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AVANT-PROPOS  

Le syndrome de Sjögren primitif (SSp) est une maladie auto-immune, définie 

par une rupture de la tolérance du soi du système immunitaire et la production 

d’autoanticorps, dirigés contre les complexes ribonucléoprotéiques cellulaires Ro 

(SSA) et La (SSB). Plusieurs études ont exploré l’implication des lymphocytes B (LB) 

dans le SSp, en essayant de comprendre les mécanismes conduisant à la rupture de 

la tolérance immunitaire (Mariette and Criswell, 2018). L’implication des LB été 

principalement prouvée par la formation des structures lymphoïdes ectopiques dans 

les glandes exocrines, la production d'autoanticorps et les anomalies de distribution 

des sous populations des LB. Au-delà de leur rôle de production des autoanticorps, 

les LB contribuent dans la mise en place d’un état inflammatoire par la présentation 

des autoantigènes aux lymphocyte T auto-réactifs ainsi que la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires (Daridon et al., 2007b) (Youinou and Pers, 2011).  

La sécrétion des autoanticorps représente aujourd’hui un outil important pour le 

diagnostic du SSp. Une étude a reporté que les patients atteints de SSp développent 

des autoanticorps jusqu'à 18 à 20 ans avant l'apparition des symptômes et le 

diagnostic (Theander et al., 2015). Cette production d’autoanticorps nécessite la 

présence de LB/plasmocytes auto-réactifs. Cependant, aucune étude n’a caractérisé 

jusqu’à présent les LB auto-réactifs dans le SSp. La caractérisation des LB spécifiques 

de la SSA, ciblée par des auto-anticorps chez 80% des patients, est primordiale pour 

comprendre les mécanismes de développement du SSp.  

Une rupture de la tolérance a été proposée pour définir les maladies auto-immunes. 

Une étude dans un modèle de SSp (B6.Aec1/2), a montré une déficience dans la 

tolérance centrale dans ce modèle, suite à une diminution des pré-B dans la moelle 

osseuse (Meng et al., 2012). Chez les patients SSp, une étude de l’auto-réactivité des 

anticorps monoclonaux obtenus à partir des LB naïfs, LB mémoires ayant subis la 

commutation de classe ou non, a montré une augmentation des LB auto-réactifs dans 

le compartiment des LB naïfs mais aussi LB mémoires. Ces résultats mettent en 

évidence une rupture de la tolérance centrale mais aussi périphérique au niveau de 

centre germinatif (Corsiero et al., 2014). Cependant ces études ont été élaborées sur 

les LB totaux ce qui les limite à des populations hétérogènes avec des spécificités à 

l’antigène différentes.  
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Cette thèse constitue la première étude des LB spécifiques de la SSA dans le SSp. 

Dans le premier chapitre de l’introduction, j'aborderai la manière dont le système 

immunitaire opère et plus précisément le développement des LB, notamment les 

recombinaisons VDJ à l’origine de la diversité du répertoire lymphocytaire ainsi que 

les mécanismes de la tolérance centrale et périphérique, présents durant le 

développement des LB. Ces mécanismes sont nécessaires pour contrôler la 

différenciation des LB auto-réactifs capables de reconnaitre les constituants du 

« SOI ». Les mécanismes impliqués dans le développement du SSp ainsi que 

l’implication des LB seront expliqués. Par la suite, les résultats de ce projet seront 

présentés, avec tout d’abord l’article regroupant la première analyse phénotypique des 

LB réactifs à la SSA dans le SSp, puis les résultats de ma mobilité au centre médical 

universitaire de Leiden, et pour finir, les résultats d’une première analyse des 

caractéristiques transcriptionnelles des LB réactifs à la SSA chez un sujet sain.  
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1.INTRODUCTION 

Depuis l’antiquité, il a été découvert que notre organisme nous protégeait des 

infections. Au XVe siècle, Edward Jenner, le fondateur de l’immunologie, met en 

lumière le système immunitaire. Comment notre organisme nous protège-t-il du monde 

extérieur ? et comment cela fonctionne-t-il ? 

Le système immunitaire joue un rôle complexe dans notre organisme, notamment 

dans la protection contre les pathogènes infectieux, les cellules cancéreuses...Ces 

derniers émettent des signaux de « danger » responsables de son activation. Pour se 

défendre suite à ce type d’agression, le système immunitaire met en place une batterie 

de mécanismes qui se sont complexifiés au cours de l’évolution. Leur ultime but est 

de développer une réponse immunitaire contre ce potentiel danger afin de l’éliminer. 

On distingue deux types de réponse immunitaire : la réponse immunitaire innée et la 

réponse adaptative.    

 

1.1 L’IMMUNITE INNEE ET ADAPTATIVE  

 

L’immunité « innée », comme son nom l’indique, est l’immunité présente dès la 

naissance. C’est la 1ère réponse de notre organisme qui se déclenche immédiatement 

sans une reconnaissance spécifique. Elle est induite par la reconnaissance d’un signal 

danger émis suite à l’interaction entre des molécules du non-soi appelées PAMP « 

Pathogen Associated Molecular Patterns », présent au niveau des microorganismes, 

et des récepteurs du soi appelés PRR « Pattern Recognition Receptors », exprimés 

sur la surface des cellules immunitaires de l’immunité innée : les macrophages, les 

cellules dendritiques (CD), les cellules NK (« natural killer »), les polynucléaires, les 

mastocytes et les cellules résidentes (fibroblastes, cellules musculaires, cellules 

épithéliales).  Une fois activées, les fonction principales du système immunitaire inné 

seront la clairance des complexes immuns et des débris cellulaires, la production 

d'espèces réactives de l'oxygène (ROS), la libération d'enzymes protéolytiques et la 

production de chimiokines et de cytokines tel que le facteur de nécrose tumorale 

(TNF), et les interleukines (Medzhitov, 2007) (Smith and Germolec, 1999). Un des 
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rôles des cellules de l’immunité innée est le recrutement et l'activation des cellules 

immunitaires adaptatives. 

L’immunité adaptative, quant à elle, est acquise pendant notre développement. La 

réponse immunitaire adaptative se met en place dans un 2éme temps et qui implique 

une réponse plus spécifique et plus robuste. La réponse immune adaptative est 

assurée principalement par les lymphocytes T (LT) et LB. Ces cellules par 

reconnaissance spécifique de l’antigène par leurs récepteurs de surface sont capables 

de s’activer, entrainant une expansion, différenciation et une mémoire immunologique 

à vie contrairement à une réponse innée qui dure seulement quelques jours.  

 

1.2 LE LYMPHOCYTE B  

Les LB sont au centre du système immunitaire humoral adaptatif. Ils sont 

responsables de la production des anticorps dirigés contre un antigène. Dans les 

années 1960, Max Cooper fut le 1er à les découvrir, il a démontré que la production 

d'anticorps était altérée chez les poulets irradiés après l'ablation chirurgicale de la 

bourse de Fabricius (le site principal du développement des LB chez les oiseaux) d'où 

le nom attribué à ces cellules. Le LB, représentant 5 à 10% des lymphocytes circulants, 

est défini par la présence d’immunoglobulines de surface.  

 

1.2.1 BCR, Immunoglobulines et Anticorps  

Les immunoglobulines à la surface jouent un rôle important de récepteur pour 

la reconnaissance de l’antigène sous forme membranaire « BCR » et sous forme 

soluble en tant que anticorps. Le BCR, identifié en 1970 (Raff et al., 1970), est un 

complexe composé de trois parties, une extracellulaire composée de deux domaines 

immunoglobulines reliés par un pont disulfure (Igm), qui sont liés à un dimère Igα 

(CD79a) - Igβ (CD79b), et la partie intracellulaire des dimères qui va permettre la 

transmission du signal à l’intérieur de LB en cas d’activation du BCR grâce à des 

molécules appelées ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) (Packard 

and Cambier, 2013). Ces motifs servent de messager vers le milieu cytoplasmique 

ainsi que les protéines de voie de signalisation. Des corécepteurs présents à la surface 
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du LB participent à l’augmentation du signal du BCR, on cite le CD19, CD21 ainsi que 

le CD81. Une déficience de CD19 chez des souris altère la réponse des LB envers un 

antigène (Charles A Janeway et al., 2001). Néanmoins, le signal du BCR est contrôlé 

et régulé négativement par des co-récepteurs comme CD22 ou CD72. 

Quant à la partie immunoglobuline, elle est constituée de deux chaînes lourdes H (pour 

Heavy) et deux chaînes légères L (pour Light) qui sont caractérisées par une région 

variable V (extrémité N-terminale) qui est le site de liaison à l’antigène, et par une 

région constante C (extrémité C-terminale) (Figure1).  

  

 

 

Figure 1 : LB et signalisation cellulaire. 

Le BCR est composé d'immunoglobulines liées à la membrane (mIg) associées à un hétérodimère avec une liaison 

disulfure de CD79a (Igα) et CD79b (Igβ). Lors de l’activation du BCR, les ITAM deviennent phosphorylés via syk et 

lyn, et à leur tour déclenchent une cascade d’activation/ phosphorylation d’autres protéines de la voie de la 

signalisation (Packard and Cambier, 2013). (Figure créée sur BioRender.com) 
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1.2.2 Le répertoire des LB  

 

1.2.2.1 La recombinaison VDJ 

 

La formation des chaînes lourdes et légères des immunoglobulines (BCR et anticorps) 

va résulter d’un réarrangement somatique des gènes V, D et J codant les deux 

chaînes, appelée recombinaison VDJ. Ce mécanisme qui se fait complètement par 

hasard permet d’assurer la diversité du répertoire de LB (Tonegawa, 1983). Le 

réarrangement se fait en plusieurs étapes. Tout d’abord, les régions variables des 

chaînes lourdes sont obtenues par l’association d’un gène D avec un gène J, puis d’un 

gène V avec la juxtaposition DJ précédente, le tout aboutit à la formation d’un exon 

VDJ. Quant à la formation des régions variables des chaînes légères, elles sont 

générées seulement par la jonction de segments VL et JL pour former un exon VJ. Les 

segments géniques codant les régions variables des chaînes H et des chaînes L sont 

ensuite associés aux exons codant la région constante des chaînes correspondantes. 

La recombinaison par la suite s’effectue dans un ordre bien précis coordonné par deux 

enzymes de recombinaison RAG-1 et RAG-2, qui vont permettre l’approchement des 

gènes cibles. Vient ensuite la TdT (pour Terminal désoxynucléotidyl Transférase) qui 

permet l’addition ou la délétion de bases d’ADN aux extrémités des gènes cibles et 

ceci de manière aléatoire. Ce phénomène induit un degré supplémentaire de diversité 

et on parle de diversité jonctionnelle. Un réarrangement productif de la chaine lourde 

va permettre l’expression de l’immunoglobuline à la surface du LB au début avec une 

chaine de légère de substitution V-pré B, ce qui déclenche le réarrangement des gènes 

de la chaine légère (Bassing et al., 2002). 

 

1.2.2.2 Les différents isotypes des immunoglobulines  

 

Il existe plusieurs isotypes d’immunoglobulines. La classe des immunoglobulines est 

déterminée par les variations de structure de la région constante de la chaîne lourde. 

Le premier isotype exprimé à la surface de la LB est l’IgM. Suite à une primo-infection, 

ce sont également ces anticorps de type IgM qui sont produits. Contrairement aux IgM 

membranaires, qui sont monomériques, les IgM solubles sont pentamériques. Au 
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stade des LB transitionnels et naïfs, les LB coexpriment un autre isotype, IgD. Après 

l’activation des LB dans les organes lymphoïdes secondaires, une commutation de 

classe se produit donnant suite à trois autres isotypes. Les IgG, sous forme 

monomérique, sont des anticorps circulants qui interviennent dans un 2ème temps suite 

à une infection. Ils ont la caractéristique d’activer le complément ainsi que de passer 

aisément à travers les parois des vaisseaux sanguins et du placenta, procurant ainsi 

une défense immunitaire au fœtus (Palmeira et al., 2012). Les IgA se trouvent plutôt 

au niveau des muqueuses (digestives, respiratoires, génito-urinaire), empêchant la 

fixation des agents pathogènes aux surfaces des cellules épithéliales. Elles sont 

sécrétées sous forme de dimère. Les IgE jouent un rôle important dans les 

mécanismes allergiques. 

 

1.2.3 Ontogénie des LB 

 

Le développement des LB commence dans le foie fœtal avant la naissance, 

avant de se poursuivre dans la moelle osseuse tout au long de la vie.  Au sein de la 

moelle osseuse, les LB proviennent des cellules souches hématopoïétiques qui sont 

à l’origine de toutes les cellules sanguines. Ainsi sous l’action de facteurs de 

transcription EBF et LRF, ils vont se différencier en cellules pré-ProB. Ainsi, PAX5, qui 

lui inhibe NOTCH1, assure la différenciation en pro-B. A ce stade, les réarrangements 

des gènes d'immunoglobulines commencent à se mettre en place. En effet une 

déficience de pax5 chez des souris entraînait une altération de la recombinaison VDJ 

(Nutt et al., 1997). En outre, une signalisation du BCR est primordiale pour la survie 

des LB étant donné qu’un développement de BCR correct va induire la sélection vers 

un stade pré-B. Ainsi des délétions dans les gènes RAG1/2 codant les gènes des 

dimères montraient une inhibition dans le développement des LB (Gong and 

Nussenzweig, 1996). Une fois sélectionnés, grâce à un signal BCR, les LB sont sujets 

à un processus de sélection négative au cours duquel les LB possédant des 

immunoglobulines membranaires spécifiques pour les antigènes du soi sont éliminées. 

Les LB immatures peuvent rester dans la moelle osseuse ou migrer dans la rate où ils 

terminent leur développement. Chez la souris, le développement des LB est classifié 

en 3 sous populations : les lymphocytes B1, les LB folliculaires B2 et les LB de zone 

marginale « MZB ». Deux voies de classification sont ainsi identifiées à partir des B2 
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i) une voie de centre germinatif classique qui permet la génération des plasmocytes et 

LB mémoires de longue durée de vie ii) une voie extra folliculaire qui va plutôt générer 

des plasmocytes à courte durée de vie (MacLennan et al., 2003).  

 

1.2.3.1 Les différentes sous populations des LB 

 

L’étude des LB humains a été conduite à partir de sang périphérique ou des amygdales 

(Sanz et al., 2019). Plusieurs sous-populations de LB ont été définies et possèdent 

des fonctions distinctes dans les réponses immunitaires. Nous pouvons les classifier 

selon leur stade de maturation classique ou les marqueurs de surface (Figure 2). 

 

LB transitionnels   

Les LB immatures, qui ont quitté la moelle osseuse passent par un stade intermédiaire, 

le stade LB transitionnel. C’est chez la souris qu’ils furent d’abord décrits sur le plan 

phénotypique et fonctionnel. A la sortie de la moelle osseuse, les LB acquièrent 

d’autres marqueurs de surface comme l’IgD, CD21, CD22. Chez l’homme, l’étude 

phénotypique de ces cellules, a permis de les décrire comme étant des 

CD19+IgM+IgD+CD24hiCD38hiCD27- (Sims et al., 2005). Selon les marqueurs de 

surface, trois types de LB transitionnels ont été également décrits : les LB T1, T2 et 

T3. Ces LB diffèrent par rapport à l’expression de leurs marqueurs. Les T1 : 

CD24+++CD38+++CD10+CD21faibleCD23faibleIgMfortIgDfaible. Les T2 diffèrent par 

l’augmentation de l’expression des marqueurs CD21, IgD. Dans la rate humaine, des 

LB précurseurs des MZB partagent des caractéristiques avec ces T2 comme des 

niveaux élevés de CD21 (Palanichamy et al., 2009). Concernant les T3 

(CD24+CD38+CD10+/-CD21+IgM+ IgD+) ils sont proposés chez la souris d’être des 

cellules anergiques (Merrell et al., 2006) ou des précurseurs des LB naïfs matures 

(Allman et al., 2001). Ainsi, chez l’homme, les T3 ont été définis comme des cellules 

précurseurs des naïves, qui apparaissent temporellement après les LB T1 et T2 dans 

le compartiment périphérique après déplétion des LB par le Rituximab (Palanichamy 

et al., 2009). Également, chez les patients atteints de lupus érythémateux systémique 
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(SLE), les T3 sont proposés comme une phase précoce de l’activation des LB naïfs 

(Scharer et al., 2019). 

Il a été suggéré que la maturation des LB suivait un schéma bien linéaire et que les 

LB transitionnels poursuivaient leur chemin dans la rate en MZB ou dans un organe 

folliculaire. Cependant, de plus en plus d’évidences viennent remettre en cause ce 

schéma classique et proposent plusieurs voies que peuvent emprunter les LB. La 

décision d’engagement dans une voie de différenciation semble dépendre de la 

signalisation du BCR. En effet, chez des souris transgéniques, il semble que la nature 

de l’antigène joue un rôle aussi pour la décision de s’engager dans une voie ou une 

autre. Il semble qu’une reconnaissance des autoantigènes ou avec une faible affinité 

d’un antigène va plutôt induire une différenciation en MZB afin d’éviter la sélection 

négative (Cariappa et al., 2001). 

 

 

Les LB de la zone marginale : MZB 

 

La zone marginale (ZM) représente une partie de la rate qui sépare la pulpe rouge de 

la pulpe blanche. Les LB de la ZM (MZB) représentent environ 10% des LB spléniques. 

Ainsi, les MZB sont spécialisées dans la réponse aux agents pathogènes provenant 

de la circulation sanguine. Bien que les MZB aient été d’abord définis par leur 

localisation anatomique, ils possèdent des critères phénotypiques particuliers. Chez 

l’homme, ils sont CD21fortCD23faibleIgMfortIgDfaibleCD27+ et CD1cfort  (Palm and Kleinau, 

2021). La caractérisation de leur phénotype a permis de mettre en évidence la 

présence de MZB dans le sang périphérique et donc de démontrer que ces cellules 

sont capables de recirculer (Weller et al., 2004). Les MZB ont un répertoire antigénique 

relativement restreint, et sont responsables de la sécrétion rapide et T-indépendante 

d’anticorps polyspécifiques et peu affins. Ces anticorps sont principalement dirigés 

contre les Ag polysaccharidiques des bactéries encapsulées. Contrairement aux LB 

folliculaires, il semble que les MZB expriment plutôt un BCR polyréactif et sont 

capables de produire des autoanticorps avec une faible affinité dans le but d’éliminer 

les cellules en apoptose. Avec leur sensibilité par rapport à une stimulation TLR, elles 
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sont capables de répondre rapidement et se différencier en plasmocytes en absence 

des LT pour produire ces autoanticorps (Palm et al., 2015).   

Tableau 1 : Classification des sous-populations des LB chez l’Homme. 

 

Sous-populations des LB Marqueurs Localisation 

Transitionnels T1 CD24+++CD38+++CD10+CD21faibleCD23faibleIgMfortIgDfaible 

CD27- 

Rate 

 T2 CD24+++CD38+++CD10faibleCD21fortCD23fortIgM++IgD+ 

CD27- 

Rate 

 T3 CD24+CD38+CD10faibleCD21+IgM+ IgD+ CD27- Rate 

MZB  CD21fortCD23faibleIgMfortIgDfaibleCD27+ et CD1cfort   Rate 

Naïfs Repos IgD+CD27-CD24+CD38+ CD21+CD23+IgM+ CD11c- OLS 

 Activés IgD+CD27-CD24-CD38-CD21-CD23-IgM+ CD11c+ T-bet+ OLS 

 Anergiques IgD+CD27-CD24+CD38+/-CD21-CD23-IgM+/- CD11c- OLS 

Mémoires Non 

commutés 

IgD+CD27+ CD24+CD38+/-CD21+IgM+ OLS 

 Commutés 

« IgM-only » 

IgD-CD27+ CD24+CD38+/-CD21+ IgM+ OLS 

 Commutés IgD-CD27+ CD24+CD38+/-CD21+IgG/IgA+ OLS 

DN DN1 IgD-CD27-CD24+CD38+CD21+IgM/IgG/IgA+CD11c- OLS 

 DN2 IgD-CD27-CD24-CD38-CD21-IgM/IgG/IgA+CD11c+   

T-bet+ 

OLS 

 DN3 IgD-CD27-CD24+CD38+CD21-IgM/IgG/IgA+CD11c- OLS 

PB  IgD-CD27++CD24-CD38++IgM/IgG/IgA+BLIMP-1+ CD138+ OLS 
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Les LB de la zone folliculaire   

 

Les LB naïfs 

Les LB entrent dans les organes lymphoïdes folliculaires primaires grâce à l’action de 

chimiokines comme CXCL13. La présentation de l’antigène par les cellules 

dendritiques folliculaires et l’activation du BCR, sont déterminants pour la suite de la 

différentiation. En cas de non activation, les LB retournent dans la circulation en tant 

que LB naïfs circulants. Les LB naïfs diffèrent phénotypiquement des LB transitionnels 

par une diminution de l’expression CD38 et CD24. Contrairement aux LB 

transitionnels, les LB naïfs n’expriment pas le CD10. Également, ces LB naïfs 

présentent une expression variée d’IgM (Sanz et al., 2019).  D’ailleurs une fraction des 

LB naïfs avec une absence/ diminution d’expression d’IgM a été montrée comme étant 

des LB hautement auto-réactifs et sont fonctionnellement anergiques, déduit par leur 

incapacité à faire circuler le calcium après stimulation du BCR (Quách et al., 2011) 

(Duty et al., 2009). Cependant une diminution d’IgM n’est pas forcément un signe 

d’anergie et peut être également le résultat d’une activation du BCR.  

L’activation des LB va induire la migration vers les follicules lymphoïdes de la rate et 

des ganglions lymphatiques où ils vont rencontrer les LT et leur présenter l’antigène 

(Allman and Pillai, 2008) (Jin et al., 2020). Deux voies de différenciation sont alors 

possibles (Nutt et al., 2015):  

- Une voie extra folliculaire pour donner des plasmocytes à courte durée de vie 

avec de faibles niveaux d'hypermutations, et qui se produit généralement dans 

les cordons médullaires des ganglions lymphatiques et dans le bord de la pulpe 

rouge de la zone T de la rate. Les anticorps produits sont généralement 

d’isotype IgM, mais peuvent aussi être commutés en IgG ou IgA.  

-  Une voie folliculaire avec la formation des centres germinatifs (CG) dans les 

organes lymphoïdes secondaires. Les LB par sélection par rapport à leur affinité 

à l’antigène, subissent une commutation isotypique de classe et une 

hypermutation somatique sur les domaines variables des deux chaînes 

d’immunoglobulines à l’aide d’une enzyme clé dans ce processus, la cytidine 
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désaminase (AID). Ce processus permettra de générer des plasmocytes à 

longue durée de vie capable de produire des anticorps à haute affinité et des 

LB mémoires.  

Les voies de différenciation des LB en une des voies : plasmocytes à courte durée de 

vie, des LB mémoires ou des plasmocytes à longue durée de vie, dépend de plusieurs 

mécanismes moléculaires qui sont en régulation continue pour maintenir les LB CG 

ou les différencier en plasmocytes. Alors que les LB matures expriment les facteurs 

de transcription PAX5, PU.1, IRF8, BCl6 et BACH2, une expression plus élevée 

d’IRF4, va réprimer l’expression de BCL6 en faveur de BLIMP-1 (PRDM1), et XBP1 

(Nutt et al., 2015). IRF4 joue un rôle important dans la régulation de cette 

différenciation. Des niveaux d’expression élevés d’IRF4, vont induire plutôt la 

différenciation des plasmocytes, alors qu’un niveau plus faible va plutôt induire le 

maintien des LB de CG (Ochiai et al., 2013).  

 

Les LB mémoires   

Les LB mémoires sont les cellules matures de longue durée de vie qui ont rencontré 

l’antigène et le gardent en mémoire pour répondre plus rapidement à la prochaine 

rencontre. Etant donné que l’identification de ces LB sur la base de leur rencontre avec 

l’antigène est difficile chez l’homme, d’autres marqueurs de surface ont pu être 

identifiés pour décrire ces cellules, comme le CD27. Les LB  mémoires peuvent 

également être identifiées par l’absence du marqueur ABCB1 ou une glycosylation de 

CD45RB (Bemark, 2015). 

Le compartiment des LB mémoires humains est plus complexe qu'on ne le pensait à 

l'origine et se compose en réalité de divers sous-ensembles issus de réponses 

fonctionnellement distinctes (Berkowska et al., 2011). Plusieurs sous-populations ont 

été reportées sur la base d’autres marqueurs de surface. On note les LB mémoires 

CD27+ IgD+ (LB mémoires qui n’ont pas subi de commutation de classe) ainsi que les 

LB mémoires CD27+IgD- (LB mémoires qui ont subi une commutation de classe) 

(Seifert and Küppers, 2016). Sur la base de l’isotype de l’immunoglobuline de 

membrane, on peut encore définir d’autres sous populations :   
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- Les CD27+IgD+ contiennent des LB CD27+IgD+IgM+ mais aussi une petite 

fraction CD27+IgD+IgM- « Des mémoires IgD only » (Shi et al., 2003). 

- Les CD27+IgD- contiennent des LB IgM+CD27+ « IgM-only », des mémoires 

IgG+, IgA+ ou IgE+ (Klein et al., 1998).   

La séparation de la population des LB CD27+IgD+ IgM+ des LB CD27+ IgM+ « IgM-only 

» a été élucidée à partir d’une étude sur des patients hyper IgM liés à l'X, qui ont une 

anomalie génétique caractérisée par une mutation du gène CD40L et non formation 

de centres germinatifs. Ils rapportent l’existence de la formation de la population 

mémoire IgD+IgM+CD27+ avec une Ig somatiquement mutée suggérant ainsi la 

maturation de ces cellules en absence d’une interaction LB-LT. De façon remarquable, 

l'absence de la population CD27+IgM+ only « IgM-only » et des LB CD27+IgD- 

commutés chez ces patients suggère que la population CD27+ IgD+ IgM+  appartient à 

une voie de diversification distincte (Weller et al., 2001).  Plus tard, un séquençage 

des immunoglobulines de différents LB mémoires à partir des PBMCs des sujets sains, 

montre que le répertoire mémoire IgM est distinct de celui de la mémoire à 

commutation de classe (Wu et al., 2010). La caractérisation de ces LB CD27+IgD- 

« IgM only » montre qu’ils ont subi plusieurs cycles de division et portent plusieurs 

mutations similaires aux LB de CG suggérant ainsi qu’ils sont passés par un CG 

contrairement aux LB CD27+ IgM+ IgD+, qui portent moins de mutations et moins de 

cycles de divisions (Berkowska et al., 2011). Il a été suggéré que ces LB 

IgD+IgM+CD27+ peuvent être des LB MZB en circulation (Weller et al., 2004) mais plus 

tard d’autres études ont montré qu’elles ont également une origine de CG (Seifert et 

al., 2015). Finalement, bien que le rôle physiologique de la population CD27+ IgD+ IgM- 

reste à clarifier, une caractérisation de ces LB montre qu’ils présentent aussi une 

hypermutation somatique (Liu et al., 1996) et qu’ils sont enrichis en LB auto-réactifs 

(Koelsch et al., 2007). 

Une autre fraction de ces LB mémoires a été également décrite, caractérisée par 

l’absence du marqueur typique de LB mémoires le CD27. Il a été rapporté que ces LB 

ont subi une commutation de classe et expriment des isotypes d’immunoglobuline de 

membrane comme IgA ou IgG1/3 mais rarement des IgG2. Ils présentent une mutation 

des gènes de leur immunoglobuline mais avec une fréquence moins importante par 

rapport aux LB IgG+CD27+ (Fecteau et al., 2006). Ces LB sont caractérisés aujourd’hui 

en tant que « DN » (double négatif pour le CD27 et l’IgD) qui ont été identifiés du fait 
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de leur expansion dans le SLE (Wei et al., 2007). Cette population présente également 

une hétérogénéité. En se basant sur d’autres marqueurs comme le CD21, CD11c et 

CXCR5, on peut définir les DN1 (CD21+ CD11c - CXCR5-) représente la majorité des 

DN, et DN2 (CD21- CD11c+ CXCR5+). Récemment, des études transcriptomiques et 

du répertoire de ces deux populations ont suggéré que les DN1 pouvaient être les 

précurseurs des LB mémoires alors que les DN2 seraient plutôt des précurseurs des 

plasmocytes dérivés par voie extra folliculaire des naïves activées (Jenks et al., 2018). 

Une population DN3, récemment décrite, définie par l’absence du CD21 et du CD11c. 

Le rôle de ces cellules reste à élucidé, mais quelques études suggèrent qu’ils 

pouvaient être des précurseurs des plasmocytes par voie extrafollicualire (Woodruff et 

al., 2020). 

 

Les plasmocytes / plasmablastes   

Principale source de la sécrétion des anticorps, les plasmocytes dérivent d’un état 

intermédiaire appelé plasmablastes (PB). Cette différenciation dépend de la 

reconnaissance de l’antigène et la signalisation du BCR. Comme évoqué 

précédemment, les plasmocytes peuvent provenir de deux voies de développement : 

l'une se produisant à l'extérieur du follicule et l'autre à l'intérieur du centre germinatif.  

Les plasmocytes de longue durée de vie quittent les organes lymphoïdes secondaires 

pour gagner la moelle osseuse. En effet, il a été montré que l’environnement de la 

moelle osseuse permet de donner le signal nécessaire pour la survie de ces cellules  

(Chu and Berek, 2013). Chez l’homme l’étude des PB a été généralement effectuée à 

partir du sang périphérique. Trois facteurs de transcription majeurs caractérisent la 

différenciation des PB comme évoqué avant : BLIMP-1, IRF4 et XBP1. L’expression 

du CD138 est une caractéristique aussi des plasmocytes en circulation, malgré leur 

faible nombre en circulation (Garimalla et al., 2019).   

Toutes ces études sur les populations de LB montrent la complexité du développement 

de ces cellules et que le schéma classique suggéré dans la littérature est 

probablement loin d’être aussi simple. La différenciation des LB et la réponse à une 

stimulation avec l’antigène sont sous le contrôle de la tolérance que nous détaillerons 

dans le chapitre suivant.  
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Figure 2 : Ontologie des LB et les différents points de contrôles.  

Bone marrow = moelle osseuse, centrale checkpoint = point de contrôle centrale, 

Transitional checkpoint = point de contrôle transitionnels, pre and post GC checkpoint = 

point de contrôle avant et après centre germinatif, spleen = rate, lymph node = ganglion 

lymphatique, germinal center pathway = voie du centre germinatif, extra-follicular 

pathway = voie extra-folliculaire. (Figure créée sur BioRender.com)  
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1.3  LA TOLERANCE   

 

Par définition, la tolérance est l’action de non réponse du système immunitaire. Ce 

mécanisme permet à notre système immunitaire de distinguer entre le « SOI » et le « 

non-SOI » et de ne pas déclencher une réaction contre les propres constituants du 

corps humain. On parle de l’auto-tolérance.  

Tout au long de leur développement, les cellules du système immunitaire sont sous le 

contrôle de cette tolérance et doivent passer par plusieurs niveaux de surveillance 

(points de contrôle ou checkpoints). En 1er lieu, il y a la tolérance centrale qui se 

déroule pendant les premières étapes du développement au niveau de la moelle 

osseuse pour les LB et le thymus pour les LT. Par la suite vient la tolérance 

périphérique qui se déroule dans la circulation générale et les organes lymphoïdes 

secondaires (Gururajan et al., 2014). 

 

1.3.1 La tolérance centrale  

La sélection des LB ainsi que la spécificité de la production des anticorps ont 

été le sujet de 3 grandes hypothèses. La Théorie Talmage, connue sous le nom 

d’hypothèse ‘instructive’, repose sur un modèle direct avec l’idée que l’antigène sert 

de modèle contre lequel la spécificité d’anticorps est synthétisée. Une autre hypothèse 

proposée par Jerne en 1955 a vu le jour par la suite. Il proposa ainsi un modèle plus 

indirect pour la sélection des LB, se basant sur le fait que l'antigène se lierait à un 

anticorps par hasard et que, lors de cet appariement, il se fabriquerait beaucoup plus 

d'anticorps que d'antigènes, formant un réseau idiotypique. Ce modèle de sélection 

naturelle a été critiqué parce qu’il supposait l’existence de tous les anticorps possibles 

préalablement dans notre organisme.  En 1957, Burnet vient améliorer cette hypothèse 

en proposant que la production du BCR se fait par hasard selon différentes liaisons 

possibles des gènes (le réarrangement chromosomique). Ainsi il inventa également la 

notion de sélection clonale qui vit le jour en 1976 : l’idée que chaque LB, sur la base 

de la spécificité de son immunoglobuline de surface, serait sélectionné par un antigène 

qui lui est bien spécifique, lui permettant ainsi une prolifération et une différenciation. 

À partir de cette idée est née la notion de la tolérance, qui suggère que les LB 
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possédant un BCR de forte affinité pour les protéines du « soi » seront éliminés avant 

qu’ils deviennent matures (Burnet, 1976) (Burnet, 1959). Ce n’est que dans les années 

70, grâce à l’étude de modèles murins, que la théorie de la sélection clonale a été 

vérifiée et validée (Denman and Frenkel, 1968).   

Il paraît clair aujourd’hui que le 1er point de contrôle des LB se fait au niveau de la 

moelle osseuse qui est fondamentale pour générer un répertoire de LB contenant un 

BCR réactif contre les antigènes exogènes mais dépourvue d’auto-réactivité 

(Gururajan et al., 2014) (Rajewsky, 1996) (Pelanda and Torres, 2012). Au cours de 

leur développement, les LB créent leur immunoglobuline de surface (BCR) par 

réarrangement des gènes codant une chaîne légère et une chaîne lourde. Une 

sélection basée sur la reconnaissance d’un antigène se fait avant la sortie de la moelle 

osseuse des LB (Monroe et al., 2003) (Healy and Goodnow, 1998) (Nemazee et al., 

2000). Toute cellule avec un BCR déficient ou une reconnaissance des protéines de 

« soi » très élevée (LB auto-réactifs) sera sélectionnée négativement. Des études chez 

l’homme avec des techniques de clonage des LB et production des anticorps, ont 

permis de montrer une augmentation également d’une poly-réactivité des cellules 

immatures.  Il est estimé que chez l’homme, entre 50 et 70 % des LB immatures dans 

la moelle osseuse sont auto-réactifs (Meffre and Wardemann, 2008). 

La tolérance peut se faire selon trois mécanismes qui dépendent des signaux BCR  

(Hippen et al., 2005) : (1) une forte signalisation avec l’autoantigène permet le 1er 

mécanisme, la délétion clonale, qui permet l’élimination des LB auto-réactifs. Des 

signaux intermédiaires vont plutôt favoriser les deux autres mécanismes  : (2) la 

réédition du récepteur qui permet la génération d’un BCR avec une nouvelle réactivité 

antigénique entraînant la perte de l’auto-réactivité avec le changement de la chaîne 

légère κ en un deuxième isotope λ  (Tiegs et al., 1993) (Halverson et al., 2004) (Radic 

et al., 1993) (Sandel and Monroe, 1999) (Hertz and Nemazee, 1997) ; ou (3) l’anergie 

clonale, état d’inactivation fonctionnelle de la LB auto-réactifs suite à une stimulation 

par l’autoantigène. Les LB présentent une diminution soit de l’expression du BCR soit 

des signaux d’activation (Figure 3). 
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Figure 3: Mécanismes de la tolérance centrale pour contrôler la différenciation des LB 

auto-réactifs (Figure créée sur BioRender.com). 

 

 

1.3.2 La tolérance périphérique  

Bien que la majorité des LB auto-réactifs soient éliminés par la tolérance 

centrale, quelques LB échappent à ce point de contrôle et arrivent à atteindre la 

périphérie. Les LB continuent leur différenciation en LB transitionnels puis LB matures 

naïfs avant de se différencier en cellules sécrétrices d’anticorps (Cashman et al., 

2019). Le 1er point de contrôle périphérique des LB se fait au niveau des LB immatures 

transitionnels. La survie et la maturation repose sur la signalisation induite par BCR 

mais aussi aux signaux reçus par des protéines/ cytokines impliquées dans la survie 

cellulaire mais aussi d’autres cellules du système immunitaire. Des expériences 

d’ablation du BCR sur des modèles murins, ont montré un arrêt de développement des 

LB à ce stade immature (Kraus et al., 2004) (Su and Rawlings, 2002). 

Comme la tolérance centrale, la tolérance périphérique est contrôlée par les 

mécanismes de délétion clonale, réédition du BCR ainsi que l’anergie (Nossal and 

Pike, 1980) (Eris et al., 1994). De plus, une immuno-régulation des LB auto-réactifs 
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par des cellules régulatrices à activité suppressive ou par d’autres facteurs tels que 

des facteurs de croissance ou des médiateurs pro-inflammatoires joue un rôle 

important dans la tolérance et sélection des LB. On note en 1er le rôle de la protéine 

BAFF (facteur d’activation des LB) dans la tolérance périphérique. Une délétion de 

BAFF ou BAFF-R (récepteur de BAFF) chez des souris résulte en une dérégulation 

dans le développement des LB transitionnels T2 et T3 ainsi que les MZB, suggérant 

le rôle crucial que joue cette protéine dans la survie des LB (Schiemann et al., 2001). 

BAFF est un facteur d’activation appartenant à la famille des TNF. Comme son nom 

l’indique, il est indispensable pour le développement des LB matures. Dans la rate des 

souris, le récepteur de BAFF (BAFF-R) commence à être plus exprimé sur la surface 

des LB  T2, les LB matures et les MZB,  par rapport au T1 ainsi que les LB du centre 

germinatif  (Gross et al., 2001) (Thompson et al., 2001). Néanmoins, l’expression de 

BAFF par les LB peut avoir ses limites. Schneider et al, mettent en évidence le lien de 

la sécrétion excessive de BAFF et l’émergence des LB auto-réactifs dans des modèles 

murins ou chez l’Homme (Schneider et al., 1999), suggérant ainsi qu’une 

surexpression de BAFF peut aboutir au développement des maladies auto-immunes 

(Khare et al., 2000) (Mackay et al., 1999). 

Des modèles de souris transgéniques ont suggéré l’implication des LT CD4+, qui 

pourraient jouer un rôle important dans l'élimination des LB auto-réactifs périphériques 

par le biais du récepteur CMH de classe II ; Interactions CD40/CD40L et apoptose via 

Fas/FasL (Rathmell et al., 1995). Des souris déficientes en Fas (souris transgénique 

lpr/lpr) ont une augmentation des LB auto-réactifs (Komano et al., 1999). Chez des 

patients, il semble que les Treg, une sous population des LT avec un rôle régulateur 

pour maintenir l'homéostasie immunitaire, jouent également un rôle important dans la 

suppression des LB auto-réactifs via une interaction CD40- CD40L. Une diminution de 

ces Treg engendre l’accumulation des LB naïfs auto-réactifs (Hervé et al., 2007). 

