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RESUME 
Le pemphigus est une maladie auto-immune spécifique de la peau et des muqueuses provoqué par des 

auto-anticorps (Ac) spécifiques des desmogléines (Dsg) 1 ou 3. Ces Ac pathogéniques inhibent l'adhésion 
cellulaire des kératinocytes. Le pemphigus se déclenche par la conjonction d’événements rares impliquant 
l’émergence puis la coopération de lymphocytes B (LB) et de lymphocytes LT auto-réactifs dans un 
contexte génétique et environnemental particulier. Jusqu’à présent, la première ligne de traitement du 
pemphigus était constituée de fortes doses de corticoïdes, qui sont de puissants immunosupresseurs 
systèmiques. Le Rituximab (RTX), un Ac monoclonal chimérique anti-CD20, constitue une thérapeutique 
innovante aboutissant à l’élimination des LB. L’étude clinique RITUX 3 a été conçue pour évaluer 
l’efficacité et l’innocuité du traitement utilisant le RTX associé à une courte corticothérapie dans le 
traitement de première intention du pemphigus par rapport au traitement de référence par la 
corticothérapie standard (CS).  

Dans un premier temps, notre analyse clinico-biologique des patients après 24 mois a démontré que 
l’utilisation du RTX associé à de la prednisone à court terme en traitement de première intention chez les 
patients atteints de pemphigus foliacé et vulgaire modéré à sévère est à la fois plus efficace et mieux toléré 
que le traitement de référence par la prednisone seule (89% de patients versus 34%). Cette efficacité a été 
confortée à plus long terme après la reconstitution du répertoire lymphocytaire B avec un risque de 
rechute de 2% à 36 mois. La présence d’une forme sévère de pemphigus au diagnostic (PDAI ≥ 45) et d’un 
taux d’Ac anti-Dsg à 3 mois supérieur aux valeurs seuils (anti-Dsg1 ≥ 20 ou anti-Dsg3 ≥ 120) sont associés 
à un risque de rechute précoce de 50%. Ces deux facteurs prédictifs permettent d'identifier un sous-
groupe de patients présentant un risque élevé de rechute nécessitant une perfusion d'entretien de RTX 
au 6ème mois. 

Dans un deuxième temps, nous avons étudié l’impact des traitements par RTX et par CS chez les 
patients atteints de pemphigus afin de mieux appréhender la réponse auto-immune. La caractérisation 
phénotypique des LB auto-réactifs et l’analyse de la fréquence des LB capables de sécréter des 
immunoglobulines (Ig)G anti-Dsg par une approche ELISPOT a permis d’établir que l’efficacité du 
traitement par RTX dans le pemphigus semble liée à l’élimination des LB mémoires CD27+IgG+ spécifiques 
des Dsg. Des LB auto-réactifs Dsg restent détectables après RTX suite à la reconstitution lymphocytaire B, 
mais ces LB ont un phénotype naïf et non commuté (IgM) et ne secrètent plus d’IgG. En revanche, la 
persistance des LB auto-réactifs capables de sécréter des IgG anti-Dsg après traitement par CS est 
certainement à l’origine des rechutes fréquentes. L’analyse de l’expression génique ciblée à l’échelle 
unicellulaire a démontré qu’initialement, les LB spécifiques des Dsg ont un profil pro-inflammatoire avec 
l’expression de trois gènes codant pour les interleukines (IL)-1β, IL-12p35 et IL-23p19 et pour le gène de 
l’IRF5 (Interferon regulatory factor 5) par rapport aux LB non auto-réactifs. Le RTX et la CS ont des effets 
différents sur l'expression de ces gènes mais les deux réduisent l’expression génique d’IL-1β qui semble 
jouer un rôle important dans la physiopathologie du pemphigus. Parallèlement, l’analyse 
transcriptomique puis protéique des LB isolés des patients en rémission complète ou incomplète 6 ans 
après l’étude RITUX 1 a mis en évidence une augmentation d'expression de KCNN4 (Potassium calcium-
activated channel subfamily N member 4) à la surface des LB chez les patients atteints de pemphigus en 
rémission complète pouvant influencer la maturation des LB. L’efficacité à long terme du RTX dans le 
pemphigus semble résulter d’effets plus complexes que la simple délétion initiale des LB auto-réactifs 
pathogènes en jouant également sur la coopération cellulaire entre LB et lymphocytes T folliculaires 
helper (Tfh) auto-réactifs. Nous avons observé une interdépendance les LB et de Tfh conduisant à une 
diminution des Tfh et de la cytokine IL-21 suite à la déplétion des LB par le RTX qui n’est pas observée 
chez les patients du groupe CS. L’analyse post-traitement des patients ayant un HLA de susceptibilité a 
permis de mettre en évidence l’existence de Tfh spécifiques de la Dsg3 dans le sang avec une fréquence 
significativement plus faible chez les patients ayant reçu le RTX comparé à ceux traités uniquement par la 
prednisone ce qui explique probablement le blocage de la maturation des LB et la réapparition retardée 
des LB mémoires spécifiques de la Dsg prolongeant ainsi la rémission malgré le retour des LB autoréactifs 
dans le sang des patients. 

En conclusion, cet essai clinique a concrètement amélioré la vie des patients atteints de Pemphigus car 
le schéma thérapeutique utilisant le RTX en première intention est maintenant recommandé aux Etats-
Unis et en Europe. Mes travaux de thèse confirment que les LB sont des acteurs majeurs dans la 
physiopathologie du pemphigus mais souligne également le rôle clé des Tfh dans les mécanismes de 
maturation des LB auto-immuns.   

