupus-like	model	data	(27),	we	hypothesized	that	break	of	tolerance	116	

for	aPL	B	cells	follows	a	different	path	compared	to	autoreactive	B	cells	in	SLE.	Using	single	117	

B	cell	repertoire,	transcriptome	and	reactivity	characterization,	we	Cind	that	aPL	B	cells	118	

have	speciCic	BCR	variable	chain	features	sustaining	polyreactivity	and,	in	PAPS	patients,	119	

are	not	effectively	eliminated	from	the	post-antigenic	compartment.	Moreover,	 IFN	and	120	

APRIL	signature,	as	well	as	dysregulation	of	mTORC1/MYC	may	explain	 the	survival	of	121	

these	 autoreactive	 B	 cells	 and	 suggest	 a	 potential	 therapeutic	 opportunity	 for	 the	122	

treatment	of	PAPS.	123	

124	
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	RESULTS		125	

	126	

B	cell	subpopulations	distribution	in	triple	positive	PAPS	is	not	altered		127	

We	studied	16	non-consanguineous	male	and	female	PAPS	patients	with	triple	positivity	128	

of	European	ancestry,	aged	between	29	and	65	years.	These	patients	fulCilled	both	Sydney	129	

and	 2023	 ACR/EULAR	 criteria	 (13,	 16),	 and	 did	 not	 exhibit	 any	 other	 autoimmune	130	

diseases	 (Table	 S1).	 B	 cell	 Clow	 cytometry	 analysis	 revealed	 that	 numbers	 and	131	

percentages	 of	 total	B	 cells	were	 comparable	 between	patients	 and	 aged/sex-matched	132	

healthy	donors	(HD,	8.7%±1.0	of	lymphocytes	vs	7.8%±1.1,	P	=	0.4)	(Fig.	1A	and	B).	In	133	

line	with	 previous	 report	 (19),	 the	 distribution	 of	 B	 cell	 subsets	was	 similar	 between	134	

patients	and	controls.	Indeed,	despite	a	slight	but	non-signiCicant	increase	of	transitional	135	

B	cells	(CD19+CD27-CD24highCD38high;	4.9%±0.7	vs	3.5%±0.4,	P	=	0.18),	distribution	of	136	

memory	B	cells	(CD19+CD27+)	(24.3%	versus	22.9%,	P	=	0.81),	antibody	secreting	cells	137	

(ASC)	(Fig.	1A-C),	as	well	as	the	distribution	of	B	cells	expressing	distinct	Ig	subclasses	138	

(Fig.	1D)	were	similar	to	controls.	139	

	140	

Extrafollicular	B	cell	compartment	is	not	expanded	in	PAPS	141	

The	 extra-follicular	 response	 is	 characterized	 by	 B	 cells	 that	 express	 CD11c,	 the	142	

transcription	 factor	T-bet	 and	 low	 level	 of	 CD21,	 and	derive	 from	naive	B	 cells	 via	 IL-143	

21/IFNγ	 cytokines,	 TLR7	 and	 T	 cell	 stimulation	 (28).	 Increase	 of	 CD11c+	 cells,	 which	144	

include	CD27−IgD+	activated	naive	(aN)	B	cells	and	a	subpopulation	of	switched	CD27−IgD−	145	

cells	(double-negative,	DN2),	has	been	described	in	different	conditions	including	SARS-146	

Cov2	or	auto-immune-prone	Down	syndrome	patients	(9,	28,	29).	Of	note,	they	are	largely	147	

expanded	 in	 SLE	 and	 represent	 a	pool	 of	 “pre-plasmablasts”	 enriched	 for	 autoreactive	148	

speciCicities	(5,	30).	Given	the	link	between	SLE	and	APS,	we	wanted	to	determine	if	extra-149	

follicular	 activation	 was	 also	 a	 hallmark	 of	 PAPS.	 Neither	 DN2	 nor	 aN	 B	 cells	 were	150	

increased	in	PAPS	patients	(Fig.	1E	and	F),	with	respectively	0.46%±0.1	of	CD19+	cells	vs	151	

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	152	

trend	toward	an	increased	DN1/DN2	ratio	(Fig.	1F).	DN1	cells	are	thought	to	be	switched	153	

memory	B	cells	precursors	(5).	CXCR5,	a	follicle	homing	receptor,	and	CXCR3,	an	inClamed	154	

tissue	 homing	 receptor,	 surface	 expressions	 were	 similar	 in	 respective	 CD11c+	 and	155	

CD11c-	populations	between	patients	and	HD	(Fig.	1G).	Frequencies	of		regulatory	T	cells	156	

and	 of	 the	 different	 T	 cells	 subsets,	 including	 the	 circulating	 T	 follicular	 helper	 cells,	157	
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frequently	 correlating	with	 CD11c+	 B	 cell	 expansion	 (28),	 were	 also	 comparable	 (Fig.	158	

S1A).	159	

Altogether,	PAPS	patients	appeared	to	have	mild	abnormalities	in	B	cell	phenotype	with	160	

no	evidence	of	extrafollicular	activation.		161	

	162	

BCR	diversity	is	reduced	in	PAPS	163	

Within	 the	 BCR	 variable	 regions,	 distinct	 VH	 segments	 have	 been	 associated	 with	164	

autoimmunity	(20).	We	studied	the	BCR	repertoire	by	extracting	BCR	sequences	from	a	165	

single	 B	 cell	 multimodal	 analysis	 (combining	 single-cell	 V(D)J	 sequencing,	 RNA	166	

sequencing	(scRNA-Seq)	and	antibody-derived	tags	(ADT	analysis)	of	sorted	B	cells	from	167	

PBMCs	of	5	PAPS	patients	and	2	HD	(Fig.	2A).	168	

We	did	not	observe	consistent	differences	 in	the	whole	V(D)J	gene	usage	patterns	(Fig.	169	

2B-F),	 CDR3	 amino	 acid	 length	 distribution	 (Fig.	 2G)	 or	 SHM	 frequencies	 (Fig.	 2H).	170	

However,	 PAPS	 patients	 showed	 reduced	 clonotype	 diversity	 for	 the	 IGHV	 repertoire	171	

compared	to	HD	across	the	IGHM	IGHG	and	IGHA	subsets	(Fig	2I,	J),	as	indicated	by	the	172	

Chao1	 (abundance	 of	 unique	 clones	 in	 a	 repertoire)	 and	 D50	 (number	 clonotype	173	

contributing	50%	of	the	cumulative	CDR3	sequences)	indexes.	The	constrained	clonotype	174	

diversity	within	the	IGHM	compartment	suggests	an	impaired	generation	or	selection	of	175	

the	primary	repertoire	in	the	BM.	176	

	177	

aPL-specieic	B	cells	escape	tolerance	and	persist	after	the	naive	B	cell	stage	in	PAPS		178	

Several	autoantigens	have	been	identiCied	 in	APS	(31).	Beside	the	criteria	aPL,	patients	179	

may	also	develop	other	aPL,	such	as	anti-phosphatidylserine/prothrombin	complex,	anti-180	

phosphatidylethanolamine,	anti-annexinA5.	These	are	not	part	of	the	diagnostic	criteria,	181	

despite	growing	evidence	of	their	involvement	in	thromboembolic	events	(31).	To	identify	182	

aPL	B	cells	in	PAPS	patients	and	examine	their	BCR	proCile,	we	performed	single-cell	EBV	183	

transformation	on	isolated	CD27-	and	CD27+	B	cells	from	Cive	PAPS	patients	with	triple	184	

aPL	positivity	(32–34).	Clonality	was	assessed	by	Ig	isotype	and	kappa/lambda	staining.	185	

Based	 on	 Ig	 staining,	 we	 identiCied	 the	 transformed	 cells	 as	 naıv̈e	 (CD27-IgD+),	186	

unswitched	memory	(CD27+IgD+),	memory	(CD27-IgD-),	and	double	negative	(CD27-IgD-187	

)	B	cells.	We	tested	the	monoclonal	antibodies	secreted	by	the	immortalized	B	cells	for	188	

reactivity	against	criteria	PL	(i.e.,	CL	and	β2GPI),	as	well	as	non-criteria	PL	(pool	PL,	Fig.	189	

3A,	B).		190	
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The	frequency	of	aPL	B	cell	clones	decreased	along	maturation	stages,	with	respectively	191	

31.3%,	 22.1%	 and	 18.1%	 of	 aPL-producing	 B	 cells	 in	 naive,	 unswitched	memory	 and	192	

switched	memory	B	cells	(Fig.	3C).	The	frequency	of	PL	speciCic	B	cell	clones	within	the	193	

naıv̈e	 compartment	was	 similar	 between	HD	 and	PAPS	patients	 (39.3%	vs	 31.3%,	P	=	194	

0.07),	suggesting	that	aPL	B	cells	are	part	of	the	natural	repertoire.	In	HD,	the	frequency	195	

of	aPL	B	cell	clones	markedly	dropped	within	the	CD27+	memory	B	cells	(12%	vs	20.6%	196	

in	PAPS	patients,	P	=0.008)	especially	in	the	switched	memory	population	(7.4%	vs	18.1%,	197	

P	=0.01;	Fig.	3C	and	Fig.	S2).	IgG+	aPL	clones	were	of	IgG1	and	IgG3	isotype,	consistently	198	

with	 previous	 report	 linking	 anticardiolipin	 speciCicity	 and	 IgG3	 subtype,	 with	 a	199	

signiCicantly	higher	frequency	of	IgG3	compared	to	non-aPL	clones	(27.8%	vs	4.7%,	%,	P	200	

=	0.0003)	(35)	(Fig.	3D).	Autoantibody	silencing	can	occur	via	the	substitution	of	the	light	201	

chain,	especially	via	the	use	of	lambda	light	chains	(1).	We	observed	a	predominant	use	of	202	

kappa	 light	 chain	 in	 aPL	 clones	 (Fig.	 3E),	 suggesting	 that	 impaired	 receptor	203	

editing/silencing	may	support	the	maintenance	of	aPL	in	the	B	cell	pool.	204	

These	data	suggest	a	peripheral	tolerance	defect	in	triple	positive	PAPS	with	the	survival	205	

of	memory	aPL	B	cells	in	PAPS	patients.	206	

	207	

The	naive	pool	of	aPL	B	cells	is	largely	polyreactive	in	PAPS	208	

aPL	are	found	in	up	to	20%	of	HD	(23,	24),	supporting	the	hypothesis	that	aPL	belong	to	209	

the	natural	repertoire.	Natural	autoantibodies	are	known	to	be	polyreactive	(1,	36),	hence	210	

we	screened	the	polyreactive	features	of	aPL	and	non-aPL	antibodies	secreted	by	the	B	211	

cell	 clones.	We	 tested	 their	 reactivity	 against	Hep-2	 cells	 by	 ImmunoCluorescent	 assay	212	

(IFA)	and	against	a	panel	of	deCined	antigens	using	ELISA.	Naive	and	memory	IgM+	aPL	213	

clones	 displayed	 a	 high	 frequency	 of	 HEp-2	 reactivity	 as	 compared	 to	 non-aPL	 ones	214	

(respectively	 79.5%	 vs	 17.6%	 and	 45.8%	 vs	 9.4%,	 P	 <	 0.0001,	 Fig.	 4A).	 IgG	 aPL	215	

progressively	lost	their	HEp-2	reactivity,	although	it	was	still	higher	than	their	non-aPL	216	

counterparts	(16.7%	vs	10%;	P	=	0.6).	Of	note,	one	speciCic	cytoplasmic	staining	pattern	217	

was	recurrent	and	suggestive	of	reactivity	against	vimentin,	proposed	to	be	a	cofactor	of	218	

CL	and	a	potential	 target	of	aPL	(Fig.	S3)	 (37).	A	high	proportion	of	naive	aPL-speciCic	219	

clones	 had	 reactivities	 to	 nucleosome,	 thyroglobulin,	 myosin,	 insulin	 and/or	 tetanus	220	

antigens	(Fig.	4B)	and	antibodies	with	multiple	reactivity	(cluster	2,3,4)	mostly	belong	to	221	

the	aPL	positive	pool	as	suggested	by	unsupervised	clustering	approach	based	on	ELISA	222	

reactivity	 (Fig.	 4C).	 Indeed,	 45%,	 18.8%	 and	 0%	 of	 aPL	 derived	 from	 IgM+CD27-,	223	
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IgM+CD27+	and	IgG+CD27+	clones	respectively	recognized	more	than	3	antigens	by	ELISA	224	

(vs	 0%	 in	 non-aPL	 clones)	 supporting	 (i)	 polyreactivity	 in	 a	 substantial	 proportion	 of	225	

IgM+CD27-	aPL	clones	and	(ii)	that	switched	clones	were	no	longer	polyreactive	(Fig.	4D).	226	

Antigen	array	testing	reactivity	for	97	different	foreign	and	self-antigens	conCirmed	the	227	

high	frequency	of	polyreactivity	in	IgM	aPL	clones	(Fig.	S4).	It	has	recently	been	shown	228	

that	human	IgG	anti-�2GP1	cross-react	with	infectious	mimotopes,	suggesting	that	cross-229	

reactivity	may	drive	afCinity	maturation	of	natural	PL	reactive	B	cell	that	will	then	exhibit	230	

pathogenic	 features	(38).	However,	no	reproducible	pattern	of	reactivity	was	 identiCied	231	

among	aPL	clones,	considering	bacterial	or	viral	epitopes	(eg.	SARS-CoV2	peptides	(39))	232	

(Fig.	S4).	233	

As	expected,	HD	clones	exhibited	similar	characteristics	of	reactivity,	with	79.8%	of	naive	234	

IgM+	aPL	testing	positive	on	HEp-2	(vs	79.5%	in	PAPS	patients,	P	=	0.9)	and	48.5%	against	235	

more	than	3	antigens	in	ELISA	(vs	45%	in	PAPS	patients,	P	=	0.9).	A	gradual	decrease	in	236	

polyreactivity	was	also	observed	as	B	cells	matured	(Fig.	S2B-D).	These	 Cindings	were	237	

conCirmed	by	the	auto-antigen	array	(Fig.	S5).		238	

We	concluded	that	aPL	B	cells	in	PAPS	patients	emerge	from	a	natural	polyreactive	B	cell	239	

pool	existing	in	HD	and	lose	polyreactivity	during	their	evasion	of	tolerance	mechanisms.	240	

	241	

aPL	antibodies	have	a	constrained	repertoire	usage	and	distinct	CDR3	features		242	

As	 the	 variable	 region	 of	 the	BCR	of	 PAPS	patients	 show	 lower	 diversity	 compared	 to	243	

controls,	we	explored	 the	hypothesis	 that	a	restricted	repertoire	encoding	 the	variable	244	

regions	 of	 heavy	 and	 light	 chain	 and/or	 intrinsic	 BCR	 features	 may	 explain	 a	245	

predetermined	reactivity	of	aPL	B	cells.	Distinct	self-reactive	BCR	hallmarks	have	been	246	

described	 in	 different	 autoimmune	 conditions,	 including	 skewed	 use	 of	 VDJ	 families,	247	

longer	CDR3,	and	impairment	of	Ig	light	chain	recombination	(1,	20).	Thus,	Ig	variables	248	

region	(heavy	and	light	chain)	from	384	clones	were	sequenced.	We	found	that	aPL	clones	249	

compared	to	non	aPL	had	a	restricted	usage	of	V	genes,	with	an	enrichment	of	speciCic	250	