En plus du checkpoint au niveau transitionnel, l’exclusion folliculaire vient par la suite 

jouer un rôle très important dans l’élimination des LB auto-réactifs, les empêchant ainsi 

d'entrer dans les centres germinatifs (Cyster et al., 1994). Les LB dits anergiques sont 

incapables de proliférer après une signalisation du BCR, avec des niveaux de calcium 

intracellulaire élevés. Une diminution des taux de BAFF engendre leur exclusion des 

follicules (Ekland et al., 2004). Les LB auto-réactifs entrent également en compétition 

avec les autres LB pour l’entrée dans le centre germinatif ce qui provoque leur mort 
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(Cyster et al., 1994). Selon des études murines, plusieurs mécanismes contribuent à 

la tolérance au niveau des centres germinatifs, comme évoqué précédemment par 

l’apoptose via Fas (Koncz and Hueber, 2012). D’autres mécanismes de contrôle de 

LB auto-réactifs ont été décrits, comme le rôle du FcγRIIb pour empêcher l'émergence 

de LB auto-réactifs en régulant la signalisation du BCR  (Tiller et al., 2010) (Espéli et 

al., 2019).   

Si les LB parviennent à échapper à l’exclusion folliculaire et entrer dans les centres 

germinatifs, ils doivent passer un autre point de contrôle qui leur permettra de s’activer 

et se différencier en LB mémoires ou cellules productrices d’anticorps. Deux cellules 

et mécanismes sont au centre de cette étape : présentation d’antigène par les cellules 

dendritiques folliculaires (FDC), et co-stimulation grâce au recrutement des LT 

folliculaires « helper » (TFH). Les FDC présentent l’antigène internalisé dépendante du 

complément par CD2 (CD21) au LB, qui délivre un deuxième signal favorisé par CD35/ 

CD21 en plus de la signalisation BCR (Fischer et al., 1998). Ce deuxième signal est 

primordial pour l’activation des LB. Ce mécanisme est important pour empêcher les 

LB auto-réactifs de s’activer. En effet, les autoantigènes exprimés sur la surface des 

FDC semblent ne pas activer le système de complément et par ailleurs ne permettent 

pas de procurer le deuxième signal essentiel pour l’activation des LB (Yau et al., 2013). 

Les FDC sont essentielles aussi pour le recrutement des TFH et la formation de centres 

germinatifs. Seules les LB recevant des signaux de survie des TFH peuvent quitter les 

centres germinatifs (Linterman and Vinuesa, 2010).  

L’activation des LB induit une hypermutation somatique. Ainsi la spécificité des 

anticorps des LB à un antigène peut être améliorée par ces hypermutations 

somatiques aléatoires (SHM) sur les gènes IgH et IgL. La sélection de clones de LB 

est effectuée par l’augmentation de l’affinité du BCR exprimée pour l’antigène. Les LB 

auto-réactifs de faible affinité à l’antigène entrent en compétition avec d’autres LB et 

peuvent être éliminées par apoptose (Reed et al., 2016). Néanmoins, dans certains 

cas, ces hypermutations somatiques peuvent introduire plus d’auto-réactivité. Ce 

phénomène a été décrit chez des patients avec des maladie auto-immunes (exemple: 

pemphigus vulgaire) (Zenzo et al., 2012). Ce phénomène peut être expliqué par une 

cross-réactivité entre l’autoantigène et un antigène exogène (Reijm et al., 2020). Il 

semble également que les anticorps auto réactifs naturels IgG de faible affinité trouvés 

dans le sérum de sujets normaux ont été créés par hypermutation somatique lors de 
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la transition entre les LB naïfs matures et mémoires IgG+  (Tiller et al., 2007a). Il est 

même suggéré que ces anticorps IgG polyréactifs jouent un rôle important dans la 

phase précoce de l'infection. 

Néanmoins, l’émergence des organes lymphoïdes tertiaires ainsi que la différenciation 

extrafolliculaire viennent compliquer ce schéma, dans lequel les LB peuvent se 

différencier en plasmocytes en empruntant d’autres voies. Ainsi d’autres points de 

contrôles pour la différenciation en MZB ou mémoires IgM+ (Tsuiji et al., 2006) restent 

inconnus à ce jour (Figure 4). 
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Figure 4 :  Mécanismes de la tolérance centrale et périphérique pour contrôler la 

différenciation des LB auto-réactifs.  

Abréviations : FDC, cellules Dendritiques folliculaires ; SMH = hypermutation somatique, Ag= antigène ; 

CR2 = Complement receptor 2, Bone marrow = moelle osseuse, centrale checkpoint = point de contrôle 

centrale, peripheral checkpoint = point de contrôle périphérique (Reijm et al., 2020). 
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1.4  LES MALADIES AUTO-IMMUNES 

 

 

Malgré tous les mécanismes de tolérance, la présence des LB auto-réactifs 

reste une caractéristique physiologique normale. Ces LB auto-réactifs naturels ont un 

rôle dans le maintien de l’homéostasie ainsi que la régulation du système immunitaire. 

Les LB naturels, bien que restant sous contrôle de la tolérance, sont capables de 

produire des autoanticorps naturels qui représentent une partie importante des 

immunoglobulines circulantes. Néanmoins, au cours des maladies auto-immunes, 

nous observons une hyperactivation de ces LB auto-réactifs générant des 

autoanticorps. On dit qu’il y a rupture des mécanismes de tolérance définissant 

ainsi les maladies auto-immunes. 

Le concept d'auto-immunité a été établi pour la première fois en 1900 par 

l’immunologiste Paul Ehrlich qui a inventé le terme « horror autotoxicus » pour décrire 

la réticence du système immunitaire à cibler son propre corps. Les maladies auto-

immunes touchent 5% de la population générale. La physiopathologie de ces maladies 

reste complexe avec un déterminisme multifactoriel, mettant en jeu des facteurs 

génétiques et environnementaux. Les maladies auto-immunes sont hétérogènes avec 

une évolution dans le temps. Elles peuvent être classées en deux catégories : Les 

maladies auto-immunes spécifiques d’un seul organe (exemple : Diabète type I, 

Sclérose en plaque…) ou maladies auto-immunes systémiques, qui touchent plusieurs 

organes (exemple : lupus érythémateux systémique, polyarthrite rhumatoïde, 

syndrome de Sjögren…) 

 

 

Le Syndrome de Sjögren   

 

Le Syndrome de Sjögren est une maladie auto-immune systémique rare caractérisée 

par une infiltration lymphocytaire des glandes exocrines, particulièrement les glandes 

lacrymales et salivaires, induisant une sécheresse des yeux et de la bouche. Le 

Syndrome de Sjögren tire son nom de l'Ophtalmologiste Henrik Sjögren qui fut le 

premier à le décrire. Au-delà de la sécheresse oculaire et buccale, le syndrome de 

Sjögren se répercute sur l’ensemble du corps, entraînant des symptômes généraux 
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comme la fatigue, la baisse des performances, l’épuisement et la fièvre. Il peut aussi 

toucher les articulations, les muscles et les organes internes. On estime qu’1/3 des 

patients développent des atteintes systémiques, pulmonaires, rénales et 

neurologiques. De plus, 5% des patients peuvent également développer des 

lymphomes (Nocturne and Mariette, 2013). Le Syndrome de Sjögren se caractérise 

par la présence d’autoanticorps dirigés contre deux ribonucléoprotéines : SS-A (Ro) 

chez 80% des patients et SS-B (La) chez 40% des patients. Des facteurs rhumatoïdes 

sont aussi détectés dans 50 à 70 % des patients.  

 

1.4.1 Critères et classification 

 

Le syndrome de Sjögren est classé comme primitif (SSp) en l'absence d'autres 

maladies auto-immunes systémiques, ou associé s’il existe une autre maladie auto-

immune concomitante. Jusqu’à 30% des patients porteurs de polyarthrite rhumatoïde 

(PR) , SLE, sclérodermie, connectivite mixte, thyroïdite d'Hashimoto, cirrhose biliaire 

primitive ou hépatite auto-immune chronique développent un syndrome de Sjögren. 

Le diagnostic reste difficile et repose sur des critères subjectifs et objectifs 

correspondant à l'atteinte des yeux, de la bouche et des glandes salivaires, d’un 

examen histologique des glandes salivaires ainsi que la présence des autoanticorps 

spécifiques. Pour faciliter la prise en charge des patients, des critères de classification 

ont été mis en place selon les symptômes. En 2002, le groupe de consensus 

américano-européen ou AECG (American European Consensus Group) a développé 

et validé des critères pour classifier les patients et permettre aux médecins de poser 

leur diagnostic comme montré dans le tableau ci-après (Vitali et al., 2002). Le 

diagnostic de SSp est basé sur la présence de 4 critères sur 6 avec présence 

obligatoire du critère 5 ou de critère 6, ou la présence de 3 des 4 critères objectifs 

(critère 3 à 6). En 2016, une révision de ces critères a été effectuée sous l’égide de 

l’ACR (American College of Rheumatology) et de l’EULAR (European League Against 

Rheumatism) (Shiboski et al., 2017). Dans l’ensemble, les critères AECG 2002 et 

ACR/EULAR 2016 se ressemblent beaucoup en prenant en compte comme critères 

l’atteinte des glandes oculaires et salivaires ainsi que la présence d’autoanticorps (Le 

Goff et al., 2017). L’importante différence entre les critères ACR/EULAR 2016 et AECG 

2002 est que les individus qui sont positifs pour les anti-La/SSB mais négatifs pour les 
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anti-Ro/SSA ne seront plus diagnostiqués avec SSp à moins d'avoir une biopsie 

positive. Des discussions de groupes d'experts et une étude de Baer et al. montrant 

que la présence sérologique d'anti-La/SSB sans anti-Ro/SSA n’est pas 

significativement associée aux caractéristiques phénotypiques du SSp (Baer et al., 

2015). Il est à noter que les critères d’entrée ont été élargis avec ACR/EULAR 2016, 

prenant en compte l’existence d’atteinte systémique définie par un score ESSDAI non 

nul. En plus, les critères d’exclusion ont également été améliorés avec la prise en 

compte du syndrome hyper IgG4, une définition plus restrictive de l’infection par le 

virus de l’hépatite C, et la disparition du lymphome préexistant (Nocturne, 2019) 

 

Tableau 2 : Critères de classifications du syndrome de Sjögren ACR/EULAR 

2016 (Shiboski et al., 2017). 

 

 

POIDS 

1.Symptômes oculaires 

 Glande salivaire labiale avec sialadénite lymphocytaire focale et score de foyer ≥ 1 foyer/4 mm 2 

3 

2. Autoanticorps : 

Présence d’anticorps anti-SS-A (Ro) 

3 

3. Score de coloration oculaire 5 (ou score de van Bijsterveld ≥ 4) dans au moins un œil 1 

4. Test de Schirmer ≤ 5 mm/5 min dans au moins un œil 1 

5. Débit de salive entière non stimulée ≤ 0,1 mL/min 1 

Critères d'exclusion des critères ACR/EULAR  

- antécédents de radiothérapie de la tête et du cou traitement, 

- infection active de l'hépatite C (avec confirmation par PCR), SIDA, sarcoïdose, amylose, maladie du greffon contre l'hôte et 

maladie liée aux IgG4 

Ces critères sont applicables à tout patient présentant au moins un symptôme de sécheresse oculaire ou buccale ou chez qui il 

existe une suspicion de syndrome de Sjögren (SS) selon l'ESSDAI (au moins un domaine avec un item positif). 
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1.4.2 Scores d’activité   

 

-L’ESSDAI (EULAR Sjogren's Syndrome Disease activity Index) est un score d’activité 

systémique basé sur l’évaluation par le clinicien de 12 domaines. Chacun de ces 

domaines est pondéré et côté selon le niveau d’activité (absence, activité faible, 

modérée ou élevée). Un score ≥ 5 définit une maladie active (Seror et al., 2010). 

-L’ESSPRI (EULAR Sjögren's Syndrome Patient reported Index) est un score 

permettant l’évaluation des symptômes (sécheresse, fatigue, douleurs). Il correspond 

à la moyenne de l’évaluation par le patient (EVA) des trois symptômes du SSp : 

douleur, sécheresse et fatigue (Seror et al., 2011). 

 

Comme pour la majorité des maladies auto-immunes, il n’y a pas de traitement 

immunomodulateur spécifique jusqu’à présent dont l’efficacité a été prouvée. Le 

traitement est habituellement symptomatique visant à atténuer le syndrome sec. Une 

étude clinique randomisée a montré l’efficacité de deux médicaments pour le 

traitement de la sécheresse oculaire et buccale : pilocarpine hydrochloride et 

cevimeline hydrochloride. Pour le traitement des douleurs, des antalgiques peuvent 

être administrés aux patients. Aujourd’hui, l’émergence des thérapies biologiques 

donne espoir pour le traitement de cette maladie. Par exemple, le rituximab, un 

anticorps monoclonal anti CD20 qui cible les LB, a été évalué dans 4 essais cliniques 

mais avec des résultats discordants. Récemment, des études de phase 2 évaluant des 

molécules innovantes modulant l’activation des LB se sont révélées positives pour la 

première fois citant l’ianalumab (VAY736), anticorps monoclonal monoclonal bloquant 

les récepteurs de BAFF (Dörner et al., 2019) et l’iscalimab (CFZ533), un anticorps 

monoclonal anti-CD40 (Fisher et al., 2020). Cependant ils nécessitent une validation 

au cours d’essais cliniques de phase 3. Les essais cliniques restent pour le moment 

difficiles à mener du fait de la complexité de la maladie : une amélioration des critères 

cliniques en même temps que les symptômes restent un objectif difficile à atteindre 

(Mariette and Criswell, 2018). 
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1.4.3 Epidémiologie du SSp 

 

Le syndrome de Sjögren primitif a une prévalence de 0.3 à 1 par 1000 personnes  (Qin 

et al., 2015) (Maciel et al., 2017) (Cornec and Chiche, 2015). La maladie est plus 

fréquente chez la femme adulte ; elle touche 9 femmes pour 1 homme. L’âge moyen 

de développement de la maladie est de 40-50 ans (Mariette and Criswell, 2018).  

1.4.4 Physiopathologie du SSp  

La physiopathologie de la maladie reste jusqu’à aujourd’hui incomplètement élucidée 

avec des preuves de l’implication des acteurs du système immunitaire inné, adaptatif 

mais aussi des facteurs génétiques qui conduisent à la dérégulation du système 

immunitaire et à la rupture de la tolérance. Dans ce volet, je vais citer les études sur 

les modèles murins ainsi les études translationnelles qui ont permis d’identifier les 

facteurs impliqués, notamment la présence d’une signature IFN de type I et II, une 

hyperactivation des LB, activation des TH1, TH17 mais aussi l’implication des cellules 

épithéliales (Negrini et al., 2021). Tous ces facteurs impliqués rendent la 

schématisation du scénario pathogénique difficile.  

L’implication de l’immunité innée  

En 2005 Bave et al, mettent en évidence la présence d’une signature IFN, en montrant 

la présence des cellules produisant IFN‑α dans les glandes salivaires des patients SSp 

(Båve et al., 2005). Ils proposent également une interaction entre le système IFN et 

l’activation des LB ; en effet le sérum des patients contenant des anticorps anti-SSA 

ou SSB induit plus la production d’IFN‑α. Cette signature IFN a été validée chez les 

patients avec SSp par des études transcriptomiques (Gottenberg et al., 2006). La 

production d’autoanticorps chez les patients SSp est corrélée à la production d’IFN et 

aux gènes induits par le système interféron (Emamian et al., 2009).  

Comment ce système s’active-t-il ? Une des hypothèses est l’implication des facteurs 

environnementaux notamment les infections par des virus. Cette hypothèse a été 

illustrée par une étude sur des souris C57Bl/6-lpr/lpr génétiquement prédisposées à 

faire une MAI systémique, qui après avoir été infectées par le cytomégalovirus (CMV), 

ont développé une atteinte salivaire proche du SSp (Fleck et al., 1998). En outre, la 

présence de l'EBV a été trouvée dans les glandes lacrymales et salivaires des patients 
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(Wen et al., 1996). Une infection par l'EBV (Epstein–Barr virus) semble induire une 

signalisation du récepteur Toll-like 3 (TLR3), capteur de l'ARN double brin (ARNdb) 

viral et induire également la voie d'IFN de type I et les cytokines pro-inflammatoires 

(Iwakiri et al., 2009). De façon remarquable, une infection par EBV semble également 

induire la libération des protéines RO/ SSA et La/SSB - deux autoantigènes de SSp - 

suite à la mort des cellules épithéliales. En outre, une signalisation TLR semble induire 

la voie interféron dans le SSp. Les Toll-like receptors (TLRs) sont des protéines 

transmembranaires impliquées dans l’immunité innée, grâce à leur capacité à 

reconnaître des motifs moléculaires appelés Pathogen-Associated Molecular Patterns 

(PAMPs), d’origines principalement bactériennes, virales ou parasitaires. Deshmukh 

et al en 2009, mettent en évidence les effets in vivo de l'engagement de TLR3 sur la 

fonction de la glande salivaire. Dans un modèle murin, un traitement par le poly (I:C) 

(qui active les réponses immunitaires innées par l'engagement de TLR3) entraîne la 

production de cytokines inflammatoires dans la glandes salivaires et une perte 

significative de la fonction glandulaire caractéristique du SSp. Ces études suggèrent 

le rôle joué par les TLRs dans la physiopathologie et une éventuelle implication d’une 

infection virale probablement au stade préclinique de la maladie.  A l’exception du virus 

de l’hépatite C, qui est capable exceptionnellement d’induire un SSp clinique, 

biologique et histologique, ce qui a conduit à l’exclure des critères de classification du 

SSp (Ramos-Casals et al., 2001), aucune association entre une infection virale et le 

développement de la maladie n'a pu être confirmée. D’autres hypothèses 

physiopathologiques avancées proposent un possible mimétisme moléculaire entre 

certaines protéines virales et un autoantigène présent dans les cellules exocrines 

(Vitali, 2011). 

Une dérégulation dans l’activation de la voie de NFκB, conséquence probablement 

d’une stimulation de système immunitaire innée, a été remontée par plusieurs études 

suggérant aussi l’implication de cette voie de la réponse immunitaire innée dans le 

développement du SSp. Différentes études montrent qu’une déficience d’un gène 

impliqué dans la régulation de la voie NFκB, IκBα, induit le développement du SSp 

dans un modèle murin, une lignée de souris knock-in avec des modifications dans le 

promoteur IκBα (Peng et al., 2010). Ceci a été appuyé également par une 

hyperactivation de la voie NFκB dans les cellules épithéliales chez des patients atteints 

de SSp (Sisto et al., 2011). En outre, dans une étude GWAS (Li et al., 2017), une 
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association a été montrée entre la maladie et le gène TNIP1 codant pour la protéine 

TNFAIP3-interacting protein 1, impliquée dans la régulation de la voie NFκB. Ces 

études soutiennent fortement l’idée du rôle que joue l’immunité innée dans la 

physiopathologie de SSp. 

Rôle des cellules épithéliales  

Le SSp est caractérisé par une destruction des cellules épithéliales suite à une hyper 

activation du système immunitaire. Alors que leurs rôles se résumaient à être des 

spectateurs innocents dans la maladie, de plus en plus de preuves suggèrent le rôle 

plus actif qu’elles peuvent y jouer. Les cellules épithéliales jouent un double rôle en 

étant les cibles mais aussi probablement les déclencheurs. En 1er lieu, ces cellules 

sont capables d’interagir avec des molécules de costimulation, exprimées par les LT 

telles que le CD86 (Kapsogeorgou et al., 2001). Une fois stimulées, les cellules 

épithéliales des glandes salivaires libèrent des cytokines telles que BAFF et IL-21, 

favorisant ainsi le développement des TFH et LB (Ittah et al., 2006) (Gong et al., 2014). 

En exprimant aussi des chimiokines comme CXCL12/ CXCL13 (Amft et al., 2001), 

elles sont capables de favoriser l'infiltration des leucocytes. Plus important, 

l’expression des complexes ribonucléoprotéiques Ro/SSA et La/SSB, autoantigènes 

de SSp suite à l’apoptose des cellules épithéliales pourrait également être une 

caractéristique de ces cellules dans le SSp (van Venrooij and Pruijn, 1995).  

Implication des Lymphocytes T et l’immunité adaptative  

Le rôle des LT a été attribué en raison de leur prédominance dans les glandes 

exocrines et par la suggestion de l’importance de la présentation des autoantigènes 

dans la pathogenèse. Les 1er études GWAS viennent renforcer le rôle des LT, en 

montrant une association entre les allèles du CMH de classe II et le SSp 

particulièrement HLA-DRA, HLA-DQA1 and HLA-DQB1(Cruz-Tapias et al., 2012) (Ice 

et al., 2012). De façon remarquable, cette association semble être liée exclusivement 

à la production des autoanticorps anti-SSA et anti-SSB chez les patients SSp 

(Gottenberg et al., 2003). Ceci suggère éventuellement l'induction des plasmocytes 

producteurs d'autoanticorps par les LT auto-réactifs. Une augmentation des cytokines 

pro inflammatoire produites par les TH1 comme IFN‑γ et TNF, a été également trouvée 

dans le SSp suggérant ainsi une polarisation vers TH1 (Kolkowski et al., 1999). 

D’autres preuves de cette polarisation ont été démontrées par la surexpression de 
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l’IL12 chez des souris, une cytokine induisant l’IFN‑γ et jouant un rôle important la 

polarisation des TH1. Cette surexpression entraîne le développement des anomalies 

bronchiques et alvéolaires similaires à celles observées dans les poumons des 

patients atteints de SSp (McGrath-Morrow et al., 2006). L’association de SSp avec le 

polymorphisme dans les allèles STAT4 et IL12 trouvée dans des études GWAS, 

appuie encore l’hypothèse de l’implication des TH1 (Lessard et al., 2013). Il est à noter 

que STAT4 (Signal transducer and activator of transcription 4) est un facteur de 

transcription principalement activé par l’IL12, qui favorise la sécrétion d'interféron (IFN) 

de type 2 par les TH1. Un polymorphisme de STAT4 a été rapporté comme un facteur 

de risque du développement du SSp, avec également une corrélation entre le niveau 

d'ARNm codant pour STAT4α chez les patients atteints de SSp et l'expression de 

EIF2AK2 (codant pour PKR), IFITM1 et MX1,12 qui sont des gènes induits par la 

signalisation de l'IFN de type I (Gestermann et al., 2010) suggérant ainsi l’implication 

de la voie d’interféron de type 1 et 2. 

D'autres sous-populations de LT ont été identifiées dans le SSp, y compris les cellules 

TH17 et les TFH. Le Taux de IL17 a été trouvé augmenté dans le sérum et les glandes 

salivaires des patients SSp par rapport aux sujets sains (Katsifis et al., 2009). Bien 

qu'aucune corrélation claire n’ait été établie entre l'augmentation de l'activité des 

cellules TH17 et les symptômes de la maladie, plusieurs études sur des patients ou 

modèles murins (Lin et al., 2015) ont montré la présence des TH17 chez les patients 

SSp. Le rôle exact des TH17 dans la pathogenèse du SSp reste flou, peut-être en 

raison de la plasticité des TH17 (Verstappen et al., 2018). La différenciation des TH17 

et Treg est réciproque : l'augmentation de la fréquence des cellules TH17 (cellules pro-

inflammatoires) s'accompagne souvent d'une diminution de la fréquence des cellules 

Treg (qui ont un effet antagoniste). Un équilibre entre TH17 et Treg semble être 

perturbé dans plusieurs maladies auto-immunes (Noack and Miossec, 2014). Une 

augmentation de la fréquence des Treg a été montrée dans des glandes salivaires et 

dans le sang des patients SSp, en particulier chez les patients présentant une forte 

activité de la maladie (ESSDAI > 5) (Verstappen et al., 2017).  Les études sur les Treg 

restent aussi contradictoires, ce qui pourrait être expliqué par les différentes stratégies 

utilisées pour les définir. Toutes ces études montrent une implication des LT dans le 

développement du SSp, directement par la mise en place d’un état inflammatoire mais 

également en agissant sur l'hyperactivation des LB.   
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1.5 IMPLICATION DES LB DANS LE SSp 

Les LB sont au cœur de la physiopathologie du SSp notamment par la sécrétion 

des autoanticorps, mais pas seulement… Aujourd'hui, nous savons qu’ils jouent 

d'autres rôles impliquant la production des cytokines ou encore la présentation de 

l’autoantigène aux LT. Le rôle de BAFF dans l’implication des LB au cours du SSp est 

majeur, puisque la souris transgénique pour BAFF développe une maladie semblable 

initialement au lupus érythémateux systémique puis semblable au SSp (Mackay et al., 

1999). Ce processus auto-immun résulte d’une altération de la tolérance au soi des 

LB et s’avère être indépendant des LT. L'hyperactivité des LB (Kroese et al., 2014) et 

les anomalies biologiques qui en résultent sont une caractéristique du SSp. Ces 

anomalies sont caractérisées par une hyper-gammaglobulinémie, un taux élevé des 

chaînes légères libres et de la b2-microglobuline, des anticorps anti-SSA et anti-SSB 

ainsi qu’une distribution anormale des LB matures dans le sang périphérique (Mielle 

et al., 2019). 

 

1.5.1 Les sous populations des LB dans le SSp  

Chez les patients atteints de SSp, une altération de la distribution des sous 

populations de LB a été observée. Ces anomalies ne sont trouvées que chez patients 

avec SSp par rapport aux patients atteints de la polyarthrite rhumatoïde ou du lupus 

érythémateux disséminés ou aux sujets normaux. Aujourd’hui ce profil phénotypique 

ou « signature lymphocytaire » qui semble être bien particulier au SSp, pourrait être 

utile comme marqueur diagnostique (Cornec et al., 2014) (Binard et al., 2009). 

 

1.5.1.1 Au niveau sanguin 

Comme évoqué dans le chapitre de différenciation des LBs, à la sortie de la moelle 

osseuse, les LB transitionnels peuvent emprunter deux chemins de différenciation, en 

LB de zone marginale (T-indépendant) ou LB naïfs vers le centre germinatif (T-

dépendant). En se basant sur l’expression de l’IgD ainsi que le CD38, on peut définir 

les Bm2 (IgD+CD38+) : des LB naïfs sélectionnés après leur passage dans la zone 

riche en LT d’un organe lymphoïde secondaire, ainsi que des Bm2’ (IgD+CD38+) : 
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cellules fondatrices de centres germinatifs ayant rencontré une cellule dendritique et 

des LT spécifiques de leur antigène (Bohnhorst et al., 2001) . Ces sous-populations 

matures spécifiques des organes lymphoïdes secondaires sont détectées dans le sang 

périphérique ce qui suggère qu’elles rejoignent la circulation. Chez les patients atteints 

de SSp, une augmentation de ces deux populations a été décrite dans plusieurs études 

(Bohnhorst et al., 2001) (Hansen et al., 2004). Une autre anomalie observée chez les 

patients est la nette diminution des LB mémoires CD27+ dans la circulation (LBm5). 

L’augmentation des LB mémoires dans les glandes salivaires laisse penser à la 

migration de celle-ci vers les organes, ce qui expliquerait leur diminution dans la 

circulation (Hansen et al., 2002). L’autre hypothèse, serait une différenciation 

aberrante en plasmocytes, suggérée par l’augmentation de CD27 solubles dans le 

sérum des patients également corrélée avec le taux l’IgG (Bohnhorst et al., 2002). Une 

étude phénotypique utilisant la technologie CyTOF, sur une cohorte de 49 patients et 

45 sujets sains, a permis de bien montrer l’implication des LB mémoires mais aussi 

des PB dans le SSp. Dans le sang périphérique des patients, ils reportent une 

diminution des LB mémoires, des LT CD4+, et des cellules dendritiques 

plasmacytoïdes (pDC) mais une augmentation de PB. Dans les glandes salivaires, les 

LB et PB sont trouvés augmentés (Mingueneau et al., 2016). De façon remarquable, 

le taux élevé des PB dans le sang et les glandes salivaires est trouvé corrélé avec le 

taux d’IgG dans le sérum, l’activité de la maladie ainsi que la présence d’autoanticorps 

chez les patients. Dans cette étude, une fraction des plasmocytes CD38+ CD27+ sont 

négatifs pour le corécepteur CD19, un phénotype spécifique aux plasmocytes à longue 

durée de vie, suggérant ainsi que la production des anticorps anti-SSA et anti-SSB 

pourrait dériver de ces cellules. 

Une autre population serait impliquée dans la pathogenèse du SSp : les MZB. Une 

déplétion de ces cellules dans des modèles murins (souris transgéniques IL14aTG 

croisées avec des C57BL/6.CD19Cre.RBP-J−/−,pour éliminer les MZB), permet 

l’amélioration des manifestations salivaires empêchant ainsi la production des 

autoanticorps chez ces souris (Shen et al., 2016). En 2006, notre équipe a pu mettre 

en évidence une infiltration lymphocytaire dans les glandes salivaires, notamment des 

T2 et MZB (Daridon et al., 2006). Contrairement à la souris, chez l’homme aucune 

étude n’a pu mettre en évidence l’implication directe de ces cellules. Cependant le 

développement de lymphome associée au Syndrome de Sjogren dans les MALT, 
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organe où réside des MZB, laisse penser à l’implication de cette sous-population dans 

la pathogenèse (Nocturne and Mariette, 2015). 

Des LB avec fonction immunosuppressive, les LB régulateurs (LBreg), semblent 

également être impliqués dans l’auto-immunité (Fillatreau et al., 2002). Les LBreg, 

utilisent différents mécanismes immunosuppresseurs tels que la production d’IL-10, de 

granzyme B (GZMB) et de TGF-β pour réguler d’autres cellules immunitaires. Ils vont 

généralement réguler négativement la prolifération des LT pro-inflammatoire TH1 et 

TH17 et induire la prolifération des Treg. Bien qu’un phénotype bien précis de ces 

LBreg n’ait pas été établi jusqu’à aujourd’hui, leur découverte a suscité l'intérêt pour 

un potentiel lien avec les LB transitionnels en raison de similitudes phénotypiques et 

fonctionnelles. Récemment plusieurs études ont montré le rôle régulateur des LB 

transitionnels CD24hi CD38hi   (Blair et al., 2010) mais la fonction de ces LB semble 

être altéré en auto-immunité. Chez les patients avec SSp, les LB transitionnels 

CD24hiCD38hi sont augmentés par rapport aux sujets sains. La caractérisation des 

sous-ensembles de cette population, reporte que les LB CD38hi CD24hi CD27+  et les 

T2 définis par CD24hi CD38hi CD19+ CD10+ CD21+CD5low après stimulation avec CpG 

étaient capables de produire de l'IL10 ainsi que réduire la sécrétion de l’IFNγ et du 

TNFα  (Simon et al., 2016). 

En physiologie, les pDC induisent la production d'IL10 par les LBreg et le contrôle des 

PB par l’IFNα, en retour les LBreg contrôlent la production de l’IFNα. Au cours du SLE, 

ce système de régulation est altéré : dû à une exposition chronique d’IFN, les pDC 

sont hyperactives entraînant ainsi l’activation des PB, leur expansion et la production 

des autoanticorps. Cependant, les pDC sont incapables d’induire la production d’IL10 

par les LBreg (Candando et al., 2014). Cette fonction régulatrice n’est certainement 

pas associée qu’aux LB producteurs d’IL10. Récemment, des études ont montré le 

rôle régulateur qui peut jouer la cytokine IL35. Dans deux études sur des modèles 

murins, des LB induits par l’IL35, in vivo, se différencient en LB régulateurs et sécrètent 

de l’IL10 et IL35 à leur tour. Ainsi ces LBreg IL35+ en inhibant la prolifération des TH1 

et TH17, permettent la réduction de l’inflammation ainsi qu'une protection (Wang et al., 

2014). Donc les LB IL35+ semblent avoir un rôle protecteur dans le contexte d’auto-

immunité chez des souris (Shen et al., 2014). Récemment, une dérégulation de la 

balance anti- inflammatoire IL35 et pro-inflammatoire IL12 a été décrite au cours du 

SSp. Le taux de l’IL35 dans le sérum est trouvé diminué chez les patients avec SSp 



46 
 

par rapport à l’IL12, qui est augmenté. De plus, l’augmentation du taux de l’IL35 semble 

être corrélée avec une activité réduite de la maladie (Fogel et al., 2018). Une étude 

plus approfondie des fonctions des LB régulateurs dans le SSp est nécessaire. 

Finalement, en plus des anomalies quantitatives des sous-populations des LB, il existe 

également des anomalies qualitatives des LB circulants. Le CD19 ou CD21 sont deux 

corécepteurs nécessaires pour moduler (abaisser l’affinité du BCR à l’antigène). De 

façon remarquable, l'expression de CD19 est fortement augmentée à la surface des 

sous-populations Bm2/Bm2 chez les patients avec SSp (d’Arbonneau et al., 2006). 

Une autre étude a mis en évidence aussi l’augmentation d’une population de LB CD21-

/low autoréactive présentant une anergie fonctionnelle chez les patients de SSp  

(Saadoun et al., 2013). Ceci suggère une augmentation de la possibilité de reconnaître 

plus facilement les autoantigènes par ces cellules mais aussi un scénario 

d’échappement à la tolérance. 

 

1.5.1.2 Au niveau des glandes salivaires   

L’infiltration des LB au seins des glandes salivaires est une caractéristique essentielle 

de la SSp, favorisée par une interaction entre les cellules épithéliales et les LB via 3 

grands mécanismes : i) Une aberration de la production de CXCL13 par les cellules 

épithéliales qui favorise la migration des LB vers les glandes salivaires (Amft et al., 

2001) ii) une activation de ces LB suite à la surexpression de BAFF par ces mêmes 

cellules épithéliales ; iii) un relargage des autoantigènes par les cellules épithéliales 

ainsi qu’une surexpression de CD40, qui crée un terrain favorable pour une activation 

chronique des LB et la production des anticorps (Campos et al., 2016). L’ensemble de 

ces mécanismes entraînerait une formation des centres germinatifs ectopiques (Mielle 

et al., 2019). Les structures de ces centre germinatifs partagent des caractéristiques 

morphologiques avec les centres germinatifs classiques et participent à 

l'hypermutation somatique, l'édition du BCR et la commutation de classe des 

immunoglobulines. Ces structures sont trouvées dans 10 à 30 % des glandes 

salivaires des patients avec SSp (Risselada et al., 2013). Par ailleurs, des LB « MZB-

like » et LB T2 sont également augmentées dans les glandes salivaires chez les 

patients atteints de SSp (Daridon et al., 2006). Le maintien de ces structures est 

favorisé par 3 facteurs différents des centres germinatifs classiques. On cite l’axe de 
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CXCL13 et son récepteur CCR5 qui sont directement impliqués dans l'organisation du 

tissu lymphoïde réactif ectopique dans les glandes salivaires des patients de SSp 

(Barone et al., 2008). Une augmentation du taux de l’IL21 dans le sérum et les glandes 

salivaires des patients favorise aussi l’idée de l’implication des TFH  (Kang et al., 2011). 

Ces cellules jouent un rôle important dans la différenciation et la production des 

anticorps par les LB dans les centres germinatifs (Ma et al., 2012).  Un taux élevé de 

TFH est trouvé associé avec l'activité de la maladie ainsi qu’avec les taux d’anticorps 

IgG sériques chez des patients avec SSp avec des manifestations extraglandulaires 

(Szabo et al., 2013). 

Pour finir, la présence d’une niche de plasmablasts / plasmocytes dans les glandes 

salivaires des SSp est aussi une caractéristique des patients. En effet, les 

plasmocytes, chez les sujets sains, se retrouvent dans la moelle osseuse où ils 

reçoivent des signaux de survie (CXCL12, IL-6). De façon intéressante, une 

expression excessive de CXCL12 et IL6 est trouvée dans les glandes salivaires des 

patients SSp avec un score focus élevé, associé à une infiltration des plasmocytes 

CD138+ (Szyszko et al., 2011). 

 

1.5.2 Activation des LB   

L’activation des LB nécessite un signal BCR et un deuxième signal de co-activation. 

Cette activation semble être altérée dans le SSp par également la surexpression de 

CD19 (d’Arbonneau et al., 2006), des TLR ainsi qu’une surexpression de BAFF que 

nous détaillerons par la suite. Un taux élevé de CD40L soluble (Goules et al., 2006) et 

du corécepteur CD72 chez les patients a été également trouvé par rapport aux sujets 

sains (Smith et al., 2004). 

BAFF : membre de la famille TNF, permet la prolifération et la maturation des 

LB. Il est produit à la suite de l’activation de l’immunité innée et favorise ainsi 

l’activation des LB, jouant ainsi un rôle médiateur entre l'immunité innée et l'auto-

immunité effectué par le système immunitaire adaptatif. Comme évoqué plus haut, sa 

surexpression chez des souris transgéniques (Souris BAFF-tg) favorise le 

développement d’un lupus et des manifestations cliniques (sialadénite) 

caractéristiques du SSp (Mackay et al., 1999). Ces souris ont également plus de risque 
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de développer des lymphomes par rapport aux contrôles (Batten et al., 2004). Depuis, 

plusieurs études ont essayé d’élucider le rôle joué par cette protéine dans la 

physiopathologie ainsi que dans la rupture de la tolérance. Chez des patients atteints 

de SSp, le taux de BAFF est élevé dans le sérum (Daridon et al., 2007a) et les glandes 

salivaires. Ce taux élevé a été montré comme étant corrélé aux taux des autoanticorps 

anti-SSA et anti-SSB (Mariette et al., 2003). La production de cette protéine n’est pas 

exclusive aux monocytes/ macrophages mais elle est également produite par les 

cellules épithéliales, les LT et même les LB. Une stimulation avec IFNα, in vitro, des 

LT, LB, monocytes et cellules épithéliales montre des niveaux d'ARNm de BAFF 

significativement plus élevé chez les patients SSp (Lavie et al., 2008). Une corrélation 

entre le taux de BAFF et la présence d’une signature interféron, illustre bien ce lien 

entre le système innée et adaptatif dans le SSp. L’activation des cellules épithéliales 

par les virus (Ittah et al., 2008) qui induit la production de BAFF par voie d’interféron, 

qui à son tour va activer les LB. Ainsi, en présence d’un taux élevé de BAFF et d’IFN, 

on pourra émettre l’hypothèse que les LB auto-réactifs échappent à l’élimination.    

 

1.5.3 Les autoanticorps  

La majorité (80%) des patients atteints de SSp possèdent des autoanticorps anti-SSA 

et/ou anti-SSB. La présence de ces autoanticorps est associée à une pathologie plus 

sévère. En dehors de leur très probable toxicité directe au niveau du myocarde fœtal, 

ces autoanticorps ne semblent pas posséder de pouvoir pathogène en eux-mêmes  

(Manoussakis et al., 2014). D’autres autoanticorps sont également présents au cours 

du SSp, comme les facteurs rhumatoïdes (RF) et associés aux manifestations extra-

glandulaires. Des autoanticorps contre les récepteurs muscariniques de type M3, 

impliqués dans la production de la salive, semblent jouer un rôle direct dans la 

physiopathologie du SSp en altérant la fonction des salives dans les patients (Chen et 

al., 2016) . Ces autoanticorps sont encore controversés et ne sont actuellement pas 

recherchés en routine dans les laboratoires.  
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Pour conclure, le SSp est une maladie auto-immune complexe et hétérogène avec une 

étiologie multifactorielle. Plusieurs modèles murins, induits ou génétiques, ont été 

utilisés pour comprendre la pathogenèse de SSp humain. Ils ont été un outil très 

puissant pour identifier l’implication de nombreux facteurs essentiels tels qu’une 

éventuelle infection virale, l'hyperréactivité des LB, les auto-anticorps, les LT 

autoréactifs ainsi que l'apoptose des cellules épithéliales (Gao et al., 2020). 