Mots clés : Pemphigus, Rituximab, Corticothérapie, Desmogléine, Lymphocytes B, Lymphocytes T 
folliculaires helper et Auto-immunité.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT  
 

Pemphigus is an autoimmune disease of the skin and mucous membranes caused by autoantibodies 
(Ab) specific to desmoglein (Dsg) 1 or 3. These pathogenic Ab inhibit cell adhesion of keratinocytes. The 
development of pemphigus is associated with the conjunction of many uncommon events involving the 
emergence and then the cooperation of auto-reactive B cells and T cells link to genetic and environmental 
factors. Until now, the first line of treatment consisted of high doses of corticosteroids. Rituximab (RTX), 
an anti-CD20 chimeric monoclonal antibody, is an innovative therapy that results in B cells depletion. The 
RITUX 3 clinical trial was designed to evaluate the efficacy and safety of RTX combined with a short-course 
glucocorticoid therapy as a first-line treatment of pemphigus versus the standard treatment with 
standard corticosteroids (CS). 

As a first step, our clinico-biological analysis of patients after 24 months has shown that the use of RTX 
combined with short-term prednisone as a first-line treatment in patients with moderate to severe 
pemphigus is both more effective and better tolerated than the reference treatment with prednisone 
alone. Respectively, 89% of patients versus 34% in each group and both pemphigus foliaceus and 
pemphigus vulgaris patients responded. This efficacy was confirmed in the longer term after 
reconstitution of the B lymphocyte repertoire with a risk of relapse of only 2% at 36 months. The presence 
of a severe form of pemphigus at diagnosis (PDAI ≥ 45) and an anti-Dsg Ab level at 3 months above 
threshold values (anti-DSG1 ≥ 20 or anti-DSG3 ≥ 120) are associated with 50% risk of early relapse. These 
two predictive factors make it possible to identify a subgroup of patients at high risk of relapse requiring 
a maintenance infusion of RTX at the 6th month. 

In a second step, we studied the impact of RTX and CS treatments in patients with pemphigus in order 
to better understand the autoimmune response. The phenotypic characterization of auto-reactive B cells 
and the analysis of the frequency of B cells able of secreting anti-Dsg immunoglobulin (Ig) G by an ELISPOT 
approach demonstrated that the efficacy of RTX treatment in pemphigus seems related to the elimination 
of IgG-switched Dsg memory B-cells. Dsg specific B cells remain detectable after RTX when B cells return, 
but these B cells have a naïve and non-switched (IgM) phenotype and no longer secrete IgG. On the other 
hand, the persistence of self-reactive Dsg B cells capable of secreting IgG anti-Dsg after treatment with CS 
is certainly at the origin of the frequency of relapses. The unicellular targeted gene expression analysis 
demonstrated that initially, Dsg-specific B cells have a pro-inflammatory profile with the overexpression 
of three genes encoding Interleukin (IL) -1β, IL-12p35 and IL-23p19 and for the IRF5 gene (Interferon 
regulatory factor 5) compared to non-self-reactive B cells. RTX and CS have different effects on the 
expression of these genes, but both reduce the gene expression of IL-1β, which seems to play an important 
role in the pathophysiology of pemphigus. At the same time, transcriptomic and proteomic analysis of 
isolated whole B cells from patients in complete or incomplete remission 6 years after the RITUX1 study 
revealed an increase in the expression of KCNN4 (Potassium calcium-activated channel subfamily N 
member 4) on the surface B cells in patients with pemphigus in complete remission which may influence 
B cells maturation. The long-term efficacy of RTX in pemphigus appears to be more complex than the 
initial depletion of pathogenic auto-reactive B cells by acting as well on cell cooperation between B cells 
and auto-reactive T follicular helper cells (Tfh). We observed an interdependence of B cells and Tfh 
leading to a decrease in Tfh and cytokine IL-21 following the B cells depletion by RTX, which is not 
observed in patients in the CS group. The post-treatment analysis of patients with HLA of susceptibility 
made it possible to demonstrate the existence of Dsg3 specific Tfh in the blood with a significantly lower 
frequency in patients who received RTX compared with those treated only with prednisone, which 
probably explains the blocking of B cells maturation and the delayed reappearance of Dsg-specific 
memory B cells, which maintain the long term.  

In conclusion, this work has concretely improved the lives of patients with pemphigus because the 
therapeutic regimen using RTX in first intention is now recommended in the US and Europe. My thesis 
results confirm that B cells are major players in the pathophysiology of pemphigus but also highlights the 
key role of Tfh in autoimmune B cells maturation mechanisms. 

Key words: Pemphigus, Rituximab, Corticotherapy, Desmoglein, B-cell, T follicular cell helper (Tfh) and 
Autoimmunity. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABRÉVIATIONS

A

Ac : Anticorps 
ABC : Age-Associated B cells 
Ach : Acétylcholine 
Acm : Anticorps monoclonaux 
ADCC : Antibody-dependent cell cytotoxicity 
ADN : Acide désoxyribonucléique 
ADNc : ADN complémentaire 
AE : Ancrage extracellulaire 
AI : Ancrage intracellulaire 
AID : Activation-induced deaminase 
APE : Apuric-apyrmidic endonuclease 
APRIL : A proliferation-inducing ligand 
AP-1 : Activator protein 1 
ARN : Acide ribonucléique 
ASC : Antibody secreting cell 
A2ML1 : α-2-macroglobuline-like-1 

B 

BAFF : B-cell activating factor 
BAFF-R : B-cell activating factor receptor 
BAX : Bcl2-associated X 
Bcl-6 : B-cell lymphoma 6 protein 
BCMA : B cell maturation antigen 
BCR : B cell receptor 
BER : Base excision repair 
Blimp-1 : B Lymphocyte-induced maturation 
protein 1 
Breg : Lymphocyte B régulateur 
BTK : Tyrosine kinase de Bruton  