IGHV3-11,	3-21,	3-74,	4-34	and	4-39	genes	(cumulative	frequency	24%	in	aPL	clones	vs	9%	251	

in	the	non-aPL,	P	=	0.0001,	Fig.	5A).	Increase	frequency	of	IGHV4-34	(and	its	9G4	idiotype)	252	

has	 been	 described	 in	 autoimmune	 diseases	 and	 both	 IGHV3-74	 and	 4-39	 have	 been	253	

isolated	 in	 patients	 with	 primary	 and	 secondary	 APS	 respectively	 (40,	 4,	 10,	 41).	254	

Considering	individual	samples,	in	four	of	the	Cive	patients	the	BCR	gene	segments	had	a	255	

bias	toward	IGHV4-39	and	three	toward	IGHV-3-74	and/or	1GHV4-34	(Fig.	5A,	see	boxed	256	
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Cigure).	Of	note,	71%	of	1GHV4-34	and	60%	of	IGHV4-39	aPL	clones	from	the	IgM+CD27-	257	

compartment,	 belong	 to	 cluster	 3	 and	 4	 in	 (thereby	 recognizing	 at	 least	 3	 different	258	

antigens)	(Fig.	4C).		259	

Increased	IGHD-6	family	usage	was	another	feature	of	aPL	clones	(27%	vs	17%,	P	=	0.01,	260	

Fig.	5B),	whereas	similar	repartition	of	IGHJ	gene	usage	was	observed	between	the	two	261	

groups	(Fig.	5C).	CDR3	of	aPL	clones	exhibited	a	signiCicant	higher	number	of	positively	262	

charged	 amino	 acids	 (2.0±0.1	 vs	 1.6±0.1,	 P	 =	 0.003),	 a	 feature	 associated	 with	 self-263	

reactivity	(1)	that	is	consistent	with	facilitated	binding	to	negatively	charged	PL	(Fig.	5D).	264	

Arginine	 residues	 in	 CDR	 are	 important	 in	 conferring	 the	 ability	 to	 bind	 �2GP1-265	

dependend	PL	(42)	and	their	frequency	was	notably	increased	in	CDR3	from	aPL	clones	266	

(Fig.	 5D).	 No	 signiCicant	 differences	 were	 detected	 in	 CDR3	 length,	 number	 of	 non-267	

templated	 (N)	 nucleotide	 or	 SHM,	 (Fig.	 5E-G).	 Light	 chain	 sequencing	 conCirmed	268	

increased	 usage	 of	 kappa	 isotype	 in	 aPL	 clones	 (60%	 vs	 50%	 in	 non-aPL	 clones)	 and	269	

revealed	a	preferential	usage	of	IGKV3-20	(23%	of	kappa	aPL	clones	vs	15%).	IGLV2-14	270	

and	 IGLV2-23	 were	 the	 most	 frequent	 genes	 used	 among	 lambda	 aPL	 clones	 (mean	271	

frequency	22%	and	14%	respectively	vs	14%	and	7%	in	non	aPL	clones)	(Fig.	S6A-H).	No	272	

signiCicant	differences	were	observed	in	the	CDR3	with	regard	to	positively	charged	amino	273	

acids,	SHM,	or	length.	IGHV3-11,	3-21,	3-74,	4-34	and	4-39	encoded	antibody	were	more	274	

frequently	associated	with	kappa	light	chain	when	they	exert	PL	reactivity	(Fig.	S6I).	275	

Our	data	therefore	suggest	that	VDJ	usage	is	restricted	in	aPL	B	cells	since	the	naive	stage.	276	

The	 similar	 level	 of	 SHM	 to	 non-aPL	 clones	 in	 the	 switched	 memory	 compartment	277	

supports	the	GC-dependent	post-antigen	maturation.	278	

	279	

ASC	secreting	pathogenic	aPL	persist	in	the	BM	of	patients		280	

In	healthy	human,	several	antibodies	arising	from	the	BM	are	self-reactive,	but	many	of	281	

these	 are	 removed	 from	 the	 repertoire	 during	 B	 cell	 development	 due	 to	 peripheral	282	

checkpoints	 (1–3,	43).	 In	 this	 view,	 B	 cells	with	 IGHV4-34	 BCR,	which	 are	 intrinsically	283	

autoreactive,	 are	 censored	 in	 the	 GC	 and	 prevented	 from	 differentiating	 into	 ASC,	 a	284	

mechanism	that	is	defective	in	SLE	(44).	In	our	cohort	IGHV3-21,	IGHV3-74	and	IGHV4-39	285	

gene	were	 still	 enriched	 in	 the	memory	 compartment	 of	 aPL	 clones	with	 a	 signiCicant	286	

higher	frequency	than	in	memory	non-aPL	clones	(cumulative	frequency	16.3%	vs	4.8%,	287	

P	 =	 0.01,	 Fig.	 5H),	 arguing	 that	 BCRs	 with	 speciCic	 aPL	 features	 persist	 in	 the	 post-288	

antigenic	compartments	of	PAPS	patients.	In	opposition,	IGHV4-34	and	IGHV3-11	clones	289	
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were	no	longer	found	in	the	memory	compartment	of	aPL	clones	(Fig.	5H).	In	HD,	IGHV3-290	

11,	3-21,	4-34	and	4-39	usage	was	also	found	in	naive	aPL	clones	but	none	of	these	VH	291	

families	were	detected	in	aPL	memory	B	cells	(Fig.	S7A,	B).	Considering	that	ASC	survive	292	

as	long-lived	plasma	cells	(PC)	in	the	BM,	we	characterize	the	antibody	repertoire	of	BM	293	

PC	 in	 PAPS	 patients.	 We	 obtained	 the	 IgH	 and	 IgL	 chain	 genes	 of	 69	 single	294	

CD138+CD27+CD38+	PC	isolated	from	the	BM	of	two	patients	of	our	series.	IGHV4-39	usage	295	

frequency	was	four	time	higher	when	compared	with	public	data	obtained	from	BM	PC	of	296	

HD	(45)	(Fig.	5I).		297	

Thus,	 in	 PAPS	 patients	 PL	 reactive	 B	 cells	 are	 not	 eliminated	 from	 the	 post	 antigenic	298	

compartment	and	become	long-lived	PC.		299	

	300	

B	cells	 from	PAPS	patients	display	MYC	and	mTORC1	activation	and	an	increased	level	of	301	

TACI	302	

To	gain	 insight	 into	 the	 immunological	mechanisms	 leading	 to	 the	persistence	and	 the	303	

activation	of	aPL	reactive	B	cells	in	PAPS	patients,	scRNA-Seq	libraries	were	dimensionally	304	

reduced	and	visualized	in	a	single	two-dimensional	uniform	manifold	approximation	and	305	

projection	 (UMAP).	For	each	sample,	unsupervised	hierarchical	 clustering	grouped	 the	306	

cells	into	12	clusters	without	clear	differences	between	patients	and	HD	(Fig.	6A	and	B).	307	

Differentially	 expressed	 genes	 (DEGs)	 were	 used	 to	 link	 the	 clusters	 to	 previously	308	

identiCied	B	cell	subpopulations	(Fig.	6C	and	Fig.	S9A).	Examination	of	isotype	using	V(D)J	309	

sequences	conCirmed	that	naive,	transitional	and	unswitched	B	cells	segregate	with	IGHM	310	

on	 the	 one	 hand;	 and	 switched	 and	 DN	 with	 IGHG/A	 on	 the	 other	 hand	 (Fig.	 S8B).	311	

Consistent	 with	 Clow	 cytometry	 analysis,	 B	 cell	 subsets	 distribution,	 as	 well	 as	312	

kappa/lambda	 repartition	 in	 all	 B	 cell	 subpopulation	were	 comparable	 between	 PAPS	313	

patients	and	HD	(Fig.	S8C-D).	314	

Gene	set	enrichment	analysis	 (GSEA)	revealed	an	 increased	expression	 in	PAPS	B	cells	315	

compared	 to	 HD	 B	 cells	 of	MYC	 target	 genes	 (NES	 =	 7,86),	 genes	 related	 to	 oxidative	316	

phosphorylation	(NES	=	7.71),	genes	involved	in	IFNα/γ	response	(NES	=	4.61)	and	genes	317	

related	to	mTORC1	axis	(NES	=	5.41,	Fig.	6D)	in	PAPS	B	cells	as	opposed	to	HD	B	cells.		The	318	

serine-threonine	kinase	mTOR	is	a	component	of	 two	protein	complexes,	mTORC1	and	319	

mTORC2,	 which	 regulate	 protein	 synthesis,	 survival	 and	 cell	 growth	 (46).	 mTORC1	 is	320	

involved	in	B	cell	proliferation,	and	is	needed	for	B	cell	to	prepare	plasma	cell	functions	321	

and	subsequent	antibody	synthesis	(47).	Together	with	MYC,	it	is	essential	in	GC	initiation,	322	
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maintenance	and	positive	selection	by	allowing	selected	light-zone	B	cells	to	proliferate	323	

and	 to	 re-enter	 the	 dark	 zone	 (48,	 49).	 In	 PAPS	 patients,	 genes	 involved	 in	 MYC	 and	324	

mTORC1	signaling	pathway	were	signiCicantly	enriched	in	both	naive	and	memory	B	cells	325	

from	patients	(Fig.	6E).	Unsupervised	hierarchical	clustering	relating	on	50	genes	from	326	

the	mTORC1	pathway	grouped	 four	patients’	 samples	 together,	 in	which	most	of	 these	327	

genes	were	upregulated,	including	mTORC1	positive	regulators	such	as	RPTOR,	MIOS	or	328	

RHEB.	(Fig.	6F).	CD148	is	a	receptor	phosphatase	that	is	expressed	in	response	to	AKT	329	

phosphorylation	in	B	cells	(50).	We	assessed	CD148	expression,	as	proxy	for	Akt-PI3K-330	

mTOR	pathway,	and	found	increased	CD148	expression	in	PAPS	naive	B	cells	(Fig.	S8E),	331	

in	line	with	their	mRNA	changes.		332	

Projecting	scaled	enrichment	score	revealed	that,	among	naive	B	cells,	cluster	17	and	18	333	

display	the	strongest	enrichment	in	MYC,	mTORC1	and	IFNα	activation	(Fig.	6G).	These	334	

clusters	also	exhibit	the	highest	levels	of	IFN	receptor	genes	expression,	and,	together	with	335	

cluster	8,	higher	expression	of	TNFRSF13B,	encoding	the	transmembrane	activator	and	336	

CAML	interactor	(TACI)	than	other	naive	clusters	(Fig.	6H).	Of	note,	the	frequency	of	B	337	

cells	belonging	to	cluster	8,	16	and	17	was	increased	in	patients	(Fig.	6B).	TACI	serves	as	338	

a	 receptor	 for	BAFF	 and	APRIL	 cytokines	 and	 is	 expressed	 as	 of	mature	naive	B	 cells.	339	

Engagement	of	TACI	plays	a	crucial	role	in	mitigating	apoptosis,	driving	class-switching	340	

recombination	 and	 germinal	 center	 maintenance,	 as	 well	 as	 promoting	 antibody	341	

production	(51).	Consistently	with	RNAseq,	a	higher	surface	expression	of	TACI	(but	not	342	

BAFF-R)	was	found	on	naive	B	cells	using	Clow	cytometry	(Fig.	6I	and	Fig.	S8F)	as	well	as	343	

increased	level	of	APRIL	in	patients’	sera	(Fig.	S8G).		344	

Our	 data	 therefore	 suggest	 that	 B	 cells	 from	 PAPS	 patients,	 since	 the	 naive	 stage,	 are	345	

submitted	to	proliferation	and	activation	pressures,	involving	IFN	and	APRIL	cytokines	on	346	

the	one	hand,	mTORC1	and	MYC	axis	on	the	other.	347	

	348	

MYC/mTORC1	activation	 is	associated	with	hallmarks	of	GC	differentiation	and	defective	349	

positive	selection	in	aPL	specieic	B	cells	350	

To	study	the	speciCic	transcriptomic	and	protein	expression	of	aPL	B	cells	in	PAPS	patients,	351	

we	 then	 identiCied	 IGHV3-11,	 3-74,	 3-21,	 4-34	 and	 4-39	 BCR	 on	 CITE-Seq.	 First,	 we	352	

conCirmed	a	reduced	diversity	 in	these	clonotypes	which	were	associated	to	restrained	353	

IGLV	in	patients	as	compared	to	HD	(Fig.	7A).	The	proportion	of	IGHV3-21,	3-74,	and	4-39	354	
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B	cells	was	comparable	between	patients	and	HD	in	naive	IGHM	and	IGHG	populations	355	

(Fig.	7B).		356	

We	 then	 focus	 on	 IGHV4-39	 encoding	 aPL	 since	 they	 are	 found	 up	 to	 plasma	 cells	 in	357	

patients.	 The	 expression	 levels	 of	 various	 cell	 surface	 proteins,	 BCR	 complex	358	

transmembrane	proteins	and	activation	markers,	were	assessed	according	to	IGHV4-39	or	359	

non	IGHV4-39	usage.	No	differences	were	observed	between	cells	expressing	a	IGHV4-39	360	

BCR	and	those	who	did	not	in	patients	or	in	HD	(Fig.	7C).	However,	compared	to	HD,	naıv̈e	361	

B	cells	from	patients	displayed	increased	level	HLA-DR	molecules	and	a	decreased	surface	362	

expression	of	IgM	that	could	increase	the	threshold	of	BCR	engagement	and	alter	early	363	

peripheral	 negative	 selection.	Memory	B	 cell	 subset	was	 similar	between	patients	 and	364	

controls	(Fig.	7C).		365	

We	did	not	Cind	differences	in	genes	expression	between	IGHV4-39	and	other	B	cells	 in	366	

patients	but	observed	that	MYC	and	mTORC1	pathway	signature	was	globally	enriched	as	367	

opposed	to	B	cells	from	HD,	in	both	naive	and	memory	B	cells	(Fig.	7D).	Hence,	MYC	and	368	

mTORC1	 activation	 appears	 as	 a	 hallmark	 of	 all	 B	 cells	 in	 PAPS	 rather	 than	 a	 speciCic	369	

signature	of	PL	reactive	B	cells.	Likewise,	both	IGHV4-39	and	other	clonotypes	of	patients	370	

display	an	increase	pre-GC	signature	(52)	and	increased	transcription	of	follicle	homing	371	

receptors	SELL	and	CXCR5.	PAPS	naive	B	cells	did	not	exhibit	a	plasmablast	signature	that	372	

could	have	indicated	that	they	were	poised	to	generate	short	lived	plasmablasts	(Fig.	7E	373	

and	F).	Accordingly,	a	trend	for	increased	CXCR4	expression	found	on	circulating	ASC	(Fig.	374	