Cependant, aucun modèle de souris n'a pu regrouper toutes les manifestations 

immunologiques et cliniques du syndrome de Sjögren (Figure 5).  
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Figure 5 : Schéma récapitulatif du scénario de la physiopathologie de SSp. 

L’activation de l’immunité innée, par des virus ou autres facteurs, engendre l’activation des cellules épithéliales. 

Une fois activées, ces cellules induisent la production de BAFF par voie de l’interféron, qui à son tour va activer les 

LB. Les cellules dendritiques également activées, vont à leur tour activer les LTh1, qui augmentent la production 

d’IFN. L’augmentation de sécrétion d’IFN, le relargage des autoantigènes par les cellules épithéliales, la sécrétion 

de BAFF excessive ainsi qu’une surexpression de CD40, crée un terrain favorable pour une activation chronique 

des LB et la production des autoanticorps. L’ensemble de ces mécanismes entraînerait une formation des centres 

germinatifs ectopiques. Abréviations : BAFF, B-cell-activating factor ; FDC, cellules Dendritiques folliculaires ; TFH, 

LT folliculaires ; TH1, type 1 T- helper ; IFN : Interferon (Figure créée sur BioRender.com).  
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2. OBJECTIFS DE LA THESE 

 

Les preuves de l’implication des LB dans la physiopathologie du SSp se sont 

multipliées ces dernières années, notamment par la formation des structures 

ectopiques dans les glandes exocrines, la production d'autoanticorps et les anomalies 

de distribution des sous populations des LB. Les LB auto-réactifs contribuent au 

développement du SSp en produisant divers autoanticorps, notamment des 

autoanticorps anti-SSA, mais aussi probablement par la présentation d’antigène et la 

production des cytokines (Daridon et al., 2007b)  (Youinou and Pers, 2011).  

L’hypothèse : les LB auto-réactifs reconnaissant la SSA peuvent être détectés parmi 

les LB circulants, mais échapperaient aux mécanismes de tolérance périphérique et 

seraient capables de se transformer en cellules sécrétant des IgG de haute affinité, 

responsables de la sécrétion des autoanticorps anti-SSA détectés dans le sérum des 

patients.  

La présente étude a pour objectifs d’explorer, pour la première fois, les 

caractéristiques des LB réactifs à la SSA. Les résultats seront présentés en 3 

parties. En premier lieu, un article décrit les caractéristiques phénotypiques des LB 

réactifs à la SSA dans une cohorte de patients atteints de SSp par rapport aux 

contrôles sains (HC). Par la suite, une analyse fonctionnelle et la génération des clones 

SSA+, réalisée au cours de ma mobilité au LUMC-Pays-Bas. Pour terminer, une 

première étude sur la caractéristique transcriptionnelle des LB réactifs à la SSA 

effectuée chez un sujet sain.  
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3. RESULTATS 
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Partie 1: Article 

 

SSA-Reactive B Cells Escape Peripheral Tolerance 

Checkpoints in patients with primary Sjögren’s 

syndrome 

Nedra Chriti, Alice Tison, Emmanuelle Porchet, Nadège Marec, Valérie Devauchelle-

Pensec, Jacques-Olivier Pers, Sophie Hillion, Divi Cornec 
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RÉSUMÉ DE L’ARTICLE EN FRANÇAIS 

Dans cette étude, nous avons effectué une caractérisation phénotypique des LB 

réactifs à la SSA dans une cohorte de patients atteints de SSp par rapport aux 

contrôles sains (HC). Nous avons mis au point une méthode de détection des LB auto-

réactifs circulants, basée sur la spécificité de leur récepteur à l’antigène (BCR) envers 

la SSA. Nous avons testé, par ELISPOT, leur capacité à sécréter des 

immunoglobulines spécifiques de SSA in vitro après stimulation. 

L’étude a inclus 51 patients atteints de SSp et 44 HC. Les patients SSp avaient une 

fréquence plus élevée des LB SSA+ (3,2 % [1 %-7,45 %]) par rapport aux HC (2,5 % 

[0,7 %-5,27 %]), p < 0,05. Nous avons pu montrer que les LB SSA+ triés des sujets 

sains étaient capables de sécréter des IgM in vitro mais pas des immunoglobulines 

IgG anti-SSA. Alors que la proportion des LB SSA+ parmi les LB transitionnels et naïfs 

était similaire chez les patients et les HC, leur proportion dans le compartiment 

mémoire était plus élevée chez les patients SSp. Une étude approfondie des sous 

populations montre une expansion des LB SSA+ dans un sous-ensemble des LB naïfs 

CD19+IgD+CD27-CD21low/-CD11c-SSA+, chez les patients atteints de SSp. Les LB 

SSA+ étaient également enrichis dans un sous-ensemble des LB mémoires non 

commutés IgMlow chez les patients, ainsi que dans les LB mémoires double négatifs 

(IgD-CD27-) et LB mémoires commutés des différents isotypes. 

En conclusion, nous montrons que chez les patients SSp, les LB SSA+ sont enrichis 

dans le compartiment des LB mémoires, suggérant que ces cellules échappent aux 

différents points de contrôle de la tolérance périphérique et se différencient in vivo en 

cellules sécrétrice des autoanticorps anti-SSA en SSp.  

L’article a été soumis dans le journal Arthritis and Rheumatology.  
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Abstract 

 

Background and objectives 

B cells play a central role in primary Sjögren's syndrome (pSS), but little is known about 

the auto-reactive B cells that secrete autoantibodies against the autoantigen SSA. 

Here, we aimed to characterize the circulating SSA-specific B cells (SSA+ B cells), in 

order to better understand the mechanisms leading to the breakdown of self-tolerance 

in patients with pSS.  

 

Patients and Methods 

Using a flow-cytometry-based method, we detected and phenotypically characterized 

SSA+ B cells among peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) collected from 

patient with pSS and from healthy controls (HCs). We tested, by ELISPOT, their ability 

to secrete SSA-specific immunoglobulins in vitro following stimulation. 

 

Results  

We included 51 patients with pSS and 44 HCs. pSS patients had a higher frequency 

of SSA+ B cells (3.2% [1%-7.45%]) compared to HCs (2.5% [0.7%-5.27%]), p<0.05. 

Sorted SSA+ B cells from HCs were able to secrete in vitro IgM but not IgG anti-SSA 

immunoglobulins. While the proportion of SSA+ B cells among transitional and naïve B 

cells were similar in patients and HCs, their proportion within the memory compartment 

was higher in pSS patients. Expansion of a CD19+IgD+CD27-CD21low/-CD11c-SSA+ 

naïve B-cell subset with a downregulated B cell receptor was observed in pSS patients. 

SSA+ B cells were also enriched within the IgMlow unswitched memory B-cell subset in 

patients, as well as in double negative (IgD-CD27-) and switched memory B cells of the 

different isotypes. 

 

Conclusions 

In pSS patients, autoreactive SSA+ B cells maturate and reach the memory 

compartment, suggesting that they escape to the different layers of peripheral 

tolerance checkpoints and differentiate in vivo into anti-SSA antibody-secreting cells. 
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Introduction  

Primary Sjögren’s syndrome (pSS) is a chronic autoimmune disease 

characterized by a lymphocytic infiltration of the salivary and lacrimal glands, leading 

to dryness of the mouth and eyes referred to as sicca symptoms (1). A third of the 

patients also develop systemic complications, such as pulmonary, renal or neurological 

involvement, and 5 to 10% of the patients may develop B-cell lymphoma  (2)  (3). The 

prevalence of pSS ranges from 0.9 to 6 per 1,000 individuals with a female-to-male 

predominance of 9:1 and peak incidence at approximately 50 years of age  (1)  (4) (5).  

Although the pathogenesis of pSS remains unclear, many different factors lead to the 

dysregulation of the immune system and disease occurrence. B cells play a central 

role (6) (7), as suggested notably by the dysregulation of the cytokine BAFF (8). 

Although no drug is currently approved for the disease, different B-cell targeting agents 

are currently evaluated in clinical trials  (1). Anti-Ro/SSA and anti-La/SSB antibodies 

are a hallmark of pSS, that can be detected respectively in 70% and 50% of pSS 

patients (9). 

During B cell development, autoreactive B cells are eliminated by central and 

peripheral tolerance checkpoints. At the peripheral level, they are first selected at 

transitional checkpoint, then at other peripheral checkpoints, including follicular 

exclusion, antigen presentation of follicular dendritic cells, co-stimulation and T cell 

help (described as pre and post germinal center checkpoints)  (10). In normal 

conditions, some autoreactive B cells are able to secrete low-affinity autoantibodies, 

mostly of the IgM isotype, a phenomenon described as natural autoimmunity. 

However, some of them escape central and peripheral B cell tolerance mechanisms in 

patients with autoimmune diseases, as suggested by the increase of the frequencies 

of transitional, mature naïve and memory B cells expressing autoreactive antibodies in 
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patients with pSS or systemic lupus erythematosus, leading to the secretion of high-

affinity autoantibodies of the IgG isotype  (11) (12)  (14). 

On the other hand, a modest self-reactivity could be a positive selection factor 

in normal early B-cell development steps. Transgenic mice models harboring self-

reactive B cells have described that most of autoreactive B cells responses could be 

restrained by functional silencing referred as to clonal anergy. Anergy is characterized 

by an impairment of B cell receptor (BCR) signaling through a broad range of 

mechanisms mainly dependent on the BCR specificity (15) (16). In humans, anergic B 

cells were characterized in the periphery as B cells expressing low amount of BCR 

molecules at their surface and a downregulation of its co-receptor CD21 (17). An 

accumulation of CD21-/low B cells has been reported in patients with pSS (18). These 

CD21low B cell populations were found increased in other conditions of chronic antigen 

stimulation and are usually considered as anergic or exhausted  (14) but other studies 

showed activated populations among these cells in autoimmune diseases such as SLE  

(19).  

Studies of antigen-specific autoreactive B cells showed impairment of central 

and peripheral tolerance in patients with different autoimmune diseases (20)(21). 

Citrullinated peptide-specific B cells display markers of class-switched memory B cells 

in patients with RA  (22) (23). Circulating proteinase 3 (PR3)-specific B-cells in patients 

with PR3-ANCA associated vasculitis (AAV), were also found increased with the 

maturation of B cells suggesting also an impairment of peripheral tolerance 

checkpoints (24). Insulin-binding B cells (IBCs) were reported to be enriched in the 

anergic CD21low B cell compartment and a loss of this compartment was observed in 

patients with type 1 diabetes (T1D)  (25). 
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We therefore hypothesized that autoreactive B cells recognizing SSA can be 

detected among circulating B cells in healthy individuals and patients with pSS. 

However, their maturation process would be restrained in healthy individuals, whereas 

in patients these SSA-specific B cells would escape the mechanisms of peripheral 

tolerance, and would be able to secrete the anti-SSA autoantibodies detectable in the 

serum. The present research explored, for the first time, the phenotype of SSA-reactive 

B cells in a cohort of patients with pSS compared to healthy controls (HCs). We 

observed that B cells reactive to SSA accumulated through B-cell maturation stages in 

pSS patients, suggesting that they escape the peripheral tolerance checkpoints.  
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METHODS 

Patients and controls 

Blood from 51 patients with pSS and 44 HCs was collected. pSS diagnosis was based 

on the ACR/EULAR criteria (3). Patients’ characteristics are shown in Table 1. Patients 

were recruited during routine evaluation within the rheumatology department at the 

University Hospital of Brest. All subjects provided written informed consent, and the 

study was approved by an ethical committee (CPP Sud Ouest et Outre Mer III, ID912, 

n°18.07.30.65537).   

 

Flow-cytometry method to detect circulating auto-reactive B cells 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from patients with pSS and HCs were 

obtained by density-gradient centrifugation. Cells (5.105) were stained in PBS 1% BSA 

with 0.25 µg SSA-biotin (Ro[SSA]-60 ATR02, AROTEC DIAGNOTICS/ Lightning-

Link® Rapid Biotin Type A Labeling Kit; ref 370-0005, adapted from a previously 

described method (24)), and different antibodies (anti-CD19-APC-Alexa Fluor 700, 

anti-CD27-PC7, anti- CD38-PC5.5, anti -CD21 Pacific blue, anti -CD11c PE and anti-

CD24-APC-Alexa Fluor 750, obtained from Beckman Coulter, anti IgM BV650 from 

Biolegend, anti-Human IgD-APC from BD, anti-Human IgG-BV521 from BD on ice for 

15 min, washed 3 times in PBS 1% BSA at 400g, incubated for 15 min with streptavidin-

FITC (BD-554060),  washed in PBS 1% BSA at 400g. For each experiment, unstained 

cells were used as negative control. Fluorescence was measured on a flow cytometer 

Cytoflex S (BecKman Coulter). FACS data were analyzed and graphed using KALUZA 

(Beckman Coulter, Inc., Indianapolis IN) and FlowJo (Ashland, Oregon) softwares.  
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Functional analysis of auto-reactive B cells by ELISPOT 

We measured by ELISPOT the ability of SSA-reactive B cells (SSA+ B cells) to secrete 

in vitro immunoglobulins of different isotypes against SSA, following the manufacturer’s 

instructions (Mabtech, Nacka Strand, Sweden). Briefly, PBMC enriched in B cells from 

HCs were FACS-sorted based on FITC-streptavidin expression to isolate SSA+ B cells 

and the depleted fraction (SSA- B cells). SSA+ B cells and SSA- B cells were cultured 

and stimulated for 24h with 1 μg/ml R848(TLR7/8 agonist) (Mabtech) and 10 ng/ml 

recombinant human (rh)IL-2 (Mabtech). MSIP Multiscreen plates (Millipore) pre-wetted 

with 35% ethanol were coated with 15 μg/ml anti-IgG or anti-IgM in PBS overnight at 

4°C. Blank controls were incubated in PBS only. Coating was followed by incubation 

with blocking buffer solution (RPMI containing 10% FCS) for at least 30 min at room 

temperature (RT). Pre-stimulated cells were then added to the plate with 100μl cell 

suspension/well for an incubation between 18-21h (for a cell concentration of 

10,000cells / well and 30,000 cells / well for anti-SSA+ B cells, anti-SSA- B cells 

respectively). After steps of washing, biotinylated SSA (1μg/ml) was used for detection 

of autoreactive antibodies. Followed with incubation with streptavidin (diluted 1/1000 

in PBS supplemented with 0.5% FCS) conjugated with horseradish peroxidase 

(Mabtech) for 1h at RT and then incubated with 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine 

substrate (Mabtech) for another 25 min at RT for detection of antibodies binding. The 

reaction was stopped by rinsing the plate with tap water and the plate was left to dry in 

darkness. Plates were analyzed with the AID plate Reader (AID GmbH). 

 

Statistical analyses 

All statistical analyses were performed using GraphPad prism software version 8. 

Groups were compared using non-parametric Mann-Whitney test. The data are 
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expressed as the mean of frequency +/- standard deviation or median [interquartile 

range (IQR)]. P values in the figures are indicated as * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 

0.001.  
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pSS HCs 

P 
(N=51) (N = 44) 

Age at study entry (median. [IQR]) 57 [47.5;71] 52 [43;68.75] 0.244 

Sex (male/female). n (%))  6 (11.8) / 45 (88.2) 10 (24.4) / 31 (75.6) 0.03 

Disease duration    

     n < 5 years (%) 14 (28.5) NA  
    5 ≤ n < 10 years (%) 13 (26.5) NA  

    10 ≤ n < 20 years (%) 15 (30.6) NA  
     n ≥ 20 years (%) 7 (14.3) NA   

Laboratory data   
 

Lymphocytes. Giga/L (median. [IQR]) 1.49 [1.2;1.9] 1.9 [1470;2193] 0.012 

CRP. mg/L (median. [IQR]) 1.9 [0.6;3.6] NA  
IgA. g/L (median. [IQR]) 3.12 [2.4;3.7] NA  
IgG. g/L (median. [IQR]) 15.7 [11.3;17.8] NA  
IgM. g/L (median. [IQR]) 1.1 [0.9;1.8] NA  
C4. g/L (median. [IQR]) 0.21 [0.18;0.27] NA  

positive AAN. n (%) 35 (68.6) NA  
positive SSA. n (%) 40 (78.4) NA  
positive SSB. n (%) 16 (31.4) NA  
positive FR. n (%) 25 (49.0) NA   

ESSDAI score   
 

   1 to 5 (mild or moderate) 44 NA  
> 5 (severe) 7 NA   

ESSPRI Score    

<5 21 NA  

≥5 30 NA   

Abnormal MSGB: focus score ≥ 1. n (%) 32 (62.7) NA 
 

 

 

 

 

  

TABLE 1 | Features of patients with primary Sjögren’s syndrome (pSS) and healthy 
controls (HCs). (NA: Not applicable, MSGB: minor salivary gland biopsy) 
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Results 

 

Alteration of circulating B-Cell distribution in pSS patients 

Previous studies have shown an abnormal distribution of circulating B cell 

subsets in pSS patients (26) (27).Using a multiparametric flow cytometry approach, we 

first studied the frequency of primary B-cell subsets in 51 patients with pSS and 44 

HCs. Using our approach, we first segregated total CD19+ B cells into CD38+CD24+ 

mature B cells and CD38hiCD24hi transitional B cells, and CD38+CD24- plasmablasts 

(PB). Mature B cells were further subdivided into 4 populations based on the 

expression of IgD and CD27 (Figure 1a) i) IgD+CD27- naïve B cells, ii) IgD+CD27+ 

unswitched memory (UnSW) B cells, iii) IgD-CD27+ switched memory (SwM) B cells 

and, iv) IgD-CD27- double negative (DN) B Cells. Finally, plasmablasts (PB) were 

defined among CD19+ B cells based on the high expression of CD27 and CD38.     

Our results confirmed the alteration of B-cell subset distribution in pSS patients 

(Figure 1b). pSS patients were characterized by the increase of CD38hiCD24hi 

transitional and IgD+CD27- naïve B cells and the decrease of CD27+ memory B cells 

when compared to HCs (Figure 1c).  
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Figure 1. Circulating B cells in patients with primary Sjögren’s syndrome (pSS) and healthy 

controls (HCs).  a- Gating strategy used to define circulating B cell subsets in peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) from HCs (n=44) and pSS patients (n=51). First, based on CD24 and CD38 

expression, CD19+ cells were divided into transitional (Transi, CD24hiCD38hi) and mature B cells 

(CD24+CD38+). Mature B cells were further classified into four populations: naïve (CD27-IgD+), 

unswitched memory (UnSW, CD27+IgD+), switched memory (SwM, CD27+IgD-), and double negative 

(DN, CD27-IgD-). Plasmablasts (PB, CD27hiCD38hi) were defined based on the expression of CD38 and 

CD27. b- Plots depicting the frequency of CD19+ B cells in pSS patients (blue) and HCs (grey). c- plots 

depicting the frequency CD19+ B-cell subsets in pSS patients (blue) and HCs (grey). Each data point 

represents the frequency in an individual subject; horizontal lines show the median. P values were 

determined by 2‑tailed Mann‑Whitney test. P values in the figure are indicated as *** p < 0.001, 

****p<0,0001, ns: not significant. 
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Autoreactive anti-SSA-positive B cells are found in patients with pSS and HCs 

To characterize B cells specific to SSA, we used a flow cytometry assay based 

on the specificity of the BCR to the SSA autoantigen using a biotinylated SSA antigen 

(adapted from   (24), Figure 2a). As expected, SSA+ B cells were detected in PBMCs 

from pSS patients and HCs (Figure 2b), but pSS patients showed a higher frequency 

of SSA+ B cells (3.2% [1%-7.45%]) compared to HCs (2.5% [0.7%-5.27%]), p<0.05, 

(Figure 2c). Interestingly, SSA+ B cells were increased in the group of patients with 

high levels of anti-SSA antibodies in serum compared to the seronegative group.  

Taken together, these observations suggested an association between the frequency 

of SSA+ B cells and the production of anti-SSA antibodies in pSS patients. No 

significant association was found between the frequency of circulating SSA+ B cells 

and the clinical manifestations in the patients (data not shown). 

 

SSA+ B cells produce anti-SSA antibodies  

We then measured by ELISPOT the ability of SSA+ B cells to produce in vitro 

immunoglobulins of the different isotypes (IgM and IgG) against SSA after stimulation 

(Figure 2d). SSA- B cells secreted both total IgM and IgG whereas SSA+ B cells 

secreted almost exclusively total IgM. Only SSA+ B cells were able to produce SSA 

specific IgM (Figure 2e-f). These results validate the flow cytometry assay for SSA+ B 

cells, and confirmed that our detection method accurately detects circulating SSA-

reactive B cells that are restricted to IgM-producing B cells in HCs. 
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Figure 2: Validation of the flow cytometry assay optimized to detect SSA+ B cells. 

a- Method for identification of SSA-reactive B cells (SSA+ B cells) among CD19+ B 

cells. b- Representative detection of SSA+ B cells in PBMCs from primary Sjögren’s 

syndrome (pSS) patients and healthy controls (HCs). c- Frequency of SSA+ B cells in 

pSS patients (n=51) and HCs (n=44). d- Gating strategy and validation of SSA+ and 

SSA- B cell sorting in HCs. e- Analysis of the capacity of stimulated SSA-reactive B 

cells to produce anti-SSA antibodies by ELISPOT. Total secreting cells have been 

elicited as a positive control. f- Plots presents the spot number of total IgM or anti-SSA-

specific IgM in HCs (n=2).   
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SSA+ B cells are enriched within the memory B-cell compartment in patients 

with pSS  

 

We next analyzed the frequency of SSA+ B cells within B-cell subsets by flow 

cytometry. Gating strategies to identify B-cell subsets are shown in Figure 3a. We 

observed that the proportions of SSA+ B cells among transitional B cells were similar 

between pSS patients and HCs as well as in the transitional compartment T1, T2 and 

T3 (Supplementary Figure 1), suggesting that the central checkpoint and the first 

peripheral checkpoint (i.e. the transitional checkpoint) were not deficient in patients 

with pSS. The percentages of SSA+ among naive B cells in pSS patients was also 

comparable to HCs. On the other hand, SSA+ B cells were enriched among memory B 

cells, i.e. UnSW, SwM and DN “atypical memory B cells” (Figure 3b) suggesting that 

autoreactive B cells were not excluded from the maturation process toward memory B 

cells in patients. However, SSA+ B cells did not show enrichment in the plasmablast 

circulating compartment in pSS compared to HCs. 

The enrichment of SSA+ B cells among memory B cells in patients was 

illustrated by assessing the ratio of the frequency of SSA+ within SwM B cells over the 

frequency of SSA+ within naïve B cells. The median ratio was <1 in HCs but was >1 in 

patients with pSS, illustrating the impairment of peripheral tolerance checkpoint 

(Supplementary Figure 1). Together these results suggested that SSA+ B cells 

accumulated through the maturation process in pSS patients and escaped putative 

peripheral tolerance checkpoints.  
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Figure 3:  Distribution of SSA+ B cells among B-cell subsets. a- Gating strategy 

used for identification of SSA+ B cells among B-cell subsets. b- Percentage of SSA+ B 

cells in each B-cell subset in PBMCs from healthy controls (n= 44) and pSS patients 

(n=51). Each data point represents the frequency in an individual subject; horizontal 

lines show the median. P values were determined by 2‑tailed Mann‑Whitney test. P 

values in the figures are indicated as *** p < 0.001, ****p<0,0001, ns: not significant. 
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Expansion of SSA+ B cells in CD21low Naive B cells 

 

We then undertook studies to characterize more deeply the naïve compartment, 

in order to explore which maturation pathways could be deficient in patients with pSS. 

Based on the expression of CD21 and CD11c, naïve B cells can additionally be 

separated into resting naive (CD11c-CD21+, rNav), activated naïve (CD11c+CD21-, 

aNav)  (28), and the CD21low/- CD11c- population (Figure 4a). CD21low/- CD11c- naïve 

B cells were expanded in patients with pSS, and autoreactive SSA+ B cells were 

increased within this subset in patients compared to HCs (Figure 4b, c). We 

investigated the expression of IgM and IgD within these CD21low/-CD11c- naïve B cells. 

Remarkably, CD21low/-CD11c- naïve B cells expressed low levels of IgD and IgM 

compared to other naïve B-cell subsets in pSS and HCs (Figure 4d), a phenotype 

previously associated with anergy or chronic antigen stimulation (29).  
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Figure 4:  Frequency of SSA+ B cells among naive B-cell subsets in patients with pSS 

and healthy controls (HCs). a- Gating strategy to identify naïve B-cell subsets. Based on the 

expression of CD21 and CD11c, we defined 3 distinct populations: rNav (CD21+CD11c-), aNav 

(CD21-CD11c+), and naïve CD21low/-CD11c-. b- Comparative analysis of the 3 subsets of 

naïve B cells from pSS patients and HCs. c- Comparative analysis of the frequency of SSA+ B 

cells among subsets of naïve B cells in pSS patients and HCs. d- Based on the expression of 

IgM and IgD, we determined IgMlowIgDlow B cells and compared the proportion of these cells 

among naïve compartments in pSS patients and HCs. e-Comparative analysis of IgMlowIgDlow 
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cells among rNav, aNav and naïve CD21low/-CD11c- in pSS patients (n=37) and HCs (n=17). 

Each point represents the frequency in an individual subject; horizontal lines show the median 

value. P values were determined by 2‑tailed Mann‑Whitney test. P values in the figures are 

indicated as *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ****<0,0001, ns = not significant. 

 

 

 

Expansion of autoreactive SSA+ B cells in IgMlow unswitched memory B cells 

 

We next investigated the proportion of SSA+ B cells in UnSW memory B cells 

(Figure 5a). Deeper characterization of this population showed a major increase of a 

fraction of UnSW memory B cells characterized by a downregulation of IgM in pSS 

patients (Figure 5b). Interestingly, the proportion of autoreactive SSA+ B cells was 

significantly increased in the CD27+IgD+IgMlow UnSW memory subset in patients with 

pSS compared to HCs, while their proportion in the CD27+IgD+IgM+ UnSW memory 

subset was similar in patients and controls (Figure 5c). A selective downregulation of 

the IgM BCR on autoreactive B cells has been previously reported (30), supporting our 

hypothesis that these SSA+ UnSW B cells are autoreactive in patients with pSS.   
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Figure 5:  Frequency of SSA+ B cells among UnSW memory subset in pSS patients and 

healthy controls (HCs). a- Gating strategy to identify IgM expression in unswitched (UnSW) 

memory compartment. Based on the expression of IgM, we defined 2 distinct populations: a 

main population of IgM+IgD+CD27+ and a minor population of IgMlow IgD+CD27+ UnSW memory 

B cells. b- Comparative analysis of 2 subpopulations of UnSW memory in pSS patients (n=38) 

and HCs (n=17). c- Comparative analysis of the frequency of SSA+ B cells among the two 

subpopulations of UnSW memory B cells. Each point represents the frequency in an individual 

subject; horizontal lines show the mean. P values were determined by 2‑tailed Mann‑Whitney 
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test. P values in the figures are indicated as *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ****<0,0001 

ns = not significant. 

 

SSA+ B cells are increased in the different subsets of DN B cells in patients 

with pSS 

 

We next investigated the frequency of SSA+ B cells among DN B cells. DN B 

cells were previously fractionated into 3 subsets (DN1 to DN3) based on CD11c and 

CD21 expression (Figure 6a) (28). DN1 (IgD-CD27-CD21+CD11c-) represented the 

majority of DN B cells, and considered generated through the germinal center 

maturation pathway (19). The second population referred to as DN2 (IgD-CD27-CD21-

CD11c+) has been described as precursors of short-lived plasmablasts generated 

through the extra-follicular (EF) pathway. Finally, DN3 (IgD-CD27-CD21low/-CD11c-), a 

population recently described (31) and not yet fully characterized, was suggested close 

to the aNav and DN2 populations. When studying the frequency of each of the DN B-

cell subsets, we found out that the DN3 cells were significantly increased in patients 

with pSS compared to HCs. The proportions of SSA+ B cells were increased in patients 

compared to HCs within the 3 DN subsets, but the most significant enrichment of SSA+ 

B cells was found among the DN2 subset (Figure 6b). DN B cells showed a decrease 

of IgG+ DN accompanied with an increase of IgM+ DN in patients with pSS compared 

to HCs, a finding that was observed similarly within the different DN subsets (DN1 to 

DN3) (Supplementary Figure 3).  
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Figure 6: Frequency of SSA+ B cells among DN B cells in pSS patients and 

healthy controls (HCs). a- Gating strategy to identify DN subsets. Based on the 

expression of CD21 and CD11c, we defined 3 distinct populations: DN1 

(CD21+CD11c), DN2 (CD21-CD11c+) and DN3 (CD21low/-CD11c-).  b- Comparative 

analysis of the proportion of the DN subsets among total DN B cells, and SSA+ B DN 

among DN sub compartment in pSS patients (n=38) and HCs (n=17). Each point 

represents the frequency in an individual subject; horizontal lines show the mean. P 

values were determined by 2‑tailed Mann‑Whitney test. P values in the figures are 

indicated as *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ****<0,0001, ns = not significant. 
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Autoreactive SSA+ B cells are enriched in switched memory B cells in patients 

with pSS  

We finally studied the proportion of SSA+ B cells among SwM according to their 

BCR isotype. We defined IgG+ SwM, IgM+ SwM and IgG-IgM- SwM that are probably 

mostly IgA+ memory B cells (Figure 7a). Their proportions were similar in patients with 

pSS and HCs (Figure 7b). In line with our expectations, we found a high frequency of 

SSA+ B cells among the different isotypes of SwM B cells in pSS patients compared to 

HCs (Figure 7c).  
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Figure 7:  Frequency of SSA+ B cells among switched memory B cells in pSS 

patients and healthy controls (HCs). a- Gating strategy to identify the isotype of 

switched memory (SwM) B cells. Based on the expression of IgM and IgG, we 

determined 3 subsets for SwM: IgM+ SwM (pre-switched), IgG+ SwM, and IgG-IgM- 

SwM. b- Comparative analysis of frequency of each isotype among SwM in pSS and 

HCs. c- Comparative analysis of the frequency of SSA+ B cells among SwM isotypes. 

Each point represents the frequency in an individual subject; horizontal lines show the 

mean. P values were determined by 2‑tailed Mann‑Whitney test. P values in the figures 

are indicated as *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, ****<0,0001, ns = not significant.  
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Discussion  

This study is the first example of ex-vivo identification, isolation and 

characterization of SSA+ B cells in patients with pSS, and sheds new lights on the 

involvement of B cells in the disease processes. 

Using flow cytometry and a multicolor/streptavidin staining approach, we set up 

a new method to identify SSA+ B cells based on the reactivity of their BCR to antigen  

(32), adapted from a strategy we previously developed (24). Specificity of the staining 

was confirmed with the production of anti-SSA antibodies exclusively by the fraction of 

sorted SSA+ B cells, confirming the full recovery of circulating SSA-reactive B cells as 

detected by FACS in HCs. Whether all SSA+ B cells are actually able to secrete anti-

SSA antibodies is still unknown, and further studies are needed to better understand 

the fine specificity of these clones.  

     Our analyses show a remarkable higher circulating levels of SSA+ B cells in pSS 

compared to HCs. These results confirmed an impairment of general tolerance 

checkpoint in pSS as proposed in other autoimmune diseases. The increased levels 

of SSA+ B cells exclusively in the group of patients with detectable anti-SSA antibodies 

in serum compared to the seronegative group, suggest that these SSA+ B cell may 

represent a precursor of autoreactive antibody-secreting cells responsible in vivo for 

the production of anti-SSA antibodies in patients with pSS  (33).  

Next, we sought to determine the stage of B-cell development at which tolerance 

was broken in patients with pSS. In order to indirectly study these tolerance 

checkpoints, we compared the proportion of autoreactive SSA+ B cells at each B-cell 

developmental stage between HCs and patients with pSS. First, to determine whether 

early B-cell tolerance checkpoints are defective, we compared the frequencies of 
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autoreactive SSA+ B cells in new emigrant/transitional and mature naive B cells. 

Contrarily to other antigen-specific B cells in SLE and RA (34)  (33), we detected SSA+ 

B cells at the same level within these subsets in patients and HCs, suggesting no 

abnormal specific mechanisms governing central and transitional checkpoints in pSS 

compared to HCs. 

Autoreactive B cells not eliminated at the transitional checkpoint and reaching 

the naïve B cell stage may be silenced by anergy and be subjected to follicular 

exclusion (35). Anergic B cells among naïve B cells are characterized by the 

downregulation of the co-receptor CD21 (29). Previous studies have reported an 

expansion of CD21low/- B cells in autoimmune diseases including pSS characterized by 

the CD27-CD21low/- phenotype  (18). This phenotype may result from a chronic 

antigenic stimulation by B-cell receptor engagement leading to an eventual reduction 

in signaling capacity and CD21. Subsets of CD21low/- B cells expressing high levels of 

CD11c include also activated populations such as aNav and DN2 that were also found 

expanded in SLE (19).. In the present study, the enrichment of SSA+ B cells among 

CD21low/- B cells and/or in subsets characterized by a down-regulation of the BCR in 

both naïve and UnSW memory compartments suggests that anergy is the major force 

trying to control SSA+ B cells in the naïve compartment and pre-GC checkpoints in 

pSS.  However, this mechanism seems to be eventually insufficient, since autoreactive 

B cells in the patients continue their maturation towards the memory compartments. 

Enrichment of SSA+ cells among mature switched memory B cells and the DN 

compartment highlights an impairment of other peripheral checkpoints in pSS. 

Previous studies demonstrated that continuous antigenic stimulation supported the 

formation of human memory B cells and production of poly- and self-reactive 

antibodies by the action of TFH (36). CD21low/- B cells were demonstrated to have a 
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potent antigen presentation function (37). This supports our hypothesis that anergic 

SSA+ B cells would be eventually able to differentiate into autoantibody secreting cells 

in patients with pSS, due to chronic autoantigen stimulation. Further studies are 

required to investigate activation of anergic B cells and breakdown of tolerance. 

Evidence of activation of CD21low B cells by TLRs for the autoantibody responses have 

been demonstrated in SLE (38). Also, increased level of BAFF described in pSS (39) 

(40)  may also play a role in the activation of these autoreactive B cells showing 

features of anergy. Interestingly, the CD11chiCD21low population was shown to express 

high level of BAFF receptor in SLE (41) . Furthermore, the accumulation of SSA+ B 

cells among DN2 and DN3 B cells, which may represent the progeny of activated naïve 

cells following the extra follicular pathway, also suggests that SSA+ B cells may adopt 

both cell fates (follicular and extra-follicular) in patients with pSS. Other studies 

demonstrated that a predominance of the extra follicular response was found in other 

autoantibody-secreting cells such as rheumatoid factor or anti-DNA antibody (42)   

(43). Absence of enrichment of SSA+ B cells in the circulating plasmablast 

compartment in pSS patients could be explained by the migration of these cells to the 

salivary glands as previously reported  (44). 

Taken together, these results suggest that, in vivo in patients with pSS, 

autoreactive SSA+ B cells can follow the process of differentiation to become antibody-

secreting cells by an insufficient anergy mechanism following extra follicular and 

germinal center pathways. 

Patients with pSS are characterized by an infiltration of B cells and memory B 

cells in salivary glands, where they can form ectopic germinal centers in (45) (46) (47) 

which the abnormal selection of autoreactive B cells may happen and that have been 

associated with the development of lymphoma. The major limitation of the present 
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study is that we studied only circulating B cells, which constitute an indirect 

representation of the autoimmune process. The study of autoreactive B cells within the 

target tissue of the disease may allow further understanding of the disease 

pathophysiology. Deeper investigation of the SSA+ B cells at the single-cell level may 

also provide new insights into autoreactive B-cell differentiation and refine the 

landscape of B cells in autoimmune diseases. 

Altogether, we provide here the first, detailed characterization of autoreactive 

SSA-specific B cells in patients with pSS. Overall, our results demonstrate a 

remarkable expansion of SSA+ B cells among mature antigen experienced B cells in 

patients with pSS, which highlights the impairment of the peripheral tolerance 

checkpoints in patients with pSS.  
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SUPPLEMENTARY FIGURES 

 
 
Supplementary Figure 1: Distribution of SSA+ B cells among transitional B cell 

subsets.  a- Gating strategy used for identification of transitional CD27- B cells and 

subsets T1/T2/T3 among B cell subsets, based on the expression of IgD and IgM, we 

defined T1 (IgM+ IgD-), T2 (IgM+ IgD+), T3 (IgM- IgD+). b- Comparative analysis of 

frequency of each isotype among transitional CD27- B cells in pSS patients and HCs. 

c- Comparative analysis of the frequency of SSA+ B cells among each subpopulation.  

P values in the figure are indicated as *p < 0.05 ** p < 0.01, ns=not significant. 
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Supplementary Figure 2: Enrichment of SSA+ among switched memory B cells 

(SwM). The Ratio SSA+ B cells among SwM / SSA+ among naïve B cells in primary 

Sjögren’s syndrome (pSS) (n= 51) and healthy controls (HCs) (n=44) are shown. P 

value was determined by 2‑tailed Mann‑Whitney test. P value in the figure is indicated 

as *p < 0.05. 
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Supplementary Figure 3: DN B cell isotype subsets in primary Sjögren’s 

syndrome (pSS) patients and healthy controls (HCs). a- Representative contour 

plots from a pSS patient to identify DN isotype sub-compartments. Based on the 

expression of IgM and IgG, we determine 3 isotypes for DN: CD27-IgG+ DN, CD27-

IgM+ and CD27-IgG-IgM- . b- Comparative analysis of the three subsets and the 

frequency of SSA+ B cells in pSS and HC are shown. c- characterization of isotypes in 

each of DN subset (DN1 to DN3). Each data point represents the frequency in an 

individual subject; horizontal lines show the mean. P values were determined by 2‑

tailed Mann‑Whitney test. P values in the figures are indicated as *p < 0.05, ** p < 0.01, 

*** p < 0.001, ****<0,0001 ns = not significant. 
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Partie 2 : Analyses fonctionnelles des 

LB réactifs à la SSA 
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1. OBJECTIFS 

 

  

Afin d’étudier les LB SSA+ dans le SSp, nous avons donc développé une méthode de 

cytométrie en flux pour pouvoir les détecter dans la circulation et les isoler. La 

population LB SSA+ a été évaluée dans le volet précédemment de notre article sur le 

plan phénotypique. Une validation de la méthode a été effectuée par ELISPOT, en 

évaluant la sécrétion des anticorps anti-SSA à partir d’une population de LB SSA+ 

triés. La limite d’un ELISPOT est que nous évaluons une population de cellules, nous 

fournissant donc des données sur la population dans son ensemble.  