C 

Ca2+ : Calcium 
CAAR-T : Chimeric autoantibody receptor T cell 
CAM : Complexe d’attaque membranaire 
CAR-T : Chimeric antigen receptor T cell  
CCR : C-C chemokine receptor 
CD : Cluster de différenciation 
CDC : Complement-dependent cytotoxicity  
CDR : Complementary determining region 
CD40L : CD40 ligand 
CG : Centre germinatif 
CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité 
COL4A3 : Collagen type IV Alpha 3 
COL4A4 : Collagen Type IV Alpha 4  
CPA : Cellule présentatrice d’antigène 
CS : Corticothérapie standard  
cTfh : Circulating follicular helper cells 
CTLA-4 : Cytotoxic T lymphocyte antigen-4 
CVID : Common variable immune deficiency 
CXCR : C-X-C chemokine receptor  

D 

D : Diversité 
DAMP : Damage associated molecular pattern  

DBAI : Dermatose bulleuse auto-immune 
DC : Cellules dentritique   
DCF : Cellules dendritique folliculaire 
Dp : Desmoplakine 
Dsc : Desmocolline 
Dsg : Desmogléine 

E 

E-cadhérine : Epithelial-cadherin 
EBI3 : Epstein-Barr virus-induced gene 3 
EBV : Virus Eptsein-Barr 
EC : Domaine extracellulaire 
EGFR : Epidermal growth factor receptor  
ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay 
ELISPOT : Enzyme-linked immunospot 
Evpl : Envoplakine 

F 

Fab : Fragment antigen binding 
FAE : Fab-arm exchange 
FasL : Fas ligand 
Fc : Fragment cristallisable  
FcR : Récepteur aux immunoglobulines 
Foxp3 : Forkhead boîte P3 

G 

GATA3 : GATA binding protein 3  
GC : Glucocorticoïde  
GR : Récepteur de glucocorticoïde  

H 

H : Heavy chain 
HACA: Human anti-chimeric antibodie) 
HHV-8 : Herpès virus humain type 8 
HLA : Human leucocyte antigen 
Hsp27 : Heat shock protein 27 
HSV : Herpes virus simplex 

I 

ICAM-1 : Intercellular adhesion molecule 1 
ICOS : Inducible T-cell costimulator 
ICOSL : Inducible T-cell costimulator Ligand 
IFD : Immunofluorescence directe 
IFI : Immunofluorescence indirecte 
IFN : Interféron 
Ig : Immunoglobuline 
IL : Interleukine 
IRF5: Interferon regulatory factor 5 
iSALT : Inducible skin-associated lymphoid 

tissues9,10 

iTreg : Lymphocyte T régulateur induit 

J 

J : Jonction 
JDE : Jonction dermo-epidermique 



K 

KCNN4 : Potassium calcium-activated channel 
subfamily N Member 4 
kDa : Kilodalton 
KO : Knockout 

L 

L : Light chain 
LB : Lymphocyte B  
LPS : Lipopolysaccharide 
LT : Lymphocyte T  
LT α1β2 : Lymphotoxine α1β2  

M 

mAchR : Récepteur muscarinique de 
l’acétylcholine 
MAI : Maladie auto-immune 
MAPKAP2 : MAP kinase activated protein 
 kinase 2 
MASP1 : Mannan-binding lectin serine  
protease 1 
MEC : Matrice extracellulaire 
MFI : Mean fluorescence intensity  
MMR : Mismatch repair 
MTX : Methotrexate 

N 

nAchR : Récepteur nicotinique de 
l’acétylcholine 
NF-kB : Nuclear factor-kappa B 
NK: Natural killer  
NOD: Nucleotide-binding oligomerization 
domain like receptor  
nTreg : Lymphocyte T régulateur naturel 

O 

OX40L : OX-40 Ligand 

P 

PAMP: Pathogen associated molecule pattern  
PAMS : Paraneoplastic autoimmune multiorgan 
syndrome 
PB : Pemphigoïde bulleuse 
PBMC : Peripheral blood mononuclear cell 
PDGF : Platelet-derived growth factor 
PD-1 : Programmed cell death 1 
PD-L1 : Programmed death-ligand 1 
PF : Pemphigus foliacé 
Pg : Plakoglobine 
PKC : Protéine kinase C 
Pkp : Plakophiline 
Ppl : Périplakine 
PPN : Pemphigus paranéoplasique 
PRR : Pattern-recognition receptor 
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INTRODUCTION   
 

Le pemphigus est caractérisé cliniquement par l’apparition de bulles cutanées et 

d’érosion sur la peau et/ou les muqueuses. Il tire son nom du mot grec pemphix qui 

signifie bulle. Hippocrate le désignait sous le nom «Pyretos pemphigodes» (Ozanam, 

1823). En 1760, le terme « pemphigus » a été utilisé pour la première fois par De Sauvages 

dans sa classification des maladies de la peau. Wichman (1791) a été le premier à décrire 

le pemphigus comme une maladie bulleuse chronique. Les principales formes de 

pemphigus ont été décrites cliniquement par Willan (1808) et Hebra (1960) pour le 

pemphigus vulgaire (PV) et par Cazenave (1844) pour le pemphigus foliacé (PF). 

Neumann (1886) a décrit le pemphigus végétant et Senear et Usher (1926) le pemphigus 

érythémateux (Thivolet, 1994).  

Les caractérisations histologiques des lésions ont permis de différencier le pemphigus 

des autres maladies cutanées bulleuses. C’est en 1881 qu’Auspitz décrit la perturbation 

des cellules épidermiques chez les patients atteints de pemphigus. En 1943, Civatte décrit 

le phénomène d'acantholyse (perte de la cohésion cellulaire entre les kératinocytes) et 

l’image histologique spécifique de bulle intra-épidermique. Ces résultats ont clairement 

distingué le pemphigus de la pemphigoïde bulleuse (PB) qui est définie cliniquement et 

histopathologiquement par la présence des bulles sous-épidermiques par Lever (Lever, 

1951; Lever and Talbott, 1942).  