S1B	and	C)	suggest	that	they	are	prone	to	join	the	BM	as	long-lived	plasma	cell,	a	process	375	

usually	 associated	 with	 GC	 maturation.	 The	 in	 vitro	 formation	 of	 plasmablasts	376	

(CD27highCD38high),	upon	T	help	mimicking	condition	(stimulation	with	CD40L	and	IL-21),	377	

was	enhanced	in	PAPS	patients	(Fig.	7G).		378	

We	next	tested	if	dysregulation	of	mTORC1/MYC	axis	and	hyperresponsiveness	to	T	cell	379	

help	could	alter	positive	selection	process	in	periphery.	As	BCR	with	IGHV3-21,	74	or	4-39	380	

was	 only	 slightly	 increased	 in	 the	 post	 antigenic	 compartment,	 we	 hypothesized	 that	381	

patient	fail	to	attenuate	their	self-reactivity	in	late	processes	such	as	clonal	redemption.	382	

Analysis	 of	 intra-clonal	 VH	 mutations	 indeed	 revealed	 that	 SHM	 more	 frequently	383	

introduced	arginine,	lysine	or	histidine	residues	in	VH,	and	arginine	in	CDR3,	in	patients	384	

than	in	HD	(Fig.	7I-J).	Altogether,	these	results	reinforce	the	perspective	that,	in	patients,	385	

B	cells	are	preferentially	oriented	towards	follicular	maturation	with	a	failure	to	eliminate	386	

or	attenuate	self-reactivity	of	PL	reactive	BCR.	387	
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DISCUSSION		388	

APS	 is	 a	 model	 for	 auto-antibody	 mediated	 disease	 (53),	 in	 which	 the	 genesis	 of	389	

pathogenic	 aPL	 remains	 incompletely	 understood	 due	 to	 the	 complex	 pattern	 of	 aPL	390	

reactivities	 and	 the	 challenge	 of	 identifying	 aPL	 speciCic	 B	 cells.	 To	 overcome	 these	391	

challenges,	we	focused	on	PAPS	patients	to	avoid	the	confounding	inCluence	of	SLE,	which	392	

is	 frequently	 linked	to	APS.	Additionally,	we	studied	triple-positive	PAPS,	a	subset	with	393	

highly	 severe	 autoimmune	disease.	By	 employing	B	 cell	 scRNAseq	 in	 conjunction	with	394	

single-cell	 EBV	 immortalization,	we	were	 able	 to	 link	 phenotype	 and	 function	 of	 self-395	

reactive	B	 cell	 speciCicities.	We	demonstrated	 that	 in	 triple	 positive	PAPS,	 self-reactive	396	

naıv̈e	cells	B	cells	preferentially	mature	via	the	follicular	pathway	and	become	long-lived	397	

plasma	cells.	Altered	positive	selection	in	the	post	antigenic	compartment	suggests	that	398	

dysregulation	of	mTORC1/MYC	axis	and	hyperresponsiveness	to	T	cell	help	could	enable	399	

natural	naive	PL	reactive	B	cells	to	increase	their	speciCicity	and	become	pathogenic.		400	

It	is	widely	accepted	that	most	self-reactive	B	cells,	including	antinuclear	antigen	speciCic	401	

clones,	are	primarily	regulated	 in	 the	BM	through	mechanisms	such	as	clonal	deletion,	402	

receptor	 editing,	 or	 silencing	 during	 the	 transition	 from	 early	 immature	 to	 immature	403	

stages	(2).	A	second	tolerance	checkpoint	further	eliminates	autoreactive	B	cells	between	404	

new	emigrant	or	transitional	B	cells	and	mature	naive	B	cells.	Despite	these	processes,	the	405	

naive	B	cell	repertoire	of	HD	still	retains	around	20%	of	self-reactive	B	cells	(1).		Given	that	406	

most	naive	or	IgM+	aPL	B	cell	clones	in	patients	with	PAPS	exhibit	polyreactivity	towards	407	

self	 or	 non-self-antigens,	 we	 conclude	 that	 aPL	 B	 cells	 originate	 from	 a	 heterogenous	408	

natural	polyreactive	pool	of	B	cells.	This	observation	holds	true	for	both	PAPS	patients	and	409	

healthy	individuals,	as	supported	by	our	data.	410	

After	antigen	encounter,	activated	B	cells	either	differentiate	into	short-lived	plasma	cells	411	

or	after	cognate	interaction	with	antigen-speciCic	B	cells,	can	form	GCs	(54–56).	B	cells	that	412	

pass	the	GC	increase	their	afCinity,	through	iterative	cycles	of	clonal	expansion	and	SHM	in	413	

the	 variable	 regions	 of	 the	 heavy	 and	 light	 chains,	 and	 can	 commit	 to	 the	 plasma	 cell	414	

lineage	or	alternatively	become	memory	B	cells	and	long-lived	quiescent	cells	capable	of	415	

reactivation	 (57).	However,	 it	 is	 now	admitted	 that	 both	CSR	and	SHM	can	occur	both	416	

inside	and	outside	of	GC	(58).	Indeed,	SLE	is	characterized	by	B-cells	lacking	IgD	and	CD27	417	

(DN),	which	include	CXCR5-CD11c+	cells	(DN2),	actors	of	B	extrafollicular	response,	that	418	

represent	pre-plasma	cells	(5).	Although,	we	conCirm	an	IFN	transcriptional	signature	at	419	

the	B	cell	 level,	neither	our	phenotypic	or	 transcriptomic	analysis	show	similar	B	cells	420	
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subpopulation	repartition	and	neither	of	them	argue	for	a	disequilibrium	of	DN2	or	extra-421	

follicular	B	 cell	 activation	 in	PAPS.	Furthermore,	 considering	 the	 similar	occurrence	of	422	

SHM	 in	 both	 antigen-experienced	 aPL	 and	 non-aPL	 B	 cell	 clones,	 we	 conclude	 that	423	

activated	 aPL	 B	 cells	 in	 PAPS	 likely	 undergo	 a	 GC	maturation.	 Since	 antiphospholipid	424	

syndrome	is	often	associated	with	SLE,	the	speciCic	fate	of	aPL	B	cells	in	SLE	remains	an	425	

open	question.		426	

During	B	cell	development	 in	the	fetal	 liver	and	BM,	recombination	of	 immunoglobulin	427	

genes	gives	rise	to	the	naive	BCR	repertoire.	This	repertoire	is	then	reCined	by	eliminating	428	

or	suppressing	self-reactive	B	cells	 (1,	4,	59),	 to	mitigate	 the	 likelihood	of	autoimmune	429	

disease.	Ultimately,	this	repertoire	is	shaped	through	interactions	with	antigens,	such	as	430	

pathogens.	 As	 a	 result,	 the	 features	 of	 the	 BCR	 repertoire	 correlate	 with	 pathogen	431	

interactions	and,	should	tolerance	mechanisms	fail,	immune-mediated	diseases	(20).	For	432	

instance,	 a	 comparison	 of	 B	 cell	 repertoires	 in	 SLE	 and	 anti-neutrophil	 cytoplasmic	433	

antibody-associated	 vasculitis	 (ANCA-AAV)	 reveals	 a	 skewed	 IGH	 repertoire	 in	 both	434	

diseases	with	increased	expression	of	genes	of	the	IgHV4	family.	Notably	IgHV4-34	can	435	

bind	both	autoantigens	and	commensal	bacterial,	and	it	has	been	associated	with	SLE	in	436	

both	 the	 naive	 and	 in	 the	 post-antigenic	 compartments.	 Extensive	 BCR	 repertoire	 has	437	

never	been	done	in	PAPS.	BCR	diversity	appear	signiCicantly	reduced	in	PAPS,	as	observed	438	

in	other	autoimmune	diseases,	with	a	clonal	expansion	and	a	restricted	light	and	heavy	439	

chain	usage.	SpeciCic	VH	encoded	BCR,	such	as	IgVH4-39,	previously	described	in	a	few	SLE	440	

and	APS	patients	(4),	were	associated	to	autoreactive	positively	charged	BCRs	and	could	441	

be	followed	from	the	naive	stage	to	the	long-lived	plasma	cell	compartment.	Although	the	442	

self-reactive	antibodies	expressed	by	polyreactive	naive	B	cells	in	PAPS	may	not	be	directly	443	

pathogenic,	they	could	readily	be	restricted	to	some	IgH	or	IgL	families	and	undergo	class	444	

switching	 upon	 B	 cell	 activation.	 Furthermore,	 aPL	 speciCicities	 might	 be	 selected	 or	445	

expanded	 during	 this	 maturation	 process,	 leading	 to	 the	 loss	 of	 polyreactivity,	 as	446	

suggested	by	the	critical	role	of	SHM	in	driving	the	thrombotic	process	in	vivo	(22–24).	In	447	

this	context,	cross	reactivity	with	exogenous	pathogens	may	drive	the	future	pathogenic	448	

B	cells	(38).	However,	our	experiments,	which	involved	testing	the	reactivity	of	300	clones	449	

on	a	diverse	antigen	array	including	various	infectious	triggers	like	SARS-CoV2	peptides,	450	

were	not	able	to	provide	conclusive	evidence	on	this	matter.	451	

We	then	hypothesized	that	autoreactive	B	cells	harbor	speciCic	characteristics	of	signaling,	452	

as	in	an	appropriate	environmental	setting	even	modest	alterations	in	B	cell	signaling	may	453	
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be	 sufCicient	 to	promote	or	 sustain	 auto-immunity	 (60).	To	 investigate	 this	 further,	we	454	

conducted	a	two-step	analysis.	Firstly,	we	performed	single-cell	transcriptomics	on	sorted	455	

B	 cells.	 Secondly,	 we	 focused	 on	 the	 previously	 detected	 speciCic	 IgHV	 and	 IgLV	456	

rearrangements.	Our	studies	demonstrates	that	in	patients	with	PAPS,	B	cells	displayed	a	457	

global	activation	state,	along	with	higher	prevalence	of	speciCic	BCR.	This	activation	state	458	

appears	to	be	associated	with	mTORC1	signaling,	independently	of	the	speciCic	IgVH	or	459	

IgVL.	CD148	expression	increased	expression,	a	proxy	for	Akt-PI3K-mTOR	pathway	(50),	460	

aligns	with	the	activation	of	the	mTORC1	pathway.	Interestingly,	one	of	the	exceedingly	461	

rare	monogenic	defects	observed	in	PAPS	involves	a	gain-of-function	mutation	in	mTOR	462	

(61).	The	involvement	of	the	mTOR	molecular	pathway	in	antiphospholipid	syndrome	has	463	

been	demonstrated	in	patients	with	APS-related	nephropathy	at	the	endothelial	level	(62).	464	

However,	 the	role	of	mTOR	signaling	 in	PAPS	B	cells	has	not	been	previously	explored.	465	

Among	the	upstream	signals	of	mTORC1,	the	cytokine	B-cell-activating	factor	(BAFF),	also	466	

known	as	TNFSF13B,	plays	a	prominent	role	in	B	cell	survival	and	homeostasis	(63,	64).	467	

Based	on	our	 Cindings,	we	propose	that	 increased	TACI	engagement	on	naive	B	cells	 in	468	

PAPS	contributes	 to	mTOR	signaling,	which,	 in	 turn,	 likely	drives	 the	GC	maturation	of	469	

polyreactive	autoreactive	B	cells	towards	a	pathogenic	state.	Increase	of	IFN	levels,	which	470	

is	known	to	modify	B	cell	response	to	MYD88	signaling	(65),	could	potentiate	this	B	cell	471	

tolerance	checkpoints	disruption,	as	suggested	by	the	 IFN	transcriptional	signature	we	472	

observe	 in	B	cells	and	previously	 found	 in	whole	blood	 transcriptome	of	patients	with	473	

triple	positive	PAPS	(66,	67).	474	

In	summary,	our	Cindings	indicate	that	phospholipid-reactive	B	cells	in	patients	with	PAPS	475	

originate	from	a	pool	of	naturally	polyreactive	B	cells.	These	B	cells	exhibit	a	restricted	476	

BCR	repertoire	and	manage	to	evade	peripheral	tolerance	mechanisms	at	the	naive	stage,	477	

sustained	by	TACI	and	 IFN-R	engagement,	 and	 increased	MYC/mTOR	signaling.	At	 this	478	

stage,	PAPS	B	cells	are	likely	exposed	to	antigenic	stimuli,	although	the	speciCic	triggers	479	

remain	 unidentiCied.	 Previous	 evidence	 suggests	 potential	 cross-reactivity	 with	480	

commensal	or	pathogenic	antigens,	but	the	involvement	of	local	environmental	triggers	481	

mediated	by	monocyte	or	neutrophil	activation,	along	with	mTOR	signaling,	is	also	under	482	

debate.	Our	data	suggest	that	extra-follicular	differentiation	is	not	a	predominant	pathway	483	

for	PAPS	B	cells.	Instead,	GC	maturation	appears	to	play	a	signiCicant	role	in	generating	B	484	

cells	memory	B	cells	and	ASC	with	enhanced	afCinity	for	aPL.	 	485	
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MATERIALS	AND	METHODS		486	

	487	

Study	and	design	488	

The	objective	of	this	study	was	to	analyze	the	features	(i.e.	BCR	characteristics,	phenotypic	489	

and	 transcriptomic	 proCiles)	 of	 B	 cells	 and	 aPL-producing	 B	 cells	 in	 a	 cohort	 of	 PAPS	490	

patients	with	triple	positivity.	We	used	high	dimensional	Clow-cytometry,	integrated	CITE-491	

Seq	and	BCR-Seq	approach	to	compare	the	B	cells	of	cohort	of	healthy	donors	(HD)	with	a	492	

cohort	of	PAPS	patients.	Single	B	cells	repertoire	and	aPL	reactivity	characterization	was	493	

further	 characterized	 in	 smaller	 sub-cohorts	with	 an	 EBV	 single	 cells	 immortalization	494	

method	applied	on	sorted	B-cells	(32).	495	

	496	

Recruitment	of	participants	and	sample	collection	497	

The	diagnosis	 of	 PAPS	was	 conCirmed	by	 two	 senior	physicians	 specialized	 in	 Internal	498	

Medicine	 and	 in	 Clinical	 Immunology,	 according	 to	 revised	 Sydney	 criteria	 (13).	 All	499	

patients	also	fulCilled	2023	ACR/EULAR	classiCication	criteria	(16).	Triple	positivity	was	500	

considered	when	persistent	positivity	(on	two	or	more	occasions	at	least	12	weeks	apart)	501	

for	LA,	aCL	and	anti-β2GPI	antibodies	(IgG	or	IgM	at	medium	or	high	levels)	was	present.	502	

Patients	 were	 enrolled	 in	 the	 Clinical	 Immunology	 Department	 (National	 Reference	503	

Center	 for	Rare	Autoimmune	Systemic	Diseases,	CRMR	RESO)	of	Strasbourg	University	504	