Pendant 3 mois de mobilité à LEIDEN dans l’équipe du Professeur Rene Toes, j’ai eu 

l’opportunité d’effectuer une autre partie de mon projet complémentaire à la partie 

ELISPOT, dont le but était de  

- Valider la spécificité de la méthode de détection des LB SSA+ par cytométrie 

en flux en complémentarité avec la partie ELISPOT.  

- Générer des clones de LB auto-réactifs spécifiques de la SSA en ex vivo, 

capables de produire des autoanticorps anti-SSA 

- Générer des anticorps monoclonaux de SSA pour pouvoir étudier d’avantage 

ces anticorps.  

Cependant le projet n’a pu aboutir jusqu’à la construction des anticorps monoclonaux. 
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2. MATERIEL ET METHODE  

 

2.1- Sujets humains et isolation des PBMCs  

 

Cette étude a été effectuée sur un totale de 7 échantillons de sang périphérique 

prélevés à partir de trois sujets sains, inclus au Centre médical universitaire de Leiden 

(LUMC). Quatre échantillons de PBMCs cryopreservés collectés à partir de 3 patients 

atteints du SSp et un sujet sain, qui ont été expédiés de Brest. Le diagnostic des 

patients SSp était basé sur les critères EULAR. Les patients ont été recrutés lors de 

consultations multidisciplinaires au sein du service de rhumatologie du CHU de Brest. 

Tous les sujets ont fourni un consentement éclairé écrit.  

 

2.2- Isolation et culture des cellules  

 

Les cellules sont obtenues à partir des PBMCs, frais ou cryopreservés. Un marquage 

des cellules avec des anticorps ciblant des protéines de surface par cytométrie en flux 

a permis de définir le stade de maturation des LB : LIVE/DEAD™Fixable Aqua BV510, 

CD3 BV510, CD14 BV510, CD19 APC-Cy7, CD27 BV421, IgD AF700, IgG BV605, 

IgA PE-Vio770, IgM Percp cy5.5, CD38 PE, ainsi que la streptavidine couplée au FITC, 

permettant de détecter les LB réactifs à la SSA. Ces LB SSA+ ainsi que la fraction 

déplétée (LB SSA-) ont été sélectionnés à l'aide d'un BD FACS Aria II (BD Biosciences) 

et mis en culture à raison d’une cellule par puits dans des plaques à fond plat de 96 

puits, qui contenaient 105 cellules feeder CD40L irradiées (70 Gray) par puits dans le 

milieu Iscove's Modified Dulbecco's Media (IMDM). Le milieu IMDM a été complété par 

10 % de sérum de veau fœtal décomplémenté, 1 % de L-glutamine, 1 % de pénicilline-

streptomycine, 1 ng/mL d'IL-1beta, IL-21 recombiant humain (Gibco/ Thermo Fisher), 

0,3 ng/mL TNFa recombiant humain (R&D), 0,5 μg/mL de R848 (Invivogen), 20 ug/mL 

d'Apotransferrine IgG déplétée (Sigma (déplétion en interne)), et 50 uM de 2-

Mercaptoéthanol (Merck). Les LB SSA+ et LB SSA-, ont été incubées pendant 12 jours 

à 37°C, 5% CO2 pour leur permettre de proliférer en cellules productrices d’anticorps. 
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2.3- Dosage des anticorps par ELISA 

 

La production d'anticorps spécifiques de l'autoantigène SSA a été évaluée par ELISA 

pour détecter les clones spécifiques de la SSA après le tri des LB. Un ELISA a été 

effectué en premier lieu pour évaluer la production d'immunoglobulines totale. A partir 

des puits capables de produire une immunoglobuline, un deuxième ELISA spécifique 

de la SSA est effectué afin d’évaluer les LB capables de produire des anticorps 

spécifiques de la SSA. Brièvement, les plaques d’ELISA (Costar) ont été recouvertes 

de 10 ug/mL de SSA dans du PBS pendant une nuit à 4°C, suivi d'une incubation avec 

une solution de blocage (PBS – 1% BSA – 50 mM Tris) pendant au moins 1h à 

température ambiante. Le surnageant des LB triées a été dilué deux fois dans le même 

tampon de blocage et incubé pendant 1h. Entre toutes les étapes, les plaques ont été 

lavées quatre fois avec du PBS contenant 0,05% de Tween-20. Un anticorps 

secondaire a été ajouté anti-Ig-HRP humaine (H&L), suivi d'un développement avec 

ABTS (2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid), pour détecter la liaison 

des anticorps. La quantité d’anticorps fixée a été mesurée sur la base de la densité 

optique à 415 nm à l'aide d'un lecteur de plaque. Pour la détection des 

immunoglobulines totales (IgG, IgM et IgA) sécrétées par les LB ; le même protocole 

a été utilisé, en modifiant les anticorps de coating et de révélation. 

 

  2.4- Détermination des chaînes lourdes et légères  

 

Les ARNm des LB dont le surnageant a montré une liaison spécifique à la SSA ont été 

isolés en utilisant le réactif TRIzol selon le protocole du fabricant (ThermoFisher). 

Brièvement, L'ADNc a été synthétisé selon la méthode suivante : l'ARNm a été incubé 

pendant 3 min à 72˚C. Ensuite, on ajoute dans chaque échantillon : un tampon premier 

brin 5x (TaKaRa), de la bétaïne BioUltra (10 μmol, Sigma-Aldrich), du DTT (10 nmol, 

TaKaRa), un inhibiteur de RNase (10 U), de la transcriptase inverse SMARTScribe (50 

U, TaKaRa), un oligo-commutateur et de l'eau exempte de RNAse. Par la suite une 

PCR pour amplifier les isotypes d’immunoglobulines est effectuée.  Les produits de 

PCR provenant de LB triés ont été utilisés pour le séquençage Sanger sur le système 

Applied Biosystems 96-capillaires (ABI3730xl).  
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3 RESULTATS   

 

3.1- Stratégie d’isolement des LB spécifiques de la SSA 

 

Pour créer des clones de SSA+, les LB réactifs à la SSA ont été sélectionnées par 

cytométrie en flux et triées individuellement afin de créer des clones. La fraction 

déplétée de la SSA (LB SSA-) était également triée. Pour étudier les sous-populations 

des LB SSA+ et l’effet d’une culture sur la production des anticorps, nous avons 

également trié les LB naïfs définis par : DCK-CD3-CD14-CD19+CD27-CD38low IgD+, 

Les LB transitionnels : DCK-CD3-CD14-CD19+CD27-CD38high, les LB mémoires : 

DCK-CD3-CD14-CD19+CD27+CD38low, les DN : DCK-CD3-CD14-CD19+CD27-CD38low 

IgD-, les PB : DCK-CD3-CD14-CD19+CD27+CD38 high (Figure 6).  

Pour cette étude, nous avons pu trier et mettre en culture 1614 clones de LB 

(SSA+ et SSA-). Dans certains puits, 50 ou 200 cellules ont été déposées pour servir 

de contrôles positifs et faire la mise au point. 
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Figure 6 :  Protocole expérimental pour caractériser les LB spécifiques à la SSA. 

Les LB SSA+ et les LB SSA- ainsi que leurs sous-populations ont été triés à partir de PBMCs collectées chez des 

sujets sains (n=4) et des patients SSp (n=3). Les LB sont par la suite stimulées 12 jours avec une stimulation T-

dépendante (CD40L, IL-1beta, IL-21, TNFa, R848 (anti TLR7/8)), pour conduire à la différenciation des LB en 

cellules sécrétrices des anticorps. Des ELISA IgM/G/A totale et SSA-Ig sont effectués. Finalement un séquencage 

du BCR est effectué pour les clones SSA+.  

 

 

3.2- Elisa pour détecter la sécrétion totale des immunoglobines  

 

Pour évaluer la sécrétion totale des LB après 12 jours de culture, un ELISA pour 

détecter la sécrétion des immunoglobulines totales a été effectué. Au total, 35% des 

puits étaient capable de produire de l’immunoglobuline totale IgM, IgG et IgA. Pour les 

puits ne contenant pas d'anticorps, on peut penser que soit les cellules sont mortes 

pendant l'incubation, soit qu'elles n'ont pas pu sécréter d'anticorps, ce qui pourrait être 

expliqué par le processus délicat de stockage et de décongélation des échantillons. 

En effet les LB triés à partir des PBMCs fraiches, montre un rendement plus élevé (60 

% des puits avec une sécrétion d’immunoglobuline). Avec une stimulation 12 jours T-

dépendante (CD40L, IL-1beta, IL-21, TNFa, R848 (anti TLR7/8)), les sous-populations 

naïves, mémoires, DN étaient capables de produire plus d’IgM/G/A que les LB 

transitionnels suggérant une capacité à se différencier en cellules sécrétrices 

d’anticorps. De façon plus surprenante, les PB n’étaient pas capables à se différencier 

en cellules sécrétrices d’anticorps peut-être en raison de la stimulation utilisée (Figure 

7).  
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Figure 7 : Dosage de la sécrétion d’immunogloblines par ELISA dans les cultures des 

LB.  

ELISA IgM/G/A, est effectué pour détecter la sécrétion totale de l’immunoglobline dans le surnagant des LB issues 

des 7 échantillons. Le pourcentage moyen de la sécrétion par puits est représenté pour chaque type cellulaire. D= 

Décongelé, HC= Sujet sain, SS= patient SSp. 

 

 

Dans l'ensemble 1137 LB SSA+ ont été triées (560 à partir des patients et 577 à partir 

des sujets sains) et 477 LB SSA- (180 des patients et 297 des témoins) (Figure 8).  Le 

criblage ELISA a ensuite permis d’identifier les puits de cellules uniques contenant des 

LB spécifiques de la SSA qui sont capables de produire des autoanticorps après une 

stimulation T-dépendante. 
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Figure 8 : Schéma explicatif des clones générés à partir des échantillons et selon le 

type cellulaire LB SSA+ ou LB SSA- 

Les chiffres correspondent au pourcentage des cellules uniques pour lesquelles une sécrétion 

d’immunoglobulines a pu être détectée. 

 

3.3- Mise au point d’ELISA spécifique de la SSA   

Pour la détection des anticorps anti-SSA avec ELISA, nous avons dû mettre au point 

la méthode pour détecter des anticorps spécifiques de différents isotypes. Deux ELISA 

SSA d’isotype IgM et IgG, ont été effectués initialement pour évaluer la sécrétion des 

anticorps anti-SSA à partir du surnageant des LB issues du 1er sujet sain (HC1) 

(cellules PBMCs fraiches). Nos résultats montrent une sécrétion totale IgM pour les 

puits avec 1 cellule et 50 cellules. Le contrôle 0 cellule correspond au surnageant issu 

des puits ne contenant pas de cellule mais avec le cocktail de cytokines, montrant bien 

que nous n’avons pas de détection non spécifique d’immunoglobulines. L’ELISA 

spécifique de la SSA ne montre pas par contre une sécrétion d’anticorps spécifiques 

anti SSA, que ce soit dans les puits 1 ou 50. En raison de l’absence de contrôle positif 

pour IgM anti-SSA, on ne peut pas réellement écarter un problème technique pour 

expliquer cette non détection des anticorps comme montré dans la figure ci-dessous. 

Pour remédier à ceci, nous avons mis au point un ELISA Ig totale SSA-spécifique qui 

nous permet de doser les anticorps anti-SSA de tout isotype (IgG et IgM) et d’utiliser 

un contrôle positif avec le sérum d’un patient atteint de SSp (RO1) avec une sérologie 

positive à la SSA- IgG. 
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Figure 9 : Dosage de la sécrétion d’immunoglobulines IgM totale ou IgM anti-SSA. 

Les LB SSA+ et les LB SSA- ont été triés à partir de PBMCs collectés chez un sujet sain (n=1) et et stimulées de 

manière adaptée pour conduire la différenciation des LB en cellules sécrétant des anticorps. Un ELISA spécifique 

de SSA a été réalisé par la suite pour détecer les anticorps anti-SSA dans les surngenant. A- ELISA IgM Totale sur 

le surnagant des LB issues d’un sujet sain. B- ELISA spécifique de SSA sur le surnagant des LB issues d’un sujet 

sain. Chaque point correspond à un puits. La valeur moyenne est affichée.  

 

Dans un deuxième temps, nous avons effectué un ELISA SSA-Ig. Pour le contrôle 

positif nous utilisons le sérum du patient (RO1) et pour le contrôle négatif, le sérum 

collecté d’un sujet sain (Figure 10A). Les surnageants issus des puits 200, 50 et 1 LB 

SSA+ ou SSA- à partir toujours du même sujet sain 1 ont été testés (Figure 10 B). Une 

sécrétion d’anticorps anti SSA a était trouvée avec les surnageants issus des puits 

avec 200 LB SSA+ seulement.  L’absence de la sécrétion des anticorps anti-SSA dans 

les surnageants issus des puits avec 200 LB SSA-, montre bien que la technique 

d’isolement des cellules par cytométrie permet une récupération complète des LB 

capables de sécréter des anticorps anti-SSA. Néanmoins, aucun surnageant avec les 

puits 1 ou 50 LB SSA+ contenaient des autoanticorps anti-SSA détectables. Le 

deuxième obstacle a donc été la détection des anticorps anti-SSA dans le surnageant 

des puits avec une seule cellule. Nous avons alors émis l’hypothèse que la sensibilité 

avec notre protocole d’ELISA était faible, due à une quantité faible d’anticorps anti-

SSA dans le surnageant de ces LB provenant d’un sujet sain, sachant que nous nous 

attendons à être capables de détecter maximum 200ng/ml d’anticorps total par cette 

méthode.  
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Figure 10 : Dosage de la sécrétion des anticorps anti-SSA. 

A- ELISA SSA-Ig dans le serum d’un patient et d’un sujet sain comme contrôle. B- ELISA SSA-Ig avec 

le surnagant des LB issues d’un sujet sain. Chaque point correspond à un puit. La valeur moyenne est 

affichée. 
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Afin d’augmenter la sensibilité de l’ELISA, trois stratégies ont été employées : i) Faire 

une liaison croisée « cross-linking » de l’anticorps secondaire avec le surnageant 

pendant une nuit à 4°C ii) Augmenter la concentration de l’anticorps secondaire iii) 

Faire une dilution de surnageant à 1.2x au lieu de 2x. Aucun des trois protocoles ne 

nous ont permis d’avoir une sensibilité plus importante sans augmenter le bruit de 

fond.  

 

 

 

 

Figure 11 : Dosage de la sécrétion des anticorps anti-SSA par différents protocoles. 

Les LB SSA+ et les LB SSA- ont été triés à partir de PBMCs collectés chez un sujet sain (n=1) et stimulés de 

manière adaptée pour conduire la différenciation des LB en cellules sécrétant des anticorps. Un ELISA spécifique 

de SSA, a été réalisé par la suite pour détecer les anticorps anti-SSA dans les surngenants avec 3 protocoles :  A- 

protocole normal, B- protocole avec une liaison croisée « cross-linking » de l’anticorps secondaire avec le 

surnageant pendant une nuit à 4°C, C- augmentation de la concentration de l’anticorps secondaire. 
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3.4- Détection des anticorps Anti-SSA    

Partant de l’hypothèse que ces difficultés de mise au point étaient possiblement 

expliquées par les faibles quantités d’anti-SSA produites par les LB issus d’un sujet 

sain, nous avons finalement décidé de réaliser l’expérience sur les LB issues de 3 

patients et d’un autre témoin, à partir de PBMC congelés. Nous avons obtenu en tout 

167 LB SSA+ capables de produire des immunoglobulines totales (IgM/G/A) et 57 LB 

SSA-. Cinq clones ont produit des anticorps anti-SSA détectables dans le surnageant 

par ELISA, et ces 5 clones provenaient bien des LB SSA+. Des ELISA spécifiques des 

isotopes IgG et IgM ont été effectués par la suite pour évaluer l’isotype des anticorps 

secrétés. Le seul clone provenant du sujet sain était d’isotype IgM. Parmi les 4 clones 

provenant des malades, 3 étaient d’isotype IgM et 1 d’isotype IgG. Ceci suggère bien 

que seuls les LB SSA+ des patients sont capables de commuter et de produire des 

autoanticorps IgG.  

 

 

 

 

 

Figure 12 : Dosage de la sécrétion des anticorps anti-SSA chez les patients SSp et un sujet sain. 

Les LB SSA+ et les LB SSA- ont été triés à partir de PBMCs cryopréservées collectées chez un sujet sain (n=1) et 

des patients SSp (n=3). Un ELISA Ig spécifique de SSA a été réalisé par la suite pour détecter les anticorps anti-

SSA dans les surnagenants avec protocole décrit dans la partie matériel et méthode.  En se basant par la suite sur 

la sécrétion totale d’immunoglobulines, nous pouvons déterminer l’isotype de l’anticorps sécrétés. Chaque point 

représente un puit.  
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3.5- Séquençage de répertoire des LB spécifiques de SSA  

Finalement, afin d’étudier le répertoire de ces LB spécifiques de la SSA, un 

séquençage des chaines légères et lourdes a été effectué à partir des 5 LB uniques 

spécifiques de la SSA obtenues à partir des 3 patients SSp et du contrôle sain pour 

l'analyse du répertoire. Toutes les séquences d'ADN ont été analysées à l'aide de la 

base de données IMGT (http://www.imgt.org) pour identifier leur séquence germinale 

humaine correspondante. Des séquences de la chaîne lourde variable (IGHV) ont été 

identifiées dans les séquences d'anticorps de différents clones (Tableau 2). Toutes les 

séquences provenaient de lignées germinales différentes. Les mutations dans les 

régions déterminant la complémentarité (CDR), étaient limitées (inférieur à 5 mut par 

séquence) et avec jusqu'à 100% de similarité avec la séquence germinale. De façon 

remarquable, pour les fragments variables des chaînes légères, le clone du sujet sain 

avait une chaîne légère kappa, alors que les 4 clones provenant des patients avaient 

une chaîne légère du sous-type lambda impliquant un deuxième réarrangement. La 

majorité des clones ne présentaient pas de mutations somatiques ou peu (inférieur à 

5 mut par séquence), et seulement un clone provenant d’un patient présentait plus que 

10 mutations somatiques provenant du clone IgG.  
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     Figure 13 : Analyse des séquences IGHV et IGLV à partir des clones SSA+. 

(A) Nombre des mutations dans les gènes de la chaîne lourde ou légère (B). (C) - Nombre d’acides aminés 

dans les régions déterminant la complémentarité CDR, les gènes de la chaîne lourde ou légère (D). 
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4 CONCLUSION  

 

Pour résumer, cette étude avait pour but d’évaluer la proportion de LB spécifiques de 

la SSA parmi les LB SSA+ triés. Nous avons réalisé une analyse unicellulaire 

approfondie de ces LB issus de 3 patients atteints de SSp et d'un sujet sain. Les LB 

SSA+ et les LB SSA- ont été triés individuellement et stimulés avec des cellules feeder 

CD40L, IL-1beta, IL-21, TNFa, et R848 pendant 12 jours. Ensuite, nous avons identifié 

par ELISA les puits des cellules uniques contenant les LB spécifiques de la SSA, qui 

ont produit des anticorps anti-SSA détectables dans le surnageant.  

Nous montrons que seuls les LB SSA+ était capables de produire des anticorps anti-

SSA, ce qui implique que la méthode de détection par cytométrie en flux permet une 

récupération totale des LB SSA+. Les LB SSA+ sécrétaient principalement des 

anticorps anti-SSA d’isotype IgM et seuls les LB SSA+ issus des patients SSp, étaient 

capables de produire des anticorps anti-SSA d’isotype IgG. L’analyse du répertoire 

des 5 clones générés spécifiques de la SSA, ne montrait pas d'anomalies majeures 

dans le répertoire des gènes Ig des LB SSA+ circulants chez les patients atteints de 

SSp. Ces résultats restent préliminaires, compte tenu du nombre limité des clones 

obtenus et de la qualité du séquençage.  

Ces résultats confirment notre hypothèse selon laquelle les LB SSA+ chez les patients 

atteints de SSp sont capables de commuter et de sécréter des autoanticorps IgG.  
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Partie 3 : Analyses transcriptomiques 

des LB réactifs à la SSA. 
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1 OBJECTIFS  

 

La diversité du répertoire des LB réactifs à la SSA reste inconnue. Pour pouvoir 

mieux approfondir notre compréhension sur les caractéristiques de ces LB auto-

réactifs, nous avons ensuite étudié l’aspect transcriptomique et le répertoire des 

immunoglobulines de ces LB en utilisant la technique de séquençage des ARN à 

l’échelle unicellulaire : « single cell RNA-seq » (Tang et al., 2009). La transcriptomique 

unicellulaire devient aujourd’hui une méthodologie clé en biologie.  

L’objectif final de ce travail est de comparer les LB SSA+ chez les patients et les sujets 

sains afin de :  

- Comprendre le profil transcriptomique propre aux LB auto-réactifs SSA chez les 

patients atteints du syndrome de Sjögren 

- Etudier le répertoire des immunoglobulines au sein des LB auto-réactifs 

spécifiques de la SSA, 

 

Pour la première expérience « pilote » de single-cell RNAseq qui sera détaillée ci-

dessous, nous avons étudié les LB réactifs à la SSA à partir d’un échantillon de sujet 

sain. Cette première expérience a eu pour but de mettre au point la technique et d’avoir 

une 1ère caractérisation des LB SSA+ en physiologie, comparées aux LB SSA-. Ces 

résultats doivent donc être considérés comme préliminaires et nous ont permis 

d’évaluer la faisabilité d’utiliser cette méthode pour nous permettre ultérieurement 

d’étudier les LB auto-réactifs chez les malades.  

 

 

  



108 
 

2. MATERIELS ET METHODES 

 

2.1 Isolation des LB réactifs à la SSA chez un sujet sain   

 

Du fait de difficultés techniques, les LB SSA+ n’ont pas pu être purifiés par tri cellulaire 

sur le trieur MoFlo pour cette partie du projet. Dans un premier temps, une purification 

des LB a été effectuée à partir de PBMCs décongelés obtenus d’un sujet sain. Les LB 

ont été d’abord purifiés, avec une pureté ≥ 94 %, par sélection positive avec le kit « 

REAlease® CD19 MicroBead Kit » (Miltenyi Biotec). Les LB réactifs à la SSA ont été 

par la suite enrichis par un deuxième tri avec des billes magnétiques anti-biotine 

(Miltenyi Biotec®). Brièvement, les LB sont marqués avec l’antigène biotinylé. On 

ajoute ensuite un anticorps anti-biotine couplé à une bille. Au passage sur une colonne 

magnétique, les LB spécifiques des antigènes sont retenues (Fraction positive). La 

pureté est évaluée par la suite, par cytométrie en flux.   

 

2.2 Single cell RNA-seq : Séquençage d'ARN monocellulaire par 

l’automate Chromium 10X 

 

L’isolation des cellules en micro-fluidique s’est effectuée avec le système 10X 

Genomics Chromium, qui repose sur une encapsulation rapide à base de gouttelettes 

en huile de cellules individuelles à l'aide d'une approche de billes de gel en émulsion 

(GEM).  Avec cette méthode, chaque cellule est isolée dans une gouttelette d'huile 

avec une bille contenant des oligonucléotides et qui se composent d'un code-barres 

unique (l'identifiant unique à la cellule), d'une UMI de 10 nt (séquence aléatoire unique 

à chaque fragment de gêne), d'adaptateurs/amorces de séquençage et d'un oligo-dT 

de 13 nt (Zheng et al., 2017). L'idée est de créer une librairie par la suite à partir de 

chaque ARNm barcodé (UMI) permettant d’obtenir une matrice d'expression par 

cellule et par gène. Chaque échantillon est séparé pour créer une librairie pour 

l’expression transcriptomiques 5’ mais aussi pour le séquençage VDJ.  La qualité des 

librairies a été validée avec un contrôle qualité effectué par « high sensitivity DNA chip 

» (Agilent technologies). Les échantillons ont été séquencés par la suite par un 
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séquençage « paired-end » (2 x 150 pb), qui est effectué avec l’instrument HiSeq X 

(Illumina, Macrogen, Inc). 

 

 

Figure 14 : Séquençage d'ARN monocellulaire par l’automate Chromium 10X 

 

 

La qualité des “Raw.fastq” a été analysée en utilisant le logiciel « FastQC » (Illumina), 

et les données de séquençage obtenues ont un q-score supérieur à 30 (un Q30 à 

89.74%). L’alignement a été effectué sur le génome de référence GRCh38-2020 

GRCh37/hg19 avec le logiciel « Cell Ranger 3.1.0» de 10x chromium qui utilise 

l’algorithme STAR.  

 

2.3 Analyse des données du séquençage  

 

L’analyse des données de séquençage a été effectuée avec le package Seurat sur 

R (V3). Seurat permet d’effectuer le contrôle qualité, l'analyse et l'exploration des 

données de  scRNA- seq (Butler et al., 2018) (Stuart et al., 2019). 
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3.2.3.1 Workflow de pré-traitement standard 

L’analyse consiste à effectuer un pré-traitement des données sur la base de ces 

critères : 

- Le nombre de gènes uniques détectés dans chaque cellule. Nous avons éliminé 

les cellules de mauvaise qualité ou avec les gouttelettes vides, qui auront 

souvent un nombre très faible de gènes quantifiés (<200), ainsi que les doublets 

ou multiplets de cellules pouvant présenter un nombre de gènes élevé (>2500). 

- Le pourcentage de génome mitochondrial. En effet les cellules de faible qualité 

ou mourantes présentent souvent une contamination mitochondriale 

importante. Pour cela nous éliminons les cellules avec pourcentage de gènes 

mitochondriale élevé (>7.5%) 

 

3.2.3.2 Normalisation des données et analyse en réduction dimensionnelle 

linéaire 

 

Ensuite, une normalisation des données a été effectuée en utilisant une 

méthode de normalisation à l'échelle globale, « LogNormalize », qui normalise les 

mesures d'expression génique pour chaque cellule par l'expression totale des cellules.  

Une fois la normalisation effectuée, nous avons identifié les variations 

transcriptionnelles intercellulaires dans le jeu de données (gènes fortement exprimés 

dans des cellules et peu exprimés dans d’autres) qui seront utilisées pour l’analyse en 

composante principale (ACP). 2 000 gènes variables ont été utilisés pour l’analyse en 

aval en suivant une approche similaire à celle de Macosko et al (Macosko et al., 2015). 

Enfin, chaque gène a été normalisé de telle sorte que le signal moyen pour chaque 

gène soit de 0 et que l'écart type soit de 1. Afin d’éviter un bruit de fond technique 

étendu et pour effectuer un clustering significatif, déterminer le nombre de 

Composante Principale (CP) à inclure en aval est une étape importante. En se basant 

sur la technique d’évaluation de la distribution de ces CP selon la technique proposée 

par Macosko et al « JackStraw » et la technique « ElbowPlot », qui consiste à voir les 

écarts types des principaux composants et à déterminer le seuil là où il y a un coude 

clair dans le graphique, les 20 premières CP ont été utilisées pour la suite de l’analyse. 

Le regroupement K- means a ensuite été effectué.  Seurat inclut désormais une 

approche de regroupement cellulaire « clustering » basée sur des graphes par rapport 
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à Macosko et al. La résolution utilisée était de 1.2 qui a été déterminée selon la 

méthode de « Cluster tree », un outil utile pour prendre la décision de la résolution à 

utiliser (Zappia and Oshlack, 2018). 

 

 

Figure 15 : Détermination de la "dimensionnalité" de l'ensemble de données avec la 

méthode JackStraw à gauche et ElbowPlot à droite. 

3.2.3.3 Recherche des caractéristiques exprimées de manière 

différentielle entre les différents groupes (biomarqueurs des groupes) 

La dernière étape de l’analyse consiste à trouver des marqueurs qui définissent 

des clusters via une expression différentielle (DEG) dans un groupe par rapport aux 

autres groupes, basée sur le test non paramétrique de Wilcoxon. En effet, les gènes 

les plus positivement et négativement exprimés, vont définir la signature de ce groupe 

de cellules. Dans un 1er temps, nous avons regardé l’identité de chaque groupe par 

rapport aux autres puis par la suite des comparaisons entre deux groupes ont 

également été effectuées. 

    

3.2.3.4 Annotation des processus biologiques GO 

Des analyses d'enrichissement sur des ensembles de gènes ont été effectuées sur 

Enrichr (Chen et al., 2013). Ceci nous permet de valider un processus biologique ou 

une voie avec l’ensemble des gènes entrés en comparant ceux-ci à des bases de 

données. Plusieurs logiciels permettent de faire cette analyse. Pour notre étude, nous 

avons utilisé une bibliothèque développée par le laboratoire Ma'ayan (Chen et al., 

2013).  
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3 RESULTATS   

 

3.1 Pureté de l’isolation des cellules   

 

L’isolation des LB réactifs à la SSA a été effectuée avec des billes anti-biotine. 

Cette technique nous a permis d’effectuer un enrichissement de ces LB réactives à la 

SSA avec un rendement et une viabilité des cellules élevés. Néanmoins la pureté était 

moins satisfaisante par rapport au trieur MoFlo (Figure 16A). La pureté des LB 

SSA+ était de 70%. La fraction négative elle était de 96 %. (Figure 16B). Au total 

12.600 LB SSA+ ont pu être isolée et 641.000 LB SSA-, 5300 cellules ont été utilisés 

pour l’expérience pour avoir une couverture de 3000 cellules liées aux billes de 10x 

Chromium. Finalement après contrôle qualité, 721 LB SSA+ et 514 LB SSA- ont été 

incluses dans l’analyse (Figure 16C).   
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Figure 16 : Analyse de la pureté du tri des LB réactifs à la SSA par cytométrie en flux. 

A- Pureté du tri des LB SSA+ et SSA- par le trieur MoFLO. B- Pureté du tri des LB SSA+ et LB SSA- par les billes 

anti-biotine. C- Tableau résumant le nombre des cellules triées et utilisées pour le scRNAseq. 
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 Figure 17 : Pipeline pour l’analyse des données scRNA seq. 

 A- Isolation des LB SSA+ et SSA- et préparation des librairies pour le séquençage du transcriptome 5’ et séquence 

VDJ. B- Après l'alignement, un regroupement des deux sets de données SSA+ et SSA-, permettant une analyse 

comparative pour identifier les changements dans la proportion des populations lymphocytaires dans les deux 

échantillons. C- Pipeline de l’analyse effectuée.  
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3.2 Analyse des données et contrôle qualité  

 

Dans une première étape, nous avons évalué la qualité des données après 

séquençage de 3000 cellules pour chaque échantillon LB SSA+ (SSA P) et LB SSA- 

(SSA N). Les données issues des deux échantillons LB SSA+ et LB SSA- ont été 

fusionnées (Figure 17). Les paramètres inclus pour filtrer les cellules non désirables 

de notre jeu de données étaient un nombre de gènes supérieur à 2500 et inférieur à 

200. La majorité des cellules ont un pourcentage de gène mitochondriaux compris 

entre 2.5 et 10 (Figure18A). Pour l’analyse qui s’en suit et afin d’avoir une meilleure 

qualité d’analyse, nous avons fixé le pourcentage de gène mitochondriaux à 7.5%. 

Suivant ces critères, un total de 1235 LB (721 pour les SSA+ et 514 pour le SSA-) a 

été inclues pour la suite de l’analyse. Le nombre de gènes détectés par cellule est plus 

important pour le groupe SSA-N (entre 500 et 1500 gènes) par rapport à SSA-P (500 

en moyenne). L’analyse en composantes principales permet d’explorer des jeux de 

données multidimensionnelles et d’identifier les cellules et les caractéristiques qui 

définissent la CP. Cette analyse nous a permis d’identifier une population caractérisée 

par des gènes comme CST3, ID2, LYZ, CD14, TYROBP appartenant probablement à 

d’autres populations cellulaires que les LB (monocytes, etc..). Nous avons conclu que 

ces cellules pourraient provenir d’une contamination cellulaire par des cellules non B 

et nous avons ensuite retiré ces données lors de l’analyse plus approfondie (Figure 

18B, C).    
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Figure 18 : Caractéristiques des jeux de données des groupes SSA+ et SSA-. 

A- Caractéristiques des jeux de données des groupes SSA+ et SSA-. B- Réduction dimensionnelle linéaire des 

données avec analyse en composante principale. C- Visualisions des caractéristiques des PC1 et PC2. 
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3.3 Exploration de la signature transcriptionnelle des LB SSA+ et SSA-  

 

Dans le but d’identifier la signature moléculaire des LB SSA+, un regroupement 

« clustering » a été effectué sur les LB SSA+ et LB SSA-. Sept populations différentes 

ont été identifiées en prenant comme paramètre une résolution de 1.2 et avec les 20 

premiers CP. Nous avons analysé l’expression des marqueurs spécifiques de la lignée 

B au sein des différents groupes (Figure 19). Nous observons une expression 

importante de CD19, CD20 et CD79a dans les 5 premiers groupes en revanche le 

cluster 6 et 7 semble toujours exprimer CD3, CD4 et CD14 (Figure 19D) laissant 

penser que ces deux clusters pourraient également être constitués d’autres cellules 

non B. Nous avons pu ainsi déterminer 2 clusters spécifiques aux LB SSA+ : les 

clusters 1 et 3 alors que le clusters 5 est restreint seulement aux LB SSA-. Les clusters 

0, 2 et 4 sont des clusters contenant des proportions variables de LB SSA+ et SSA- 

(Figure 19 A, B).  L’étape suivante a consisté à identifier les marqueurs spécifiques de 

chaque groupe par analyse différentielle de l’expression des gènes entre groupes. 

Cette analyse a permis d’identifier près de 250 gènes différentiellement exprimés par 

les types cellulaires SSA+ et SSA-. Le seuil pour l’expression des gènes surexprimés 

et sous exprimés est fixé à 0.35 avec une p-value <0.05. 

 

Figure 19 :  L'analyse unicellulaire révèle la diversité des populations des LB circulants 

pour un individu sain. 

 (A) Projection UMAP bidimensionnelle des données scRNA-seq des sous-ensembles des deux groupes SSA+ et 

SSA-. Chaque point représente une cellule et est coloré par groupe. (B)  Répartition de chaque groupe LB SSA+ et 

LB SSA- en termes de nombre de cellules par groupe. (C) Expression des marqueurs enrichis pour chaque groupe. 

Ici, seuls les marqueurs avec une différence moyenne de avg_logFC > 0,35 ont été inclus. (D) Expression de CD19, 

MS4A1 (CD20), CD3e, CD4, CD14 dans chaque groupe.   
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1- Groupe ‘0’ 

Ce groupe est commun aux deux échantillons SSA+ et SSA-. Composé à 40 % de LB 

SSA+ et 60% de LB SSA-. On y trouve 100 gènes différentiellement exprimés 

comparativement aux autres clusters, contenant 32 gènes positivement régulés. Pour 

mieux comprendre la signature biologique de ce cluster, nous avons effectué une 

analyse d’enrichissement d’ontologie des processus biologiques (GO-BP). L’analyse 

nous montre que les gènes sont principalement associés à l’activation des LB (GO : 

0042113) et l'adhésion cellulaire et migration cellulaire (GO : 0030038) par 

l’expression des gènes comme : l’ITGB1 (FC= 0,6) et SMARCB1 (FC= 0,38). ITGB1, 

intégrine bêta-1, est une protéine impliquée dans l'adhésion cellulaire et la régulation 

de la signalisation via les récepteurs de surface cellulaire (Lowell and Mayadas, 2012).  

Ces interactions augmenteront la capacité des LB à se différencier probablement par 

le soutien des interactions avec d’autres cellules, comme ça été montré par la délétion 

des intégrines αLβ2 et α4β1 dans des souris (Wang et al., 2014). Quant à SMARCB1, 

il s’agit d’une enzyme de remodelage de chromatine (Zhao et al., 1998) , qui contrôle 

le cycle cellulaire via la régulation de p21, ainsi que les fonctions biologiques associées 

à la maintenance cellulaire. Il a été suggéré également que SMARCB1 est impliqué 

dans la régulation des gènes associés à l'inflammation tels que l’IL-6 (Choi et al., 

2020).  

Nous avons observé la surexpression du gène PRKCB (FC=0.36), codant pour la 

protéine kinase Cs. Des études initiales ont montré que ce gène était impliqué dans la 

cascade de signalisation cellulaire induite par le BCR et la voie NF-kappa-B. 

Récemment le rôle de cette protéine a été réévalué dans la différenciation des 

plasmocytes chez des souris Prkcb−/−. Ils ont montré que la différenciation des 

plasmocytes était impactée suite à une absence de reprogrammation métabolique 

assurée par mTORC1, une protéine qui permet la différenciation des plasmocytes 

(Tsui et al., 2018). 
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Figure 20 : Rôle de PKCβ dans la différenciation des plasmocytes. 

 (Tsui et al., 2018). 

Une expression du TAGLN2, JCHAIN et POU2AF1 nous laisse par ailleurs penser à 

des LB mémoires activés en différentiation probablement vers des PB (Pré-

plasmablaste). En effet une forte expression de TAGLN2 été décrite sur les LB activés 

après stimulation du BCR dans les amygdales humaines (Kiso et al., 2017) ce qui 

suggère que l’expression de TAGLN2, indique un état d’activation. Le gène JCHAIN 

« IGJ », code pour la protéine de la chaîne J, une protéine spécifique des PC qui régule 

la polymérisation des IgA et IgM sécrétées suite à une différenciation des PC 

(Johansen et al., 2001); et finalement POU2AF1 (FC= 0.26), connu sous le nom 

d'OBF1, qui est un facteur de transcription des LB en différenciation, induit par IRF4 

et TCF4 (Laidlaw and Cyster, 2021). Avec le OCT1, il forme un complexe qui induit 

l'expression du facteur de transcription SPI-B, améliorant la signalisation en 

augmentant la transcription des gènes codant pour les récepteurs de surface des LB, 

tels que CD40, BAFFR, TLR.  La signature mémoire est confirmée par l’expression de 

TNFRSF13B, codant pour TACI, un récepteur de BAFF, principalement exprimé par 

les LB mémoires (Zhang et al., 2015) (Smulski and Eibel, 2018).  La signalisation de 

TNFRSF13B dans les LB génère l'expression de BLIMP-1, un facteur de transcription 

qui entraîne la différenciation des plasmocytes (Tsuji et al., 2011) . 
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Figure 21 : Les gènes de la signature moléculaire du groupe 0. 

Les niveaux d’expression des gènes différentiellement exprimés par le groupe 0 illustrés par des « Violin 

plot », FC>0.35 er FDR ≤ 0,05. Chaque Violon plot présente l’expression par cluster et par origine des 

données (SSA-P (rose) ou SSA-N(bleu)). 