La découverte de Beutner et Jordon en 1965 représente une étape clé dans la 

compréhension des mécanismes physiopathologique du pemphigus. En effet, ils ont mis 

en évidence la présence d'auto-anticorps (Ac), dans les sérums de patients atteints de 

pemphigus, dirigés contre la surface cellulaire des kératinocytes par immunofluorescence 

(IF) indirecte (Beutner et al., 1965). En 1967, ils ont également mis en évidence la 

présence d’auto-Ac dans des sérums de patients atteints de PB mais réagissant avec la 

jonction dermo-épidermique (JDE) (Jordon et al., 1967). Les découvertes de ces auto-Ac 

ont permis de comprendre que le pemphigus et la PB sont des maladies cutanées 

bulleuses distinctes d’origine auto-immune classifiées en dermatoses bulleuses auto-

immunes (DBAI). 
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A la fin des années 1970, la pathogénicité des auto-Ac du pemphigus a été démontré in 

vitro par l’induction de l’acantholyse dans des cultures de peau humaine (Schiltz and 

Michel, 1976) puis in vivo par la formation de bulles induites suite au transfert passif d’ 

immunoglobuline G (IgG) de patients atteints de PV à des souris néonatales (Anhalt et al., 

1982). A la fin des années 1980, les méthodes d’immuno-chimie ont permis de 

caractériser les antigènes cibles du pemphigus comme étant des glycoprotéines de 160 

kDa (Kilodalton) pour le PF et de 130 kDa pour le PV (Koulu et al., 1984; Stanley et al., 

1982, 1984). Au début des années 1990, les technologies de biologie moléculaire ont 

permis d’identifier les antigènes de 160 et 130 kDa comme étant respectivement la 

desmogléine (Dsg) 1 et la Dsg3. Ces deux protéines sont des molécules d’adhésion 

cellulaire calcium (Ca2+) dépendante, appartenant à la famille des cadhérines, exprimées 

dans la peau et les muqueuses (Amagai et al., 1991; Koch et al., 1990). Ces découvertes 

ont permis, à la fois d’identifier les molécules et les structures impliquées dans l'adhésion 

cellulaire de la peau (desmosome/hémidesmosome), d'améliorer le diagnostic des DBAI 

avec de nouvelles méthodes (Ishii et al., 1997) et d’ouvrir la voie à de nouvelles thérapies 

de ces affections sévères (Stanley and Amagai, 2008).  

Ce propos introductif débutera par une description de la structure et des fonctions de 

la peau pour souligner l’importance des structures jonctionnelles en particulier celle du 

desmosome dans la cohésion cellulaire. La peau est une barrière protectrice mais aussi 

un organe clé du système immunitaire jouant un rôle crucial pour l’intégrité de 

l’organisme. Après un bref rappel des mécanismes immunologiques du système inné et 

adaptatif, nous reviendrons sur les connaissances actuelles sur le pemphigus. Nous 

détaillerons sa pathogenèse considérée comme multifactorielle, impliquant à la fois des 

facteurs de susceptibilités génétiques et environnementaux. Finalement, nous entrerons 

dans les détails des mécanismes immunologiques impliqués dans la physiopathologie du 

pemphigus dont la compréhension permet de proposer de nouvelles stratégies 

thérapeutiques telles que le Rituximab (RTX).  

 

. 
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La peau, en continuité avec les muqueuses, a pour rôle essentiel l'équilibre corporel. 

C'est l’organe le plus visible et le plus étendu: sa surface représente presque 2 m² et pèse 

de 4 à 5 kg, soit environ 6% du poids total du corps (Tobin, 2006).  

1. LA STRUCTURE DE LA PEAU  

Organe dynamique en perpétuelle évolution, la peau est constituée de trois couches 

principales : l'épiderme, le derme et l'hypoderme (Figure 1). 

Figure 1 : Structure de la peau 
Représentation schématique et coupe histologique colorée par l’hématoxyline éosine (HE) des 
différentes couches de la peau : l’épiderme, le derme et l’hypoderme. 

 L’EPIDERME 

L’épiderme est la couche superficielle de la peau. Elle provient de l'ectoderme au cours 

du développement embryonnaire. C’est un épithélium stratifié, squameux et kératinisé. Il 

est recouvert de sébum, film hydrolipidique produit par les glandes sébacées du derme. 

L’épiderme ne contient ni vaisseau sanguin, ni vaisseau lymphatique, mais renferme de 

nombreuses terminaisons nerveuses libres.  

 

 CHAPITRE 1 : LA PEAU 
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1.1.1. LES CELLULES DE L’EPIDERME  

Quatre types de cellules sont présents au sein de l’épiderme (Figure 2) : les 

mélanocytes, les cellules de Langerhans, les cellules de Merkel et les kératinocytes.  

 

 
Figure 2 : Cellules de l’épiderme 
Organisation cellulaire de l’épiderme en représentation schématique et coupe histologique 
transversale après coloration au trichrome de Masson. 
 

Les mélanocytes, exclusivement situés dans la couche basale de l’épiderme, 

synthétisent les mélanines (les phéomélanines et les eumélanines) dans des organites 

spécialisés, les mélanosomes qui sont ensuite transférés aux kératinocytes. Ces pigments 

sont responsables de la coloration de la peau et jouent un rôle majeur dans la protection 

de la peau contre les effets néfastes des rayons ultra-violets (UV)(Cichorek et al., 2013 ; 

Wang et al., 2016). 

Les cellules de Langerhans sont des cellules présentatrices d’antigènes (CPA) qui sont 

capables de capter des antigènes cutanés, de les apprêter et de les transporter de la peau 

jusqu’aux ganglions lymphatiques régionaux puis de les présenter aux lymphocytes. Ces 

cellules ont un rôle essentiel au cours des réactions immunitaires de la peau (Langerhans, 

1868; Le Borgne et al., 2007; Valladeau, 2006). 