Hospital.	Although	some	of	them	presented	antinuclear	positivity,	they	were	not	affected	505	

by	another	autoimmune	disease	including	SLE,	and	none	of	them	had	signiCicant	levels	of	506	

anti-dsDNA.	 All	 patient	 data	 and	 samples	 were	 obtained	 in	 accordance	 with	 the	507	

Declaration	of	Helsinki	and	with	the	Ethical	Board	at	Strasbourg	University	Hospital	(CPP-508	

Est	IV	N°	13/48).	All	the	participants	provided	written	consent.	509	

Clinical	and	immunological	features	of	the	patients	are	available	in	Table	S1.	510	

	511	

Cell	staining	and	phenotyping	512	

Human	 B-cell	 phenotype	 was	 assessed	 on	 fresh	 EDTA	 peripheral	 blood	 samples	513	

immediately	after	collection.	BM	cells	were	subjected	to	density	gradient	centrifugation	514	

to	 get	mononuclear	 cells	 suspensions	 and	 remove	dead	 cells.	 Samples	were	 incubated	515	

with	antibodies	for	15	minutes	at	room	temperature.	Dead	cells	were	excluded	Zombie	516	

NIRTM	 (Biolegend,	 San	 Diego,	 CA,	 USA).	 The	 cells	 were	 analyzed	 on	 a	 spectral	 Clow	517	

cytometer	 (Aurora,	 Cyytek	 Biosciences,	 Fremont,	 California,	 USA).	 Data	 analysis	 was	518	
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performed	using	FlowJo	 software	 (TreeStar,	USA).	The	 following	antibodies	were	used	519	

(clones	are	indicated	in	parentheses):	CD3	(OKT3,	Life	Technologies),	CD10	(HI10a,	BD	520	

Bioscience),	 CD11c	 (S-HCL-3,	 Biolegend),	 CD16	 (3G8,	 Invitrogen),	 CD19	 (HIB19,	521	

BioLegend),	 CD20	 (2H7,	 BioLegend),	 CD21	 (Bu32,	 BioLegend),	 CD27	 (L128,	 BD	522	

Bioscience),	 CD33	 (WM-53,	 Invivogen),	 CD38	 (HB-7,	 BioLegend),	 CD69	 (FN50,	 BD	523	

Bioscience),	CD95	 (DX2,	BD	Bioscience),	CD138	 (L-101,	Biolegend),	BAFF-R	 (11C1,	BD	524	

Bioscience),	 TACI	 (1A1,	 BioLegend),	 CCR5	 (RF8B2,	 BD	 Bioscience),	 CCR6	 (11A9,	 BD	525	

Bioscience),	CXCR3	(REA232,	Miltenyi),	CXCR4	(12G5,	BD	Bioscience),	CXCR5	(RF8B2,	BD	526	

Bioscience),	IgM	(MHM-88,	BioLegend;	polyclonal,	Jackson),	IgD	(IA6-2,	BD	Bioscience),	527	

IgG1	 (SAG1,	 Cytognos),	 IgG2	 (SAG2,	 Cytognos),	 IgG3	 (SAG3,	 Cytognos),	 IgG4	 (SAG4,	528	

Cytognos),	IgA1	(SAA1,	Cytognos),	IgA2	(SAA2,	Cytognos),	IgE	(MHE-18,	BioLegend).	529	

	530	

B-cell	sorting	and	immortalization		531	

B-cell	 were	 sorted	 and	 immortalized	 as	 previously	 described	 (32).	 B-cells	 were	 FACS	532	

sorted	in	naive	(CD3-CD19+CD27-)	and	memory	(CD3-CD19+CD27+)	subsets.	Sorted	cells	533	

were	 then	 incubated	 in	 complete	medium	containing	50%	EBV	 supernatant	 (of	B95-8	534	

cells)	 and	 2.5	mg/mL	CpG	ODN	2006	 (Apara	Biosciences,	Denzlingen,	 Germany)	 for	 4	535	

hours	at	37°C.	Cells	were	then	seeded	on	10	000	irradiated	allogeneic	mononuclear	cells	536	

at	3	cells	per	well	in	96	U-bottom	plates.	537	

Assessment	of	clonality	of	single	EBV	B-cell	clones	in	the	Cinal	population	was	performed	538	

staining	for	the	kappa	or	lambda	light	chain	by	Clow	cytometry	and	complemented	with	539	

BCR	sequencing	data	and	ELISA.	Clonality	was	deCined	by:	a)	presence	of	cells	with	only	540	

one	 type	 of	 light	 chain	 (kappa	 or	 lambda)	 using	 Clow	 cytometry,	 and	 b)	 presence	 in	541	

supernatant	 of	 only	 one	 isotype	 of	 immunoglobulin	 heavy	 chain.	 Cells	 were	 then	542	

categorized,	based	on	their	isotype	and	the	initial	sort,	in	naive	(CD3-CD19+CD27-IgG/A-),	543	

unswitched	 memory	 (CD3–CD19+CD27+IgG/A-),	 switched	 memory	 (CD3-544	

CD19+CD27+IgG/A+)	or	DN	(CD3–CD19+27-IgG/A+)	subsets.	545	

	546	

ELISA	547	

Immunoglobulin	concentration:	Immunoglobulin	concentration	in	the	supernatant	of	the	548	

EBV	clones	was	analyzed	by	ELISA.	BrieCly,	96	wells	(Nunc	Maxisorp)	were	coated	with	549	

anti-human	Immunoglobulin	mix	(Jackson	ImmunoResearch)	in	bicarbonate	buffer	and	550	

serial	dilution	of	EBV	supernatants	were	added.		551	
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Polyreactivity	assays:	96	wells	(Nunc	Maxisorp)	were	coated	with	insulin	(Sigma-Aldrich,	552	

Saint-Quentin	 Fallavier,	 France;	 2µg/mL),	 thyroglobulin	 (Sigma-Aldrich,	 Germany;	553	

2µg/mL),	 myosin	 (Sigma-Aldrich;	 2µg/mL)	 or	 nucleosome	 solution	 (DNA	 Cinal	554	

concentration:	1µg/mL)	in	bicarbonate	buffer.	Nucleosome	were	obtained	as	previously	555	

described	 (68).	 BrieCly,	 nucleosomes	 were	 isolated	 from	 L1210	 cells	 and	 DNA	556	

concentration	was	measured	 (dilution	 1:100	 in	 0.1%	 (v/v)	 SDS	 solution).	 Plates	were	557	

incubated	 with	 100	 µl	 of	 per	 well,	 at	 37°C	 overnight.	 Plates	 were	 saturated	 with	558	

PBS/0.05%	 (v/v)	Tween/1%	 (w/v)	 bovine	 serum	albumine	 (BSA)	 for	 1	 hour	 at	 37°C.	559	

100µL	of	EBV	clones’	supernatants	([IgM,	IgG	or	IgA]	=	2µg/mL)	were	incubated	overnight	560	

at	 +4°C.	 Antibodies	were	 considered	 polyreactive	when	 they	 recognized	 at	 least	 three	561	

analyzed	antigens.	562	

Revelation	step:	Bound	Ig	were	detected	with	peroxidaxe	conjugated	anti-human	IgM,	IgG	563	

or	 IgA	 (Jackson	 ImmunoResearch),	 and	 developed	 with	 TMB	 (3,3',5,5'-564	

tetramethylbenzidine).	The	reaction	was	stopped	with	HCl	(1M),	before	reading	at	450nm	565	

using	MultiScan	FC	(Thermo	Fisher	Scientieic,	Illkirch-Graffenstaden,	France).	566	

	567	

Antiphospholipid	ELISA	568	

Reactivity	against	PL	was	determined	using	a	modieied	protocol	from	Lieby	et	al.	(22,	23).	569	

For	 “pool	PL"	ELISA,	polystyrene	microtiter	plates	 (PolySorp,	Nunc	 ImmunoPlate)	were	570	

coated	 with	 50	 μL/well	 of	 cardiolipin	 (Sigma-Aldrich),	 phosphatidylserine	 (Sigma-571	

Aldrich),	 phosphatidic	 acid	 (Sigma-Aldrich),	 phosphatidylcholine	 (Sigma-Aldrich),	572	

phosphatidylethanolamine	 (Sigma-Aldrich),	 phosphatidylinositol	 (Sigma-Aldrich)	 and	573	

phosphatidylglycerol	(Avanti	Polar	Lipids,	Alabama,	USA)	at	25	μg/mL	in	absolute	alcohol	574	

and	evaporated	at	room	temperature	for	4	hours.	Plates	were	saturated	with	PBS	10%	FCS	575	

with	 5µg/mL	 of	 prothrombin	 (Sigma-Aldrich)	 for	 2	 hours	 at	 room	 temperature.	 For	576	

cardiolipin/β2GPI	 ELISA,	 polystyrene	microtiter	 plates	 (PolySorp,	 Nunc	 ImmunoPlate)	577	

were	 coated	 with	 50	 μL/well	 of	 cardiolipin	 (Sigma-Aldrich)	 at	 50	 μg/mL	 in	 absolute	578	

alcohol	 and	 evaporated	 at	 room	 temperature	 for	 4	 hours.	 Plates	 were	 saturated	with	579	

1µg/mL	 of	 puriCied	 human	 cofactor	 β2GP1	 (Sigma-Aldrich)	 for	 2	 hours	 at	 room	580	

temperature.		581	

40µL	 of	 supernatant	 were	 then	 incubated	 overnight	 at	 +4°C.	 50μL/well	 peroxidase-582	

conjugated	goat	 antihuman	 IgM,	 IgG	or	 IgA	 coupled	 to	peroxidase	 (polyclonal;	 Jackson	583	

ImmunoResearch)	were	added	and	incubated	1	hour	at	37°C.	After	addition	of	TMB	for	20	584	
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minutes.	 The	 reaction	 was	 stopped	 with	 HCl	 (1M),	 before	 reading	 at	 450nm	 using	585	

MultiScan	FC	(Thermo	Fisher	Scientieic).	Patients	with	known	titer	of	aPL	antibodies	were	586	

systematically	used	as	positive	 controls.	Additionally,	 serums	 from	 the	 same	5	HD	were	587	

systematically	added	to	establish	a	positivity	 threshold	based	on	a	z-score;	z-score=(X-588	

M)/SD	in	which	X	is	the	optical	density	(OD)	of	the	considered	sample	(EBV	supernatant),	589	

M	and	SD	are	the	mean	and	standard	deviation	of	the	OD	for	the	HD	group.	Sample	was	590	

labelled	as	containing	(i)	aPL	if	the	z-score	was	>10,	(ii)	and	non-aPL	antibodies	if	the	z-591	

score	was	<10	in	pool	PL	ELISA	and	<10	in	cardiolipin/β2GPI	ELISA.	Samples	reactive	in	592	

cardiolipin/β2GPI	ELISA	but	not	in	pool	PL	ELISA	were	labelled	as	doubtful	and	deCinitively	593	

discarded.	 For	 the	 all-subsequent	 analysis	 only	 samples	 with	 z-score	 <2	 or	 >10	were	594	

considered.	595	

	596	

HEp-2	reactivity	597	

HEp-2	reactivity	was	assessed	on	slides	coated	with	HEp-2	cells	(ZEUS	scientiCic,	NJ,	USA).		598	

cell-coated	slides	(ZEUS	scientiCic,	NJ,	USA)	were	incubated	in	a	moist	chamber	at	room	599	

temperature	with	 30µL	 of	 EBV	 clones’	 supernatants	 and	 detected	with	AlexaFluor488	600	

goat	anti-Human	IgG	(Invitrogen,	CA,	USA;	dilution	1/200)	or	AlexaFluor488	goat	anti-601	

Human	IgM	AF488	(Invitrogen;	dilution	1/200).	ZEISS	Axioskop	microscope	was	used	to	602	

read	patterns.	Pictures	were	acquired	with	Zeiss	LSM800	(20x/0.8).	603	

	604	

Autoantigens	array	605	

IgG	and	IgM	reactivities	were	measured	using	a	microarray	developed	by	University	of	606	

Texas	Southwestern	Medical	Center.	607	

(https://microarray.swmed.edu/products/category/protein-array/).		608	

EBV	clones’supernatants	(dilution	1/2)	were	incubated	and	the	autoantibodies	binding	to	609	

the	antigens	on	the	array	were	detected	with	laser	wavelengths	532nm	(cy3	labeled	anti-610	

IgG)	and	635nm	(cy5	labeled	anti-IgM).	Genepix	Pro	6.0	software	was	used	to	analyze	the	611	

image.	 The	 background-subtracted	 median	 signal	 intensity	 of	 each	 antigen	 was	612	

normalized	using	standard	practices,	then	an	antibody	score	(Ab-score)	was	calculated:	613	

Ab-Score=	log2(NFI*SNR+1).	Values	are	plotted	as	fold	change	versus	mean	of	Ab-Score	of	614	

the	non-aPL	group	in	the	considered	subset.		 	615	

https://microarray.swmed.edu/products/category/protein-array/
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B-cell	clone	repertoire	analysis	616	

RNA	of	B-EBV	cell	clones	was	isolated	using	NucleoSpin	RNA	XS	(Macherey	Nagel,	Düren,	617	

Germany),	 and	 then	 reverse	 transcribed	 on	 a	 T100™	 Thermal	 cycler	 (BioRad)	 using	618	

Maxima	 H	 Minus	 Reverse	 Transcriptase	 (Thermo	 Fisher	 ScientiCic)	 following	 the	619	

manufacturer’s	protocol.	IgH/IgL	transcripts	were	ampliCied	as	previously	described	(1,	4,	620	

59).	BrieCly,	3.5μl	of	cDNA	products	was	ampliCied	by	a	PCR	in	20μl	reactions	containing	621	

20pM	 primers	 and	 10µL	 of	 HotStarTaq	Plus	Master	 Mix	 Kit	 (Qiagen,	 1U	 of	622	

HotStarTaq	Plus	DNA	Polymerase	per	reaction).	PCR	was	performed	for	45	cycles	at	94°C	623	

for	30	sec,57°C	for	30	sec,	72°C	for	55	sec.	All	PCR	products	were	puriCied	from	agarose	624	

gel	 using	NucleoSpin	 Gel	 and	 PCR	 Clean-up	 (Macherey	Nagel)	 and	 then	 sequenced	 by	625	

Sanger	 sequencing	 (EuroCins	 Genomic).	 Sequences	 were	 analyzed	 using	 IMGT/HighV-626	

QUEST	 (http://www.imgt.org/IMGT_vquest/input);	 and	 the	 NCBI’s	 IgBLAST	 server	627	

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/).	 Rare	 non-germline	 sequences	 that	 contained	628	

high	numbers	of	mutations	that	could	not	be	attributed	to	sequence	polymorphisms	were	629	

excluded	from	further	analysis.	630	

	631	

Bone	marrow	plasma	cell	repertoire	analysis		632	

Single	 cell	 sorting	 of	 plasma	 cells	 (CD3−CD19+CD27highCD38highIgD-CD24-CD138+)	633	

populations	was	performed	on	a	FACSAria	II	Clow	Cytometer	(BD	Biosciences)	into	96-well	634	