 

Nous avons par la suite comparé cette signature aux signatures des sous-populations 

de LB décrites dans une étude récente en scRNAseq qui avait comme objectif de 

consolider le phénotype avec le transcriptome (Stewart et al., 2021). Un tri de 6 

populations des LB a été effectué dans ce travail à partir des PBMCs périphériques 

isolées du sang d’un sujet sain : transitionnelle, Naïve, Mémoire IgM, Memory 

classique, Double Négative. Avec une approche d’analyse similaire à la nôtre et en 

triant ces LB, les auteurs ont développé un outil qui peut être utilisé pour annoter les 

LB sous-populations dans des études de scRNAseq. Le « groupe 0 » semble partager 
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une signature avec deux populations. Tout d’abord les IgM mémoires par l’expression 

MARCKS, COBLL1, SMARCB1 et TCF4. L’expression de TCF4 est également trouvée 

exprimé dans ce « groupe 0 » mais avec un faible FC=0.26. Ensuite, une similarité 

avec une population DN1 est trouvée par l’expression des JCHAIN, TAGLN2, CD24, 

LTB. L’analyse de pseudo-temps dans l’étude de Stewart montre bien que les LB DN1 

et mémoires IgM avaient une trajectoire de développement similaire. Sanz el al 

confirment ceci sur la base que les LB mémoires IgM (LB mémoire pré-commutation) 

et les DN1 sont des précurseurs des LB mémoires (Sanz et al., 2019). Les LB 

mémoires et les DN1 semblent partager des similarités au niveau transcriptionel 

(Jenks et al., 2018). Une caractérisation phénotypique et moléculaire du compartiment 

des LB mémoires suggère une origine des réponses CG primaires des deux sous-

populations avec des preuves de l'expression élevée des molécules d'activation et de 

co-stimulation, des mutations somatiques des gènes variables lourds et légers d'Ig 

ainsi qu’un historique de réplication important par rapport aux LB naïfs (Berkowska et 

al., 2011). 

 

 

2- Groupe ‘1’ : 

Le groupe 1 est enrichi en LB SSA+ (97%). L’analyse comparative avec les autres 

groupes montre 150 DEG contenant 16 gènes positivement régulés. Ce groupe montre 

une expression des DEG avec de nombreux gènes ribosomiques et reflète une faible 

expression génique globale par cette population. Néanmoins, nous observons une 

surexpression du facteur de transcription TCF4 (FC= 0,5 / FDR= 0,002), exprimé par 

les LB en développement (Murre, 2005). Des études murines d'inactivation 

conditionnelle de tcf4, ont montré une réduction du nombre des LB de CG et de 

plasmocytes. Ils ont montré que TCF4 agit avec TCF3 en tant qu’activateurs 

transcriptionel en régulent l'expression de gènes essentiels au développement et à la 

différenciation des LB CG, comme icosl (essentiel à l’interaction TFH-LB (Nurieva et al., 

2008)), mef2b (active bcl6 (Ying et al., 2013)) et Pou2af1 (développement de LB CG) 

mais aussi les gènes essentiels à la différenciation des plasmocytes comme Prdm1 

(codant pour BLIMP-1) (Wöhner et al., 2016). La différenciation des plasmocytes 

assurée par TCF4 est étroitement contrôlée par ID3 qui permet d’orchestrer la 

différenciation et la ségrégation des LB CG et des plasmocytes après activation 

cellulaire (Gloury et al., 2016). Cependant l’expression de TCF4 par les LB SSA+ ne 
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nous permet pas de conclure sur une différenciation des LB puisqu’il est exprimé tout 

au long du développement et du maintien des LB matures. Afin de comprendre la 

fonction de ce groupe cellulaire, nous nous sommes intéressés aux gènes sous 

exprimés. Nous observons une diminution dans l’expression des gènes 

caractéristiques des LB naïfs comme IGHD, BACH2 et YBX3, suggérant probablement 

que ces LB sont plus différenciés.   

  

 

 

 

Figure 22 : Les gènes de la signature moléculaire du groupe 1. 
A- Les niveaux d’expression des gènes différentiellement exprimés par le groupe 1 illustrés par des « Violin plot » 

FC>0.35 er FDR ≤ 0,05. Chaque Violon plot présente l’expression par cluster et par origine des données (SSA-P 

(rose) ou SSA-N(bleu)). B- Représentation des processus biologiques significativement enrichis (FDR ≤ 0,05) dans 

la signature moléculaire du groupe 1.  
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3- Groupe ‘2’  

Le groupe 2 représente la majorité des LB circulants. Il est composé d’autant de LB 

SSA+ que LB SSA-. Les principaux DEG comprennent des gènes associés à une 

signature de LB non différencié avec l’expression de BACH2 (FC=0.82) (Igarashi et 

al., 2017), de la protéine antiproliférative BTG1 (FC=0.57) (Rouault et al., 1992) et du 

facteur de transcription PAX5 (FC=0.44). BACH2 et PAX5, sont deux facteurs de 

transcription essentiels pour de nombreux aspects de la lymphopoïèse B et ils sont 

fortement diminués lors de la différenciation terminale B (plasmocytes) (Itoh-Nakadai 

et al., 2014). (Cobaleda et al., 2007). Une signature d’activation cellulaire existe 

également dans ce groupe par la présence des marqueurs d’activation cellulaire 

comme le CD69 (Ziegler et al., 1994). Nous trouvons également l’expression de 

nombreux gènes codant pour des récepteurs de chimiokines comme CXCR4, qui 

contrôle l'entrée des LB aux ganglions lymphatiques (Okada et al., 2002) et SELL 

(CD62L) (Tedder et al., 1995) (Arbonés et al., 1994), surexprimé par les LB en 

migration folliculaire. Finalement l’expression de FCER2 (CD23), le récepteur de faible 

affinité pour IgE, et l’expression d’IGHD nous suggère qu’il s’agit des LB naïfs activés 

IgD+CD23+ (Figure 23).  

La comparaison de cette signature avec les sets de données scRNAseq 

précédemment publiés montre que cette population partage certains gènes exprimés 

par les LB naïfs (Ellebedy et al., 2016) (Stewart et al., 2021). Il est également 

intéressant de remarquer que l’expression de SELL ainsi que CXCR4 est différente 

parmi les échantillons SSA+ et SSA-.  Ainsi nous observons que les deux gènes 

responsables de migration folliculaire sont moins exprimés / absents dans l’échantillon 

issus des LB auto-réactifs SSA+, bien que ces différences ne soient pas significatives.   
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Figure 23 : Les gènes de la signature moléculaire du groupe 2. 

Les niveaux d’expression des gènes différentiellement exprimés par le groupe 2 illustrés par des «Violin plot ». 

Chaque Violon plot présente l’expression par cluster et par origine des données (SSA-P (rose) ou SSA-N(bleu)). 

 

 

 

 

 

 

 



126 
 

4- Groupe ‘3’  

 

Le groupe 3, composé à 90 % des LB SSA+, est lui caractérisé par une surexpression 

de 18 gènes et une sous-expression de 29 gènes. L’analyse d'enrichissement de 

l'ensemble de ces gènes confirme que les gènes exprimés de manière différentielle 

dans les LB SSA+ sont principalement associés à la présentation de l'antigène 

notamment par l’expression des gènes HLA-DRB1, HLA-DRB5, HLA-DQA1 (Figure 

24A). L'enrichissement de l'ensemble des gènes montre également une régulation 

négative du récepteur de l’antigène, notamment par la surexpression de CD72 ( 

FC= 0,7 ) un corécepteur inhibiteur du BCR (Li et al., 2006), exprimé sur tous les LB 

sauf les plasmocytes. CD72 régule la signalisation des LB avec un double effet, un 

effet négatif par son association avec SHP-1 par un motif de type ITIM (Wu et al., 

1998) ou un effet positif avec son association avec Grb-2 (Wu and Bondada, 2009). 

CD72 joue également un rôle dans la discrimination de la signalisation tolérogène. 

Dans un modèle murin avec des LB anergiques aux lysozyme d'œuf de poule (souris 

IgHEL), les résultats montrent que les souris déficientes en CD72 produisent 

spontanément des autoanticorps et développent des caractéristiques d'une maladie 

auto-immune de type lupus (Li et al., 2008). Dans un LB anergique, l’activation du 

CD72 avec le BCR empêcherait la signalisation cellulaire contrairement à un LB 

stimulé par un antigène endogène. Ainsi, les LB de souris dTg CD72−/− interprètent à 

tort la liaison à l'autoantigène comme un signal immunogène, ce qui entraîne une 

rupture de l'auto-tolérance des LB et conduit à leur activation. L’augmentation de 

l'expression de CD72 dans les LB anergiques soutient donc un rôle régulateur négatif 

dans l'activation des LB (Glynne et al., 2000). Finalement des marqueurs 

d’activation cellulaire comme KLF6 (FC= 0,42) et KLF2 (FC= 0,37) sont surexprimés 

dans ce groupe. Ces marqueurs, jouent un rôle dans la croissance et le 

développement des LB, et sont trouvés plus exprimés dans les MZB chez la souris 

(Turchinovich et al., 2011).   



127 
 

 



128 
 

 

Figure 24 :  Les gènes de la signature moléculaire du groupe 3. 

A- UMAP montrant l’expression des gènes associés au groupe 3. B- Les niveaux d’expression des gènes 

différentiellement exprimés par le groupe 3 illustrés par des «Violin plot ». Chaque Violon plot présente l’expression 

par cluster et par origine des données (SSA-P (rose) ou SSA-N(bleu)). C- Représentation des processus 

biologiques significativement enrichis (FDR ≤ 0,05) dans la signature moléculaire du groupe 3.  

 

 

5- groupe ‘4’ 

Le groupe 4 est composé à 80% de LB SSA-.  Il est caractérisé par une surexpression 

de 71 gènes. L’analyse d’enrichissement montre que ces gènes sont principalement 

impliqués dans la signalisation cellulaire (GO :0050851) et la régulation de 

l’activation des LB (GO :0050864), qui se manifeste par l’expression de SYK 

(signalisation de BCR), MS4A1 (CD20) et CD19.  Une forte expression des gènes tels 

que ITGB2, et les récepteurs inhibiteurs FCRL3, FCRL5, CD72 et une sous expression 

de lymphotoxine-B (LTB), et CD69 correspond à un profil cellulaire des LB décrit dans 

les études comme les « LB atypiques CD21low » (Portugal et al., 2015). En comparant 

notre signature avec l’étude décrite plus haut (Stewart et al., 2021), la signature 

moléculaire du groupe 4 correspond parfaitement à la signature des DN2, par 

l’expression des gènes CD72, FCRL3, FCRL5,FGR… Les DN2, sont décrits comme 

des précurseurs des PB par voie extra folliculaire (Jenks et al., 2018). Néanmoins, 

nous notons que, dans cet ensemble de données, nous ne trouvons pas d’expression 

des deux gènes caractéristiques de cette population : TBX21 (T-bet) et ITGAX 

(CD11c). Cependant,  le régulateur transcriptionnel induit par T-bet : ZEB2 est trouvé 

dans ce groupe (Dominguez et al., 2015). 
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Figure 25 : Les gènes de la signature moléculaire du groupe 4 

Les niveaux d’expression des gènes différentiellement exprimés par le groupe 4 illustrés par des «Violin plot », 

FC>0.35 et (FDR ≤ 0,05). Chaque Violon plot présente l’expression par cluster et par origine des données (SSA-P 

(rose) ou SSA-N(bleu)). 
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Figure 26 : Comparaison de la signature du groupe 4 avec la littérature. 

A- Niveaux d'expression des marqueurs du groupe 4 illustrés par un dot plot. B- Niveaux d'expression des 

marqueurs du DN2  illustrés par un dot plot dans l’étude (Stewart et al., 2021). C- Niveaux d'expression des 

marqueurs des LB atypiques illustrés (Portugal et al., 2015) (Sutton et al., 2021) 
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Le gène VH4-34 codant pour des autoanticorps (9G4+) (Tipton et al., 2015) est enrichis 

chez les patients atteints de lupus et contribue à la production des autoanticorps anti- 

ADN double brin. Ce gène est trouvé enrichi parmi les DN2 dans l’étude de Jenks ( 

Jenks et al. 2018). Il était intéressant de trouver ce gène surexprimé dans ce groupe 

4. En revanche, les LB SSA+ présentes dans ce cluster (représentant 20% des 

cellules) ne semblent pas l’exprimer. Ceci reste cohérant par le fait que ces LB SSA+ 

proviennent d’un sujet sain, incapable de produire des anticorps anti-SSA. 

 

 

 

 

Figure 27:  Vnplot pour l’expression du gène IGHV-34 
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6- Groupe ‘5’ 

Enfin, le groupe 5 est composé à 90% de LB SSA-. 63 gènes étaient significativement 

positivement régulés et 8 gènes étaient significativement régulés à la baisse dans ce 

cluster. L’analyse d’enrichissement des gènes montre bien des processus liés à la 

signalisation cellulaire par la voie de RAS par l’expression de RASGRP1, 

l’expression de EZR, qui permet la réorganisation dynamique du cytosquelette cortical, 

essentielle pour de nombreux processus cellulaires, notamment l'activation et la 

migration des LB  (Pore and Gupta, 2015). Nous observons aussi , un enrichissement 

de la voie RHO GTPases, par l’expression de RHOB et RHOA, Ras Homolog Family 

Member B, qui sont impliqués dans le trafic de protéines intracellulaires (Zhang et 

al., 2012). L’expression de NOTCH2, un facteur de transcription exprimé par les LB 

matures notamment avec une augmentation dans les LB matures de la rate. Des souris 

knock-out Notch2 (Notch2 cKO), montraient une diminution nette des MZB 

« CD1dhighIgMhigh IgDlowCD21highCD23low/− », ce qui a suggéré que NOTCH2, par son 

action sur Deltex1 exprimé sur les MZB, est indispensable au développement de la 

lignée B de la zone marginale. Ce rôle semble être restreint aux MZB, étant donné que 

la différenciation des LB folliculaires et des plasmocytes reste normale dans les souris 

Notch2 cKO (Saito et al., 2003). La surexpression du facteur d’activation KLF3, 

exprimé dans les MZB chez la souris (Turchinovich et al., 2011), suggère ainsi que 

ces cellules peuvent être des LB de la zone marginale en circulation.   
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Figure 28: Les gènes de la signature moléculaire du groupe 5 

Les niveaux d’expression des gènes différentiellement exprimés par le groupe 5 illustrés par des  «Violin plot », 

FC>0.35 et (FDR ≤ 0,05). Chaque Violon plot présente l’expression par cluster et par origine des données (SSA-P 

(rose) ou SSA-N(bleu)).  
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4 CONCLUSION 

 

L’analyse transcriptomique à l’échelle unicellulaire des LB SSA+ à partir d’un sujet sain 

était une première étude « pilote » pour caractériser les LB SSA+ dits « naturels ». 

Cette étude, a pour objectifs de comprendre i) le profil transcriptomique propre aux LB 

auto-réactifs SSA chez un sujet sain mais aussi chez les patients atteints du syndrome 

de Sjögren par la suite. ii) Etudier le répertoire des immunoglobulines au sein des LB 

auto-réactifs spécifiques de la SSA. 

Cette première expérience a eu pour but de mettre au point la technique et d’avoir une 

1ère caractérisation des LB SSA+ en physiologie, comparés aux LB SSA-. Les premiers 

résultats, montrent 5 différents groupes cellulaires. Nous avons, en se basant sur la 

littérature, essayé de caractériser ces groupes. Nous avons également montré un profil 

transcriptomique différent dans les LB SSA+ par rapport aux LB totaux, avec des gènes 

principalement associés à la présentation de l'antigène et à la régulation négative du 

récepteur d’antigène. Ces résultats doivent donc être considérés comme préliminaires 

et nous ont permis d’évaluer la faisabilité d’utiliser cette méthode pour nous permettre 

ultérieurement d’étudier les LB auto-réactifs chez les malades.  
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DISCUSSION  

Les LB sont au cœur de la physiopathologie du SSp, mais peu d’études ont été 

réalisées sur les LB auto-réactifs spécifiques de la SSA, autoantigène principal de la 

maladie. Ainsi une analyse détaillée de ces LB spécifiques de la SSA, potentiellement 

pathogènes, pourrait permettre de mieux comprendre comment prévenir et traiter la 

maladie.  

Dans le cadre de ma thèse, j’ai eu comme objectif de caractériser ces LB auto-

réactifs spécifique de la SSA chez les patients atteints de syndrome de Sjögren et de 

les comparer avec les LB auto-réactifs spécifiques de la SSA en physiologie chez un 

sujet sain. 

La sécrétion des autoanticorps de type IgG étant présente seulement chez les 

patients, il est probable que les LB auto-réactifs peuvent se différencier in vivo en 

cellules sécrétrices d’anticorps et ont subi une commutation de classe. Nous émettons 

donc l’hypothèse que chez un patient atteint de SSp, les LB auto-réactifs spécifiques 

de SSA échappent aux points de contrôle de la tolérance centrale et périphérique 

contrairement à des conditions physiologiques normales où les LB restent sous le 

contrôle des mécanismes de la tolérance.  

 

1- Marquage des LB spécifiques de la SSA  

Les LB spécifiques d’un antigène donné sont rares dans le sang et en l’absence 

de marqueurs les définissant, leur détection et leur isolation est complexe. Le 1er 

objectif de cette thèse était de détecter ces LB spécifiques de la SSA, en périphérie 

et de les isoler par la suite pour pouvoir les caractériser. Nous avons développé une 

méthode de cytométrie en flux en se basant sur la détection des LB sur la base de la 

spécificité de leur BCR (reconnaissance de SSA). Les LB qui vont reconnaitre la SSA 

biotinylée seront révélées par l’ajout de la streptavidine fluorescente (FITC). La 

cytométrie en flux est la méthode la plus couramment utilisée pour identifier les LB 

spécifiques d’antigènes dans d’autres contextes. Cette méthode de couplage des 

protéines à la biotine et de révélation avec une streptavidine, a été utilisée également 

pour détecter les LB auto-réactifs qui reconnaissent les antigènes nucléaires (ANA+) 

dans le Lupus (Malkiel et al., 2016). Dans la polyarthrite rhumatoïde (PR), des 
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tétramères avec des peptides citrullinés (CCP) biotinylés et révélées par deux 

streptavidines couplées à deux fluorochromes différents, ont été développés pour 

détecter les LB spécifiques (Kerkman et al., 2016) (Lu et al., 2018a). L’utilisation des 

tétramères avec des streptavidines couplées à deux fluorochromes différents permet 

de détecter les LB spécifiques en diminuant les faux positifs. Cependant cette méthode 

n’est pas compatible avec la taille de notre protéine SSA (60 KDa) contrairement aux 

protéines citrullinées. Des études antérieures ont identifié des LB spécifiques d'un 

antigène d'une manière similaire mais en utilisant des antigènes directement 

conjugués à un fluorochrome (Cornec et al., 2017). Nos premiers résultats montrent 

que les LB SSA+ étaient bien présents chez les patients ainsi que les témoins avec 

des fréquences qui sont de 2% en moyenne parmi les LB CD19+. La proportion de LB 

auto-réactifs est très variable entre les études. Des études ont montré des 

pourcentages plus faibles comme pour les LB spécifiques à l’insuline, qui 

représentaient une moyenne de ∼ 0,37% des LB circulants chez les patients (Smith et 

al., 2015), et les LB spécifiques aux CCP représentaient une médiane de 0,008 % des 

LB circulantes chez les patients atteints de Polyarthrite Rhumatoïde.  A l’inverse, les 

LB spécifiques aux extraits antinucléaires ( ANA+)  représentaient entre 6 % et 24 % 

des LB circulants dans la rate ou moelle osseuse de souris  (Suurmond et al., 2019). 

 

Les LB SSA+ ont été isolées par tri en FACS et un ELISPOT a été effectué pour 

vérifier la spécificité de la méthode utilisée pour isoler les LB spécifiques à la SSA et 

confirmer que ces cellules sont bien capables de sécréter des anticorps anti-SSA. Nos 

résultats ont montré que seulement les LB SSA+ étaient capable de produire des 

anticorps anti-SSA contrairement aux LB déplétés de la SSA (LB SSA-), indiquant une 

récupération totale des LB SSA+ dans l’ensemble des LB CD19+. Cependant toutes 

les cellules n’étaient pas capables de produire des anticorps anti-SSA puisque le 

nombre de spots Ig totales était plus élevé que le nombre de spots Ig anti-SSA. Cela 

correspond également aux données trouvées par d’autres équipes (Kerkman et al., 

2016) (Roose et al., 2018). 

 

Notre collaboration avec l’équipe de Dr Rene Toes au LUMC, nous a permis 

d’étudier les LB SSA+ à l’échelle unicellulaire afin de comprendre l’hétérogénéité au 
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sein de la population LB SSA+ et de déterminer les cellules spécifiques à la SSA. Nos 

résultats en 1er lieu, nous ont permis de confirmer nos premières observations 

obtenues par ELISPOT : seules les LB SSA+ étaient capables de produire des 

anticorps anti SSA. En revanche, la sécrétion limitée d'anticorps détectée à partir de 

tous les LB SSA+ à la suite de cette stimulation in vitro avec TLR7/8, TNFa, IL21, IL1b, 

indique que 1) soit la méthode utilisée par cytométrie ne nous permet pas de récupérer 

uniquement des LB spécifiques de SSA, 2) soit le protocole de stimulation pourrait être 

modifié pour inclure des facteurs essentiels à la survie et à la différenciation des LB 

auto-réactifs, tels que BAFF (Nojima et al., 2011)  (Joosse et al., 2021) ou une 

stimulation TLR9 connue pour activer l'activation des LB auto-réactifs dans le lupus 

érythémateux disséminé (Christensen et al., 2005), 3) La méthode de détection des 

anticorps spécifiques avec le coating des antigènes pourrait affecter la sensibilité des 

deux techniques ELISA et ELISPOT.  

 

La technique utilisée nous a permis de détecter les LB réactives à la SSA. 

Néanmoins, il est suggéré d’avoir des liaisons non spécifiques comme montré avec 

ELISPOT et ELISA.  Cette liaison en partie non spécifique des LB à la SSA-b pourrait 

être expliquée par les limitations liées à l’utilisation d’antigène biotinylé. Il est important 

de noter que la biotinylation de l'antigène peut affecter la disponibilité des épitopes 

antigéniques (Smith et al., 2017).Un titrage minutieux de l'antigène biotinylé est 

essentiel pour distinguer la liaison spécifique de l'antigène et non spécifique. De plus, 

Il a été suggéré également qu’il faut un rapport 1 :1 entre la biotine et antigène 

(Boonyaratanakornkit and Taylor, 2019). Rappelons également que la fréquence de 

polyréactivité dans le répertoire normal des LB humains adultes a été estimée à 4 % 

des LB naïfs, 23 % des LB mémoire IgG+ et 26 % des plasmablastes intestinaux. 

(Tiller et al., 2007a) (Benckert et al., 2011). Cette notion de polyréactivité pourrait 

expliquer l’hétérogénéité des résultats entre les différentes études qui ont rapporté la 

fréquence des LB auto-réactifs à différents autoantigènes au cours de différentes 

maladies auto-immunes. Pour confirmer cela, il pourrait être intéressant d’étudier la 

polyréactivité de ces cellules par le biais d’anticorps monoclonaux produits à partir des 

clones SSA+.  
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2- Phénotype des LB réactifs à la SSA 

Après avoir établi/validé la méthode de détection des LB SSA+, nous avons souhaité 

utiliser cette technique pour pouvoir étudier phénotypiquement ces cellules sur un 

ensemble de 51 patients atteints de SSp et de 46 sujets sains. Les 1ères questions qui 

se sont posées pendant ce projet sont : 

 

-Quelle est le stade de différenciation de ces LBs réactif à la SSA chez les 

patients atteints de Sjögren ?  

-Est-ce qu’ils ont un phénotype plus mature chez les patients par rapport aux 

sujets sains ? 

 

Pour répondre à ces questions, un grand axe de ce projet était de caractériser 

phénotypiquement les LB SSA+ dans les patients atteints de SSp et chez les sujets 

sains. En 1er lieu, l’analyse des sous populations des LB chez les patients avec SSp 

nous confirme bien l’anomalie de distribution des sous populations spécifique de cette 

maladie (Bohnhorst et al., 2001). Cependant, malgré les preuves attestant des troubles 

des LB périphériques et de l'auto-immunité humorale, le stade de développement des 

LB, auquel la rupture de la tolérance et le début de l'auto-réactivité des LB se 

développent, chez les patients atteints de SSp n'est toujours pas clair. 

Une analyse phénotypique des LB SSA+ a été effectuée par la suite afin de 

comprendre les mécanismes responsables de développement de SSp. Nos premiers 

résultats montraient que les LB SSA+ étaient bien présents chez les patients ainsi que 

chez les témoins. La présence de LB auto-réactifs circulants chez les individus sains 

a été décrit et dénommé l'auto-immunité naturelle. Le rôle de ces cellules sécrétant 

des autoanticorps naturels principalement des IgM, consisterait à l'élimination des 

cellules apoptotiques, le masquage des néo-autoantigènes, et la liaison à des 

déterminants idiotypiques sur les IgG autoréactives (Lobo, 2016). De façon 

remarquable, la fréquence des LB SSA+ était plus importante chez les patients avec 

SSp par rapport aux sujets sains. L’augmentation de leur fréquence est encore plus 

importante chez les patients avec une sérologie positive à l’anti-SSA par rapport aux 

patients avec une sérologie négative. Ce qui suggère une éventuelle corrélation entre 

ces LB SSA+ détectés par cytométrie en flux et la production des autoanticorps chez 

les patients, impliquant aussi une rupture de la tolérance chez les patients atteints de 
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SSp conduisant à la sécrétion des anticorps anti-SSA de type IgG détectés dans le 

sérum. 

 

D’où la question : à quel stade de maturation la rupture de tolérance se fait-elle ? 

 

Phénotypiquement, la majorité des LB SSA+ sont des cellules naïves, en cohérence 

avec l’accumulation des LB auto-réactifs trouvés dans le compartiment des LB naïfs 

dans la polyarthrite rhumatoïde  (Isnardi et al., 2010). Lorsque l’on compare la 

répartition des sous-populations de LB au sein de LB SSA+ entre patients SSp et sujets 

sains, nous trouvons une augmentation du compartiment des LB transitionnels et une 

diminution du compartiment des LB mémoires, similaire aux anomalies de répartition 

des LB totaux (Figure 29). Afin de prendre en compte ces anomalies de répartition des 

LB entre patients et témoins, il était donc plus juste d’évaluer la fréquence des LB 

SSA+ dans chaque compartiment.  
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Figure 29: Phénotype des LB SSA+ chez les patients pSS et sujets sains. 

(A) Répartition des sous-populations de LB au sein des LB SSA+ chez les patients atteints de pSS (n=51) et sujets 

sains (n=44). Chaque point correspond à un individu, P value est déterminée par un test Mann-Whitney. B- Test 

de corrélation entre la fréquence des LB SSA+ Transi et LB CD19+ Tansi, (C) et entre les LB SSA+ PB et les LB 

CD19+ PB. Régression Linéaire a été utilisée pour calculer la corrélation.  

 

Dans un second temps, nous avons donc évalué la fréquence des LB SSA+ dans les 

principaux compartiments des LB : transitionnels, naïfs, mémoires, DN et PB. Nos 

analyses montrent une fréquence remarquable des LB SSA+ dans le compartiment 

des LB matures chez les patients SSp contrairement aux sujets sains. Ces résultats 

sont en cohérence avec les résultats trouvés dans la polyarthrite rhumatoïde, où la 

majorité des LB auto-réactifs sont des LB mémoires (Kerkman et al., 2016). Chez les 

patients atteints de vascularite associée aux ANCA, la proportion des LB spécifiques 

de la PR3 est trouvée également enrichis avec la maturation des LB (Cornec et al., 

2017). 

La fréquence des LB SSA+ au sein des LB naïfs et transitionnels était similaire entre 

les patients et sujets sains suggérant une rupture des points de contrôles au niveau 

périphérique seulement chez les patients SSp. D’autres études, basées sur la 

génération d’anticorps monoclonaux à partir de LB isolés du sang périphérique de 

patients, ont précédemment rapporté une rupture de la tolérance centrale, entraînant 

l'accumulation de LB auto-réactifs naïfs et mémoires dans le SSp (Corsiero et al., 

2014), dans le SLE ainsi que dans la polyarthrite rhumatoïde (Yurasov et al., 2005) 

(Samuels et al., 2005). Cependant, ces études ont pu tester la polyréactivité des 

anticorps monoclonaux isolées de ces LB contre les antigène nucléaires (ANA+), 

regroupant plusieurs protéines y compris la RO(SSA). 

En utilisant une technique de tétramères pour détecter les LB auto-réactifs dans le 

SLE, l’équipe de Betty Diamond a montré lors d’une première étude, une rupture de la 

tolérance au niveau centrale et périphérique (point de contrôle Transi/naïve) (Jacobi 

et al., 2009). Dans une étude publiée 10 ans plus tard, la même équipe rapporte 

cependant que l’augmentation des LB réactif à des antigènes nucléaires (ANA+) est 

plutôt due à une détérioration dans la différentiation générale des LB générant une 

expansion des plasmocytes IgG responsables de la sécrétion des autoanticorps ainsi 

qu’à une rupture de la tolérance spécifique des LB spécifiques d’autoantigènes.  

Cette rupture de tolérance centrale reste controversée entre différentes études qui 

mettent une évidence une rupture de la tolérance centrale et transitionnelles dans les 
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maladies auto-immunes et SSp, mettant la lumière sur la complexité des maladies 

auto-immunes. Que ce soit une expansion générale de tous les LB chez les patients 

ou un échappement à la tolérance centrale/périphérique, des études plus approfondies 

sur notre cohorte était primordiales.  

La deuxième étape était alors d’étudier en profondeur la distribution des LB SSA+ au 

sein de chaque compartiment, afin de comprendre la rupture de la tolérance. 

Rappelons que pendant la maturation, les LB auto-réactifs passent par plusieurs points 

de contrôles qui permettent de les éliminer et prévenir leur maturation.  Nous avons 

suivi la maturation des LB SSA+ pendant les points de contrôles. 

 

 

2.1 Caractérisation des LB SSA+ au sein des points de contrôles de la tolérance 

périphérique et centrale 

 

Les LB auto-réactifs qui échappent aux points de contrôle de la tolérance 

centrale, s’accumulent dans le compartiment des LB transitionnels. Dans la maladie 

de SSp, les cellules transitionnelles sont augmentées chez les patients, ce qui suggère 

un dérèglement du point de contrôle central. La fréquence de LB SSA+ parmi les LB 

transitionnels ainsi que les sous-populations T1, T2 et T3 était cependant similaire 

entre patients et sujets sains malgré l’expansion de ce compartiment cellulaire. Ceci 

peut être expliqué par une expansion générale des LB indépendamment de leur auto-

réactivité à la SSA. Des taux élevés de BAFF, dans des modèles murins, montrent que 

les LB auto-réactifs ont pu échapper à l’élimination pendant le stade T2 de 

développement et s’accumuler dans les follicules spléniques (Thien et al., 2004).  Des 

niveaux significativement élevés de BAFF sont trouvés dans le sérum de patients 

atteints de SSp (Groom et al., 2002),  suggérant un rôle de rupture de tolérance par 

l'expression dérégulée de BAFF dans cette maladie en permettant l’expansion des LB 

et empêchant ainsi leur élimination (Thien et al., 2004).   

Pour étudier, cette hypothèse, nous évaluons par la suite la fréquence des LB SSA+ 

dans le compartiment des LB naïfs. Nos résultats montrent que malgré une similarité 

de la fréquence de SSA+ parmi les LB naïfs entre patients et sujets sains, les LB SSA+ 

se trouvent augmentés parmi une population naïve CD21low CD11c-. La caractérisation 

de cette population reflète une diminution de l’expression d’IgM et IgD dans cette 

population, partageant les caractéristiques d’une population anergique comme décrit 
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par Isnardi (Isnardi et al., 2010). Le principe d’une cellule anergique est son incapacité 

à répondre à une stimulation BCR. Des études fonctionnelles pour évaluer leur niveau 

de calcium après stimulation, seraient utiles afin de valider l’anergie de ces cellules. 

L’accumulation des LB auto-réactifs CD21low suggère que ces cellules semblent rester 

sous le contrôle de l’anergie dans le compartiment des LB naïfs. Malgré la diminution 

de compartiment des LB mémoires à non commutation isotypique (UnswM) dans le 

SSp (Bohnhorst et al., 2002), nous avons observé une expansion d’une sous 

population caractérisée par une diminution d’expression d’IgM membranaire chez les 

patients atteints de SSp, qui est enrichie en LB auto-réactifs SSA+. Il a été montré que 

les LB avec des niveaux inférieurs de IgM (IgMlow), caractérisées également par une 

diminution du CD21, sont altérées dans leur capacité à faire circuler le calcium en 

réponse à une stimulation anti-IgM ou anti-IgD démontrant une anergie fonctionnelle. 

Plus important, ces LB IgMlow contiennent une fréquence significativement accrue de 

LB auto-réactifs par rapport aux LB naïfs avec des niveaux plus élevés de IgM (Quách 

et al., 2011). Ceci conclut bien une association de l’auto-réactivité avec une diminution 

d’IgM. En effet la diminution d’IgM a été montrée comme étant un mécanisme de 

tolérance afin de contrôler les LB auto-réactifs par probablement une incapacité des 

LB IgD seuls à générer des autoanticorps et de plasmocytes à courte durée de vie in 

vivo  (Noviski et al., 2018) (Noviski and Zikherman, 2018).  

 

L’accumulation de la population CD21low/- est alignée avec d’autre études qui 

montre l’augmentation de cette population dans le SSp (Saadoun et al., 2013). 

Récemment, une étude a montré une expansion monoclonale dans le compartiment 

des LB CD21low/- chez les patients atteints de SSp.  Cette expansion est corrélée avec 

l’apparition des lymphomes chez ces mêmes patients (Glauzy et al., 2018). Ceci pose 

la question de comment ces LB CD21low/-   contribuent au développement du SSp 

?  

 

Avec l’enrichissement des LB SSA+ dans les compartiments des LB matures à 

commutations isotopiques (mémoire, DN), on pourrait imaginer que ces LB CD21low/-   

servent de réserves de LB auto-réactifs SSA+. Suite à une rupture de tolérance, ces 

LB seraient capables de se différencier en cellules sécrétrices d’anticorps 

probablement responsable de la production d’anticorps anti-SSA (Figure 30). Il serait 
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intéressant de suivre cette population dans une étude longitudinale chez un patients 

SSp.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Schéma proposé pour la rupture de la tolérance et accumulation des LB 

CD21low dans le SSp.  

Chez un sujet sain, les LB CD21low/- anergiques sont éliminés et exclus des follicules. En conditions pathologiques, 

ces LB CD21low/- enrichis en LB auto-réactifs servent de réserve et peuvent contribuer, suite à une rupture de la 

tolérance, à la production des anticorps anti-SSA ou présentation de l’autoantigènes aux LT (Figure créée sur 

BioRender.com). 
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Nous avons effectué ensuite une analyse détaillée des LB SSA+ au sein du 

compartiment des LB DN appelés auparavant LB mémoires atypiques, en raison de 

l’absence du marqueur des mémoires le CD27 à la surface de ces cellules. 

L’enrichissement des LB SSA+ parmi les DN2 (CD21low/- CD11c+) et DN1 (CD21+ 

CD11c-), suggère que les LB SSA+ parviennent bien à se différencier en empruntant 

les deux voies (extra folliculaire ou centre germinatifs) chez les patients SSp (Jenks et 

al., 2018) (Sanz et al., 2019). Des études ont montré qu’une stimulation antigénique 

continue supporte la formation et la production des autoanticorps par l’action des TFH 

(Baumjohann et al., 2013).  Une étude sur les LB CD21low/- isolés de patients atteints 

de maladies auto-immunes (PR, SLE …) montre qu’ils régulent positivement les 

molécules de co-stimulation (CD80-CD86) et entraînent ainsi la régulation positive du 

CD69 sur les LT, suggérant que les LB CD21low/- sont des cellules compétentes pour 

présenter l'antigène aux LT (Reincke et al., 2020). Il est donc possible aussi donc que 

les LB SSA+ enrichies parmi les LB CD21low/- CD27- soient compétentes pour présenter 

l’autoantigène aux LT auto-réactifs, mais cela devra être testé dans des travaux futurs.   

 

 

Les LB CD21low/- CD27-, semblent avoir un rôle dans la réponse immunitaire 

normale chez un sujet sain en cas d’infection (Sutton et al., 2021)  (Portugal et al., 

2015).  Ces LB CD21low/- CD27- partagent ainsi le profil transcriptomique d’une 

population de LB activés spécifiques d’antigènes pendant une infection virale, 

notamment par l’expression des gènes HLA, des inhibiteurs de BCR FCRL, et le CD19 

comme décrit par Ellebedy (Ellebedy et al., 2016). Dans le lupus, ces LB CD21low/- 

CD27- , regroupant les DN2 (CD27-CD21-CD11c+IgD-) et aNAV (CD27-CD21-CD11c+ 

IgD+), sont capables de se différencier en PC par voie extra folliculaire et augmentées 

chez les patients atteints de Lupus (Wei et al., 2007)  (Jenks et al., 2018). Ils semble 

être induits dans les conditions d’une stimulation TLR7, et serait impliquée dans la 

physiopathologie de Lupus (Wang et al., 2018). Cette population partage également 

des caractéristiques avec la population ABC « age associated B cells », qui est décrite 

aussi comme étant des LB avec une fonction de cellules présentatrices d’antigène 

(Rubtsova et al., 2015). En accord avec ces résultats, nous montrons également que 

les LB SSA+ chez un sujet sain, partagent des caractéristiques sur le plan 

transcriptionnel avec la surexpression des gènes HLA et FCLR5. De plus, une perte 

d'anergie des LB dans le diabète de type 1 était également associée à des allèles de 
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susceptibilité trouvés dans les gènes HLA impliquant l’interaction des LT dans le 

processus (Smith et al., 2018). 

 

 

 

Compte-tenu de toutes ces informations, l’expansion de cette population 

CD21low/- CD27- chez le SSp comme nous avons également fait l’observation ; suggère 

que donc ces LB CD21low/- CD27- dans des conditions pathologiques avec une 

stimulation TLR, échappent à la tolérance et deviennent des PC responsables de la 

sécrétion des autoanticorps (Figure 31). Dans ce sens, il a été rapporté une rupture 

de la tolérance par une double stimulation BCR et TLR (Leadbetter et al., 2002). En 

effet, il s’avère que les complexes immuns contenant de l'ARNss joue aussi un rôle 

aussi de ligand pour les TLR7 et TLR9, entrainant l'activation des LB auto-réactifs (Lau 

et al., 2005). L’accumulation des LB atypiques avec une stimulation TLR7, pose la 

question du lien entre une infection virale et les maladies auto-immunes. Dans le 

cas d’une infection par le virus d’Epstein bar, une stimulation du TLR7, induit la 

production du facteur de transcription T-box T-bet, et l’accumulation des LB CD11c+ 

CD21low/-, responsable de production d’anticorps et la réponse antivirale (Rubtsova et 

al., 2013). Ainsi, une voie de différenciation de ces LB qui a évolué pour promouvoir 

l'immunité contre les virus peut également contribuer à l'auto-immunité. Une étude plus 

étendue serait nécessaire dans le SSp pour étudier le lien entre une infection virale et 

l’apparition de cette population.  