Les cellules de Merkel sont des mécanorécepteurs qui participent à la sensation tactile 

fine. Elles détectent, par leurs microvillosités les déformations à proximité d’eux et 

libèrent des neuromédiateurs vers les fibres nerveuses (Boulais and Misery, 2007; 

Keymeulen et al., 2009; Moll et al., 2005). 

Les kératinocytes constituent 80 à 90% des cellules épidermiques. Comme leur nom 

l’indique, leur principale caractéristique est de synthétiser les kératines, protéines 

hétérogènes de structure fibreuse qui s’assemblent en faisceaux pour former les filaments 
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intermédiaires. Les kératines, organisées en tonofilaments, vont former le cytosquelette 

intracellulaire en s’associant aux microfilaments d’actine et aux microtubules. Les 

kératinocytes forment, par leurs fortes cohésions intercellulaires, la barrière physique de 

l’épiderme. 

1.1.2. LA STRATIFICATION EPIDERMIQUE  

Les kératinocytes se répartissent dans quatre couches bien distinctes, visible par 

microscopie optique et dénommées (Figure 2) : la couche basale (Stratum basale), la 

couche épineuse (stratum spinosum), la couche granuleuse (stratum granulosum) et la 

couche cornée (stratum corneum) compacte (stratum compactum), puis desquamante 

(stratum disjonctum). Cette stratification correspond aux changements de forme et 

d’aspects des kératinocytes lorsqu’ils migrent en se différenciant de la couche basale 

germinative vers la couche superficielle de l’épiderme (Figure 3). 

Figure 3 : Stratification de l'épiderme 
Représentation schématique des principales étapes de la stratification épidermique (d’après Eckhart 
et al., 2013) 
 

La couche basale est le compartiment germinatif riche en cellules souches. Les 

kératinocytes basaux sont de forme cubique et possèdent un noyau volumineux et 

d’abondants mélanosomes. Ils ont la capacité de proliférer et de donner naissance aux 

kératinocytes des couches plus superficielles. Les cellules basales sont attachées par des 

https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot119
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hémidesmosomes à la membrane basale acellulaire qui sépare l’épiderme du derme et 

forment la jonction dermo-épidermique. Elles sont ancrées aux kératinocytes voisins par 

des jonctions adhérentes et des desmosomes.  

Une fois que les kératinocytes se sont détachés de la membrane basale de l'épithélium, 

ils perdent leur potentiel prolifératif. Leurs profils d'expression génique sont modifiés 

sous le contrôle de facteurs de transcription. Lorsque les cellules atteignent la couche 

épineuse, elles deviennent polygonales tandis que leurs noyaux s’arrondissent et leurs 

cytoplasmes deviennent plus foncés. Elles sont caractérisées par un changement 

d’expression des kératines K5 et K14 présentes chez les progéniteurs basaux vers les 

kératines supra-basales K1 et K10. Ces cellules présentent de nombreux desmosomes qui 

renforcent les contacts intercellulaires. 

Dans la couche granuleuse, le cytoplasme et le noyau des kératinocytes s’aplatissent. 

Ces cellules sont caractérisées par l’apparition de granules de kératohyaline et de 

kératinosomes ou granules lamellaires. Les kératohyalines sont riches en profilaggrine à 

l’origine de la filaggrine, composant principal de la matrice fibreuse intra‐cornéocytaire. 

Les kératinosomes, vacuoles cytoplasmiques, jouent un rôle majeur dans l’établissement 

de la fonction de barrière épidermique en déversant leurs contenus protéiques et 

lipidiques par exocytose à l’interface de la couche granuleuse/couche cornée conduisant 

à la formation d’un ciment intercornéocytaire. 

Les kératinocytes de la couche cornée sont appelés cornéocytes. Ce sont des cellules 

mortes et anucléées mais fonctionnelles. Les organelles cellulaires et le noyau de ces 

cellules sont dégradés durant la phase de cornification. C’est l’étape finale de 

transformation des kératinocytes. Les protéines du cytoplasme forment une matrice 

fibreuse de kératines et de filaggrines. La membrane plasmique est remplacée par une 

coque protéique rigide formant l’enveloppe cornée. Les cornéocytes sont réunies entre 

eux par des jonctions serrées via les cornéodesmosomes et du ciment lipidique apportant 

ainsi à l’épiderme sa fonction de barrière.  

Finalement, les cornéodesmosomes sont progressivement dégradés par des enzymes 

extracellulaires et les cornéocytes finissent par se détacher de l’épithélium, c’est le 

processus de desquamation. L’épithélium se renouvelle donc continuellement. La 

migration d’un kératinocyte à travers l’épiderme se fait en 3 semaines (Blanpain and 

Fuchs, 2009; Eckhart et al., 2013; Fuchs, 2016). 

https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot117
https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot118
https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot229
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1.1.3. LA COHESION EPIDERMIQUE  

L’architecture de l’épiderme repose sur la cohésion interkératinocytaire. Les 

structures jonctionnelles responsables de l’adhésion intercellulaire sont des régions 

différenciées de la membrane plasmique. Elles sont constituées de complexes 

multiprotéiques visibles en microscopie électronique. Ces jonctions participent, à des 

degrés divers, à la fonction de barrière de la peau (Figure 4). 

On distingue différents types de jonctions : les jonctions communicantes, les jonctions 

adhérentes, les jonctions serrées et les desmosomes. Ces différents types de jonctions 

assurent une solidité mécanique par contact entre les cellules ou à la matrice 

extracellulaire. Elles permettent aussi la transmission de signaux de communication 

nécessaires dans le contrôle de la prolifération, de la différenciation et de la polarisation 

cellulaire. Ces jonctions participent, à des degrés divers, à la fonction de barrière de la 

peau. 