PCR	plates.	RNA	from	these	single	cells	was	reverse-transcribed	in	the	original	96-well	635	

plate	 in	 40	µl	 reactions	 using	 SuperScript	 IV	 CellsDirect	 cDNA	 Synthesis	 Kit	 (Thermo	636	

Fisher	ScientiCic)	following	the	manufacturer’s	protocol.	4µl	of	cDNA	product	were	used	637	

to	 amplify	 IgH	 transcripts	 by	 two	 rounds	 of	 PCR	 in	 20μl	 reactions	 containing	 20pM	638	

primers	and	10µL	of	HotStarTaq	Plus	Master	Mix	Kit	(Qiagen).	PCR	was	performed	for	45	639	

cycles	at	94°C	for	30	sec,57°C	for	30	sec,	72°C	for	55	sec	(1st-PCR)	or	45	sec	(2nd	PCR)	640	

(1).	PCR	efCiciencies	ranged	from	30-40%.	All	PCR	products	were	puriCied	from	agarose	641	

gel	 using	 NucleoSpin	 Gel	 and	 PCR	 Clean-up	 (Macherey	 Nagel),	 sequenced	 by	 Sanger	642	

sequencing	 (EuroCins	 Genomic)	 and	 analyzed	 for	 IgH	 V,	 D	 and	 J	 gene	 usage	 on	643	

IMGT/HighV-QUEST	and	NCBI’s	IgBLAST	server.		 	644	
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Plasma	APRIL	level	645	

The	APRIL	level	in	the	plasma	of	PAPS	(primary	antiphospholipid	syndrome)	patients	was	646	

assessed	 using	 the	 LEGENDplex™	 Human	 B	 cell	 Panel,	 following	 the	 manufacturer's	647	

instructions.		648	

	649	

In	vitro	plasmablast	differentiation	assay	650	

Peripheral	blood	mononuclear	cells	(PBMCs)	were	isolated	blood	from	PAPS	patients	and	651	

HD.	Total	B	cells	were	isolated	with	the	EasySep™	Human	B-cell	 Isolation	Kit	(Stemcell	652	

Technologies)	following	manufacturers’	instructions.	A	total	of	50,000	B-cells/well	were	653	

plated	into	U96	wells	and	stimulated	with	CD40L,	IL-21	and	IL-4	in	Roswell	Park	Memorial	654	

Institute	 medium	 (RPMI;	 Life	 Technologies)	 enriched	 with	 gentamicine	 (50	 µg/mL),	655	

supplemented	with	10%	FCS.	After	6	days	in	culture,	the	phenotype	of	human	B-cells	was	656	

determined	using	Attune	NxT	Flow	Cytometer	(Invitrogen).	657	

	658	

CITE-SEQ	and	VDJ	sequencing	659	

PBMCs	were	isolated	blood	from	Cive	PAPS	patients	and	two	HD.	Total	B	cells	were	isolated	660	

with	 the	 EasySep™	 Human	 B-cell	 Isolation	 Kit	 (Stemcell	 Technologies).	 B	 cells	 were	661	

resuspended	at	10x106/mL	and	incubated	with	Human	TruStain	FcX	Fc	Blocking	reagent	662	

for	10min	at	4°C.	Cells	were	then	incubated	with	the	10	following	antibodies	conjugated	663	

to	an	antibody-derived	tag	for	30	min	at	4°C	:	CD19	(HIB19,TotalSeq,	BioLegend)	CD27	664	

(0323),	 CD24	 (ML5),	 CD38	 (HIT2),	 CD5	 (UCHT2),	 HLA-DR	 (L243),	 CD86	 (IT2.2),	 IgM	665	

(MHM-88),	 IgD	 (IA6-2),	 CD21	 (Bu32).	 The	 scRNA-seq	 libraries	 were	 generated	 using	666	

Chromium	Next	GEM	Single	Cell	5’	V(D)J	Reagent	Kit	v.1.1	with	Feature	Barcoding	(10X	667	

Genomics)	according	to	the	manufacturer’s	protocol.	Gene	expression	(mRNA),	ADT	and	668	

VDJ	BCR	libraries	were	constructed.	BrieCly,	cells	were	counted	and	up	to	10	000	cells	were	669	

loaded	 in	 the	 10X	 Genomics	 Chromium	 Controller	 to	 generate	 single-cell	 gel-beads	 in	670	

emulsion.	After	 reverse	 transcription,	 gel-beads	 in	emulsion	were	disrupted.	Barcoded	671	

complementary	DNA	was	 isolated	and	ampliCied	by	PCR.	Following	 fragmentation,	end	672	

repair	and	A-tailing,	sample	indexes	were	added	during	index	PCR.	The	puriCied	libraries	673	

were	sequenced	on	a	Novaseq	S2	Clowcell	(Illumina).	 	674	
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ScRNA-Seq	data	processing	675	

The	 sequencing	 reads	 were	 demultiplexed	 and	 aligned	 to	 the	 human	 reference	676	

transcriptome	(GRCh38-2020-A),	using	 the	CellRanger	Pipeline	(v5.0.1).	The	unCiltered	677	

raw	UMI	counts	from	cellranger	were	loaded	inot	Seurat	v4.0.4	for	quality	control,	data	678	

integration	and	downstream	analyses	(69).	Empty	sequencing	beads,	apoptotic	cells	and	679	

potential	doublets	were	removed	by	Ciltering	out	cells	with	fewer	than	500	features	or	a	680	

mitochondrial	content	higher	than	20%.	BCR	reads	were	aligned	to	the	GRCh38	reference	681	

genome	(vdj_GRCh38_alts_ensembl-5.0.0)	and	consensus	BCR	annotation	was	performed	682	

using	 the	 cellranger	 vdj	 program	 (v5.0.1).	 The	 clonotypes	 information	683	

(all_contig_annotations.csv	Ciles)	were	loaded	into	the	seurat	object	and	only	productive	684	

contigs	of	BCR	were	kept	for	the	analysis.		Data	from	each	sample	were	normalized	and	685	

scaled	using	 the	sctransform	method,	and	batch	effect	between	samples	was	corrected	686	

using	 Seurat’s	 FindIntegratedAnchors.	 On	 this	 integrated	 dataset,	 we	 computed	 the	687	

principal	component	analysis	on	 the	3000	most	variable	genes.	UMAP	was	carried	out	688	

using	 the	 30	most	 signiCicant	 PCs,	 and	 community	 detection	was	performed	using	 the	689	

graph-based	 modularity-optimization	 Louvain	 algorithm	 from	 Seurat’s	 FindClusters	690	

function.	Cell	type	labels	were	assigned	to	resulting	clusters	based	on	a	manually	curated	691	

list	of	marker	genes.	All	clusters	were	annotated,	and	27886	cells	were	kept	for	further	692	

analysis.	 Two	 small	 clusters	with	 T	 cell	 and	monocyte	 signatures	were	 removed	 from	693	

further	analysis	as	well	as	rare	clear	doublets.		To	evaluate	the	expression	of	the	10	surface	694	

proteins,	the	antibody-derived	tags	(ADT)	count	for	the	cells	retained	after	Ciltering	were	695	

loaded	 in	 the	 integrated	 seurat	 object	 and	 normalized	 using	 the	 CLR	 normalization	696	

method.	Differentially	expressed	genes	between	different	clusters	were	identiCied	using	697	

the	 FindAllMarkers	 function	 from	 Seurat	 using	 default	 settings	 (Wilcoxon	 test	 and	698	

Bonferroni	P	value	 correction).	 For	 GSEA	 analysis,	 differentially	 expressed	 genes	were	699	

calculated	 using	 the	Wilcoxon	 rank	 sum	 test	 via	 the	 wilcoxauc	 function	 of	 the	 presto	700	

package	 using	 default	 parameters	 (including	 Benjamini-Hochberg	false	 discovery	701	

rate	correction)	and	Ciltered	on	logFC	>	0.5	1	and	padj	<	0.01.	GSEA	was	run	on	pre-ranked	702	

genes	using	the	fgsea	package	implemented	in	R	(70).	703	

	704	

scBCR-seq	data	processing	705	

Immune	proCiling	V(D)J	data	was	added	to	the	dataset	by	matching	cell	barcodes	in	the	706	

scRNAseq	libraries.	Cell	barcodes	that	had	a	BCR	heavy	or	light	chain	that	mapped	to	“NA”	707	

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/monocyte
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/false-discovery-rate
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/false-discovery-rate
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was	excluded	from	downstream	analysis,	as	well	as	cases	of	10X	Genomics	barcodes	with	708	

two	or	more	consensus	heavy	chain	sequences.	On	the	BCR	data,	repertoire	abundance	709	

and	overlap,	gene	usage,	and	diversity	estimation	were	performed	using	the	R	package	710	

immunarch	 (v0.9.0)	 (71).	 Mutation	 quantiCication	 and	 lineage	 reconstruction	 was	711	

performed	on	the	immcantation	framework	(72)	as	described	by	Mathew	et	al	(73).	 	In	712	

brief,	 clones	 clustering	 were	 made	 with	 the	 Change-O	 toolkit	 and	 lineages	 were	713	

reconstructed	using	the	dnapars	 function	of	 the	Phylip	package	via	buildPhylipLineage	714	

function	(74).	Sequences	that	had	the	same	V-gene,	same	J-gene,	the	same	CDR3	length	715	

and	nucleotide	hamming	distance	of	0.2	were	considered	as	potentially	belonging	to	the	716	

same	 clonal	 group.	Mutation	 frequencies	in	 V	 genes	 were	 then	 calculated	 using	 the	717	

calcObservedMutations()	function	from	Immcantation/SHazaM	v1.0.2	R	package.	Circlize	718	

package	was	used	for	heavy	and	light	chain	pairing	(75).	719	

	720	

Statistics	721	

Statistical	analysis	were	performed	using	Prism	v9	(GraphPad).	Unpaired	t	test	was	used	722	

to	compare	variables	with	normal	distribution.	For	nonparametric	variables,	the	Mann-723	

Whitney	test	was	used.	The	χ2	test	was	used	for	categorical	values.	Multiple	comparisons	724	

were	 performed	 using	 Wilcoxon	 rank	 sum	 test	 and	 Bonferroni	correction.	 Numerical	725	

values	are	given	by	mean	±	SEM.	A	P	value	of	≤	0.05,	or	<	0.01	for	multiple	comparisons,	726	

was	considered	signiCicant. 	727	

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/nucleotide
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/mutation-rate
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Meineck,	 F.	Häuser,	 A.	 Canisius,	 T.	 S.	 Nguyen,	 J.	 Braun,	 K.	 Bruns,	 A.	 Etzold,	 U.	 Zechner,	 S.	
Strand,	 M.	 Radsak,	 D.	 Strand,	 J.-M.	 Gu,	 J.	Weinmann-Menke,	 C.	 T.	 Esmon,	 L.	 Teyton,	 K.	 J.	
Lackner,	 W.	 Ruf,	 Lipid	 presentation	 by	 the	 protein	 C	 receptor	 links	 coagulation	 with	
autoimmunity.	Science.	371,	eabc0956	(2021).	

41.		 C.	M.	Tipton,	C.	F.	Fucile,	J.	Darce,	A.	Chida,	T.	Ichikawa,	I.	Gregoretti,	S.	Schieferl,	J.	Hom,	S.	
Jenks,	 R.	 J.	 Feldman,	 R.	Mehr,	 C.	Wei,	 F.	 E.-H.	 Lee,	W.	 C.	 Cheung,	 A.	 F.	 Rosenberg,	 I.	 Sanz,	
Diversity,	cellular	origin	and	autoreactivity	of	antibody-secreting	cell	population	expansions	
in	acute	systemic	lupus	erythematosus.	Nat.	Immunol.	16,	755–765	(2015).	

42.		 I.	Giles,	N.	Lambrianides,	N.	Pattni,	D.	Faulkes,	D.	Latchman,	P.	Chen,	S.	Pierangeli,	D.	Isenberg,	
A.	 Rahman,	 Arginine	 Residues	 Are	 Important	 in	 Determining	 the	 Binding	 of	 Human	
Monoclonal	Antiphospholipid	Antibodies	to	Clinically	Relevant	Antigens.	J.	Immunol.	177,	
1729–1736	(2006).	

43.		 M.	Tsuiji,	S.	Yurasov,	K.	Velinzon,	S.	Thomas,	M.	C.	Nussenzweig,	H.	Wardemann,	A	checkpoint	
for	autoreactivity	in	human	IgM+	memory	B	cell	development.	J.	Exp.	Med.	203,	393–400	
(2006).	

44.		 C.	Richardson,	A.	 S.	 Chida,	D.	Adlowitz,	 L.	 Silver,	 E.	 Fox,	 S.	A.	 Jenks,	 E.	 Palmer,	 Y.	Wang,	 J.	
Heimburg-Molinaro,	Q.-Z.	Li,	C.	Mohan,	R.	Cummings,	C.	Tipton,	I.	Sanz,	Molecular	basis	of	
9G4	B	cell	autoreactivity	in	human	systemic	lupus	erythematosus.	J.	 Immunol.	Baltim.	Md	
1950.	191,	4926–4939	(2013).	

45.		 J.	F.	Scheid,	H.	Mouquet,	J.	Kofer,	S.	Yurasov,	M.	C.	Nussenzweig,	H.	Wardemann,	Differential	
regulation	of	self-reactivity	discriminates	between	IgG+	human	circulating	memory	B	cells	
and	bone	marrow	plasma	cells.	Proc.	Natl.	Acad.	Sci.	108,	18044–18048	(2011).	

46.		 B.	D.	Manning,	L.	C.	Cantley,	AKT/PKB	signaling:	navigating	downstream.	Cell.	129,	1261–
1274	(2007).	

47.		 B.	 T.	 Gaudette,	 D.	 D.	 Jones,	 A.	 Bortnick,	 Y.	 Argon,	 D.	 Allman,	 mTORC1	 coordinates	 an	
immediate	unfolded	protein	response-related	transcriptome	in	activated	B	cells	preceding	
antibody	secretion.	Nat.	Commun.	11,	723	(2020).	



133	
	

48.		 W.	 Luo,	 F.	Weisel,	M.	 J.	 Shlomchik,	 B	 Cell	 Receptor	 and	 CD40	 Signaling	 Are	 Rewired	 for	
Synergistic	 Induction	 of	 the	 c-Myc	 Transcription	 Factor	 in	 Germinal	 Center	 B	 Cells.	
Immunity.	48,	313-326.e5	(2018).	

49.		 J.	Ersching,	A.	Efeyan,	L.	Mesin,	J.	T.	Jacobsen,	G.	Pasqual,	B.	C.	Grabiner,	D.	Dominguez-Sola,	
D.	M.	 Sabatini,	 G.	 D.	 Victora,	 Germinal	 Center	 Selection	 and	 Afginity	Maturation	 Require	
Dynamic	Regulation	of	mTORC1	Kinase.	Immunity.	46,	1045-1058.e6	(2017).	