Dans des modèles murins précliniques, des études suggèrent que la majorité des LB 

avec une spécificité autoréactive proviennent de LB CD11c+ T-bet+ (Lau et al., 2017). 

L’ensemble de nos résultats suggèrent que la majorité des LB avec une auto-réactivité 

contre le SSA proviennent de LB CD11c-CD21low/- (naïfs et DN3) et CD11c+CD21low/- 

(DN2) impliquant une différenciation extra folliculaire et post centre germinal. Ainsi, 

des événements environnementaux tels qu'une infection virale, peuvent en perturbant 

l'anergie des LB, entraîner les individus vers l'auto-immunité, principalement lorsque 

le terrain génétique est favorable comme des facteurs de risque génétiques, tels que 

les allèles HLA. 
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Figure 31 : rupture de la tolérance des LB CD21low dans le SSp. 

Nous émettons l'hypothèse que la reconnaissance combinée des autoantigènes par les BCR et les TLR, 

peut aider à l'échappement de la tolérance dans les LB autoréactifs CD21low/- (Figure créée sur 

BioRender.com). 

 

 

 

 

Une autre hypothèse est que le passage de ces LB SSA+ du compartiment anergique 

CD21low/- à un compartiment des LB activé CD21low/- n’est pas le fruit d’une perte 

d’anergie mais d’une acquisition d’auto-réactivité pendant la maturation cellulaire.  Des 

études ont suggéré l’acquisition de l’auto-réactivité dans le SSp avec la mutation 

somatique au sein du centre germinatif. Une analyse des anticorps monoclonaux 

obtenus à partir des LB mémoires IgG+ isolées des patients avec SSp, montre une 

acquisition de l’auto-réactivité de ces anticorps après avoir subi une mutation 

somatique (Takeshita et al., 2020). 
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Ces résultats ouvrent la porte à plusieurs études nécessaires pour étudier ces 

hypothèses notamment avec des analyses fonctionnelles sur des patients atteints de 

SSp. Une étude de la signalisation intracellulaire par phospho-FACS ou par mesure 

de flux calcique, serait nécessaire pour étudier la réponse BCR des LB SSA+ suite à 

une stimulation par l’antigène. Il faudrait également étudier aussi la différenciation du 

sous population CD21low/- et valider l’hypothèse que suite à une double stimulation TLR 

et BCR, ces LB seront capables de répondre et peut être se différencier chez les 

patients SSp.  

 

 

 

 

Figure 32 :  Représentation schématique de l’étude phénotypique des LB SSA+ 

dans le SSp (Figure créée sur BioRender.com). 
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3- Répertoire des LB SSA+  

Afin de comprendre les caractéristiques du répertoire des LB SSA+, des clones de LB 

spécifiques de la SSA ont été générés et le séquençage de leur BCR a été ensuite 

effectué lors de ma mobilité à Leiden. Le nombre de clones étant très limité avec une 

qualité de séquençage faible (informations manquantes pour la plupart des clones), il 

est difficile d’interpréter ces résultats. Une analyse VDJ sur un grand nombre de 

cellules était prévue dans la partie scRNAseq et les résultats aurait pu nous apporter 

plus d’informations. Les analyses sont cependant en cours.   

Il est tout de même important de remarquer par rapport à ces résultats préliminaires, 

qu’il n'y a pas d'anomalies majeures dans le répertoire des gènes Ig des LB SSA+ 

circulants chez les patients atteints de SSp comme cela a été rapporté précédemment 

dans le SSp (Corsiero et al., 2014). 
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4- Analyse transcriptionnelle des LB réactifs à la SSA 

 

L'identification de biomarqueurs du SSp à partir des LB spécifiques de la SSA serait 

informative pour faire progresser notre compréhension de la maladie. Dans cette étude 

préliminaire, nous avons utilisé le scRNAseq pour étudier la diversité des populations 

de LB SSA+ chez un sujet sain.   

 

▪ Les limites de scRNAseq avec le système 10X Genomics Chromium 

Le système 10X Genomics Chromium est aujourd’hui la méthode la plus rentable et la 

plus rapide disponible. L’émergence de la technologie du RNA-Seq unicellulaire 

(scRNA-Seq) vient surmonter les limites du RNA-Seq qui est basé sur l’expression 

moyenne d’une population, en étudiant le profil d’expression au niveau cellulaire et 

nous permettre finalement d’explorer l’hétérogénéité au sein d’une population unique.   

Cependant, des défis et limites analytiques restent présents avec cette technologie.  

La 1ere limite du scRNAseq est que les populations de cellules rares peuvent ne pas 

être correctement représentées si un nombre insuffisant de cellules est analysé (See 

et al., 2018) comme c’était notre cas, avec seulement 800 cellules qui ont pu passer 

le contrôle qualité pour l’analyse. Une inclusion d’un nombre plus important de cellules 

aurait pu être plus bénéfique.  

Pour bien analyser les données, il faut aussi prendre conscience des biais qui peuvent 

affecter l’analyse en aval (Buettner et al., 2015). Ainsi pour éviter les artefacts dans 

l'analyse des données scRNA-seq, les cellules de faible qualité d’ARNm/UMI doivent 

être retirées (Ilicic et al., 2016). Il est recommandé de supprimer les cellules avec un 

nombre de UMI <100, afin d'éviter les UMI erronées générées lors de l'amplification 

(Poirion et al., 2016) (Zeisel et al., 2015). Prenons l’exemple aussi de contamination 

par des ARNm provenant des cellules apoptotiques qui se caractérise par l’expression 

des gènes mitochondriaux. Ces gènes non éliminés peuvent dominer l’expression des 

gènes d’intérêts et masquer l’information dans notre analyse (J. S. Lee et al., 2020). 

Notons aussi que l’utilisation des cellules décongelées dans notre étude a pu avoir un 

impact sur l’augmentation des cellules apoptotiques. Une étape d'élimination des 

cellules mortes aurait pu être faite avec le kit « Dead Cell Removal Kit » de Milteny, 

pour augmenter la viabilité des cellules. Cependant, cela aurait pu avoir une 

conséquence sur la quantité cellulaire également. La cryoconservation semble 

augmenter aussi l’expression des gènes associés aux protéines de choc thermique 
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telles que les gènes de HSPB1, HSPB12, HSPB11, HSPBAP1, HSPA1A, HSPA8, 

comme ça été trouvé dans d’autre études (J. S. Lee et al., 2020). Dans la recherche 

translationnelle avec des cohortes des sujets humains, le processus de 

cryoconservation et de décongélation est parfois inévitable.  

 

L'attribution des types cellulaires connus est primordiale dans une analyse scRNA seq, 

car connaitre la composition des types cellulaires dans un échantillon aide à 

comprendre son hétérogénéité par la suite. De plus en plus fréquemment, 

d’algorithmes sont conçus pour permettre l’identification claire des sous populations 

avec des méthodes « semi-supervisées ». On nomme par exemple le package 

scSorter, en se basant sur des gènes de marqueurs connus, qui permet d’attribuer des 

cellules à des types cellulaires connus (Guo and Li, 2021). Simplement ces 

algorithmes sont conçus pour annoter des populations très différentes (PBMC) avec 

des marqueurs très distincts comme ça été montré avec des études sur des PBMCs 

(Martin et al., 2019) ou à partir d’une suspension cellulaire issue d’un tissue (Lantz et 

al., 2020) (Zywitza et al., 2018). L’annotation reste plus compliquée au sein d’une 

population unique comme des LB, bien que des bases de données/algorithmes 

émergent ces derniers temps pour permettre de les identifier, comme BcellNet (Lu et 

al., 2018b) ou singleR (Ramesh et al., 2020) deux packages utilisés dans des études 

pour annoter les LB. Une utilisation d’un de ces algorithmes est à faire pour les 

prochaines études.  

 

Nous pouvons également définir les ensembles de gènes qui discriminent le mieux les 

différents groupes, à l'aide de marqueurs de surface cellulaire. Cependant, une autre 

limite de scRNA seq est aussi l’absence de détection de certains gènes marqueurs de 

types cellulaires connus comme c’était le cas dans notre jeu de donnée avec l’absence 

d’expression du CD27, marqueur des LB mémoires (Klein et al., 1998), le facteur de 

transcription marqueur des PB ‘BLIMP-1’, codé par le gène PRDM1 (Shaffer et al., 

2002), ou encore XBP1, un facteur de transcription essentiel pour la différenciation 

terminale des LB (Reimold et al., 2001). Ceci a été discuté dans un article comparant 

le système de 10X chromium avec le système de Smart-seq2, où chaque cellule est 

séparée dans des plaques de microtitration (X. Wang et al., 2021). Les résultats 

montrent que le système Smart-seq2 avait de meilleures performances dans la 

détection de gènes à faibles niveaux d'expression. Cependant son coût reste très 
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élevé et le nombre de cellules étudiées reste très faible par rapport au 10X chromium 

qui permet de détecter des cellules rares par sa capacité à couvrir un grand nombre 

de cellules. Pour surmonter les faibles niveaux d'expression de l'ARNm, nous pourrons 

pour d’autres études utiliser le système de codage à barres appelé CITEseq. 

 

Pour la première analyse, nous avons choisi d’utiliser le package SEURAT sur R qui 

permet d’explorer les données, effectuer les contrôles qualités et effectuer les DEG. 

Nos analyses ont révélé des groupes de LB qui ne répondent pas aux phénotypes 

principaux des sous-populations connues (transitionnels, mémoires, PB…), suggérant 

un degré encore élevé d'hétérogénéité à explorer. Une analyse « pseudo-time », aurait 

pu être plus bénéfique pour pouvoir identifier le stade de maturation des cellules. En 

effet, la construction d'un chemin pseudo-temporel des cellules permet de les ordonner 

en fonction de la transition progressive de leurs transcriptomes, nous permettant ainsi 

d’étudier la dynamique d’expression génique dans une population cellulaire 

hétérogène (Ji and Ji, 2016) (Campbell and Yau, 2018). Ceci devrait être inclus dans 

une deuxième analyse des données.  

 

L’idée de cette partie de projet était de répondre à ces questions :  

Est-ce que les LB SSA+ sont différents par rapport aux LB totaux ? À l’échelle 

unicellulaire, ces LB auto-réactifs SSA+ sont-ils tous homogènes ? 

 

Nous avons rapporté les premiers résultats de comparaison entre les LB SSA+ et SSA- 

chez un sujet sain. Ces résultats montrent en premier lieu que nous avons un profil 

transcriptomique différent dans les LB SSA+ par rapport aux LB totaux, avec des gènes 

principalement associés à la présentation de l'antigène et à la régulation négative du 

récepteur d’antigène. La question est : quel rôle jouent les LB auto-réactifs dans la 

physiologie au travers de la présentation d’antigène ?  

Alors que les théories de sélection clonale affirmaient que « le système immunitaire 

était spécifique des antigènes environnementaux et incapable de reconnaître les 

antigènes du soi ; lorsqu'une telle tolérance aux antigènes du soi est rompue, un état 

pathologique se développe », la découverte des LB auto-réactifs et les anticorps auto-

réactifs, dits naturels chez des sujets sains, vient rajouter un degré de complexité à 

cette théorie. On estime qu’environ 20% des LB du sang adulte sont polyréactifs et 

sont largement distribués dans les ganglions lymphatiques (Tiller et al., 2007b). 
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Les autoanticorps naturels sont principalement polyréactifs avec de faibles affinités à 

l’autoantigène mais de larges spécificités (Shoenfeld and Toubi, 2005). De nombreux 

rôles physiologiques ont été attribués à ces anticorps naturels, notamment la 

maintenance de l'homéostasie tissulaire, l'élimination des cellules apoptotiques, le 

masquage des néo-autoantigènes, et la liaison à des déterminants idiotypiques sur les 

IgG autoréactives (Avrameas and Selmi, 2013). Il a été montré qu’une carence en 

anticorps IgM naturels pourrait être le facteur prédisposant au SLE, suggérant leur rôle 

protecteur dans les maladies auto-immunes  (Boes et al., 2000). Ces LB auto-réactifs 

naturels auraient également comme rôle, la présentation des antigènes aux LT pour 

maintenir la tolérance  (Zhong et al., 1997) (Wang et al., 2001).   

Des conditions homéostatiques ainsi qu’une régulation du BCR par les corécepteurs 

(CD19/CD21) ou les récepteurs inhibiteurs (CD72) sont nécessaire à la prévention des 

maladies auto-immunes (S. Lee et al., 2020). Ainsi une augmentation de l’expression 

du récepteur inhibiteur CD72 dans les LB SSA+ dans le groupe 3 suggère qu’en 

physiologie, ces LB auto-réactifs naturels sont sous le contrôle de la tolérance et 

qu’une expression de CD72 permet de jouer son rôle d’inhibiteur négatif.   

On pourrait imaginer que les LB SSA+ chez les patients SSp, auraient une diminution 

de l’expression du CD72, ce qui par conséquence conduirait à une rupture de la 

tolérance. Néanmoins, une expression plus importante de CD72 a été retrouvée dans 

les LB de patients atteints de SSp (Shen et al., 2020). Rappelons que le CD72 joue 

également un rôle de régulateur positif, il a d’ailleurs montré que son interaction avec 

son ligand CD100 (exprimé sur les LT, les LB et les cellules présentatrices d'antigène) 

induis la déphosphorylation de la tyrosine du CD72 et conduis à la dissociation entre 

SHP-1 et CD72, exerçant ainsi un effet co-stimulateur (Ishida et al., 2003) (Hokazono 

et al., 2003). Ainsi les voies ERK1/2 (signalisation positive via le BCR) et JNK1/2 

indépendante de BCR, sont libérée (Wu et al., 2001). On pourrait imaginer que dans 

les LB SSA+ anergiques dans le SSp, il y aurait une liaison entre l’autoantigène SSA 

et CD100, qui empêcherait la signalisation négative par le biais de CD72 et permettrait 

leur survie et activation (Figure 33). Cette théorie est soutenue par l’augmentation du 

niveau de CD100 soluble dans le plasma des patients atteints de SSp (Kang et al., 

2020). 
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Figure 33 : Hypothèse d’activation des LB réactifs à la SSA dans le SSp avec une 

augmentation de l’expression de CD72 (Figure créée sur BioRender.com). 

 

  

Il convient de noter qu’une comparaison de ces LB SSA+ avec des cellules allo 

réactives ou d’autre LB spécifiques d’un autre antigène aurait pu être plus juste qu’une 

comparaison avec des LB totaux. Des validations avec des tests protéiques seront 

nécessaires pour valider ces résultats par rapport aux gènes trouvés augmentés dans 

les LB SSA+. 

Nous avons pu lancer tout récemment une analyse comparative des LB SSA+ entre 

patients et sujets sains. Nous avons trié les LB SSA+ sur un total de 5 patients et 3 

sujets sains, et généré les librairies pour une analyse du transcriptome unicellulaire et 

du répertoire VDJ. Les résultats de cette expérience nous permettront de mieux étudier 

la différence des LB SSA+ entre pathologie et physiologie. 
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CONCLUSION GENERALE  

Ce projet de thèse avait pour particularité d’être un des premiers ayant pour but 

d’étudier les LB spécifiques de la SSA dans le SSp. Afin de parvenir à cet objectif, 

nous avons développé trois grands axes expérimentaux : 

 - Une étude phénotypique des LB SSA+ en physiologie et chez des patients SSp  

 - Une étude fonctionnelle des LB SSA+ explorant la sécrétion des anticorps anti- 

SSA sur cellules isolées. 

- Une analyse transcriptomique préliminaire des LB SSA+ chez un sujet sain. 

 

Ce travail a permis, tout d’abord, de valider la méthode de détection des LB SSA+ 

parmi les LB circulants. Les LB SSA+ sont retrouvés enrichis au cours de la maturation 

des LB chez les patients SSp. Ces LB SSA+ étaient capables de produire des anticorps 

d’isotype IgG seulement chez les patients SSp, confirmant que chez un sujet sain les 

LB SSA+ restent sous le contrôle de la tolérance. L’analyse transcriptomique 

effectuée, chez un sujet sain montrait une augmentation de l’expression des gènes 

HLA essentiels à la présentation de l’antigène aux LT dans les LB SSA+. De façon 

intéressante, nous observons un enrichissement des LB SSA+ parmi les LB CD21low/-. 

Cette population augmentée dans le SSp et décrite comme des cellules présentatrices 

d’antigène.   

Nous émettons l'hypothèse que ces LB CD21low/- auto-réactifs seront capables de se 

différencier en cellules sécrétrices d’anticorps chez les patients SSp. Des preuves de 

l’implication de la voie TLR ont déjà été montrées dans le SSp. Une étude récente 

montre l’implication de la signalisation TLR7 dans le développement du syndrome de 

Sjogren dans un modèle murin (Y. Wang et al., 2021).  

Le lien entre les LB CD21low/-, la rupture de la tolérance ainsi que la présentation 

d’antigène permet d’envisager différentes pistes de recherche afin d’étudier ces LB 

auto-réactifs SSA+CD21low/- dans le SSp. La détection d’une augmentation de cette 

population pourrait être envisagée comme critère diagnostique chez les patients SSp.  
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Dans l'ensemble, cette étude en se basant sur des analyses phénotypiques, du tri 

cellulaire ainsi que la puissance de l’approche transcriptomique, permet d’avoir un 

meilleur aperçu des caractéristiques des LB SSA+ en physiologie et chez les patients 

SSp. Des études plus approfondies seront nécessaires pour déterminer les marqueurs 

et la signature moléculaire de ces LB spécifiques de la SSA, permettant ainsi un 

diagnostic plus précis des patients et la découverte des nouvelles cibles 

thérapeutiques.  
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ANNEXES   

 

Pendant ma thèse, j’ai eu l’opportunité de travailler en parallèle sur la caractérisation 

des LB circulants spécifiques de la protéinase 3 (PR3), un des autoantigènes 

principaux des vascularites associées aux ANCA. L’isolement de ces cellules ainsi 

qu’un ELISPOT, nous a permis de valider la sécrétion des anticorps anti PR3 par les 

LB PR3+ chez un sujet sain.  
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GRAPHICAL ABSTRACT 

 

 

Legend: 

AAV: ANCA-associated vasculitis, i.e. the disease model 

PR3: proteinase 3, i.e. the studied antigen of the B cell receptor 

MPO: myeloperoxidase, i.e. the antigen of the disease control 

HC: healthy controls 

PR3+ B cells: proteinase 3+ B cells, i.e. autoreactive B cells 
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ABSTRACT  

Background: Little is known about the autoreactive B cells in anti-neutrophil 

cytoplasmic antibody (ANCA)-associated vasculitis (AAV). We aimed to investigate 

tolerance checkpoints of circulating antigen-specific proteinase 3 (PR3+) B cells.  

Methods: Multicolor flow cytometry in combination with bioinformatics and functional in 

vitro studies were performed on baseline samples of peripheral blood mononuclear cells 

from 154 well-characterized participants of the RAVE trial (NCT00104299) with severely 

active PR3-AAV and myeloperoxidase (MPO)-AAV, and 27 healthy controls (HCs). 

Clinical data and outcomes from the trial were correlated with PR3+ B cells (total and 

subsets).  

Results: The frequency of PR3+ B cells among circulating B cells was higher in PR3-

AAV (4.77% [3.98%-6.01%]), than in MPO-AAV (3.16% [2.51%-5.22%]), and in AAV 

compared to HCs (1.67% [1.27%-2.16%], p<0.001 for all comparisons), implying a 

defective central tolerance checkpoint in patients. Only PBMC from PR3-AAV contained 

PR3+ B cells capable of secreting PR3-ANCA IgG in vitro, proving to be functionally 

distinct from those of MPO-AAV and HCs. Unsupervised clustering identified subtle 

subsets of atypical autoreactive PR3+ memory B cells accumulating through the 

maturation process in PR3-AAV patients. PR3+ B cells were enriched in the memory B 

cell compartment of PR3-AAV, and were associated with higher serum CXCL13 levels, 

suggesting an increased germinal center activity. PR3+ B cells correlated with systemic 

inflammation (C-reactive protein and erythrocyte sedimentation rate, p<0.05) and 

complete remission (p<0.001).   
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Conclusions: This study suggests the presence of defective central antigen-

independent and peripheral antigen-dependent checkpoints in patients in PR3-AAV, 

elucidating the selection process of autoreactive B cells. 
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INTRODUCTION  

The systemic autoimmune diseases granulomatosis with polyangiitis (GPA) and 

microscopic polyangiitis (MPA) are small vessel vasculitis syndromes associated with 

circulating anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA), which target either proteinase 

3 (PR3) or myeloperoxidase (MPO)(1). Distinguishing the different types of AAV by 

autoantigen specificity rather than clinicopathologic items has been proposed for 

classification purposes because the presence of PR3-ANCA versus MPO-ANCA 

conveys unique biological and clinically useful information(2, 3).   

In healthy individuals, a large fraction of immature B cells are autoreactive, but 

autoreactive cells are progressively eliminated by central and peripheral tolerance 

checkpoints during the B cell maturation and selection process(4–7). Central checkpoint 

mechanisms control the survival of the cells during their maturation from bone-marrow-

residing immature B cells towards circulating transitional B cells; they may be studied by 

analyzing the proportion of autoreactive B cells among blood transitional B cells. 

Peripheral tolerance checkpoints control the maturation of B cells from the transitional to 

the naïve mature stages, and then during their functional orientation towards memory B 

cells and antibody-secreting cells;  they may be studied by comparing the proportions of 

autoreactive B cells among the different circulating B cell subsets(4–7). Normal 

tolerance  mechanisms are thought to be defective in patients with AAV(8). Yet, little is 

known about how autoreactive B cells escape tolerance checkpoints leading to ANCA 

production. The presence of circulating IgG-secreting cells and their B-cell precursors 

bearing a B cell receptor (BCR) specific for PR3 or MPO has been postulated in AAV, 

but investigation of these cells has been limited by their low frequency in peripheral 
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blood4,5. Furthermore, in comparison to other autoimmune diseases(6, 9–11), very few 

studies have characterized ANCAs reconstituted from human B cells(12, 13), and valid 

animal models of AAV are only available for MPO-AAV (14–17).  

We previously developed an original method to enumerate PR3-reactive B cells 

(PR3+ B cells) by flow cytometry and observed a higher frequency of circulating PR3+ B 

cells that were enriched within memory B cells in a small cohort of patients with PR3-

AAV as compared to healthy controls (HCs)(18). 

The present study was designed to (i) confirm and expand our preliminary 

observations in a large, well-characterized cohort of patients with PR3-AAV as 

compared to patients with MPO-AAV as disease controls and HCs, (ii) elucidate the 

mechanisms of the differentiation process leading to mature PR3+ B cell selection in 

PR3-AAV during the active phase of the disease, as compared to MPO-AAV and HCs, 

and (iii) investigate the relationship between the frequency of PR3+ B cell subsets and 

the clinical and biological features of PR3-AAV. 
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RESULTS 

 

Perturbations of circulating B cell subsets are similar in patients with PR3-AAV 

and MPO-AAV  

 

The characteristics of the participants are shown in Supplemental Table 1. We 

observed that B-cell homeostasis was abnormal in AAV compared to HCs (gating 

strategy Figure 1A; percentages of total B cells and B cell subsets in Figure 1B-C), 

confirming previous studies(19–23). The absolute counts of both PR3-AAV and MPO-

AAV participants showed higher numbers of circulating B cells and higher numbers of 

naïve and double negative (DN) B cells than HCs (Supplemental Figure 1A-C).  

We further dissected the B-cell pool using the SPADE algorithm (Supplemental  

Figure 1D). Overall, the B-cell clusters segregated PR3-AAV participants from HCs 

when directly compared (principal component analysis in Figure 1D, unsupervised 

hierarchical clustering heat map in Supplemental Figure 1E), but not from MPO-AAV 

participants, meaning that the two groups of patients display similar disturbances in B 

cell homeostasis compared to HCs (Figure 1E, Supplemental Figure 1F).  

 

 

Circulating PR3+ B cells are higher in patients with PR3-AAV than in controls 

PR3+ B cells were detected in PBMCs from patients with PR3-AAV and MPO-

AAV, as well as HC subjects (representative plots shown Figure 2A). Patients with 

PR3-AAV had higher frequencies and absolute numbers of PR3+ B cells compared to 

MPO-AAV and HCs (median [25-75% IQR], PR3-AAV 4.77% [3.98%-6.01%] versus 
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MPO-AAV 3.19% [2.51%-5.22%] versus HCs 1.67% [1.27%-2.16%], p<0.001 for all 

comparisons; PR3-AAV 5.55 [3.09-9.64] cells/μl versus MPO-AAV 3.09 [2.02-8.81], 

p<0.05, and MPO-AAV versus HCs 0.95 [0.58-1.31] cells/μl, p<0.001), confirming and 

expanding the findings from our previous report(18) (Figure 2B-C). Notably, no 

significant effect of glucocorticoids on the levels and percentages of lymphocytes, B 

cells, PR3+ B cells and other T cell specific subsets was observed (Supplemental 

Table 2). 

 

PBMCs from patients with PR3-AAV contain PR3+ B cells capable of secreting 

PR3-ANCA IgG in vitro 

Supernatants from PBMC cultures from patients with PR3-AAV contained 

significantly higher levels of anti-PR3 IgG than those from MPO-AAV and HC subjects 

(p<0.001, Figure 2D), showing that PR3+ B cells from patients with PR3-AAV are 

functionally distinct from their counterparts from MPO-AAV patients and HCs.  

Then, we sought to assess whether PR3+ B cells that can be detected among 

PBMCs by FACS are responsible for the in-vitro secretion of anti-PR3 immunoglobulin. 

We measured the frequency of PR3+ secreting cells (IgM and IgG) by ELISPOT after 

stimulation. After sorting PR3+ and PR3-negative B cells from B cell-enriched PBMC of 

HCs (Supplemental Figure 2A-B), we found that circulating PR3+ B cells from HCs are 

able to produce PR3-ANCA IgM, but not PR3-ANCA IgG. Furthermore, we could not 

detect any PR3-specific antibody secretion in PR3-negative cells, demonstrating that 

our detection method ensures a full recovery of circulating PR3-specific B cells within 

the PR3+ B cell pool as detected by FACS.  
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 The significant correlation between anti-PR3 IgG levels from in vitro cultures and 

in vivo serum levels in PR3-AAV participants (Figure 2E, Supplemental Figure 2C) 

suggests that circulating PR3+ B cells from patients with PR3-ANCA can serve as bona 

fide precursors of PR3-ANCA IgG secreting cells in vivo.  

 

Autoreactive PR3+ memory B cells accumulate through the maturation process 

only in patients with PR3-AAV. 

 

The frequency of PR3+ B cells within each of the different B-cell subsets was 

higher in PR3-AAV than in MPO-AAV, and in AAV overall compared to HCs, implying a 

defective central tolerance checkpoint in patients compared to HCs (Figure 3A; 

representative plots are shown in Supplemental Figure 3). B-cell subsets within the 

PR3+ B-cell pool were similarly distributed in PR3-AAV, MPO-AAV, and HCs, except 

higher levels of mature B cells in PR3-AAV and MPO-AAV compared to HCs (p<0.001) 

(Figure 3B).  

In order to better understand whether rare subsets of PR3+ B cells were specifically 

enriched in patients with PR3-AAV compared to controls, we identified PR3-reactive B 

cell clusters defined by the SPADE algorithm significantly more represented or activated 

in PR3-AAV. Among the 200 B-cell nodes, 6 clusters of cells displayed a stable 

increased reactivity for PR3 across all the samples in HCs, MPO-AAV and PR3-AAV 

participants (Figure 4A-B, phenotypic characterization in Supplemental Table 3). 

Among these 6 stable PR3+ clusters, we observed a significant enrichment of PR3+ 

cells in CL57, CL93, CL160 and CL185 (Bm2/naïve and transitional clusters) in PR3-
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AAV subjects compared to MPO-AAV and HCs (Figure 4C), confirming a deficient 

central checkpoint (controlling the maturation of immature B cells towards transitional 

and naïve mature B cells).  

The investigation of the MFI of the PR3 BCR in these transitional/naïve clusters 

(Figure 4D, Supplemental Figure 4A) revealed a marked reduction in CL160, CL187, 

CL93, and CL140 in patients with AAV, a hallmark of chronically activated or anergic 

cells. In contrast, the PR3 BCR MFI was significantly higher in five other clusters (CL86, 

CL129, CL104, CL132, CL155), belonging to the memory compartments, suggesting 

the presence of defective peripheral checkpoints in AAV. Clusters CL104 and CL132 

(corresponding to switched activated memory cells) and CL155 (corresponding to 

plasmablasts, PB) were increased in AAV subjects with no significant differences 

between PR3-AAV and MPO-AAV (Figure 4E), and a PR3-specific defect was identified 

in the clusters CL86 and CL129 (corresponding to the DN IgD-CD27-CD38- subset) only 

in PR3-AAV patients (Figure 4F).  

We therefore repeated the manual gating analysis using a more conservative strategy 

to identify PR3+ B cells with the highest reactivity (PR3high) (gating strategy Figure 4G, 

left), and observed that similar to the frequency of total PR3+ B cells (Figure 1B), the 

frequency of PR3high B cells was significantly increased in PR3-AAV compared to MPO-

AAV and HCs (Figure 4G, central). Consistent with the unsupervised cluster analyses, 

enrichment of PR3high B cells among the peripheral pool of DN B cells distinguished 

PR3-AAV from both MPO-AAV and HCs (Figure 4G, right; Supplemental Figure 4B).  
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Selection of mature PR3+ B cells and determinants of the maturation of 

autoreactive B cells 

 

When comparing the frequencies of PR3+ B cells in each B-cell subset within 

each disease group, we observed a significant decrease in the frequencies of PR3+ B 

cells from transitional to naïve, from unswitched (UnSW) to switched (SW), and from 

SW to PB in all the groups, illustrating the different layers of control of the peripheral 

checkpoints (Figure 5A).  

PR3-AAV participants showed a higher frequency of PR3+ B cells in the SW 

compartment compared to the naïve one, while MPO-AAV subjects and HCs did not 

(Figure 5B).  

To illustrate the differential enrichment of PR3+ B cells during the maturation 

process, we computed a ratio of the frequency of PR3+ within SW B cells over the 

frequency of PR3+ within naïve B cells. The median ratio was < 1 in HCs and MPO-AAV 

subjects but was > 1 in PR3-AAV participants (Figure 5C), with approximately one third 

of HCs, half of the MPO-AAVs and almost three quarters of the PR3-AAV participants 

with a ratio >1 (Supplemental Figure 5A).  

 In addition to having higher proportions of PR3+ SW B cells relative to the 

proportions of PR3+ naïve B cells (accounting for a higher ratio), PR3-AAV participants 

with a ratio >1 compared to those ≤1 had higher levels of circulating PR3+ PB and DN B 

cells and lower levels of transitional B cells, suggesting that the ratio reflects an overall 

higher degree of PR3+ B cells maturation (Table 1).  
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We measured the relationship between PR3+ B cell maturation and serum 

cytokine levels potentially implicated, which were similar between MPO-AAV and PR3-

AAV subjects (Supplemental Figure 5B). While B-cell activating factor (BAFF) and 

interleukin (IL)-6  did not show any association with PR3+ B-cell maturation in PR3-AAV 

subjects, C-X-C motif ligand 13 (CXCL13) levels were higher in those with a SW 

memory/naïve ratio >1 compared to those with a ratio ≤1 (Figure 5D), suggesting a 

higher germinal center reaction(24) for PR3-AAV participants with a SW memory/naïve 

ratio >1. 

The absolute numbers of chemokine receptor 5 (CXCR5), programmed cell 

death-1 (PD-1), T follicular helper (CXCR5+PD-1+ Tfh) were significantly elevated in 

PR3-AAV and MPO-AAV compared to HCs (Supplemental Figure 5C-D), in line with 

observations made by others(25), and we observed that circulating Tfh count and 

frequency were lower in participants with PR3-AAV with a SW memory/naïve ratio >1 

compared to those with a ratio ≤1 (Supplemental Figure 5E). Together, these results 

support the activation of the germinal center machinery to promote PR3-reactive B cell 

maturation in participants with PR3-AAV.  

 

Maturation of PR3+ B cells and clinical manifestations in PR3-AAV subjects 

The PR3+ SW memory/naïve B cell ratio did not show significant correlations with 

clinical and demographic features (Figure 6A-C and Supplemental Figure 6A-E). 

Subjects with ratio >1 had higher ESR and CRP serum levels compared to those with a 

ratio ≤1 (Figure 6D), but disease activity assessed by BVAS/WG did not show any 

association with this ratio (Figure 5E). 
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Whereas participants with ratio ≤1 tended to achieve more frequently complete 

remission at 6 months than those >1 (80.8% vs. 60.6%, respectively, p=0.0649; primary 

endpoint of the trial, defined as BVAS/WG=0 and Prednisone=0), 100% of participants 

with ratio ≤1 achieved complete remission at any time during the observation period 

compared to less than 80% in those with ratio > 1 (p≤0.001) (Figure 6F). Time-to-

complete remission (Figure 6H) and time-to-first remission (BVAS/WG=0) 

(Supplemental Figure 6F) were significantly shorter in subjects with ratio ≤1 compared 

to ratio >1. Future relapse and severe relapse were not associated to this ratio (Figure 

6G).  

No striking correlations between the frequency of PR3+ B cells and the 

demographic, disease activity, and major clinical features was observed (Supplemental 

Figure 7). 

Taken together, a PR3+ SW memory/naïve B cell ratio >1 seems to be 

associated with higher degrees of systemic inflammation and slower response to 

treatment. 

 

DISCUSSION 

Herein, we confirm our previous findings(18) in a large well-characterized cohort 

of patients with AAV with active disease, and show that patients with PR3-AAV have 

higher circulating levels of PR3+ B cells compared to healthy and disease controls, 

suggesting a general defect in B-cell tolerance in AAV compared to HCs. Notably, only 

circulating B cells from PR3-AAV secrete PR3-ANCA IgG under appropriate stimulation, 

reflecting their in vivo activity. While the frequency of PR3+ B cells decrease as B cells 

progress through the maturation checkpoints in AAV and HCs, there appears to be a 
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preferential enrichment of PR3+ B cells in the memory B-cell subsets of patients with 

PR3-AAV subjects. This phenomenon is accompanied by signs of germinal center 

activation, suggesting an antigen-specific breach in this layer of control of peripheral B-

cell maturation. The selection of these autoreactive B cells through the different B cell 

compartments results in an accumulation of autoreactive PR3+ memory B cells, 

particularly in PR3+ DN subsets. The association between the maturation of PR3+ B 

cells, as reflected by the IgD- memory/naïve ratio, with CRP, ESR and complete 

remission suggest a link between autoimmunity and systemic inflammation in AAV.  

Interestingly, when focusing on the frequency of PR3+ B cells within each cell 

subset, the frequency of PR3+ B cells was also elevated in patients with MPO-AAV 

compared to HC, suggesting a defect in an early central tolerance checkpoint due to 

impaired selection of B cells before the transitional stage in both PR3- and MPO-AAV 

patients. Self-reactive human pre- or pro-B cells are usually eliminated before reaching 

the naïve B cell stage by receptor editing or clonal deletion, while antigen-experienced 

B cell populations are further excluded by induction of anergy and follicular 

exclusion(11, 26–29). A possible mechanism contributing to the increase of PR3+ B 

cells in MPO-AAV might be a non-specific defect in clonal anergy predisposing to 

autoimmunity(30), since levels of the circulating PR3 antigen are increased in both PR3-

AAV and MPO-AAV compared to HCs as a consequence of neutrophil activation. A 

possible explanation of the subsequent tolerance failure in PR3-AAV, but not in MPO-

AAV patients, might be the interplay between different genetic factors and autoreactive 

PR3+ B cells. It is well documented that MPO-AAV and PR3-AAV have different HLA 

and non HLA-gene associations, i.e. for PR3-AAV the HLA-DP and the genes encoding 
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for α1-antitrypsin (SERPINA1) and PR3 (PRTN3) (31), Even though both MPO-AAV 

and PR3-AAV patients have increased levels of autoreactive PR3+ B cells, it is possible 

that only those from PR3-AAV patients are able to maturate and produce PR3-ANCA 

IgG because of the genetic predisposition conferred by these genes. Indeed, mutations 

of the genes coding for the PR3 antigen, the PR3-specific B cell receptor (i.e. an ANCA 

immunoglobulin) and possibly the α1-antitrypsin inhibiting PR3, might increase the 

affinity of this tripartite interaction leading to a breach in immune tolerance.  

However, despite this mild increase of PR3+ B cells in MPO-AAV, only circulating 

B cells of patients with PR3-AAV can produce PR3-ANCA IgGs, suggesting that only 

patients with PR3-AAV can provide adequate T-cell help that may be instrumental to 

bypass anergy mechanisms.  

The hierarchical B-cell clustering provided evidence of qualitative differences 

among the different patient groups. Patients with AAV seem to display a more 

permissive microenvironment, leading to the emergence of autoreactive B-cell clones 

while PR3+ B cells progress through the maturation stages. Importantly, we identified 

rare subsets of atypical autoreactive PR3+ memory B cells accumulating through the 

maturation process in PR3-AAV as compared to MPO-AAV and HC subjects. A similar 

Ag-specific defect has recently been identified for anti-nuclear antibody secreting B cells 

as a source of pathogenic antibodies in SLE(32). DN B cells have characteristics of 

memory B cells and are thought to represent a source of autoreactive antibody-

secreting plasmablasts in SLE(32). 

Patients with PR3-AAV showed a higher degree of maturation of PR3+ B cells 

compared to both disease and healthy controls, as represented by a significantly higher 
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PR3+ IgD- memory/naïve ratio and a higher frequency of subjects with ratio >1 

compared to MPO-AAV subjects and HCs. Serum CXCL13 levels were significantly 

increased, and the proportion of Tfh cells was decreased in patients with PR3-AAV with 

a PR3+ ratio >1 compared to those with ratio ≤1, suggesting an increased germinal 

center activity in patients with PR3-AAV with a higher PR3+ IgD- memory/naïve ratio. B-

cell maturation takes place in germinal centers of secondary lymphoid tissue or in 

tertiary lymphoid organ structures in inflamed target tissues in patients with autoimmune 

diseases, where the interaction of the recruited antigen-specific B cells with cytokines 

and cells (i.e. activated Tfh cells) leads to expansion, differentiation, and ultimately 

positive selection of antibody-secreting B cells and memory B cells(33–36). The major 

limitation of the study is that lymphoid tissue from patients with AAV was not available, 

impairing a direct assessment of the germinal center microenvironment. Therefore, we 

measured selected circulating cytokines, such as CXCL13, previously shown to reflect 

germinal center activation in lymph nodes in clinical and preclinical models of 

autoimmune and infectious diseases, as well as circulating Tfh(24, 37). Altogether, 

these data support the maturation process of PR3+ B cells ultimately leading to a 

preferential enrichment of PR3+ B cells in the memory compartment of patients with 

PR3-AAV as compared to those with MPO-AAV and HC subjects.  