 
Figure 4: Jonctions cellulaires de l'épiderme 
Représentation schématique des différents types de jonctions cellulaires présentes dans l’épiderme 
et photographie de leurs structures prise en microscopie électronique : les jonctions communicantes 
(de type nexus ou jonctions gap), les jonctions serrées (Zonula occludens), les jonctions adhérentes 
(Zonula adherens), et les desmosomes (Macula ahderens). 
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1.1.3.1. LES JONCTIONS COMMUNICANTES  

Les jonctions communicantes, aussi appelées jonctions gap ou nexus, font référence à 

des régions contenant de multiples canaux intercellulaires mettant en relation le 

cytoplasme de deux cellules voisines (Figure 4 C) 

Le canal transmembranaire est composé de protéines transmembranaires, les 

connexines, qui s’assemblent en complexes hexamèriques pour former un connexon. 

Quand deux cellules adjacentes se rapprochent, les connexons se trouvent face à face et 

forment un pore intercellulaire de 2 nm de diamètre.  

Les jonctions communicantes permettent la propagation intercellulaire des signaux 

électriques et la coopérativité métabolique par le passage sélectif entre cellules d’ions 

(Ca2+, potassium, …) et de petites molécules (vitamines, acides aminés, nucléotides, ...). 

Ces structures ne sont pas figées et peuvent s'établir dynamiquement selon l’activité 

cellulaire. Elles jouent un rôle crucial dans la croissance et la différenciation des 

kératinocytes (Meşe et al., 2007; Sosinsky and Nicholson, 2005). 

1.1.3.2. LES JONCTIONS SERREES  

Les « zonula-occludens » sont des jonctions étanches qui ceinturent la cellule au niveau 

du pôle apical, d’où le terme de « zonula ». Visible en microscopie électronique, elles sont 

caractérisées par une série de points de fusion des feuillets externes des membranes 

plasmiques de deux cellules adjacentes (Figure 4 A) 

Elles sont formées d’un polymère de protéines membranaires composé principalement 

des claudines et d’occludines. Ces dernières constituent le noyau d’un échafaudage 

moléculaire relié à une multitude de protéines cytoplasmiques appelées protéines ZO.  

Ces protéines permettent l’ancrage aux microfilaments d’actine du cytosquelette et 

séparent physiquement la région apicale du reste de la cellule. L'espace intercellulaire est 

ainsi compartimenté.  

Le rôle de cet anneau de jonction est d'empêcher la diffusion des phospholipides et des 

protéines entre les domaines apicaux et basolatéraux. Il permet également d'édifier une 

barrière contre le passage d'eau et de solutés entre la lumière et les faces internes de 

l'épithélium. Ce contrôle est plus ou moins sélectif selon les épithéliums de revêtement 

concernés (Tsukita and Furuse, 1999; Zahraoui, 2004). 
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1.1.3.3. LES JONCTIONS ADHERENTES  

Les « zonula-adherens » sont également des jonctions qui ceinturent la cellule au 

niveau du pôle apical et sont situées juste en dessous des « zonula-occludens» (Figure 4A). 

Elles sont composées de deux unités adhésives avec le complexe cadhérine/caténine 

associé au système jonctionnel nectine/afadine. Les E-cadhérines sont des protéines 

d’adhésion Ca2+-dépendantes pouvant effectuer une liaison homophilique stricte (Koch et 

al., 1997). Elles sont reliées aux caténines cytoplasmiques qui se fixent aux filaments 

d'actine du cytosquelette. Les nectines sont des molécules d’adhésion de la famille des 

immunoglobulines (Ig). L’afadine et la ponsine permettent la jonction entre les 

microfilaments d’actines et les nectines. Cette ceinture renforce l'intégrité tissulaire 

(Takai and Nakanishi, 2003).  

1.1.3.4. LES DESMOSOMES  

Les « macula-adherens » sont des zones d’ancrage des filaments intermédiaires avec 

des structures discoïdes de 0,1 à 0,5 µm de diamètre d’où le terme de « macula ». Ces 

desmosomes forment la structure d’adhésion majeure des kératinocytes. Ils ancrent le 

réseau de filaments intermédiaires à la membrane plasmique, fournissant une résilience 

mécanique à l'épiderme. Ils sont présents dans toutes les couches épidermiques, 

notamment dans les couches épineuses et granuleuses et prennent le nom de 

cornéodesmosome dans la couche cornée.  

La microscopie électronique permet de distinguer les différentes structures du 

desmosome correspondant à l’espace extracellulaire entre les membranes plasmiques 

des kératinocytes (desmoglie) et aux plaques denses desmosomales cytoplasmiques 

permettant l’insertion des filaments intermédiaires (Figure 4B). 

Les desmosomes sont des structures moléculaires complexes organisées autour de 

cadhérines desmosomales : les desmogléines (Dsg) et les desmocollines (Dsc) (Figure 5). 

Ces glycoprotéines transmembranaires possèdent des domaines extracellulaires situés 

dans la desmoglie. Ils permettent d’assurer l’adhésion entre cellules voisines en formant 

des interactions Ca2+ dépendantes homophiles et hétérophiles. La partie intracellulaire de 

ces protéines est associée aux plaques desmosomales où s’insèrent les filaments 

intermédiaires de kératines. Les protéines composant la plaque desmosomale 

comprennent la plakoglobine (Pg) et les plakophilines (Pkp), membres de la famille des 

protéines Armadillo. La liaison au cytosquelette est médiée par des protéines de la famille 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Filament_d%27actine
https://fr.wikipedia.org/wiki/Filament_d%27actine
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des plakines, les desmoplakines (Dp). Elles permettent la liaison entre les protéines 

Armadillo et les filaments intermédiaires de kératine. Les desmosomes modifiés des 

couches cornées appelés cornéodesmosomes contiennent une glycoprotéine spécifique 

sécrétée par les kératinosome appelée cornéodesmosine qui a été décrite comme ayant 

des propriétés adhésives homophiles (Jonca et al., 2002). Les desmosomes ne sont pas 

des structures statiques. Ce sont des unités dynamiques qui subissent un remodelage 

régulier. 