50.		 E.-M.	Cox,	M.	El-Behi,	S.	Ries,	J.	F.	Vogt,	V.	Kohlhaas,	T.	Michna,	B.	Manfroi,	M.	Al-Maarri,	F.	
Wanke,	B.	Tirosh,	C.	Pondarre,	H.	Lezeau,	N.	Yogev,	R.	Mittenzwei,	M.	Descatoire,	S.	Weller,	J.-
C.	Weill,	C.-A.	Reynaud,	P.	Boudinot,	L.	Jouneau,	S.	Tenzer,	U.	Distler,	A.	Rensing-Ehl,	C.	König,	
J.	Staniek,	M.	Rizzi,	A.	Magérus,	F.	Rieux-Laucat,	F.	T.	Wunderlich,	N.	Hövelmeyer,	S.	Fillatreau,	
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Hernández-Sánchez,	 P.	 Carnicero-Rodrı́guez,	 E.	 Martı́n-Hernández,	 F.	 Martıńez-Azorı́n,	 A	
novel	de	novo	MTOR	gain-of-function	variant	in	a	patient	with	Smith-Kingsmore	syndrome	
and	Antiphospholipid	syndrome.	Eur.	J.	Hum.	Genet.	27,	1369–1378	(2019).	
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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).	 Signigicance	 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.	 VDJ	 sequencing	 was	 used	 to	 obtain	
paired	heavy-	and	 light-chain	V(D)J	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	 IGHJ	 (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)	Chao1	(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.	 	
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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)	 glowchart	of	single	B	cell	 immortalization.	(B)	Z-score	from	
EBV	 clones	 considering	 cardiolipin/	 β2	 glycoprotein	 I	 (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	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	μm.	(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.	Signigicance	was	
determined	using	a	χ2	test.	aPL,	antiphospholipid	antibody.	
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Fig	 5.	 Phospholipid	 reactive	 B-cells	 harbor	 speciXic	 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	IGHJ	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.	
Signigicance	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	signigicantly	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	signigicantly	enriched	(False	Discovery	
Rate)	in	naive	and	memory	B	cells	from	PAPS	patients	as	opposed	to	HDs.	(F)	Heatmap	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	mTORC1	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	IgG/A	B	cells.	ADT,	
antibody	 derived	 tag;	 HD,	 healthy	 donor;	 MFI,	 Mean	 gluorescence	 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.	

Patient	 Sex	 Age	
Thrombotic	
Event	
A/V	

Pregnancy	
complication	 CAPS	 ANA	 LA	

Anti-
cL	
IgM	

Anti-
cL	
IgG	

Anti-
β2GPI	
IgM	

Anti-
β2GPI	
IgG	

Anti-
Annexin	

V	

Anti-
PE	

Anti-
PS	

Anti-
PT	 FCM	 EBV	clones	 CITE-

Seq	

Cytokine	
serum	

screening	

ASC	
differenciation	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	1	 M	 36	 A/V	 -	 +	 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	 A/V	 -	 -	 1/1280	 +	 -	 +	 -	 +	 -	 +	 +	 -	 X	 X	 X	 X	 	
5	 F	 29	 A	 -	 -	 -	 +	 -	 +	 -	 +	 -	 -	 -	 -	 X	 X	 X	 X	 X	
6	 M	 65	 A	 -	 -	 -	 +	 -	 +	 -	 +	 +	 +	 +	 +	 X	 	 	 X	 	
7	 F	 49	 V	 +	 -	 1/160e	 +	 +	 +	 -	 +	 +	 -	 +	 -	 X	 	 	 X	 	
8	 F	 49	 A/V	 -	 -	 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	 V	 +	 -	 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/V	 +	 -	 1/640e	 +	 -	 +	 -	 +	 -	 +	 +	 -	 	 	 	 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,	 glow	 cytometry;	 LA,	 lupus	 anticoagulant;	 PE,	 phosphatidylethanolamine;	 PS,	
phosphatidylserine;	PT,	prothrombin;	V,	venous.
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FIGURES	

	
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;	Tγδ,	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-,	
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	(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.	
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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	μm	
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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.
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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	
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.	 	
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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.	S7.	Features	of	phospholipid	reactive	B-cells	in	HD.	(A)	IGHV	gene	frequency	of	aPL	B-cell	
clones	(red)	compared	to	non-aPL	clones	(blue).	(B)	 IGHV	gene	frequency	 in	CD27+	and	CD27-	
population	of	aPL	and	non-aPL	clones.	HD,	healthy	donor.	 	
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Fig.	S8.	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	degined	by	scRNAseq	clusters.	(D)	Frequencies	of	B	cell	
subpopulations	degined	by	scRNAseq	clusters	in	whole	blood	from	PAPS	patients	(n	=	5)	and	HD	
(n	=	2).	(E)	CD148	MFI	on	naı̈ve	B	cells	from	two	representative	APS	and	two	HD	(left)	and	CD148	
MFI	ratio	on	naı̈ve	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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DISCUSSION	ET	PERSPECTIVES
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Le	SAPL	primaire	est	une	maladie	auto-immune	à	autoanticorps	prototypique	(Meroni	et	

al.	2011).	Néanmoins,	la	genèse	des	aPL	pathogènes	demeure	encore	mal	comprise	pour	

des	raisons	déjà	évoquées	plus	haut,	du	fait	de	la	multiplicité	des	autoantigènes	impliqués	

et	des	difCicultés	à	identiCier	les	cellules	B	spéciCiques	de	ces	derniers.	Nous	avons	tenté	de	

relever	ces	déCis	chez	des	patients	avec	SAPL	primaire	triple	positif,	en	employant	deux	

techniques	à	l’échelle	d’une	cellule	unique	:	i)	des	lignées	clonales	de	lymphoblastes	et	ii)	

une	analyse	B	multimodale	sur	LB	primaires,	avec	l’objectif	de	décrire	de	façon	exhaustive	

les	caractéristiques	des	sous-populations	B	et	des	LB	spéciCiques	des	PL.	Nous	avons	ainsi	

pu	 fournir	 une	 description	 exhaustive	 du	 phénotype	 des	 LB	 périphériques	 et	 de	 leur	

répertoire	 chez	 les	 patients,	 identiCier	 des	 caractéristiques	 communes	 aux	 LB	 PL-

spéciCiques	en	termes	de	région	variable	d’Ig,	de	réactivité,	et	préciser	les	déterminants	

de	leur	différenciation	périphérique.		

Nous	 n’avons	 pas	 identiCié	 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	naıf̈s	et	de	LB	transitionnels	était	notée,	

associée	à	une	diminution	des	LB	mémoires	switchés	par	rapport	à	des	sujets	contrôles	

ou	 des	 patients	 ayant	 présenté	 un	 évènement	 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	et	al.	2018;	Tipton	et	al.	2015).	De	

plus,	l’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	à	une	étude	

portant	 sur	 26	 patients	 avec	 SAPL	 primaire,	 où	 une	 expansion	 de	 plasmablastes	 était	

notée,	en	particulier	lorsqu’une	signature	IFN	ou	une	expression	de	TLR7	était	identiCiée	

(Hisada	et	al.	2019).	La	fréquence	de	ces	plasmablastes	était	néanmoins	inférieure	à	celle	

de	patients	lupiques	avec	SAPL	secondaire.		
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Les	 points	 de	 tolérance	 déCicients	 dans	 le	 SAPL	 primaire	 ne	 sont	 pas	 connus.	

Contrairement	au	LES	ou	à	d’autres	MAI	comme	les	vascularites	à	ANCA	(Bashford-Rogers	

et	al.	2019),	nous	n’avons	pas	identiCié	de	biais	d’usage	de	gènes	V,	que	ce	soit	pour	les	

chaines	H	ou	L,	dans	les	LB	totaux	des	patients.	En	considérant	la	séquence	complète	des	

régions	 variables	 des	 chaın̂es	 lourdes,	 tous	 nos	 patients	 présentent	 une	 diversité	

restreinte	de	leur	répertoire	B.	Cette	baisse	de	diversité	est	retrouvée	dès	le	stade	naif,	ce	

qui	 peut	 indiquer	 un	 défaut	 de	 réarrangement	 VDJ	 lors	 des	 étapes	 de	 différenciation	

précoce.	Les	clones	B	spéciCiques	des	PL	sont	plus	souvent	d’isotype	κ	que	chez	le	sujet	

sain,	ce	qui	pourrait	suggérer	un	défaut	d’édition	du	récepteur	(Chen	et	al.	2020).	L’analyse	

des	segments	κ	réarrangés	à	l’échelle	des	LB	totaux	ne	plaide	toutefois	pas	en	faveur	d’un	

défaut	de	recombinaison	secondaire	:	18,1%	des	réarrangement	κ	impliquent	un	segment	

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

Plusieurs	points	viennent	nuancer	l’implication	d’une	tolérance	centrale	défectueuse	dans	

la	genèse	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	naıf̈s	PL-spéciCiques	était	proche	

entre	les	patients	et	un	sujet	contrôle.	La	présence	de	tels	LB	réactifs	contre	les	PL	chez	

des	sujets	sains	avait	déjà	pu	être	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	à	prouver	que	les	aPL	dérivent	d’un	

pool	 naturel	 de	 BCR	 présent	 physiologiquement	 au	 stade	 naıf̈.	 Nous	 pouvons	 alors	

supposer	 que	 les	 BCR	 autoréactifs	 sont	 éliminés	 ou	 leur	 spéciCicité	 modiCiée	 par	 la	

tolérance	périphérique	tardive	chez	les	sujets	sains,	mais	pas	chez	les	patients.	En	effet,	la	

fréquence	 des	 BCR	 pL-spéciCiques	 est	 près	 de	 trois	 fois	 supérieure	 parmi	 les	 clones	

dérivant	des	LB	mémoires	switchés	des	patients	par	rapport	au	sujet	contrôle.	Leurs	BCR	

ne	sont	plus	polyréactifs	et	sont	mutés,	ce	qui	suggère	que	les	LB	dont	ils	dérivent	suivent	

bien	 un	 processus	 de	 maturation	 d’afCinité	 secondaire.	 La	 sélection	 inhérente	 au	

compartiment	post-antigénique	apparait	donc	inefCiciente	ou	inopérante.		

L’analyse	détaillée	des	régions	variables	du	BCR	des	clones	aPL	identiCie	des	gènes	VH	plus	

fréquemment	utilisés.	Certains,	dont	IGHV4-34	et	IGHV3-11,	ne	sont	retrouvés	que	dans	

les	 clones	dérivant	de	LB	naıf̈s.	De	 façon	générale,	 chez	 le	 sujet	 sain,	 les	LB	exprimant	

IGHV4-34	 sont	 fréquents	dans	 le	compartiment	naif.	 Ils	constituent	des	BCR	 largement	

polyréactifs,	 notamment	 vis-à-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	suggère	le	fait	

que	leur	proportion	soit	faible	parmi	les	LB	switchés	(Cappione	et	al.	2005;	Sabouri	et	al.	

2014).	La	rédemption	clonale	opère	de	telle	sorte	que	les	rares	clones	mémoires	retrouvés	

chez	les	sujets	sains	sont	mutés	dans	l’idiotype	9G4	(Reed	et	al.	2016;	Sabouri	et	al.	2014).		

Ces	processus	sont	déCicients	dans	le	LES	(Burnett	et	al.	2019).	Chez	nos	patients,	le	fait	

que	le	gène	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	pathogènes,	et	

distingue	singulièrement	les	mécanismes	de	rupture	de	tolérance	B	dans	le	SAPL	primaire	

de	ceux	du	LES.	A	 l’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	gènes	IGVH4-39	

dans	les	Ig	de	PC	des	patients	est	inhabituelle	(Scheid	et	al.	2011).	Bien	que	nous	n’ayons	

pas	 validé	 le	 caractère	 pathogène	 de	 ces	 Ig,	 cela	 laisse	 penser	 qu’elles	 pourraient	

participer	au	pool	de	PC	sécréteurs	d’aPL.	Ce	gène	avait	déjà	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,	à	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	naıf̈s	de	trois	patients	lupiques	pédiatriques	révèle	que	le	gène	IGHV4-39	

est	 retrouvé	 dans	 respectivement	 19%	 et	 6%	 des	 BCR	 de	 LB	matures	 naıf̈s	 des	 deux	

patients	présentant	des	anticorps	anticardiolipides,	alors	que	ce	gène	n’était	pas	retrouvé		

pour	le	patient	sans	biologie	aPL	(Yurasov	et	al.	2005).	Quant	au	gène	IGHV3-74,	il	a	été	

identiCié	 dans	 la	 région	 variable	 d’un	 anticorps	 antiβ2GPI	 (JGG9)	 produit	 par	 des	

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

Cet	anticorps	JGG9	(d’isotype	IgM	ou	IgG1	dans	sa	forme	recombinante	rJGG9)	reconnait	

la	CL	de	façon	dépendante	de	la	β2GPI	et	a	une	afCinité	importante	pour	le	domaine	I	de	

celle-ci	(Müller-Calleja	et	al.	2021;	Müller-Calleja	et	al.	2017).	Par	rapport	à	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	rôle	crucial	des	résidus	arginine	dans	 la	 spéciCicité	β2GPI	

avait	 déjà	 été	 démontré	 par	 l’étude	 d’un	 anticorps	monoclonal	 (IS4),	 d’isotype	 IgG	 et	

reconnaissant	la	β2GPI,	exprimé	dans	des	lignées	CHO	(Chinese	hamster	ovary)(I.	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	

l’afCinité	pour	la	β2GPI,	alors	que	seule	une	substitution	d’une	des	deux	arginines	les	plus	

distales	réduit	 l’afCinité	pour	la	cL,	 la	phosphatidylsérine,	 la	phosphatidylethanolamine.	

La	 charge	 positive	 de	 l’arginine,	 qui	 faciliterait	 la	 liaison	 à	 un	 complexe	 β2GPI	 et	 PL	

chargés	négativement,	n’est	probablement	pas	une	explication	sufCisante	pour	expliquer	

l’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	 légère	 kappa	 (Patricia	 Lieby	 et	 al.	 2004).	 De	 façon	 intéressante,	 la	

version	germinale	de	cet	aPL	était	polyréactive	et	réagissait	contre	la	thyroglobuline,	la	

myoglobine,	l’ADN	simple	brin,	ce	qui	corrobore	notre	hypothèse	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),	l’ensemble	de	ces	résultats	souligne	surtout	

l’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	l’antigène,	ce	qui	fait	écho	

aux	résultats	de	W.	Ruff	et	al.	sur	la	cross	réactivité	des	IgG	anti-β2GPI	avec	des	épitopes	

du	 microbiote	 qui	 pourraient	 participer	 à	 la	 maturation	 d’afCinité	 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	

à	 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	

l’hypothèse	d’une	différenciation	folliculaire	des	LB	spéciCiques	des	aPL	chez	nos	patients.	