From a clinical perspective, the PR3+ SW memory/naïve B cell ratio seems to 

correlate with the degree of systemic inflammation as measured by the serological 

markers of inflammation used in clinical practice CRP and ESR , and by the time to 

achieving complete remission, but not with disease activity scored by the BVAS/WG, an 

instrument that iterates all disease manifestations affecting a patient within a 28 day 
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period leading up to the date of the biological sampling. BVAS/WG has sensitivity to 

measure disease activity to guide the need of immunosuppressive treatment, but it is 

probably a suboptimal gauge of systemic inflammation at a specific point in time when 

serum, plasma and PBMC ‘s are collected. Overall, our findings suggest a possible link 

between the maturation of PR3+ B cells and the burden of systemic inflammation of the 

disease, an observation that requires confirmation in future clinical studies. 

With this work we elucidate for the first time the positive selection of autoreactive 

PR3+ B cells in PR3-AAV responsible for generating a distinct subset of mature 

autoreactive B cells in the peripheral circulation which are likely the source of PR3-

ANCA IgG in vivo, beginning to unravel the layers of control that are deficient in patients 

with AAV and that promote the development of PR3-ANCA.  
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METHODS 

Study Population and definitions 

All available baseline cryopreserved PBMC samples from the Rituximab in 

ANCA-Associated Vasculitis (RAVE) (NCT00104299(38)) were collected and used for 

our analysis. We analyzed 181 subjects, 105 with PR3-AAV, 49 with MPO-AAV, and 27 

HCs. All clinical data were obtained from the trial database. Disease activity was 

measured using the Birmingham Vasculitis Activity Score for Wegener’s 

Granulomatosis (BVAS/WG).(39) 

The RAVE study (NCT00104299, (38)) was a multicenter, double-blind, placebo-

controlled trial that randomized 197 participants (all ANCA positive) in a 1:1 ratio to 

receive either RTX (375 mg/m2 intravenously each week for 4 weeks) or 

cyclophosphamide (CYC) (2 mg/kg for 3–6 months) followed by azathioprine (AZA) (2 

mg/kg, up to 150 mg/day).  

Initially, 110 PR3-AAV trial participants and 53 MPO-AAV participants were included in 

the current study, while 27 age-matched volunteers were used as HCs. A total of 9 

participants were excluded from the final analysis because B cell depleted, i.e. <10 

cells/µL (n=6; 4 PR3-AAV and 2 MPO-AAV) or because of artifacts/technical problems 

with the staining (n=3; 1 from PR3-AAV, 2 from MPO-AAV). In total, we analyzed 181 

subjects, 105 with PR3-AAV, 49 with MPO-AAV, and 27 HCs. Disease activity was 

measured using the Birmingham Vasculitis Activity Score for Wegener’s 

Granulomatosis (BVAS/WG)(39). The primary outcome of the trial was defined as 

complete remission (BVAS/WG=0 and prednisone=0) within 6 months from 

randomization; other outcomes were complete remission, defined as BVAS/WG=0 and 
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prednisone=0 at any time of the follow-up; complete response, defined as BVAS/WG=0 

and prednisone ≤10mg/day; first remission, defined as a BVAS/WG=0, regardless the 

dose of glucocorticoids. Disease relapse was defined as any new disease activity, with 

an increase in BVAS/WG≥1 point after achievement of CR. Severe relapse was defined 

as a BVAS/WG≥3 or the occurrence of at least one major BVAS/WG item following 

disease remission requiring re-treatment with either RTX or CYC. 

 

Recombinant proteinase 3 production and labelling 

A recombinant PR3 (rPR3) was expressed in an epithelial cell line as previously 

described (40). This variant consisted of the mature form of the protein (deletion of the 

N-terminal pro-dipeptide, allowing a mature conformational state), enzymatically inactive 

(S195A point mutated to avoid the protease activity which could digest different proteins 

including immunoglobulins), and produced by stable transfection of HEK-293 cells (41). 

This rPR3 is well recognized by PR3-ANCA from patients with AAV (42).  Culture 

supernatants were harvested after a 48h starvation, and rPR3 was purified using a 

column loaded with the anti-human PR3 monoclonal antibody (Ab) MCPR3-2 (43) 

following recommendations from the supplier (CNBr-Activated Sepharose 4 Fast Flow, 

GE HealthCare), concentrated, and quantified by Coomassie Plus (Pierce, Rockford, 

IL). We biotinylated rPR3 using a commercial biotinylation kit (Lightning-Link Rapid 

Biotin Conjugation Kit, Innova Biosciences, Cambridge, UK), as previously published 

(18).  

 

PR3-reactive B cell detection and flow cytometry analysis  
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Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from trial participants with AAV and HCs 

were 10%-DMSO cryopreserved PBMCs. Cryopreserved peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs) were stained and PR3+ B cells and T follicular helper cell (Tfh) detected 

by flow cytometry analysis.  

For PR3+ B cell detection, cells were counted, and 1x106 cells were incubated on ice for 

20 min with rPR3-biotin and a cocktail of different antibodies (anti-CD19-APC-Alexa 

Fluor 700 cat# A78837 clone J3-119, Anti-Human IgD-APC cat# B30651 clone IA6-2, 

anti-CD27-PC7 cat# A54823 clone 1A4CD27, CD38-PC5.5 cat# A70205 clone 

LS198.4.3, and anti-CD24-APC-Alexa Fluor 750 cat# B10738 clone ALB9, all from 

Beckman Coulter, Inc.), washed 3 times, incubated for 15 min with streptavidin-FITC 

(cat# 554060), washed, and fixed. For each experiment, unstained cells as well as 

single color controls were included. This customized flow cytometry assay, based on 

recombinant (r)PR3-FITC staining to identify the PR3-reactive B cells, was developed 

and validated by using anti-PR3 and anti-human neutrophil elastase antibody-producing 

hybridoma cell lines as positive and negative controls, as previously  described in detail 

by our group (18).  

For T follicular helper cell (Tfh) detection, cells were counted, and 1x106 cells were 

stained with antibodies against human CD4 (Clone: RM4-5, Biolegend, San Diego, CA, 

USA), CD45RO (Biolegend, San Diego, CA, USA), PD-1 (Clone: 29F.1A12, Biolegend, 

San Diego, CA, USA), and CXCR5 (Clone: 2G8, BD Biosciences, San Jose, CA, USA).  

Cell analysis was performed on a FACS Canto (BD Bioscience) or Attune NxT system 

(Life Technologies). FACS data were analyzed and graphed using KALUZA (Beckman 

Coulter, Inc., Indianapolis IN) and FlowJo (Ashland, Oregon) softwares.  
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The unsupervised clustering of flow cytometry data was performed using the SPADE 

(Spanning-tree Progression Analysis of Density-normalized Events) algorithm(44) 

based on the level of expression of 6 markers on each B cell (PR3, CD19, CD27, IgD, 

CD38 and CD24) on each cell.  The analysis was performed on 27 HCs, 105 PR3-AAV 

and 49 MPO-AAV participants. Briefly, after an initial downsampling, the SPADE was 

performed using 200 nodes for the clustering. SPADE trees were initially visually 

investigated to identify and regroup nodes that exhibit similar phenotype. Then, data 

accompanying each SPADE tree (cluster abundance and MFI of each cluster for each 

sample) was downloaded from Cytobank, followed by hierarchical representation or 

testing for statistical significance. 

 

 

In vitro PR3-ANCA production by PBMCs and detection of PR3-specific B cells 

with ELISPOT  

PBMCs were cultured for 10 days to promote differentiation into antibody 

secreting cells, after which PR3-ANCA secretion was measured in the supernatant by 

the EliA PR3S test (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) on a Phadia 

ImmunocaCAP 250 analyzer(45).  

Experiments were performed in duplicates in all trial participants with AAV and HC 

subjects. For each sample, one million PBMCs per well were cultured in 1 ml of RPMI 

1640 supplemented with 10% fetal calf serum and 50 mg/ml gentamycin (Gibco, 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), in the presence of 3.2 µg/ml CpG-ODN 2006 (Hycult 

Biotechnology, Uden, The Netherlands), 100 ng/ml BAFF (PreproTech, Rocky Hill, NJ, 



23 
 

USA) and 100 ng/ml of IL-21 (PreproTech, Rocky Hill, NJ, USA). PBMCs were cultured 

for 10 days to promote differentiation into antibody secreting cells, after which PR3-

ANCA secretion was measured in the supernatant by the EliA PR3S test (ThermoFisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) on a Phadia ImmunocaCAP 250 analyzer (45) 

PR3-ANCA IgG and IgM were measured by ELISPOT in peripheral blood of HCs. 

To determine the ability of circulating PR3+ B cells to secrete in vitro immunoglobulins of 

different isotypes against PR3, we measured PR3-ANCA IgG and IgM by ELISPOT in 

peripheral blood of HCs. Briefly, enriched B cells from PBMCs of a healthy subject were 

FACS-sorted based on streptavidin expression to isolate PR3+ B cells and PR3- B cells. 

The PR3+ B cells, PR3- B cells and total B cells were cultured for 24h with 1 μg/ml R848 

(Mabtech) and 10 ng/ml recombinant human (rh) IL-2 (Mabtech). After 24 hours, pre-

stimulated cells were added to the plate with 100μl cell suspension/well (10,000 

cells/well, 30,000 cells/well and 15,000 cells/well for PR3+ B cells, PR3- B cells and total 

B cells, respectively). The ELISPOT was conducted according to the manufacturer’s 

instructions (Mabtech, Nacka Strand, Sweden). 

This could not be performed in the AAV trial participants, since the PBMCs required to 

obtain PR3+ B cells were in the order of 500x106, much more than the frozen PBMCs 

available for every AAV participant. 

 

Data availability 

Clinical data from the RAVE clinical trial are publicly available on the Immune Tolerance 

Network website (https://www.immunetolerance.org/researchers/trialshare). 

Experimental data are available upon reasonable request. 

https://www.immunetolerance.org/researchers/trialshare
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Statistics 

Ordinal data are presented as N (%), continuous data as median (interquartile 

range) or mean (SEM). Groups were compared using parametric or non-parametric 

tests when appropriate, Student T test or Mann-Whitney test (2 tailed) for continuous 

data. Chi2 or Fisher's test were used where appropriate for categorical data.  

Multiple comparisons between more than 2 groups were performed with one-way 

ANOVA or Kruskal-Wallis test, where appropriate. The multiple comparisons on B cell 

maturation were analyzed by using mixed-effects modelling. Findings in all the analyses 

were considered significant at p < 0.05 after adjustment for multiple comparisons by 

calculating the false discovery rate (FDR) as described by Benjamini and Hochberg(46). 

Spearman’s test was used to test correlations. The estimated distributions of time to 

remission were performed with the Kaplan–Meier method and the log-rank test. The 

adjusted P values in the figures are indicated as * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. . 

All statistical analyses were performed using the GraphPad Prism software (San Diego, 

California). 

 

 

Study approval  

All participants of the parent trial (RAVE trial NCT00104299), from which the PBMC and 

serum samples used in the present study were derived, provided written informed 

consent for participation in the clinical trial as well as for the use of the biospecimens 

collected during the trial in future ancillary mechanistic studies. The trial protocol 
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including all provisions for the future use of biospecimens collected during the trial had 

been approved by the institutional review board of each participating trial site. 
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TABLES 

PR3: proteinase 3; AAV : ANCA-associated vasculitis; IQR: interquartile range. 

Data represent median (25-75% IQR). P values were determined by 2-tailed Mann-Whitney test. 

 

 

 

Table 1.  Baseline PR3+ B cell subsets by switched memory/naïve B cell ratio in PR3-AAV.  

 

PR3+ B cell subsets Ratio ≤1 Ratio >1 p value 

Transitional, median % (25-75% IQR) 8.95 (6.79; 13.54) 7.28 (5.26; 10.02) 0.031 

Naïve, median % (25-75% IQR)  4.55 (3.70; 7.49) 3.82 (3.11; 4.68) 0.005 

Unswitched memory, median % (25-75% IQR) 9.77 (7.00; 13.46) 10.63 (8.03; 12.86) 0.538 

Switched memory, median % (25-75% IQR) 3.39 (2.39; 4.42) 6.41 (4.38; 8.29) <0.001 

Plasmablasts, median % (25-75% IQR) 0.96 (0; 1.89) 1.88 (0.91; 3.64) 0.029 

Double Negative, median %  (25-75% IQR)   3.18 (2.42; 3.49) 4.23 (3.29; 6.16) <0.001 
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FIGURES 

Figure 1. Circulating B cells in patients with PR3-AAV, MPO-AAV and HC 

subjects. Gating strategy used to define B cell subsets (A). CD19+ cells were first 

categorized based on CD24 and CD38 expression, in transitional (transi, 

CD24highCD38high), plasmablasts (PB, CD24-CD38high), and mature B cells 

(CD24+CD38+). Mature B cells were further classified into four populations: naïve 

(CD27-IgD+), unswitched memory (UnSW, CD27+IgD+), switched memory (SW, 

CD27+IgD-), and double negative (DN, CD27-IgD-). B cells frequency and subset 

distribution were overall similar in PR3-AAV (n=105) and MPO-AAV (n=49), but different 

compared to HCs (n=27) (B-C). Principal component analysis of the 200 B cell clusters 

obtained with SPADE (Spanning-tree Progression Analysis of Density-normalized 

Events) representing HC subjects and PR3-AAV trial participants (D) and MPO-AAV 

and PR3-AAV participants (E). Data represent median (25-75% IQR). Multiple 

comparisons between more than 2 groups were performed with Kruskal-Wallis test and 

P values in the figures are indicated as * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 after 

correction for FDR with Benjamini and Hochberg test. 
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Figure 2. Circulating PR3+ B cells and PR3-ANCA production in patients with PR3-

AAV, MPO-AAV and HC subjects. Representative examples of the gating of PR3+ 

positive B cells among total CD19+ cells in a PR3-AAV patient, a MPO-AAV patient and 

a HC subject (A). PR3+ B cells frequency and count were increased in PR3-AAV 

(n=105) compared to MPO-AAV (n=49) and HCs (n=27) (B-C). PBMCs were cultured to 

promote differentiation into antibody-secreting cells, after which PR3-ANCA secretion 

was analyzed by means of Phadia ImmunoCAP 250 analyzer (D). Only PR3-AAV 

subjects can producePR3-ANCA IgG in vitro. Correlation of circulating (in vivo) PR3-

ANCA IgG with secreted (in vitro) PR3-ANCA IgG in PR3-AAV subjects (E). Data 

represent median (25-75% IQR) in violin plot and mean ± SEM in histograms. P values 

were determined by 2-tailed Mann-Whitney test or Student’s t-test, where appropriate. 

Multiple comparisons between more than 2 groups were performed with one-way 

ANOVA or Kruskal-Wallis test, as appropriate.  P values in the figures are indicated as * 

p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 after correction for FDR with Benjamini and 

Hochberg test. 
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Figure 3. Frequency of PR3+ B cells within each B cell subset. Scatterplots 

depicting the frequency of PR3+ B cells within each B cell subset in HCs (n=27), MPO-

AAV subjects (n=49), and PR3-AAV subjects (n=105) (A). B cell subset distribution 

within PR3+ poll in PR3-AAV and MPO-AAV patients and HC subjects (B). Data 

represent median (25-75% IQR). Multiple comparisons between more than 2 groups 

were performed with Kruskal-Wallis test.  P values in the figures are indicated as * p < 

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 after correction for FDR with Benjamini and Hochberg 

test. 
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Figure 4. Selected PR3-reactive B cell clusters significantly more represented or 

activated in PR3-AAV patients. Six out of 200 clusters showed a stable expression of 

PR3 on the membrane of the B cells (A). A processed SPADE explanatory image of one 

PR3-AAV subject showing the most relevant clusters grouped by conventional subsets 

(B). In red, the six clusters of B cells with a stable increased reactivity for PR3 across all 

the samples, and their frequencies (C). The MFI of 4 out of these 6 clusters is reduced 

in AAV compared to HCs (D). Additional 5 clusters that significantly varied MFI between 

HCs and AAV: the MFI of clusters within the SW memory and PB are increased in AAV 

compared to HCs (E), and 2 clusters within the DN showed a relative MFI increase in 

PR3-AAV compared to MPO-AAV and HCs (F). A more conservative gating approach 

(PR3high) (G, left), showing the increase of PR3high B cells in PR3-AAV compared to 

MPO-AAV participants and HCs (G, central). Among B cell subsets, PR3high B cells 

were significantly increased only in the DN subset in PR3-AAV participants compared to 

MPO-AAV participants and HCs (G, right). Each point represents the frequency in an 

individual subject; horizontal lines show the median with 25-75% IQR, each histogram 

represents mean (± SEM). P values were determined by 2-tailed Mann-Whitney test or 

Student’s t-test, where appropriate. Multiple comparisons between more than 2 groups 

were performed with one-way ANOVA or Kruskal-Wallis test, where appropriate.  P 

values in the figures are indicated as * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 

0.0001 after correction for FDR with Benjamini and Hochberg test. MFI stands for mean 

fluorescence intensity.  
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Figure 5. Maturation of PR3+ B cells among different participant groups.  

Scatterplots depicting the different frequency of PR3+ B cells within each B cell subsets 

through the maturation process in HC subjects (n=27), in MPO-AAV (n=49) and in PR3-

AAV participants (n=105). The multiple comparisons on B cell maturation were analyzed 

by using mixed-effects modelling. (A). Paired comparisons (Wilcoxon signed rank test) 

between PR3+ naïve and SW mature PR3+ B cells showing the enrichment of memory B 

cells in PR3-AAV, but not in MPO-AAV and HCs (B). Ratio between the frequency of 

PR3+ B cells among IgD- switched memory and the frequency of PR3+ B cells among 

naïve B cells (C). Each point represents the frequency in an individual subject; 

horizontal lines show the median with 25-75% IQR. Selected cytokine (BAFF, CXCL13, 

IL-6) levels by SW memory/naïve PR3+ B cell ratio in PR3-AAV patients (D). Each 

histogram represents mean (± SEM). P values were determined by 2-tailed Mann-

Whitney test or Student’s t-test, where appropriate. P values in the figures are indicated 

as * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 after correction for FDR with Benjamini and 

Hochberg test. 
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Figure 6. SW memory/naïve PR3+ B cell ratio and clinical manifestations in PR3-

AAV patients. In PR3-AAV participants (n=105), SW memory/naïve PR3+ B cell ratio 

did not correlate with age (A), sex (B), or renal manifestations (C), but higher levels of 

CRP and ESR were associated with a ratio >1 (D). The ratio did not correlate with 

disease activity as assessed by BVAS/WG (E). Associations with complete remission 

definitions (F), future relapse and severe relapse (G), and time to complete remission 

(H) are represented. When evaluating associations with remission, the patients that 

underwent cross over (n=7) or experienced early treatment failure (n=6) during the trial 

time were excluded from the analysis.  

Data represent median (25-75% IQR) in violin plot and mean ± SEM in histograms. P 

values were determined by 2-tailed Mann-Whitney test or Student’s t-test, where 

appropriate. Spearman’s test the Kaplan–Meier method with the log-rank test was used 

to test correlations and time to event, respectively. P values in the figures are indicated 

as * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 

 

SUPPLEMENTAL TABLES 



Supplemental Table 1.  Baseline features of patients with ANCA-associated vasculitis (AAV) and 

healthy controls (HCs) included in the study. 

 

Characteristics 

PR3-AAV 

(N=105) 

MPO-AAV 

(N=49) 

HCs 

(N=27) p value 

Age at study entry, media (SD) 48.7 (14.5) 59.0 (13.5) 53.9 (17.9) 0.0004* 

Sex     0.0202* 

   Male, % (number) 59% (62) 37% (18) 41% (11)  

   Female, % (number) 41% (43) 63% (31) 599% (16)  

Ethnicity     0.3023 

    White, % (number) 91% (96) 94% (46) NA  

    Black, % (number) 3% (3) 6% (3) NA  

    Hispanic or Latino, % (number) 5% (5) - NA  

   Asian, % (number) 1% (1) - NA  

Clinical Diagnosis,% (number)    <0.001 

   GPA 97% (102) 33% (16) - - 

   MPA 3% (3) 65% (32) - - 

New Disease at enrollment (vs 

relapsing disease), % (number) 
42% (44) 78% (38) - <0.001 

Any granulomatous 

manifestation, % (number) 

76% (80) 35% (17) - 
<0.001 

Any capillaritis’ manifestation, % 

(number) 

84% (88) 96% (47) - 
0.0363 

Any renal involvement, % 

(number)   

64% (67) 82% (40) - 
0.0259 

Alveolar hemorrhage, % (number) 30% (32) 18% (9)  0.1133 

Glucocorticoid treatment at 

screening, % (number) 

54% (57) 59% (29) - 
0.6047 

Baseline BVAS/WG score, mean 

(SD) 

8.2 (3.3) 8.0 (3.1) - 
0.7351 



*One-way ANOVA: cut-off for p value interpretation after Bonferroni correction: 0,0167 

Abbreviations: ANCA=anti-neutrophil cytoplasmic antibodies; BVAS/WG=Birmingham Vasculitis Activity 

Score for Wegener's Granulomatosis; CRP= C-reactive protein; ESR=erythrocyte sedimentation rate; 

eGFR=estimated glomerular filtration rate, by means the Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) 

study equation; GPA=granulomatosis with polyangiitis; MPA-microscopic polyangiitis;  

MPO=myeloperoxidase; PR3=proteinase-3; SD=standard deviation; IQR=Interquartile range. P values are 

for the comparison of MPO-AAV and PR3-AAV groups. 

Footnotes: Capillaritis was defined as the presence of one or more of the following BVAS/WG items: 

cutaneous purpura, scleritis, retinal hemorrhage or exudate, sensorineural deafness, hematuria, red blood 

cell casts on urinalysis or glomerulonephritis, increase in creatinine level, alveolar hemorrhage, mesenteric 

ischemia, sensory peripheral neuropathy, or motor mononeuritis multiplex. In contrast, BVAS/WG items 

reflecting underlying necrotizing granulomatous inflammation included mouth ulcers, retro-orbital 

mass/proptosis, bloody nasal discharge, sinus involvement, salivary gland enlargement, subglottic 

inflammation, conductive deafness, other major or minor ear/nose/throat involvement, pulmonary 

nodule/cavity, endobronchial involvement, meningitis, and cord lesion. Patients were considered to have 

renal disease if any renal item on the BVAS/WG (hematuria, red blood cell casts or glomerulonephritis, 

increase in creatinine level, or “other”) was scored. A patient was categorized as having alveolar 

hemorrhage only if that item was scored on the BVAS/WG. All other BVAS/WG items cannot be clearly 

attributed to either necrotizing granulomatous inflammation or capillaritis and were, therefore, not 

considered to categorize the patient one way or another. 

 

 

 

 

ESR (SD), mm/1 hr, median [IQR] 33 [14.5; 56.5] 44 [15;77.5] - 0.1414 

CRP (SD), mg/L, median [IQR] 1.2 [0.35; 4.45] 1.2 [0.3; 3.025] - 0.8521 

Baseline eGFR (SD), mL/min/1.73 

m2,  median [IQR] 
92.0 [57.0; 127.6] 45.9 [30.1; 71.2] - <0.001 

ANCA levels (normal <20 IU)     

MPO-ANCA 0.6 [0.3;1.1] 121 [56.9; 177] - <0.001 

PR3-ANCA 258 [165.5; 346] 2.7 [1.4; 4.65] - <0.001 

Randomized Treatment group    0.8629 

   Rituximab, % (number) 49% (52) 47% (23) - - 

   Cyclophosphamide/Azathioprine, 

% (number) 
50% (53) 53% (26) - - 



Supplemental Table 2.  Glucocorticoid treatment at screening (before sample collection). Results 

are represented as median (25-75% IQR).  

Subset of disease GC No GC 

 

P values 

PR3-AAV patients  

Lymphocytes # (109cells/L) 1.12 (0.72,1.69) 1.16 (0.89,1.65) 0.591 

Lymphocytes (% of PBMCs) 25.31 (15.66, 34.61) 28.93 (19.66, 40.19) 0.129 

B cells (cells/μL) 123.69 (66.63, 182.64) 102.94 (68.98,217.63) 0.940 

B cells (% of Lymphocytes) 10.61 (5.43, 16.22) 10.2 (5.32, 15.60) 0.589 

PR3+ B cells (cells/μL) 5.85 (3.33, 8.97) 4.69 (2.72, 10.12) 0.445 

PR3+ B cells (% of B cells) 4.82 (3.92, 6.30) 4.55 (3.99, 5.59) 0.246 

Tfh (cells/mm3) 20.95 (10.14, 48.62) 20.75 (8.44, 46.62) 0.599 

Tfh (% of CD4+ T cells) 3.58 (2.21, 4.88) 3.06 (1.83, 4.63) 0.144 

MPO-AAV patients  

Lymphocytes # (109cells/L) 1.23 (0.93, 2.12) 1.25 (0.72, 2.33) 0.622 

Lymphocytes (% of PBMCs) 25.57 (18.33, 34.64) 26.99 (19.89, 34.68) 0.504 

B cells (cells/μL) 112.58 (56.22, 205.39) 118.92 (55.53, 236.65) 0.991 

B cells (% of Lymphocytes) 8.43 (5.94, 17.87) 8.90 (6.07, 12.35) 1.000 

PR3+ B cells (cells/μL) 2.74 (2.02, 8.34) 3.68 (1.61, 9.66) 0.801 

PR3+ B cells (% of B cells) 3.13 (2.39, 5.04) 3.18 (2.72, 5.66) 0.569 

Tfh (cells/mm3) 27.52 (15.18, 48.50) 24.96 (10.21, 33.43) 0.411 

Tfh (% of CD4+ T cells) 4.05 (2.23, 5.59) 3.63 (2.69, 5.36) 0.954 

ANCA=anti-neutrophil cytoplasmic antibodies; MPO=myeloperoxidase; PR3=proteinase-3; 

GC=glucocorticoids; IQR=Interquartile range.  

P values were determined by 2-tailed Mann-Whitney test. 

  



Supplemental Table 3  Phenotypic characterization of selected PR3+ B cell clusters.  

Cluster ID  Phenotype Main Population  

Stable Clusters 

CL 160 IgD+ CD24high CD38high CD27- Transitional 

CL 187 IgD+ CD24+ CD38+ CD27-  Bm2 

CL 185 IgD+ CD24+ CD38low CD27low  Bm2 CD27low 

CL 93 IgD+ CD24+ CD38+CD27low  Bm2 CD27low 

CL 57 IgD+ CD24+ CD38low CD27low  Bm2 CD27low 

CL 140 IgD+ CD24+CD38low CD27+ UnSW 1 

Variable Clusters 

CL 104 IgD- CD24+ CD38+ CD27+ PSW CD38+ 

CL 132 IgD- CD24low CD38+ CD27+ PSW CD38+ 

CL 155 IgD- CD24- CD38++ CD27++ PB 

CL 129 IgD- CD24+ CD38- CD27- DN CD38- 

CL 186 IgD-CD24+ CD38+ CD27- DN CD38+ 

 

 

 

 

 

 

 

  



SUPPLEMENTARY FIGURES 

Supplemental Figure 1. B cells and distribution of B cells among different subsets in 

HCs, MPO-AAV and PR3-AAV.  Lymphocyte count (A), B cell count (B), and distribution 

of B cell count among the different B cell subsets (C). An explanatory example of the 200 

B cell clusters obtained with SPADE (Spanning-tree Progression Analysis of Density-

normalized Events) in a PR3-AAV patient (D). Heat Map of the 181 patients (x axis, HCs 

in red, MPO-AAV in green and PR3-AAV in blue) showing the different expression of each 

one of the 200 B cell clusters (y axis) (E). Principal component analysis of the B cell 

clusters representing HC subjects, MPO-AAV and PR3-AAV participants (F). Data are 

represented as mean ± SEM. Multiple comparisons between more than 2 groups were 

performed with one-way ANOVA and P values in the figures are indicated as * p < 0.05, 

** p < 0.01, *** p < 0.001 after correction for FDR with Benjamini and Hochberg test.   

 



  



Supplemental Figure 2. Circulating PR3+ B cells and PR3-ANCA production. 

Purification of PR3+ B cells and PR3- B cells for the ELIspot analysis in HCs (A). PBMCs 

isolated from a healthy subject were enriched for B cells by anti-CD19 antibody-linked 

magnetic bead selection. The B cell enriched fraction was FACS-sorted based on 

streptavidin expression to isolate PR3+ B cells and PR3- B cells. Purity was 99% for PR3+ 

B cells and 96% PR3- B cells, respectively.  

Despite the production of total IgG and IgM by B cells (shown in B, left), PR3-ANCA IgM, 

but not PR3-ANCA IgG, can be secreted by PR3+ B cells (shown in B, central).   

Circulating (in vivo) PR3-ANCA IgG in PR3-AAV participants by ELISA (C). P values were 

determined by 2-tailed Mann-Whitney test., P values in the figures are indicated as *** p 

< 0.001. 
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Supplemental Figure 3.  Representative B cell subset plots of a HC subject, a MPO-AAV patient and a PR3-AAV 

patient. PR3+ B cells recognizing nuclear antigens were identified within each B cell subset in AAV and HC. 
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Supplemental Figure 4. Unsupervised clustering of circulating PR3+ B cells.  Mean 

fluorescence intensity (MFI) of 2 out of 6 clusters with stable expression of PR3 across 

the samples (CL185 and CL57) (A), the others are represented in Figure 5. PR3high B cell 

distribution in the B cell subsets (B); frequencies of PR3high in transitional and naïve B 

cells are higher in AAV participants compared to HCs, but only the frequencies of PR3high  

in DN B cells were higher in PR3-AAV participants compared to both MPO-AAV 

participants and HCs. Data represent median (25-75% IQR) in violin plots or mean ± SEM 

in histograms. Multiple comparisons between more than 2 groups were performed with 

one-way ANOVA or Kruskal-Wallis test, where appropriate. P values in the figures are 

indicated as * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 after adjustment for FDR as described 

by Benjamini and Hochberg. 
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Supplemental Figure 5. Determinants of PR3+ B cell maturation. Frequency of AAV 

participants and HC subjects with a positive PR3+ B cell memory/naïve ratio (A). Levels 

of BAFF, CXCL13, IL-6 and in MPO-AAV and PR3-AAV participants (B). Gating strategy 

used for TFH identification (the reference population for the frequency is 

CD4+CD45RO+CXCR5+PD-1+) (C), TFH cell count and frequency in HCs, MPO-AAV and 

PR3-subects (D), and association of TFH higher levels with ratio < 1 in PR3-AAV 

participants (E). Each point represents the frequency in an individual subject; horizontal 

lines show the median with 25-75% IQR; each histogram represents mean (± SEM). 

Multiple comparisons between more than 2 groups were performed with one-way ANOVA 

or Kruskal-Wallis test, where appropriate. P values in the figures are indicated as * p < 

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 after adjustment for FDR as described by Benjamini and 

Hochberg.  
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Supplemental Figure 6. SW memory/naïve PR3+ B cell ratio and clinical 

manifestations in PR3-AAV patients. In PR3-AAV patients (n=105), SW 

memory/naïve PR3+ B cell ratio did not correlate with Body Mass Index (BMI) (A), 

relapsing versus new diagnosis (B), previous use of glucocorticoids (C), the presence 

of manifestations reflecting granulomatous disease only (D) or capillaritis only (E), as 

assessed by the BVAS/WG. The ratio did not correlate with disease activity as 

assessed by BVAS/WG (E). Time to first remission (BVAS/WG=0, any prednisone 

dose) (F) or time to complete response (BVAS/WG=0, prednisone dose≤10mg/day) 

(G) are represented. When evaluating associations with remission, the subjects that 

underwent cross over (n=7) or experienced early treatment failure (n=6) during the trial 

time were excluded from the analysis. P values in the figures are indicated as * p < 

0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 
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Supplemental Figure 7. Frequency of PR3+ B cells and clinical manifestations in 

PR3-AAV participants. In PR3-AAV patients (n=105), frequency of PR3+ B cells did 

not show any meaningful correlation with age (A), sex (B), BMI (C), BVAS/WG (D), 

CRP (E), ESR (F), renal involvement (G) or creatinine clearance (H), relapsing versus 

new diagnosis (I), previous use of glucocorticoids (L), the presence manifestations 

reflecting granulomatous disease only (M) or capillaritis only (N), as assessed by the 

BVAS/WG. P values in the figures are indicated as * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 
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Abstract
The innate B cell (IBC) population is heterogeneous and involved in the primary immune response. IBC functions
include a high ability to produce natural antibodies with IgM isotype, the elimination of apoptotic cells, and a capacity to
be cognate help to T cells. Among IBC subsets, B-1 cells and marginal zone B cells are the main producers of IgM, act
as rapid immune responders that may relocate to follicular lymphoid and differentiate to cytokine and antibody-secreting
cells shortly after infection. IBCs functions are highly dependent on their localization site and the nature of their B cell
receptor repertoire, suggesting a high plasticity range of different immune responses. In this review, we will describe the
nature and functions of the different innate-like B cell subsets, first in mice and then in humans. Besides this, we will
emphasize the strong ability of these cells to undertake different protective functions from the first line of defense
against pathogens to the regulatory role of the broader immune response.

Keywords Innate B cells . Effector functions . IgM . Autoreactivity . Regulatory B cells

Introduction

The immune system is classically divided into two separate
branches. The more fundamental one, and referred to as innate
immunity, is present in all eukaryote organisms. Its main func-
tion is to sense infections through germline molecular recog-
nition in order to generate a protective response. The second
branch is referred to as the acquired immunity or adaptive
immunity and has appeared with jawed and jawless verte-
brates during the evolution [1]. The main characteristic of
the acquired immunity is to harbor a clonal antigen (Ag) re-
ceptor that is generated from a specific mechanism involving
chromosomal DNA rearrangements to specifically recognize
the pathogen [2]. Jawless fishes (lampreys) possess primary
lymphoid organs including a thymus, but they lack secondary
lymphoid organs (spleen and lymph nodes) explaining why T
and B cell–like cells harbor clonally variable lymphoid

receptors (VLR) generated through DNA rearrangement dur-
ing the lymphocyte ontogeny. The VLRB protein is expressed
on the surface of the B cell–like cells from lampreys and can
be secreted following stimulation [2], evoking the ancestor of
the B cell receptor (BCR). The VLB protein is secreted as a
pentamer, which suggests that IgM might be the primordial
antibody class. Later on, during evolution, acquired immunity
gained in specificity due to elaboration of its selection and
memory programs within secondary lymphoid organs. B cells
from the ectotherm family (e.g., lizards, snakes) have con-
served their capacity to phagocytize different pathogens
underlining the common origin of B cells and myeloid cells,
whereas this capacity is lost in mammals [3, 4]. Innate func-
tions are provided by specialized immune cells such as cells
from the myeloid-derived lineage, which have not acquired
the memory capacity. Myeloid functions include rapid and
localized responses in tissues, the ability to clean up dead cells
in a process known as efferocytosis, an elevated phagocytotic
capacity, and the ability to provide cognate help to T cells.

Growing over the past decade, new insights regarding
the functional heterogeneity of the two systems have
allowed rethinking of how the multi-layered immune re-
sponses are articulated. The recent description of innate
lymphoid cells (ILCs) has further contributed to provide
substantial pieces of evidence showing that different lym-
phoid cells participate in the time-sequential shift from an
innate to acquired immune response. As a consequence,
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this modifies the dogma of functioning of the two systems.
Together, new insights from comparative and developmen-
tal immunology bring us new perspectives for understand-
ing the complexity of the immune response; through the
observation of the compartmentalization of the immune
system into components that change rapidly or disappear
during evolution and those with a strong selective advan-
tage that were conserved throughout the evolution.

Among lymphoid cells, arguments are accumulating to
consider that B cells have conserved innate functions dur-
ing their evolution. To this end, this review will describe
the characteristics and functions of innate-like B cells
(IBCs) first in mice and then in humans. In addition, we
will highlight new insights into the biology of this subset
shedding light on the strong plasticity of these cells to
undertake different protective functions at the crossroad
between innate and adaptive immunity.

Mice IBCs Family

B1 and MZB

Among the IBC family, two major B cell subsets have
emerged and have been extensively described in mice. The
first subset is referred to as B1 cells that reside in the serous
cavities and can be dichotomized into B1a and B1b cells
based on the expression of the plasma-membrane molecules
CD5 and CD45RA [1]. The second subset, called marginal-
zone B cells (MZB), was first described in the marginal zone
of the spleen. Both subsets possess unique and shared proper-
ties and play a crucial role in the primary immune response.

One of the characteristics of B1 and MZB from mice is
their expression of invariant or semi-invariant BCR [5].
Those receptors recognize mostly non-protein antigens, such
as phospholipids, or carbohydrates shared by many pathogens
as well as by the host [6, 7].

IBCs repertoire appears to be not only restricted to
autoreactive germline-encoded elements but arise also from
a selection process. Such an assertion came from the obser-
vation that BCR of IBCs producing antibodies directed
against blood-group antigens are not germline-encoded im-
munoglobulins but result from a selection process in re-
sponse to commensal bacteria [2]. More recently, a subset
of IgM+ naïve B cells that recognizes the algal protein phy-
coerythrin (PE) was described in the spleen of Ighb mice.
Those PE-specific B cells were restricted to a single expres-
sion of the immunoglobulin variable heavy chain (VH1-81)
and these cells have conserved their capacity to differentiate
into IgM+ producing plasma cells, which supports the pos-
sibility that exo-antigen could also participate to the selec-
tion process of the pre-immune repertoire of IBCs [8]. As a
consequence, IBCs constitute a strong and protective local

defense against infection. However, the counterpart to the
use of germline-encoded V segments is their potential self-
reactivity as demonstrated for anti-type II collagen-specific
IBCs in autoimmunity [9]. These autoreactive B cell clones
are associated with a pathogenic response in patients with
rheumatoid arthritis [10, 11] uncovering the ambiguous role
of IBCs in the immune system.

Nevertheless, in most cases, IBCs possess a unique BCR
recognition signature, which suggests that a positive selection
step is critical during IBC development. In this regard and
when forcing expression of different canonical BCR during
the B cell ontogeny, IBCs are able to differentiate into new
lineages from which the BCR has been generated [12–15].
These observations raise fascinating questions about the con-
trol of central and peripheral tolerance. In other words, the
selection of IBCs for self-reactivity seems contrary to the dog-
ma of the strict discrimination between self and non-self. One
major challenge to the persistence of those autoreactive clones
is their potential to increase their BCR affinity through somat-
ic hypermutation (SHM) and class switching by recombina-
tion. However, murine B1 and MZB do not seem to undergo
extensive SHM and the main reason is related to the fact that
the antigen sequestration occurs away from the T cell area and
germinal center [16]. Again, such an assertion is not absolute
as recent studies have clearly demonstrated that a single clone
of autoreactive B cells can generate autoreactive and periph-
eral germinal center producing clones of B cells targeting
other self and non-self-antigens [17].