Le rôle crucial du desmosome dans le maintien de l'intégrité épidermique a été 

largement démontré par un grand nombre d'études sur les maladies qui surviennent 

lorsque la fonction d'un ou plusieurs constituants desmosomaux est altérée. Les études 

sur la physiopathologie de ces maladies génétiques ou auto-immunes ont permis de 

mieux comprendre les éléments fondamentaux de la structure et de la fonction des 

desmosomes (Cirillo, 2016; Johnson et al., 2014). Ces observations suggèrent que les 

desmosomes ne sont pas seulement essentiels au maintien de l'intégrité, mais participent 

également à l'embryogenèse et à la morphogenèse des structures adultes par des 

mécanismes qui ne dépendent pas strictement de leurs fonctions adhésives. 

Le pemphigus a comme caractéristique la production d’Ac pathogènes ciblant les Dsg 

qui sont des protéines essentielles au desmosome (Amagai et al., 1991). Nous détaillerons 

plus spécifiquement les protéines composant le desmosome et reviendrons plus en détail 

sur les mécanismes moléculaires de l’acantholyse dans le paragraphe n°4.2.3. du chapitre 

2 intitulé «les mécanismes moléculaires de l’acantholyse ». 
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Figure 5 : Structure moléculaire du desmosome 
Micrographie électronique d'un desmosome associée à la représentation schématique des principaux 
constituants protéiques desmosomaux. Les desmogléines (Dsg) et les desmocollines (Dsc), membres 
de la famille des cadhérines, interagissent entre elles dans la desmoglie pour adhérer aux cellules 
voisines. Les queues cytoplasmiques des cadhérines s’associent aux protéines cytoplasmiques qui 
forment la plaque desmosomale. Elle est composée des protéines Armadillo : la Plakoglobine (Pg) et 
la Plakophiline (Pkp) et d'une plakine, la Desmoplakine (Dp). Ces protéines ancrent le desmosome 
aux filaments intermédiaires de kératine du cytosquelette.  
Les cadhérines desmosmales sont composées de 4 domaines extracellulaires (EC), d’un domaine 
d’ancrage extracellulaire (AE), d’un motif transmembranaire (TM) suivi d’un ancrage intracellulaire 
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(AI) et d’un segment cadhérine intracellulaire (SCI). Les Dsc existent sous deux produits d’épissage 
alternatif avec le domaine C-terminal « a » ou « b » plus court. Les Dsg possèdent, en plus, un domaine 
de liaison intracellulaire riche en proline (LIP), un domaine unité répétée (DUR) et un domaine 
terminal des Dsg (DTD).  Les protéines Armidallo ont des domaines N- et C- terminaux séparés par 
motifs répétés Armadillo (arm) avec 12 arm pour la Pg et 9 arm pour les Pkp. La Dp possède un 
domaine plakine N- terminal, un domaine central hélicoïdale (Rod), un domaine C- terminal de 
répétition de type plakine (A, B, C) et  un domaine riche en glycine-sérine-arginine (GSR) (d'après 
Johnson et al., 2014; Nekrasova and Green, 2013). 

 LES CADHERINES DESMOSMALES 

Les cadhérines desmosomales, regroupant les Dsg et les Dsc, sont des glycoprotéines 

transmembranaires Ca2+-dépendantes. Elles sont synthétisées sous forme de précurseurs 

inactifs avec des proséquences qui, une fois clivées par des protéines convertases, vont 

donner des molécules d’ahésion matures. Les domaines extracellulaires assurent 

l'adhésion, tandis que les queues cytoplasmiques de ces cadhérines s'associent aux 

protéines de la plaque desmosomale (Figure 5)  

Les cadhérines desmosomales forment une sous-famille distincte des cadhérines 

classiques mais gardent des caractéristiques communes comme l'architecture des 

domaines extracellulaire (EC). Ces derniers comprennent une répétition de plusieurs 

«motifs cadhérines» d’environ 110 acides aminés avec des motifs conservés de fixation 

des ions Ca2+: LDRE (Leu-Asp-Arg-Glu), DxNDN (Asp-x-Asn-Asp-Asn) et DxD (Asp-x-Asp) 

(Nollet et al., 2000). Le Ca2+extracellulaire permet aux EC de la cadhérine d'adopter une 

conformation rigidifiée et fonctionnelle favorisant les interactions trans-jonctionnelles. 

Les cadhérines desmosomales ont également conservé un résidu de tryptophane en 

position 2 (Trp2) à l'extrémité N-terminale de l’EC1 qui a été décrit comme étant un site 

de liaison dans le processus d'adhésion (Kitajima, 2013; Koch et al., 1997a; Nollet et al., 

2000).  

Il existe, chez l’homme, trois isoformes de Dsc et quatre isoformes de Dsg  regroupées 

sur le chromosome 18q12.1 (Green and Simpson, 2007). Les Dsg et les Dsc contiennent 

quatre EC hautement conservés, un domaine d’ancrage extracellulaire (AE) plus variable, 

un domaine transmembranaire (TM) et un domaine d’ancrage intracellulaire (AI), suivi 

par des domaines cytoplasmiques supplémentaires spécifiques. Les trois produits 

géniques de la Dsc subissent un épissage alternatif, entraînant la génération d’une forme 

Dsc "a" et une forme Dsc "b" caractérisée par un domaine C-terminal plus court. Seule la 

forme longue de la queue cytoplasmique de Dsc « a » possède les séquences cadhérines 

intracellulaires (SCI) nécessaires aux interactions avec les protéines Armadillo. Les 
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domaines intracellulaires des Dsg contiennent également les SCI ainsi que des séquences 

uniques supplémentaires comprenant une région de liaison riche en proline (LIP), un 

nombre variable de domaines unitaires répétitifs (DUR) et un domaine terminal des Dsg 

(DTD). Le nombre des DUR contenus dans chaque isoforme des Dsg sont les suivants : 5 

pour la Dsg1, 6 pour la Dsg2, 2 pour la Dsg3 et 3 pour la Dsg4 (Al-Jassar et al., 2013; Cirillo, 

2016; Delva et al., 2009; Nekrasova and Green, 2013).  