Les	BCR	IGHV4-39	sont	retrouvés	dans	la	moelle	osseuse	et	présentent	un	phénotype	de	

PC	 à	 longue	durée	de	vie.	 L’ensemble	des	ASC	 circulants	 exprime	d’ailleurs	d’avantage	

CXCR4	à	leur	surface,	ce	qui	pourrait	favoriser	leur	migration	dans	la	MO	(Hargreaves	et	

al.	 2001).	 De	 plus,	 les	 LB	 naıf̈s	 des	 patients,	 dont	 les	 LB	 exprimant	 les	 VH	

d’intérêt,	surexpriment	des	marqueurs	d’adressage	aux	follicules	B	dont	CD62L	(SELL)	et	

CXCR5	 et,	 globalement,	 présentent	 une	 signature	 pré-CG(Jenks	 et	 al.	 2018;	 King	 et	 al.	

2021).	Ces	données	supportent	l’idée	que	le	défaut	de	tolérance	périphérique	constatée	

chez	nos	patients	implique	des	mécanismes	intrinsèques	au	CG.	

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

avoir	un	rôle	 important.	C-Myc	est	 indispensable	 à	 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	à	la	reprise	des	

cycles	prolifératifs	(Inoue	and	Kurosaki	2023).	Chez	la	souris,	C-Myc	protège	ces	cellules	

B	de	la	zone	claire	de	l’apoptose,	y	compris	celles	de	faible	afCinité	(Nakagawa	et	al.	2021).	

Son	activation	exacerbée	pourrait	fournir	un	avantage	sélectif	de	façon	inappropriée	à	des	

clones	autoréactifs,	renforcée	par	la	réponse	exacerbée	à	CD40L	que	nous	identiCions	lors	

des	 tests	 de	 différenciation	 plasmocytaire	 des	 LB	 de	 nos	 patients.	 Cette	 dernière	

caractéristique	 est	 par	 ailleurs	 concordante	 avec	 l’expression	 accrue	 par	 les	 LB	 des	

molécules	 du	 CMH	 (complexe	 majeur	 d’histocompatibilité)	 de	 classe	 II	 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,	extrêmement	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	rôle	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	 spéciCiquement	 raptor	 et	 PRAS40)	 et	 mTORC2	 (sept	 protéines	 dont	

spéciCiquement	 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	mTORC2.	mTORC1	

phosphoryle	une	variété	de	substrats,	aboutissant	 à	un	programme	anabolique	pour	 la	

cellule.	 Il	 favorise	 la	 synthèse	 protéique	 en	 supprimant	 les	 inhibiteurs	 du	 facteur	

d'initiation	 de	 la	 traduction	 eucaryote	 4E	 (eIF4E)	 et	 en	 activant	 les	 inducteurs	

ribosomiques	S6	de	la	traduction	des	protéines.	Il	participe	également	à	la	régulation		de	

la	 glycolyse,	 de	 la	 synthèse	 des	 acides	 gras,	 de	 la	 biogenèse	 des	mitochondries	 et	 du	

réticulum	 endoplasmique	 via	 différents	 facteurs	 de	 transcription	 comme	 (SREBP),	 le	

récepteur	activé	par	les	proliférateurs	de	peroxysomes	γ	(PPARγ),	le	facteur	1α	induit	par	

l'hypoxie	(HIF1α)	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	à	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	 empêche	 le	

développement	des	CG	et	la	commutation	de	classe	des	LB	lors	d’une	infection	par	le	virus	

ineluenzae	(Keating	et	al.	2013).	Dans	un	modèle	inductible,	l’inhibition	de	RPTOR	sélective	

dans	 les	 LB	 matures	 naıf̈s	 empêche	 le	 développement	 des	 CG	 en	 réponse	 à	 une	

immunisation	 NP-IgG	 de	 poulet	 (Nonylphenol-chicken	 γ-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	modèle	

NZB/W,	ce	traitement	ne	modiCie	pas	la	survie	des	PC	dans	la	MO	mais	inhibe	leur	fonction	

de	synthèse	protéique	et,	de	fait,	la	synthèse	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	afCinité	

se	 produit	 dans	 la	 zone	 claire	 grâce	 à	 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	précède	la	

transition	 zone	 claire	 –	 zone	 sombre	 et	 la	 prolifération	 (Inoue	 and	 Kurosaki	 2023).	

Toujours	 en	 réponse	 à	 l’infection	 ineluenzae,	 la	 rapamycine	 modiCie	 le	 répertoire	 des	

anticorps	 switchés	 puisque	 le	 proCil	 de	 réactivité	 vis-à-vis	 de	 séquences	 peptidiques	

d’hémagglutines	 est	modiCié	 (Keating	 et	 al.	 2013).	 La	délétion	de	RAPTOR	 dans	 les	 LB	

reproduit	une	partie	du	phénotype	et	réduit	l’expression	de	AICDA	(Keating	et	al.	2013).	

Lors	de	l’immunisation	par	NP-ovalbumine	de	souris	ayant	eu	un	transfert	adoptif	de	LB	

avec	 activation	 constitutive	 de	 mTORC1	 (RragaGTP/GTP),	 le	 séquençage	 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’afCinité	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	être	transposé	à	

nos	patients.	Ainsi,	les	LB	mémoires	switchés	présentent	des	niveaux	de	SHM	préservés.	

Le	 fait	 que,	 après	 SHM,	 des	 acides	 aminés	 chargés	 positivement,	 dont	 des	 résidus	

arginines,	soient	plus	fréquemment	retrouvés	dans	les	LB	switchés	pourrait	être	expliqué	

par	une	sélection	du	CG	déCiciente	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	 à	 l’origine	 de	 leur	 différenciation	 en	 PC	

commutés.	Nous	identiCions	une	expression	accrue	de	TACI	à	 la	surface	des	LB	naıf̈s	de	

nos	patients,	de	même	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	 être	 sufCisante	 pour	 générer	 une	 phosphorylation	 des	 protéines	 en	 aval	 de	

mTORC1	(données	non	montrées).	Ce	défaut	de	TACI	interroge	néanmoins	sur	son	rôle	

dans	la	rupture	de	tolérance	périphérique.	L’inCluence	de	TACI	sur	la	survie	des	LB	naıf̈s	

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	 l’humain,	est	connu	

pour	favoriser	la	réponse	T-indépendante	et	la	différenciation	en	plasmablastes	(Jackson	

and	Davidson	2019;	von	Bülow	et	al.	2001).	Cependant,	TACI	maintient	l’expression	de	

Blimp-1	 et	 soutient	 la	 différenciation	 en	 PC	 à	 longue	 durée	 de	 vie,	 en	 particulier	 son	

isoforme	courte	chez	l’homme	(Tsuji	et	al.	2011;	Garcia-Carmona	et	al.	2018).	De	façon	

concordante,	 la	 stimulation	 par	 APRIL	 de	 LB	 naıf̈s	 murins	 renforce	 la	 réponse	 à	 une	

stimulation	en	condition	T	dépendante,	notamment	la	différenciation	plasmablastique,	en	

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

L’identiCication	 de	 ces	 différentes	 signatures	 apporte	 des	 éléments	 en	 faveur	 du	 rôle	

potentiellement	bénéCique	de	thérapies	ciblées	dans	le	SAPL.	Dans	l’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	

l’hyperplasie	intimale	(Canaud	et	al.	2014).	Les	auteurs	précisent	que	le	titre	d’aPL	n’était	

pas	modiCié	signiCicativement	à	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-β2GPI.	
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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	mâles	NZWxNXSB	ne	réduit	pas	

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

L’IFN	 peut	 favoriser	 la	 survie	 des	 LB	 spéciCiques	 d’aPL	 au	 stade	 transitionnel/mature,	

modiCier	 la	 réponse	 de	 ces	 LB	 à	 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,	l’étude	par	bulk	RNA-sequencing	menée	chez	62	

patients	avec	SAPL	primaire	(dont	30	triple	positifs)	indique	que	les	gènes	de	réponse	à	

l’IFN	 sont	 surexprimés	 chez	 les	patients	 avec	 triple	positivité	 par	 rapport	 à	 des	 sujets	

sains,	mais	aussi	aux	patients	SAPL	avec	simple	ou	double	positivité	(Verrou	et	al.	2023).	

Les	 mêmes	 résultats	 ont	 été	 retrouvés	 lors	 d’une	 analyse	 par	 RT-qPCR	 (real	 time	

quantitative	polymerase	chain	reaction)	de	six	gènes	de	réponse	à	l’IFN	chez	55	patients	

avec	SAPL	primaire	 (Palli,	Kravvariti,	 and	Tektonidou	2019).	Dans	 les	modèles	murins	

lupiques,	L’IFNα	a	été	identiCié	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	l’hydroxychloroquine,	qui	module	

la	sécrétion	d’IFN	de	type	I,	semblent	agir	de	façon	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	modèle	de	la	physiopathologie	B	

dans	le	SAPL	primaire	(Figure	17).	Selon	ce	modèle,	les	LB	spéciCiques	des	PL	chez	les	

patients	proviendraient	d'un	pool	de	cellules	B	naturellement	polyréactives.	Ces	cellules	

B,	au	répertoire	BCR	restreint,	parviendraient	à	échapper	aux	mécanismes	de	tolérance	

périphérique	 au	 stade	 naıf̈,	 soutenues	 par	 l'engagement	 de	 TACI	 et	 d'IFN.	 Suite	 à	

l’exposition	à	des	stimuli	antigéniques	encore	mal	identiCiés,	ces	LB	seraient	autorisés	à	

entrer	dans	le	CG.	Leur	maturation	d’afCinité	y	serait	alors	inappropriée,	avec	un	défaut	de	

sélection	 expliqué	 par	 une	 dérégulation	 des	 voies	 mTORC1	 et	 C-Myc,	 et	 une	 réponse	

accrue	à	la	co-stimulation	T,	aboutissant	à	une	différenciation	en	PC	à	longue	durée	de	vie	

sécréteurs	d’aPL	de	forte	afCinité.	Au	vu	des	connaissances	actuelles,	ces	aPL	pourraient	

exprimer	 leur	 potentiel	 thrombogène	 en	 contexte	 de	 terrain	 génétique	 prédisposant	

(thrombophilie,	anomalie	du	complément…)	ou	lors	d’évènements	surajoutés	tels	qu’une	

activation	des	acteurs	du	système	immunitaire	inné	(neutrophiles,	monocytes).
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Figure	17	:	Physiopathologie	des	LB	dans	le	SAPL	primaire	:	des	LB	naïfs	naturels	aux	aPL	pathogènes.		
La	section	supérieure	représente	la	différenciation	et	la	maturation	d’af[inité	des	LB	spéci[ique	des	PL.	La	partie	inférieure	
explicite	 les	 voies	 de	 signalisation	 du	 LB	 cruciales	 pour	 cette	 différenciation.	 Les	 ligands,	 récepteurs,	 facteurs	 de	
transcription	 identi[iés	 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	
à	 l’interféron	 α	;	 IFNGR,	 récepteur	 à	 l’interféron	 γ	;	 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	plasmacytoı̈de	;	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	 l’analyse	 en	CITE-Seq	 qui	n’a	 concerné	que	5	

patients.	 Le	 caractère	 homogène	 de	 notre	 groupe	 et	 le	 caractère	 rare	 du	 SAPL	 triple	

positive	fait	nuancer	cette	réserve.	Bien	qu’elle	ait	permis	de	tester	un	grand	nombre	de	

clones,	l’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	spéciCiques,	comme	cela	a	pu	

être	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	

l’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	 à	 partir	 de	 J30	 environ	

(Kalchschmidt	et	al.	2016).	Pour	limiter	ce	biais,	chaque	patient	a	été	utilisé	comme	son	

contrôle	interne,	avec	une	durée	de	culture	équivalente	des	clones	pour	chaque	patient,	et	

ne	 dépassant	 pas	 3	 à	 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	spéciCiques	que	nous	aurions	pu	identiCier	

dans	les	clones	aPL.	L’absence	d’ASC	parmi	les	cellules	étudiées,	lié	 à	la	congélation	des	

cellules,	a	restreint	les	résultats	obtenus	sur	le	compartiment	post	antigénique.	De	plus,	

seules	les	populations	B	sanguines	ont	pu	être	étudiées.	Dans	l’optique	d’une	description	

plus	 détaillée	 des	 mécanismes	 défaillants	 dans	 le	 CG,	 l’étude	 des	 LB	 des	 OLS	 serait	

précieuse.	Le	 clonage	de	PC	médullaires	pour	deux	patients	nous	a	néanmoins	permis	

d’identiCier	les	réarrangements	préférentiels	de	ces	cellules	et	d’émettre	des	hypothèses	

quant	 aux	 mécanismes	 de	 tolérance	 périphériques	 tardifs.	 EnCin,	 la	 principale	 limite	

réside	dans	le	fait	que	les	BCR	des	LB	spéciCiques	des	aPL	n’ont	pas	été	testés	pour	leur	

afCinité	et	leur	pathogénicité	in	vitro.	L’analyse	des	apL	de	forte	afCinité,	notamment	pour	

le	domaine	I	de	la	β2GPI,	dont	on	connait	l’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	à	leur	origine.	

En	tenant	compte	de	ces	limites,	notre	étude	reste	la	première	à	explorer	de	façon	détaillée	

les	anomalies	lymphocytaires	B	et	le	phénotype	des	LB	spéciCiques	des	aPL	dans	le	SAPL	
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primaire	 triple	 positif	 par	 l’intermédiaire	 de	 techniques	 novatrices.	 Il	 souligne	 que	

l’échappement	 à	 la	 tolérance	 des	 LB	 est	 un	 processus	 multifactoriel,	 au	 moins	

partiellement	distinct	de	celui	du	LES,	et	conforte	les	pistes	récentes	quant	à	l’utilisation	

des	thérapies	ciblées	dans	le	SAPL	primaire.	
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Oliver,	Natsuko	Yamakawa,	Andrea	Vega	Loza,	et	al.	2023.	“TLR9	Ligand	Sequestration	
by	 Chemokine	 CXCL4	 Negatively	 Affects	 Central	 B	 Cell	 Tolerance.”	 Journal	 of	
Experimental	Medicine	220	(12):	e20230944.	https://doi.org/10.1084/jem.20230944.	

53. Calado,	Dinis	Pedro,	Yoshiteru	Sasaki,	Susana	A.	Godinho,	Alex	Pellerin,	Karl	Köchert,	
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2022.	“Single-Cell	Resolution	of	Plasma	Cell	Fate	Programming	in	Health	and	Disease.”	
European	 Journal	 of	 Immunology	 52	 (1):	 10–23.	
https://doi.org/10.1002/eji.202149216.	

91. Deng,	 Yun,	 and	 Betty	 P.	 Tsao.	 2014.	 “Advances	 in	 Lupus	 Genetics	 and	 Epigenetics.”	
Current	 Opinion	 in	 Rheumatology	 26	 (5):	 482–92.	
https://doi.org/10.1097/BOR.0000000000000086.	

92. Deriano,	 Ludovic,	 and	 David	 B.	 Roth.	 2013.	 “Modernizing	 the	 Nonhomologous	 End-
Joining	Repertoire:	Alternative	and	Classical	NHEJ	Share	the	Stage.”	Annual	Review	of	
Genetics	47:	433–55.	https://doi.org/10.1146/annurev-genet-110711-155540.	