How are autoreactive IBCs restricted? Such a question is
based on the broad observation that IBCs express a large panel
of inhibitory receptors that may fine-tune the threshold of
antigen-BCR signaling necessary for selection. B1 cells ex-
press the T cell marker CD5, while B1b and MZB express the
myeloid marker CD11b and Fc receptor-like (FcRL)-5 known
to restrict the BCR response through the recruitment of the Src
homology protein tyrosine phosphatase (SHP-1) and may
serve as a gatekeeper to an exacerbated response [18].
Although B1 cells are suspected to be anergic based on the
expression of the CD5 molecule [19], B1 and MZB are not
intrinsically anergic and one of the main arguments for that is
the reported high level of cell surface IgM and the low level of
cell surface IgD. Furthermore, it is hardly expected that natu-
ral autoreactive IBCs are anergic cells since different studies
have demonstrated that those cells are able to respond rapidly
and efficiently to foreign pathogens [20]. B1 cells and MZB
are both activated following several types of infections
through both Ag-specific and non Ag-specific processes sug-
gesting that IBCs activation is not restricted to the engagement
of BCR but may occur fromBCR-independent signals such as
Toll-like receptors (TLR) and cytokines receptors [21–23].
The strong inter-dependence between IBCs and their micro-
environment supports an important role of the extracellular
factors to control IBC survival and activation. In this regard,
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B1 cells have the capacity to adapt to tissue-specific signals
inducing a unique phenotypic and functional imprint [24, 25].
Nevertheless, the interconnection between IBC ontogeny and
the natural B cell autoreactivity remains to be solved, probing
which specific mechanisms of selection and activation are
required to confer a broad natural response without triggering
acute autoimmune responses.

The Protective Functions of IBCs

Natural IgM Production

The Nature of the IgM-Producing CellsOne and if not the main
contribution of IBCs in the immune system is to produce and
secrete natural non-switched IgM antibodies. Expression and
secretion of IgM is one of the most ancestral attributes of B
cells. This capacity has been highly conserved during the evo-
lution and this can be explained by the fact that natural IgM is
particularly effective in removing auto-antigens from the cir-
culation [26]. Both polyclonal and somemonoclonal IgMAbs
enhance the clearance of apoptotic components from dying
cells [27] mainly through a complement-dependent mecha-
nism. When bound, IgM is an early recruiter of C1q that
activates the classical complement pathway and promotes
opsonization by phagocytes. This was demonstrated in mice
deficient in serum (s)IgM, as these mice showed reduced ap-
optotic cell clearance and C3 cellular deposition, similar to
C1q deficient mice [28]. It has been recently proposed that
B1a and MZB are the two main B cell actors involved in the
clearance of apoptotic cells and participate in the elimination
of a significant source of neoantigens [29].

B1 cells produce polyreactive and low avidity IgM anti-
body during infections including respiratory viral infections
explaining why they are locally distributed within the respira-
tory tract epithelium but also present in the lymph nodes with-
in regional and non T cell areas [20]. B1 cell development is
auto-regulated by the production and secretion of natural IgM
as mice unable to secrete IgM develop an impairment of B1
cell generation in the body cavities [30]. The accumulation of
B1 clones in lymph nodes but outside T cell areas supports a
role for these cells to the generation of high-specific response
in germinal centers by providing antigen accessibility to T
cells or to specific B cells, referred to as B2 cells.

Although B1 cells are the primary source of natural
IgM, this fundamental function is not restricted to this par-
ticular subset of B cells [31]. Some authors have proposed
that B1b (CD5 neg, CD45 low) rather than B1a (CD5 pos,
CD45RA intermediate) are more critical for natural IgM
production [32]. Furthermore, the contributions of other
tissue-localized IBCs (MZB and B1 cells from the spleens)
have also been incriminated. This increases the complexity
of defining a unique natural IgM-producing B cell popula-
tion. Such diversity is retrieved at the molecular level as

splenic B2 cells, B1 cells, and B1-derived plasma cells are
all dependent on the transcription factor B lymphocyte–
induced maturation protein 1 (Blimp-1) expression for
IgM and IgG3 production [33], while natural IgM produc-
tion by B1 cells can occur independently of Blimp-1 in
both bone marrow and in the peritoneal cavity.

During Ehrlichia muris infection, in the mantle zone of the
spleen and in the bone marrow, MZB elicits the generation of
IgM memory B cells harboring the myeloid integrin CD11c
and expressing the T cell–associated transcription factor (T-
bet) (Fig. 1, Table 1) [36, 37, 39]. In addition, the spleen
CD11c+ T-bet+ IgM memory B cell subset expresses at its
plasma-membrane the C-X-C chemokine receptor type 4
(CXCR-4) for CXCL12 (also known as SDF1), the transmem-
brane activator and CAML interactor (TACI, also known as
tumor necrosis factor receptor superfamily member 13B
[TNFRSF13B]), and CD73 an ecto-5′-nucleotidase. For the
IgG antibody response, the CD11c+ T-bet+ IgM memory B
cell subset needs contact with T cells and IL-21 signaling as
reported upon antigen challenge in lymph nodes [38]. In ad-
dition to the secretion of antibodies, CD11c+ T-bet+ B cells are
potent antigen presenting cells to T cells and this is possible
due to their localization at the T/B cell border in the spleen and
the expression of the chemokine receptor CCR7 [40]. This
observation is consistent with several reports suggesting that
CD11c and T-bet expressing B cells may be a decisive subset
in autoimmunity in mice [41] and also in humans [42].

Molecular Mechanism Controlling the IBC-Dependent Ig
Production One major question arising is: What is related
to the molecular mechanisms controlling T cell–
independent activation and antibody production in IBCs?
To this end, cytokines, as well as direct cellular interac-
tions, could provide classical and alternative pathways
leading to rapid production of antibodies associated or
not with class-switching recombination. Using Blimp-1-
GFP mice, in-depth sequencing analysis of the transcrip-
tional program of antibody-secreting cells from distinct B
cell subsets, including IBCs, based on their location and
maturity stage has revealed a tissue-specific program nec-
essary for the B cell differentiation [43]. Although a core
transcriptional signaling is conserved between plasmablast
and plasmocytes (PC) from the spleen and bone marrow-
resident PC, a specific network has been underlined be-
tween the different compartments showing the key role
played by chemokine receptors and cell adhesion mole-
cules. However, the common and natural IgM antibody-
secreting cell signature from IBCs remains to be defined,
challenged by the complexity of the different origins of
natural Ab-producing cells.

Collectively, the different steps involved in the generation
of IgM+ memory B cells or IgM-producing cells from IBCs is
still an open question and may be highly dependent on (1) the
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stimulatory antigen; (2) the tissue localization of the activa-
tion; (3) the interplay with other immune cells; and (4) canon-
ical and non-canonical intrinsic molecular mechanisms.

Initiation of a Class Switch-Specific Immune Response

In addition to their capacity to promote an effective and pro-
tective response to infection by a steady-state production of
polyreactive IgM antibodies, IBCs are also able to develop
specific class-switched responses in secondary lymphoid or-
gans. This is particularly true for MZB that could undergo
class-switching through a strict metabolic program [44] [45].
MZB produce IgM but also class-switched IgG and IgA anti-
bodies mainly in response to commensal antigens [21]. It is
the chemical nature of the antigen that locally regulates the
immunoglobulin production and drives the T-dependent or T-
independent pathway for antibody production [46]. Some an-
tigens could induce MZB activation and CXCR5 upregula-
tion, necessary for MZB relocalization into the follicular area
rich in T cells [47]; [48]. One general explanation may, on one
hand, be that T cell–independent antigens stimulate MZB to
proliferate and produce IgM and class-switched antibodies
without forming germinal centers whereas, and on the other,
T cell–dependent antigens most likely induce MZB cell mi-
gration into the follicles [49]. However, the exact role of MZB
in generating a GC reaction is still under investigation.

Additionally, MZB possess a strong propensity to interact
with other immune cells and, in particular, to promote T cell–
dependent responses within the spleen. It was demonstrated
that dendritic cells expressing CLE4A4 selectively stimulate
rapid IgG1 but not IgM production from MZB [50]. In
humans, the newly described neutrophil and B cell helper
subset (NBH) promotes MZB activation by presenting a
higher expression of B cell stimulating molecules such as
BAFF, APRIL, IL-21, and CD40L, than do classical neutro-
phils, leading to IgM production but also allowing class-
switching recombination to IgG2 or IgA [51].MZB have been
demonstrated to closely interact with natural killer (NK)-T
cells through the expression of CD1d [52]. CD1d-restricted
glycolipid antigen ligands are present on the surface of
Streptococcus pneumonia, Borrelia burgdorferi, and
Sphingomonas species [53, 54]. This interaction promotes
an early wave of response to bacterial and viral pathogens
[55]. The relationship between MZB and innate lymphoid
cells (ILC) has been recently explored and it was demonstrat-
ed that mouse ILC3 express APRIL enhancing a T cell–
independent IgG3 response from MZB [56].

Regulatory Functions of IBCs

The link between IBCs and B cell regulatory functions has been
continuously suggested since the first appreciation of the B cell
capacity to control the immune response (Fig. 1, Table 1) [57].Ta
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One of the primary functions of IBCs was related to the
control of the immune response by different means. First,
IBCs possess intrinsic regulatory functions mediated by their
natural capacity to produce IgM at a steady state or following
activation. Second, IBCs can exercise regulatory functions
through the release of anti-inflammatory cytokines such as
IL-10 upon stimulation. Third, IBCs are also able to control
the inflammatory response [58].

Regulatory Functions of IBCs: Activation Pathways One cru-
cial question remains related to the necessity or not of a BCR
engagement in the natural regulatory functions of IBCs is not
well understood. Indeed, there are arguments to consider that
part of the regulatory functions of IBCs is not strictly depen-
dent on antigen stimulation via an engagement of the BCR.
Accordingly, some studies have related a TLR pathway rather
than an antigen-specific BCR activation pathway of IBCs
leading to their redistribution in secondary lymphoid organs
in order to regulate polyreactive IgM IBC production at the
site of infection [22]. Support for such an assertion was ob-
served during influenza infection in mice with IBCs that can
rapidly migrate from local niches to secondary lymphoid or-
gans following a type-I interferon stimulation and CD11b
integrin cell surface expression in response to a TLR pathway
activation [25]. This observation has also been reported during
tetanus toxoid (tet) vaccination in humans. It was shown that
specific staining of circulating antigen-specific B cells follow-
ing tet vaccination revealed 6 days after vaccination the induc-
tion of two distinct plasmablast subsets. Indeed and along with
the increase of the antigen-selected tet-positive CD38 high
plasmablast, the authors have demonstrated the emergence
of a second and non-specific (tet− IgM+) plasmablast subset,
which represents more than 60% of the entire plasmablast
population. A complex phenotypic signature characterizes this
bystander subset with moderate expression of CD138
(syndecan-I), HLA-DR, and CD126 (IL-6 α Receptor) but
an increased expression of CXCR4 (C-X-C chemokine recep-
tor type 4). Although this study did not formally identify the
nature of this non-specific plasmablast subset, the authors
highlighted that those cells expressed a reduced expression
of Blimp-1 suggests an innate origin [59].

On the other hand, different types of infections have
demonstrated the induction of Breg cells arising mostly
from IBCs that suppress harmful Th1 or Th2 responses in
an antigenic non-specific manner [34, 60, 61]. Although
the final phenotype of this Breg subset differs from one
experimental model to another, and this is continually de-
bated, such studies have, however, demonstrated that the
greater part of the initial B cell origin is related to IBCs. As
an example using IL-10-EGFP reporter mice, the dominant
IL-10 producing B cell subset in the spleen of infected
mice with Schistosoma mansoni is composed of MZB
[61] whereas others have suggested that B1 cells were

involved [62]. It is highly likely that these two IBC subsets
are crucial in the control of infection in mouse models [63].
This raises the possibility that innate Bregs could emerge
from distinct IBC subsets (e.g., B1 and MZB) and perhaps
from all of them during an immune response with specific
attributes depending on (1) the nature of the antigen, (2)
the localization of the response, and somehow (3) genetic
and epigenetic factors that have not yet been elucidated. To
summarize, we can consider that IBCs exert their regula-
tory functions at the crossroad of promoting a protective
response in order to preserve the organism from exacerbat-
ing responses, and through recruitment activation and con-
trol of the antigen-specific response.

Innate Versus Regulatory Functions of IBCs Innate B cell func-
tions and regulatory functions of IBCs are often examined
separately but they represent the two sides of the same coin.
Infectious models represent a robust and pertinent approach to
evaluate the interplay between innate and regulatory functions
in IBCs. Among them, the mouse model infected with the
Salmonella enterica serovar typhimurium (STm) gram-
negative bacterium infection has been well studied and pro-
vides interesting information regarding the innate properties
of IBCs. STm has the capacity to introduce a specific bacterial
effector protein into the host cytosol via a specific system, the
Salmonella type III secretion system (TTSS) that can infect
most immune cell types. In this model, IBCs were described
as a significant partner in the generation of a protective re-
sponse against Stm and this response depends on the nature
of the bacteria (virulent or attenuated). Recently, a study dem-
onstrated that a STm-attenuated infection induces rapid
plasmablast production independent of the formation of ger-
minal centers, supporting a T cell–independent activation of
germline B cell clones. The authors demonstrated that the
IgM-producing cells were present at 4 days post-infection,
while IgG reaches a maximum 18 days post-infection. One
interesting finding is that almost 95% of plasmablasts gener-
ated during the primary response possess a very poor ability to
bind Salmonella antigens, suggesting no or a very low affinity
for the antigen [64]. In this study, the authors propose an
exciting concept where first an innate signal was generated
leading to a burst of low-specific IBC expansion in response
to Salmonella infection. This initial response is followed by a
second and more-specific response dependent on germinal
center-dependent somatic hypermutations taking place at
extra-follicular sites in specific patches. This finding supports
the view that engaging extremely low affinity or polyreactive
IBC cells in early and primary response achieves a high po-
tential of generating a rapid protective response that perfectly
fits with the IBCs’ fate. Another key conceptual observation
involving regulatory IBC functions and performed in
Salmonella infection mouse models comes from the ability
of the pathogen to subvert the regulatory IBC response to its
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advantage. This was demonstrated in mice lacking the capac-
ity to produce IL-10 as these mice are significantly more re-
sistant to death after infection as compared with wild type
mice, supporting the notion that IL-10 production from lym-
phoid cells including regulatory IBCs may be a critical pro-
cess for the survival of bacteria [65]. The IL-10 immunosup-
pressive role of B cells in infection was thus confirmed to be
dependent on TLR signaling since mice lacking MyD88, the
canonical adaptor for inflammatory signaling pathways down-
stream of TLR, in B cells became resistant to lethal infection
[66] while B cells have conserved their capacity to produce a
normal antibody response [67]. This paradoxical observation
is due to the absence of the MyD88 signaling pathway in B
cells leading to a defect in the IL-10-dependent B cell regula-
tory function of controlling neutrophil, NK cell, and inflam-
matory T cell accumulation at the site of bacterial replication.
From additional studies, this group formally identified surface
IgM+ CD138+ TACI+ CXCR4+ LAG3+ plasmablasts as the
critical player inhibiting anti-Salmonella immunity during the
early course of the infection through the release of two anti-
inflammatory cytokines, IL-10 and IL-35 [35, 68]. In this
latter study, the authors demonstrated that an intense burst of
IL10+ IgM+ plasmablasts was generated several hours after
infection, and decreased after 8 days reflecting the archetype
of the primary humoral response. Epigenome-wide and reper-
toire analyses have further established the origin of these reg-
ulatory plasmablasts in this model to be B1a cells and B1b
cells but not MZB [35].

The ability of pathogens to manipulate the suppressive func-
tions of B cells to counteract the anti-bacterial response is not
unique to the Salmonella infection as other intercellular bacteria
such as Chlamydia abortus and also viruses such as CMV (cy-
tomegalovirus), HIV (human immunodeficiency virus), and
HBV (human hepatitis B virus) have the capacity to induce
suppressive functions in B cells [69–73]. These models uncover
the intrinsic dual function of IBCs, initiating protective immuni-
ty while promoting regulatory mechanisms against uncontrolled
inflammation. Such feedback is a common feature in the homeo-
static system but allows us to extend our point of view of IBCs
and the general function of B cells such as immunoglobulin
production or suppressive functions. Reconciling different ob-
servations, IBCs are a fair representative of the plasticity and the
adaptability of immune cells to their microenvironment [74].
IBCs can differently respond to stimulation, change their identi-
ty, differentiate, and relocate throughout the body adapting their
function to their new location (Fig. 1, Table 1).

Other Innate B Cell Populations

Atypical IBCs

Growing evidence during the past decade points toward the
atypical capacity of IBCs to differentiate into other lymphoid

or myeloid lineages. This incredible cellular plasticity repre-
sents a reliable tool to offer the best range of responses against
organism aggression. In this regard, B cells have continuously
been described as a very plastic lineage. Interestingly, studies
have demonstrated the conversion of B cells to other immune
cell types by modification of lineage key transcription factors.
Indeed, ectopic expression of C/EBP (CCAAT/enhancer bind-
ing protein) in primary progenitor B cells and mature B cells
induces transdifferentiation of B cells toward a distinct mye-
loid cell fate including granulocytesmacrophages and dendrit-
ic cells [75–77].). In vivo, this relevance seems restricted the
ability of transdifferentiation from the pro-B cell population
and can occur during the inflammation process [78]. A new
study has highlighted the transcription factor Hoxb5
(Homeobox B5) as a master regulatory factor involved in
the lineage conversion of B cell precursors into fully
functional T cells [79]. A CD11c or CD11b B cell subset
with myeloid or dendritic attributes and T cell regulatory
functions has been described in mice [80]. These CD19 +
CD11c+ B cells (discussed above) are present in mouse
spleen, expressing Pax5 and the T cell regulatory enzyme
IDO (indoleamine 2, 3-dioxygenase), and develop from
stem cell progenitors in B cell-deficient mice (μMT
knockout) but not from CD19-knockout mice.

Are myeloid and non-B cell–restricted identity attributes
such as CD5, CD11b, and CD11c a hallmark of IBCs? Do
those characteristics represent different functional subsets?
Does it represent alternatively, a conserved evolutionary func-
tion from a common progenitor? Although these questions
remain to be solved, their investigation might bring us new
insights into the function of these populations and how these
populations could be conserved in humans.

Natural Killer B Cells

Three years ago, a study described a new innate B cell popu-
lation with NK (natural killer) attributes emerging from bone
marrow pro-B cells. These NK B cells (NKB) are present in
the marginal zone of the spleen and mesenteric lymph nodes
in both mice and humans. Murine NKB express the NK1-1
marker plus CD19 and a cell surface IgM with a limited rep-
ertoire. NKB cells exhibit a critical role in the control of mi-
crobial infection since NKB-depleted mice were more prone
to Listeria monocytogen and STm infections [81]. NKB show
a great potential to produce IL-18 and IL-12 leading to acti-
vation of NK and ILC1 against bacterial infection. The de-
scription of this population was completed in an additional
study showing that NK1-1+ CD19+ cells have the capacity
to differentiate into CD138+ Blimp1+ plasmablasts upon
LPS (lipopolysaccharide) stimulation. This has motivated
the authors to propose that NK1-1+ or NKp46+ B cells repre-
sent a phenotypic attribute of MZB [82].
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Although discrepancies exist in the characterization of
IBCs, one significant aspect to keep in mind is the capacity
of IBCs to express atypical B cell markers. Expression of
CD11b, CD11c, NK1.1, PDCA, and other atypical phenotypic
attributes in IBCs underline that the necessity that the dogma
of the strict stable phenotypic identity of B cells has to be re-
evaluated. This idea is already accepted in T cell biology
where phenotypic attributes could be transitory and related
to a functional program in many different T cell Bsubsets^
establishing the foundation of inhibitory blockade molecules
in some cancers [83, 84] and recently providing new thera-
peutic consideration in autoimmune diseases [85].

IBCs in Humans

Although an extensive amount of literature has provided evi-
dence for the high diversity of IBCs in rodent models, the study
of human IBC (hIBCs) is more challenging. One crucial feature
of hIBCs is their tissue-dependent localization and functions
that complicate experimental approaches in humans. From an
evolutionary point of view, B cell subsets become diversified.
Mouse IBCs represent a conserved B cell subset with functions
close to the myeloid lineage supporting a substantial advantage
against infections. Nevertheless, transposition to human is more
speculative perhaps because most of the tissues housing IBCs
are structurally very different (Table 2) [86].

Human B1 Cells

Characterization of the B1 cell population is the best illustration
of the complexity of studying IBCs in humans. In 2011, the
Rothstein’s group identified a homolog of the B1 subset (hB1)
in cord blood and adult circulating peripheral blood based on
their capacity to spontaneously produce IgM secretion, to stim-
ulate T cells, and to possess a tonic intracellular signal [87].
This subset expresses CD27 and CD43 among the CD19+

CD20+ B cell population, and in addition, this population was
the only one able to bind phosphoryl-choline (PC), another
hallmark of the murine B1 cells [88, 89]. Interestingly, the
hB1 subset was distinct from CD5+ B cells since the majority
of CD5+ B cells were negative for CD27 and CD43. CD5
expression in humans is mainly an inducible marker that ap-
pears upon activation decoupling its expression from a specific
subset [90, 91]. Beyond phenotypic considerations, one func-
tional aspect of this intriguing CD27+ CD43+ CD5± B cell
subset is its ability to spontaneously produce IgM within 3 h.
This unique ability has evoked the question of the real nature of
this specific subset and has raised the question of a possible
contamination with plasmablasts that also express CD43+ and
CD27+ [92, 93]. However, one recent study has further con-
firmed the presence of hB1 cells (CD20+CD43+CD27+CD70−)
in the human choriodecidual stroma of women with

spontaneous pre-term (PTL) and term (TL) labor [94].
According to these authors, choriodecidual B cells display a
unique phenotype that is distinct PTL from TL stroma since
B cells from PTL stroma exhibit an hB1 phenotype with altered
function promoting spontaneous polyreactive IgM and with a
suspected impact on pregnancy outcomes [95].

Human MZ B Cells

Among innate B cell actors, human MZ B cells contribute
mainly to a specific antigenic response leading to a rapid pro-
duction of IgM and IgG3 isotype antibodies. In addition, hu-
man MZ B cells have been described as the main humoral
actors of systemic anti-bacterial immunity [96]. Since the first
description of circulating human MZB [97, 98], some ad-
vances have established the existence of two main hMZB
subsets according to their localization.

Human Circulating MZ-Like B Cells

The circulating IgD+IgM+CD27+ B cell population harboring
some shared properties with murine MZB was first observed
in healthy children younger than 2 years old with mutations of
their immunoglobulin receptor during ontogeny, prior differ-
entiation into T-independent antigen responsive cells and from
the formation of a competent germinal center [99, 100]. In
adults, the presence of immunoglobulin-mutated V genes in
this subset has suggested different interpretations regarding
MZ-like B cell origin and in particular with the possibility to
have somatic hypermutation events outside of the germinal
centers [101] or the possibility that IgM memory B cells are
generated during the immune response in germinal centers but
without immunoglobulin class switching [102, 103]. Recent
assessment of IgM+CD27+ subsets in humans reveals the het-
erogeneity of the MZ-like B cell subset including both Btrue^
innate B cells harboring a unique repertoire and IgM-mutated
memory cells (with no or low IgD expression) displaying a
clonal relationship with switched memory B cells [104].
Additional evidence has demonstrated that the IgM+ memory
B cell repertoire presents a bias in IgVH family usage and may
be affected by age [105]. Furthermore, this study has further
underlined that the IgM+ memory B cell subset is heteroge-
neous based on the density of IgM+ expression that could be
used to dichotomize between T-dependent and T-independent
types of IgM memory cells. There is no doubt that the emer-
gence of single-cell transcriptomic analyses will bring new
insights into the biology of human MZB-like and IgM+ mem-
ory cells together with additional traits about their function in
the immune system. The ongoing characterization of MZ-like
cells in humans rises fascinating questions about how those
cells are generated during B cell development and by which
mechanisms these cells are regulated coupling tissue localiza-
tion with specific functional characteristics.
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In line with these questions, the selection of the reactivity
of MZ-like B cells in the unrestricted human repertoire is still
under investigation asking how MZ-like B cells are develop-
mentally linked to the selection of autoreactive B cells. Some
studies have revealed that autoreactive B cells against protein-
ase 3 (PR3) are not restricted to autoimmune patients but also
found in healthy controls, and in this case, they exhibit anMZ-
like phenotype (IgD+CD27+) [106]. Intriguingly, a decrease in
this subset has been reported in systemic autoimmune diseases
and with correction under treatment with immunotherapy
[107–111]. How could the proportion of circulating MZ-like
B cells reflect the tolerance breach could be asking?
Nevertheless, the intricate network established in mice
existing between this population and the control of
autoreactivity [112] offers promising future tracks for under-
standing the control of B cell tolerance in humans.

Tissues Resident Innate B Cells

Spleen human B cells located in the mantel zone area around
the germinal center are characterized by a specific cell surface
phenotype CD27+IgDlowIgMhigh [99, 113] and this phenotype
included the expression of CD45RB (MEM55 epitope) and the

absence of positive labeling for the mitotracker green (MTG)
fluorescence dye [114]. Transcriptomic analysis has defined the
transcription factor SOX7 as significantly involved in the MZ-
like B cell fate associated with IL21-R and CCR9 suggesting a
strong relationship of MZ-like B cells with their microenviron-
ment. More recently, in-depth phenotypic profiling of human B
cells from different tissues coupled with mass cytometry and
imaging mass cytometry has revealed a phenotypic alignment
between the IgM+IgD+CD27+ B cell subset and a precursor
CD45RB+ subset distinct from memory B cells, suggesting a
separate developmental branch between MZ-like B cells and
memory B cells [115]. Interestingly TACI, CD80, and FcRL4
could be used to distinguish IgD+CD27+ MZ-like B cells
across the spleen, the gut, and the tonsils.

Human IBC Functions

Natural Protection

The molecular pathways that lead to immature B cells to dif-
ferentiate into either MZB or follicular B cells were extensive-
ly studied in mice but remain elusive in humans. In both spe-
cies, the transmembrane neurogenic locus notch homolog
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Fig. 1 Versatile sides of innate B cells. EAE (experimental autoimmune
encephalomyelitis); MZB (marginal zone B cell), NKT (natural-killer) T
cell, ILC (innate lymphoid cell), DC (dendritic cell). B1 cells (purple) and
MZB (orange) cells are the two main contributors to natural IgM
production. IgM secretion by B1 cells is independent of the
transcription factor Blimp-1 in serous cavities and participates in the
clearance of apoptotic cells. T-bet expressing B-cells (green) are a

heterogeneous subset: 1-T-bet+IgM+ B-cells could arise from MZB
cells or unknown progenitors secreting natural IgM. 2-T-bet+ CD11c+
B-cells undergo class-switching and participate in the autoreactive
response. In another hand, when activated through the TLR pathway,
innate B cells display a regulatory role preventing the organism from an
exacerbated inflammation. This function is performed by the production
of natural IgM and by the anti-inflammatory cytokines IL-10 and IL-35
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protein 2 (Notch2) receptor presents an essential role for MZB
development through the interaction with one of its ligands,
Delta-like 1 (Dll1), that is expressed by fibroblastic reticular
stream cell in the spleen [116]. Additionally, BCR engage-
ment on type 1 transitional (T1) B cells via the serine-
threonine kinase TAOK3 (TAO kinase 3) is effective to induc-
ing ADAM10 (ADAM metallopeptidase domain 10) expres-
sion that is necessary for promoting Notch2 intracellular do-
main translocation into the nucleus [117]. In addition to the
Notch2 pathway, the importance of the signal downstream
from the BCR in the choice of MZB and B1 cell fate seems
crucial since mutations in genes encoding regulators of the
BCR signaling such as CD19 or CD22 result in the profound
modification of the IBC compartment (Table 2) [15, 121].

In humans, it was suggested that IBCs are prone to recog-
nize microbial cell-wall fragments from the microbiota
protecting against microbial infection. Human splenic MZ-
like B cells have the particularity to possess a strong pre-
activation state characterized by high metabolic activity
coupled with a specific activation gene signature [45]. This
gene signature highlights the increase of the mTORC1 (mam-
malian target of rapamycin complex 1) signaling pathway
depending on the cooperative activation of TACI and TLR9.
Interestingly, mTORC1 signaling regulates class switch
recombination-inducing signaling pathways specifically.
This observation was further extended in an additional study
[118]. Those authors demonstrated that IgM-secreting cells
are present in humans, but in contrast to mouse, small intestine
MZB harbor a large repertoire against a high diversity of mi-
crobial communities. The study further suggests that IgM-
secreting cells reacting to commensal bacterial compounds
are clonally related to a specific IgM+ memory B cell subset
expressing a gut-specific gene signature that differs frommar-
ginal zone B cells. This tissue-specific memory signature is
characterized by an upregulation ofFCRL4, IL-10,CCR9, and
CD11c. This study documented the heterogeneity of human
IBCs and supports the possibility of mucosal tissue-resident
IgM+ memory B cells in human, but not in mice.

Conventional IBCs and IgM+ memory B cells share some
protective functions through the provision of rapid immuno-
globulin production that may or may not involve class switch
recombination. The dichotomization of the peripheral memo-
ry B cell compartment into different subsets based on IgM,
IgD, IgG, IgA, CD27, CD38, and CD24 expression has sug-
gested three distinct maturation pathways [122]. The first and
second memory B cell subsets were local and systemic and
independent of the GC reaction. These pathways encompass
IgD+ IgM+ CD27+ called the natural effector B cell subset and
corresponding to MZ-like B cells and the CD27− IgA cells.
Both populations showed limited proliferation and reduced
somatic hypermutation levels. IgM+ CD27+ IgD− memory B
cells present a complex ontogeny as they are suspected arising
from IBCs in the primary response but also from the Ta
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recirculation of germinal center-dependent tissue-resident
memory B cells. Although the high complexity of heteroge-
neity of the human protective response has still not been un-
covered, human IBCs may integrate local signals to undergo
higher functional activities including local antibody produc-
tion, commensal bacterial memory B cell generation, and
greater capacity to recirculate to provide adequate and broad
protection against pathogens.

The Control of the Immune Response

Beyond protection against pathogen, studies in humans have
now begun regarding the regulatory functions of IBCs on the
immune system begin. Transitional B cells were been first
ascribed to possess regulatory B cell functions in humans
[120] as the homologous of their T2-marginal zone precursor
mouse-counterpart. However, human transitional B cells pos-
sess different functional subsets [119] and consequently do
not represent an exclusive Breg subset. In addition, IBCs ex-
press natural features that may render those cells highly com-
patible for exerting some regulatory mechanisms. Examining
IL-10 secretion, we and others have underlined that, in the
human peripheral blood, IgM+ CD27+ (IgD+ and IgDlow)
and transitional type-2 B cells are the major source of IL-10
following innate TLR9 stimulation [119, 123, 124]. Both
hIBCs and human Bregs present shared properties including
CD5 expression, the rapid capacity to differentiate, and a ca-
pacity to produce IgM spontaneously or after activation [120,
125, 126]. Some pathological situations have emphasized the
ability of IBCs to exert regulatory functions as highlighted in a
longitudinal phenotypic analysis of HIV-1 infected patients
[127]. Additional studies demonstrated an increase of IL-10-
expressing MZ-like B cells in HIV patients, associated with a
high level of lymphotoxin-α [128] that was suggested to be
involved in suppression of anti-viral T effector functions.

Studies regarding graft-versus-host diseases (GVHD) have
underlined the fact that data in this area are often contradictory
and fail to provide a uniform concept of the human Breg. In an
initial study, IgM+ CD27+ CD38low human MZB and transi-
tional B cells were enriched in IL-10 producing B cells when
activated by CD40L and could control T cell proliferation as
well as IFN-γ production. This population was impaired in
patients with chronic GVHD. In another study, IL-10+ B cells
were assessed in controls and patients with active or remitting
GVHD. B cells were activated by CpG and CD40 demonstrat-
ing that IL-10 production was enriched in the CD24+ CD27+

and in the plasmablast compartment and that this pool was
defective in active GVHD patients [129]. Although the first
stimulation inducing IL-10 was different in both studies, they
underline one of the standard features while examining Breg
functions that B cells could undertake regulatory functions
depending on the microenvironment. However, some B cell
populations may have distinct properties to undertake

regulatory abilities. Among them, human and mouse IBCs
may represent the most potent B cell subsets able to display
regulatory functions in the immune system.

The existing and recurrent link between plasmablast differ-
entiation and acquired regulatory function may represent the
missing link between IBCs and Bregs [130]. IBCs are cells
poised to differentiate in response to many different signals.
IBCs integrate signals from cytokines, TLR, and BCR and
from interaction with other cells like DCs, ILCs, or neutrophils.
All those interactions have been demonstrated to trigger regu-
latory functions in B cell. One recent study shows that CpG-
stimulated human peripheral B cells gradually induce TNF-
receptor R2 (TNFR2) upregulation and develop into IL-10+

IgM+ plasmablast. Researchers have shown that IgM+ CD27+

cells were the primary source of IL-10 positive Ab-secreting
cells confirming the appropriate link between IBCs and regu-
latory functions [131]. What could be the purpose of triggering
regulatory mechanisms in B cells dedicated to the protective
response? Although more questions than answers remain, IL-
10 is a complex actor that may fulfill different roles that could
sustain Ab production while controlling exacerbated immune
response. Regulatorymechanisms of IBCsmay act as a homeo-
static counter-regulator of inflammation.

Conclusion

Overall, a great interest has emerged this past decade for better
understanding of the heterogeneity of innate mechanisms in
humans as reported in this special issue [132–140]. Of particu-
lar interest are questions about molecular mechanisms regulat-
ing the multiple layers of innate B cells with different functions.
Further studies that will focus on delineating cellular and mo-
lecular switch programming innate B cells from effector to
regulatory cells are bound to yield valuable new insights into
the biology of B cells promoting effective Ab protection as well
as B cells driving or preventing cancer and autoimmunity.
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Titre :  CARACTERISATION DES LYMPHOCYTES B AUTOREACTIFS DANS LE SYNDROME DE 

SJÖGREN 

 
Résumé :  Les LB jouent un rôle central dans le syndrome 

de Sjögren primitif (SSp), cependant très peu d’études ont 
été réalisées sur les caractéristiques des LB auto-réactifs 
qui sécrètent des autoanticorps contre l'auto-antigène SSA. 
Nous avons cherché à caractériser les LB circulants 
spécifiques de la SSA (LB SSA+), afin de mieux comprendre 
les mécanismes conduisant à la rupture de la tolérance chez 
les patients atteints du SSp. 
En utilisant une méthode de cytométrie en flux, basée sur la 
spécifité du BCR, nous avons détecté et caractérisé 
phénotypiquement les LB SSA+ circulants chez des patients 
atteints de SSp et chez des contrôles sains (HCs). Nous 
avons testé leur capacité à sécréter des immunoglobulines 
spécifiques de la SSA in vitro après stimulation.  Ensuite, 
nous avons réalisé une première expérience de profilage 
transcriptionnel de ces cellules par RNA seq unicellulaire 
afin de mieux comprendre le rôle des LB auto-réactifs chez 
les sujets sains. 
L'analyse du phénotype a montré une expansion d'un sous-
ensemble de LB naïfs CD19+IgD+CD27-CD21low/-CD11c-

SSA+ avec un BCR régulé à la baisse chez les patients 

atteints de SSp. 

 
Les LB SSA+ étaient également enrichis parmi les LB 
mémoires non commutés IgMlow chez les patients, ainsi 
que dans les LB mémoires DN (IgD-CD27-) et 
commutés des différents isotypes. Les LB SSA+ triés, 
provenant d'un sujet sain, étaient capables de sécréter 
in vitro des immunoglobulines IgM mais pas IgG anti-

SSA, contrairement aux LB SSA+ provenant de patients 
atteints de SSp, qui sont capables de sécréter des 
autoanticorps IgG spécifiques de SSA. Sur le plan 
transcriptomtique, les DEG du cluster enrichi en LB 
SSA+ ont montré une régulation positive des gènes 
HLA impliqués dans la présentation de l'antigène ainsi 
qu’une régulation négative du BCR par la 
surexpression de CD72.  
Nos résultats suggèrent que les LB SSA+ auto-réactifs, 
chez les patients atteints de SSP, sont enrichis dans le 
compartiment mémoire, ce qui suggère qu'ils 
échappent aux différents points de contrôle de la 
tolérance périphérique et se différencient in vivo en 

cellules sécrétant des anticorps anti-SSA. 

Mots clés :  Syndrome de Sjögren, lymphocytes B, LB auto-réactifs, auto-immunité, tolérance 

 

Title:  CHARACTERISATION OF AUTOREACTIVES B CELLS IN SJÖGREN’S SYNDROME 
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Abstract:  B cells play a central role in primary Sjögren's 

syndrome (pSS), but little is known about the autoreactive B 
cells that secrete autoantibodies against the autoantigen 
SSA. Here, we aimed to characterize the circulating SSA-

specific B cells (SSA+ B cells), in order to better understand 
the mechanisms leading to the breakdown of self-tolerance 
in patients with pSS. 
Using a flow-cytometry-based method, we detected and 
phenotypically characterized SSA+ B cells among peripheral 
blood mononuclear cells (PBMCs) collected from patients 
with pSS and from healthy controls (HCs). We tested their 
ability to secrete SSA-specific immunoglobulins in vitro 
following stimulation.  Then, we performed a first experience 
of transcriptional profiling of these cells by single-cell RNA 
seq to understand further the characteristics of these 
autoreactive B cells in healthy subjects. 
Phenotype analysis showed an expansion of a 
CD19+IgD+CD27-CD21low/-CD11c-SSA+ naïve B-cell subset 
with a downregulated B cell receptor in pSS patients. 

 
 
 
SSA+ B cells were also enriched within the IgMlow 
unswitched memory B-cell subset in patients, as well 
as in double negative (IgD-CD27-) and switched 
memory B cells of the different isotypes. Sorted SSA+ 
B cells from HCs were able to secrete in vitro IgM but 
not IgG anti-SSA immunoglobulins contrary to SSA+ B 
cells from pSS patients, that were able to secrete IgG 
autoantibodies. From the scRNA-seq analysis in a 
healthy subject, we obtained 6 clusters with 2 enriched 
in SSA+ B cells. DEG from clusters enriched with SSA+ 
B cells, showed upregulation of HLA genes implicated 
in the antigen presentation and negative regulation of 
BCR.  
Our results show that autoreactive SSA+ B cells in pSS 
patients maturate and reach the memory compartment, 
suggesting that they escape to the different layers of 
peripheral tolerance checkpoints and differentiate in 
vivo into anti-SSA antibody-secreting cells 
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