93. Desbois,	Anne	Claire,	Patrice	Cacoub,	and	David	Saadoun.	2019.	“Cryoglobulinemia:	An	
Update	 in	 2019.”	 Joint	 Bone	 Spine	 86	 (6):	 707–13.	
https://doi.org/10.1016/j.jbspin.2019.01.016.	

94. Di	 Niro,	 Roberto,	 Seung-Joo	 Lee,	 Jason	 A.	 Vander	 Heiden,	 Rebecca	 A.	 Elsner,	 Nikita	
Trivedi,	 Jason	M.	Bannock,	Namita	T.	Gupta,	 et	 al.	 2015.	 “Salmonella	 Infection	Drives	
Promiscuous	 B	 Cell	 Activation	 Followed	 by	 Extrafollicular	 AfYinity	 Maturation.”	
Immunity	43	(1):	120–31.	https://doi.org/10.1016/j.immuni.2015.06.013.	

95. Di	 Zenzo,	 Giovanni,	 Giulia	 Di	 Lullo,	 Davide	 Corti,	 Valentina	 Calabresi,	 Anna	 Sinistro,	
Fabrizia	 Vanzetta,	 Biagio	 Didona,	 et	 al.	 2012.	 “Pemphigus	 Autoantibodies	 Generated	
through	 Somatic	 Mutations	 Target	 the	 Desmoglein-3	 Cis-Interface.”	 The	 Journal	 of	
Clinical	Investigation	122	(10):	3781–90.	https://doi.org/10.1172/JCI64413.	
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Chungwen	Wei,	R.	John	Looney,	Iñaki	Sanz,	and	Jennifer	H.	Anolik.	2009.	“Novel	Human	
Transitional	B	Cell	Populations	Revealed	by	B	Cell	Depletion	Therapy.”	The	Journal	of	
Immunology	182	(10):	5982–93.	https://doi.org/10.4049/jimmunol.0801859.	

286. Palanichamy,	Arumugam,	Jason	W.	Bauer,	Srilakshmi	Yalavarthi,	Nida	Meednu,	Jennifer	
Barnard,	 Teresa	 Owen,	 Christopher	 Cistrone,	 et	 al.	 2014.	 “Neutrophil-Mediated	 IFN	
Activation	 in	 the	 Bone	 Marrow	 Alters	 B	 Cell	 Development	 in	 Human	 and	 Murine	
Systemic	Lupus	Erythematosus.”	Journal	of	Immunology	(Baltimore,	Md.:	1950)	192	(3):	
906–18.	https://doi.org/10.4049/jimmunol.1302112.	

287. Palli,	 Eleni,	 Evrydiki	 Kravvariti,	 and	 Maria	 G.	 Tektonidou.	 2019.	 “Type	 I	 Interferon	
Signature	 in	 Primary	 Antiphospholipid	 Syndrome:	 Clinical	 and	 Laboratory	
Associations.”	 Frontiers	 in	 Immunology	 10:	 487.	
https://doi.org/10.3389/Yimmu.2019.00487.	

288. Papathanasiou,	 Peter,	 Andrew	 C.	 Perkins,	 Bradley	 S.	 Cobb,	 Roger	 Ferrini,	 Rupa	
Sridharan,	 Gerard	 F.	 Hoyne,	 Keats	 A.	 Nelms,	 Stephen	 T.	 Smale,	 and	 Christopher	 C.	
Goodnow.	2003.	“Widespread	Failure	of	Hematolymphoid	Differentiation	Caused	by	a	
Recessive	Niche-Filling	Allele	of	the	Ikaros	Transcription	Factor.”	Immunity	19	(1):	131–
44.	https://doi.org/10.1016/s1074-7613(03)00168-7.	

289. Parkes,	Miles,	Adrian	Cortes,	David	A.	van	Heel,	and	Matthew	A.	Brown.	2013.	“Genetic	
Insights	into	Common	Pathways	and	Complex	Relationships	among	Immune-Mediated	
Diseases.”	Nature	Reviews	Genetics	14	(9):	661–73.	https://doi.org/10.1038/nrg3502.	



219	
	

290. Pelanda,	Roberta.	2014.	 “Dual	 Immunoglobulin	Light	Chain	B	Cells:	Trojan	Horses	of	
Autoimmunity?”	 Current	 Opinion	 in	 Immunology	 27:	 53–59.	
https://doi.org/10.1016/j.coi.2014.01.012.	

291. Pelanda,	Roberta,	Sarah	A.	Greaves,	Thiago	Alves	da	Costa,	Lena	M.	Cedrone,	Margaret	L.	
Campbell,	and	Raul	M.	Torres.	2022.	“B-Cell	Intrinsic	and	Extrinsic	Signals	That	Regulate	
Central	Tolerance	of	Mouse	and	Human	B	Cells*.”	Immunological	Reviews	307	(1):	12–
26.	https://doi.org/10.1111/imr.13062.	

292. Pengo,	Alessandra	Biasiolo,	 Cinzia	Pegoraro,	Umberto	Cucchini,	 Franco	Noventa,	 and	
Sabino	 Iliceto.	 2005.	 “Antibody	 ProYiles	 for	 the	 Diagnosis	 of	 Antiphospholipid	
Syndrome.”	 Thrombosis	 and	 Haemostasis	 93	 (06):	 1147–52.	
https://doi.org/10.1160/TH04-12-0839.	

293. Pengo,	 Amelia	 Ruffatti,	 Cristina	 Legnani,	 Sophie	 Testa,	 Tiziana	 Fierro,	 Francesco	
Marongiu,	Valeria	De	Micheli,	et	al.	2011.	“Incidence	of	a	First	Thromboembolic	Event	in	
Asymptomatic	Carriers	of	High-Risk	Antiphospholipid	Antibody	ProYile:	A	Multicenter	
Prospective	Study.”	Blood	118	(17):	4714–18.	https://doi.org/10.1182/blood-2011-03-
340232.	

294. Pengo,	 V.,	 A.	 Tripodi,	 G.	 Reber,	 J.	 H.	 Rand,	 T.	 L.	 Ortel,	 M.	 Galli,	 P.	 G.	 De	 Groot,	 and	
Subcommittee	on	Lupus	Anticoagulant/Antiphospholipid	Antibody	of	the	ScientiYic	and	
Standardisation	 Committee	 of	 the	 International	 Society	 on	 Thrombosis	 and	
Haemostasis.	 2009.	 “Update	 of	 the	 Guidelines	 for	 Lupus	 Anticoagulant	 Detection.	
Subcommittee	on	Lupus	Anticoagulant/Antiphospholipid	Antibody	of	the	ScientiYic	and	
Standardisation	 Committee	 of	 the	 International	 Society	 on	 Thrombosis	 and	
Haemostasis.”	 Journal	 of	 Thrombosis	 and	 Haemostasis:	 JTH	 7	 (10):	 1737–40.	
https://doi.org/10.1111/j.1538-7836.2009.03555.x.	

295. Peperzak,	 Victor,	 Ingela	 Vikström,	 Jennifer	 Walker,	 Stefan	 P.	 Glaser,	 Melanie	 LePage,	
Christine	M.	Coquery,	Loren	D.	Erickson,	et	al.	2013.	“Mcl-1	Is	Essential	for	the	Survival	
of	Plasma	Cells.”	Nature	Immunology	14	(3):	290–97.	https://doi.org/10.1038/ni.2527.	

296. Pereira,	João	P.,	Lisa	M.	Kelly,	Ying	Xu,	and	Jason	G.	Cyster.	2009.	“EBI2	Mediates	B	Cell	
Segregation	 between	 the	 Outer	 and	 Centre	 Follicle.”	 Nature	 460	 (7259):	 1122–26.	
https://doi.org/10.1038/nature08226.	

297. Petri,	Michelle.	2020.	“Antiphospholipid	Syndrome.”	Translational	Research:	The	Journal	
of	 Laboratory	 and	 Clinical	 Medicine	 225:	 70–81.	
https://doi.org/10.1016/j.trsl.2020.04.006.	

298. Petro,	James	B.,	Rachel	M.	Gerstein,	John	Lowe,	Robert	S.	Carter,	Nicholas	Shinners,	and	
Wasif	N.	Khan.	2002.	“Transitional	Type	1	and	2	B	Lymphocyte	Subsets	Are	Differentially	
Responsive	to	Antigen	Receptor	Signaling.”	The	Journal	of	Biological	Chemistry	277	(50):	
48009–19.	https://doi.org/10.1074/jbc.M200305200.	

299. Pierangeli,	 Guillermina	 Girardi,	 Mariano	 Vega-Ostertag,	 Xiaowei	 Liu,	 Ricardo	 G.	
Espinola,	and	Jane	Salmon.	2005.	“Requirement	of	Activation	of	Complement	C3	and	C5	
for	 Antiphospholipid	 Antibody-Mediated	 Thrombophilia.”	Arthritis	 &	 Rheumatism	 52	
(7):	2120–24.	https://doi.org/10.1002/art.21157.	

300. Pierangeli,	M.	E	Vega-Ostertag,	E.	Raschi,	X.	Liu,	Z.	Romay-Penabad,	V.	De	Micheli,	M.	Galli,	
et	 al.	 2007.	 “Toll-like	 Receptor	 and	 Antiphospholipid	Mediated	 Thrombosis:	 In	 Vivo	
Studies.”	 Annals	 of	 the	 Rheumatic	 Diseases	 66	 (10):	 1327–33.	
https://doi.org/10.1136/ard.2006.065037.	



220	
	

301. Pinto,	Dora,	Erica	Montani,	Martin	Bolli,	Guido	Garavaglia,	Federica	Sallusto,	Antonio	
Lanzavecchia,	 and	 David	 Jarrossay.	 2013.	 “A	 Functional	 BCR	 in	 Human	 IgA	 and	 IgM	
Plasma	 Cells.”	 Blood	 121	 (20):	 4110–14.	 https://doi.org/10.1182/blood-2012-09-
459289.	

302. Pisitkun,	Prapaporn,	Jonathan	A.	Deane,	Michael	J.	DiYilippantonio,	Tatyana	Tarasenko,	
Anne	B.	Satterthwaite,	and	Silvia	Bolland.	2006.	“Autoreactive	B	Cell	Responses	to	RNA-
Related	Antigens	Due	to	TLR7	Gene	Duplication.”	Science	(New	York,	N.Y.)	312	(5780):	
1669–72.	https://doi.org/10.1126/science.1124978.	

303. Platt,	Jeffrey	L.,	Mayara	Garcia	de	Mattos	Barbosa,	and	Marilia	Cascalho.	2019.	“The	Five	
Dimensions	 of	 B	 Cell	 Tolerance.”	 Immunological	 Reviews	 292	 (1):	 180–93.	
https://doi.org/10.1111/imr.12813.	

304. Portugal,	 Silvia,	 Christopher	M.	 Tipton,	 Haewon	 Sohn,	 Younoussou	 Kone,	 Jing	Wang,	
Shanping	 Li,	 Jeff	 Skinner,	 et	 al.	 2015.	 “Malaria-Associated	 Atypical	 Memory	 B	 Cells	
Exhibit	Markedly	 Reduced	 B	 Cell	 Receptor	 Signaling	 and	 Effector	 Function.”	 eLife	 4:	
e07218.	https://doi.org/10.7554/eLife.07218.	

305. Prak,	E.	L.,	M.	Trounstine,	D.	Huszar,	and	M.	Weigert.	1994.	“Light	Chain	Editing	in	Kappa-
DeYicient	 Animals:	 A	 Potential	 Mechanism	 of	 B	 Cell	 Tolerance.”	 The	 Journal	 of	
Experimental	Medicine	180	(5):	1805–15.	https://doi.org/10.1084/jem.180.5.1805.	

306. Pugh-Bernard,	A.	E.,	G.	J.	Silverman,	A.	J.	Cappione,	M.	E.	Villano,	D.	H.	Ryan,	R.	A.	Insel,	
and	 I.	 Sanz.	 2001.	 “Regulation	 of	 Inherently	 Autoreactive	 VH4-34	 B	 Cells	 in	 the	
Maintenance	of	Human	B	Cell	Tolerance.”	The	Journal	of	Clinical	Investigation	108	(7):	
1061–70.	https://doi.org/10.1172/JCI12462.	

307. Pulendran,	 B.,	 G.	 Kannourakis,	 S.	 Nouri,	 K.	 G.	 Smith,	 and	 G.	 J.	 Nossal.	 1995.	 “Soluble	
Antigen	Can	Cause	Enhanced	Apoptosis	of	Germinal-Centre	B	Cells.”	Nature	375	(6529):	
331–34.	https://doi.org/10.1038/375331a0.	

308. Purtha,	Whitney	E.,	Thomas	F.	Tedder,	Syd	Johnson,	Deepta	Bhattacharya,	and	Michael	S.	
Diamond.	 2011.	 “Memory	B	 Cells,	 but	Not	 Long-Lived	Plasma	Cells,	 Possess	Antigen	
SpeciYicities	for	Viral	Escape	Mutants.”	The	Journal	of	Experimental	Medicine	208	(13):	
2599–2606.	https://doi.org/10.1084/jem.20110740.	
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Les	cellules	B	dans	le	syndrome	des	antiphospholipides	primaire	:	
approche	à	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	β2-glycoprotéine	 I	 (β2-GP1).	Les	
patients	développent	des	complications	thrombotiques	ou	obstétricales.	Les	patients	avec	SAPL	triple	positif	présentent	
des	anti-cL,	des	anti-β2-GP1,	et	un	lupus	anticoagulant,	qui	reflète	la	capacité	des	apL	à	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	séquençage	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	à	un	pool	de	LB	naturels	également	présents	chez	le	sujet	sain.	Les	
BCR	de	ces	clones	présentent	des	caractéristiques	communes	telles	que	l’usage	préférentiel	de	certaines	familles	V	et	
une	fréquence	accrue	d’acides	aminés	de	charge	positive,	dont	l’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	deuxième	temps,	une	analyse	B	multimodale	en	single	cell;	combinant	séquençage	VDJ	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	suggère	que	l’environnement	cytokinique	joue	un	rôle	clé	au	stade	naïf.	Chez	les	patients,	les	LB	présentent	
globalement	une	voie	de	différenciation	folliculaire,	associée	à	une	activation	des	voies	mTORC1	et	c-Myc.	Ces	anomalies	
de	 signal	 pourraient	 être	 impliquées	 dans	 un	 défaut	 de	 sélection	 positive,	 favorisant	 l’émergence	 de	 clones	mutés,	
enrichis	en	arginine,	dont	la	différenciation	en	plasmocytes	est	facilitée	par	une	sensibilité	accrue	à	une	stimulation	T	
dépendante.	Notre	étude,	la	première	s’attachant	à	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	
délétères.	
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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	β2-glycoprotein	I	(β2-GP1).	Patients	
develop	thrombotic	or	obstetric	complications.	Patients	with	triple-positive	APS,	 i.e	positive	 for	anti-cL,	β2-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	VDJ	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	IFN	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.	
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