Ces cadhérines sont liées entre-elles dans l’espace interkératinocytaire. L’adhésion 

peut se produire par des interactions cis et/ou trans homophiles ou hétérophiles entre les 

domaines extracellulaires des Dsg et des Dsc pour former un pont entre deux cellules au 

niveau du desmosome. Le mécanisme par lequel les cadhérines desmosomales 

interagissent n'est pas encore clair. Récemment, deux états d'adhésions cellulaires entre 

les cadhérines desmosomales ont été décrits avec des comportements distincts vis-à-vis 

du Ca2+: une adhésion indépendante du Ca2+, dite « hyper-adhésive » (Garrod et al., 2005) 

et une adhésion dépendante du Ca2+et du résidu Trp2 via leurs domaines EC1.  

 LES PROTEINES DE LA FAMILLE ARMADILLO 

Les protéines de cette famille Armadillo représentent les partenaires de liaison 

cytoplasmique des cadhérines. Dans le desmosome, elles participent à l’attachement des 

Dp aux filaments intermédiaires de kératine. En plus de ce rôle structurel, les protéines 

Armadillo régulent le regroupement des composants desmosomaux et interviennent 

également dans la transduction de signaux cellulaires.  

Les protéines présentes dans les desmosomes sont la Pg, les Pkp 1, 2 et 3. Les protéines 

de la famille Armadillo se composent d'un domaine N-terminal, un domaine central avec 

un nombre variable de motifs répétés Armadillo de 42 acides aminés (arm) et une queue 

C-terminale (Figure 5).  

La Pg contient 12 répétitions arm qui se lient aux domaines SIC des cadhérines 

classiques et desmosomales. Ses domaines N- et C-terminaux présentent des fonctions 

régulatrices. L'extrémité C-terminale semble, en particulier, contrôler, la taille des 

desmosomes et contient également un certain nombre de sites de phosphorylation qui 

régissent les interactions protéiques. La Pg est présente à la fois dans les desmosomes et 

dans les jonctions adhérentes où elle est interchangeable avec une autre protéine de la 

famille Armadillo, la β-caténine. Elle joue un rôle structurel important dans les deux types 

de jonctions cellulaires permettant la régulation de l’adhésion et de la motilité cellulaire. 
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La Pg agit aussi comme une molécule de signalisation dans plusieurs cascades de 

signalisation au cours des processus de prolifération cellulaire et d'apoptose (Zhurinsky 

et al., 2000). 

Les Pkp contiennent 9 répétitions arm avec un insert entre les répétitions 5 et 6 

introduisant une flexion dans la structure globale (Figure 5). Les Pkp interagissent avec 

les protéines desmosomales et les stabilisent au niveau de la membrane plasmique. Chez 

l’homme, il existe 3 Pkp qui sont exprimées différemment dans les épithéliums simples et 

stratifiés. La Pkp1 et la Pkp2 existent sous deux isoformes, chacune générant une forme 

courte "a" et une forme "b" plus longue. Les Pkp 1, 2 et 3 sont également présentes en 

dehors du desmosome dans le cytoplasme ou le noyau où elles participent à des activité 

de signalisation cellulaire telles que la régulation de l'organisation de l'actine, la synthèse 

des protéines et le contrôle de la croissance (Hatzfeld et al., 2014). 

 LES DESMOPLAKINES  

Plusieurs protéines de la famille des plakines, comprenant la Dp, la plectine, 

l’envoplakine (Evpl) et la périplakine (Ppl), sont localisées dans les desmosomes. Les 

plakines relient les réseaux du cytosquelette à la membrane plasmique. Seule la Dp est 

indispensable pour l'adhésion desmosomale. L’Evpl et la Ppl sont plutôt impliquées dans 

les cornéodesmosomes de la couche cornée.  

Les plakines possèdent une structure commune organisée en 3 domaines : (i) un 

domaine N-terminal globulaire dénommé domaine plakine et composé de 6 hélices α 

arrangées de manière antiparallèle, (ii) un domaine central hélicoïdal (Rod) assurant 

l’homodimérisation des plakines et (iii) un domaine C-terminal globulaire composé d’un 

nombre variable de répétitions de type plakine A, B et C (Figure 5) . 

La Dp est la composante la plus abondante du desmosome et sert de lien principal entre 

les filaments intermédiaires et la membrane plasmique. Il existe deux isoformes de la Dp 

générées par épissage alternatif. Les isoformes DpI et DpII diffèrent dans la longueur du 

domaine Rod avec l’absence d’une région de 599 résidus dans la Dp II dont les 

conséquences fonctionnelles sont inconnues. Les Dp s'associent généralement en dimère. 

Elles interagissent par leur domaine plakine N-terminal avec les protéines Armadillo (la 

Pg et les Pkp) et avec les régions cytoplasmiques des cadhérines desmosomales. La queue 

C-terminale contient trois domaines répétés de plakine (A, B, C), ainsi qu'un domaine 

riche en glycine-sérine-arginine (GSR) impliqués dans la liaison avec les filaments 
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intermédiaires. Les DP sont exprimées dans tous les types d’épithélium et sont aussi 

présentes dans certaines jonctions cellulaires autres que le desmosome (Getsios et al., 

2004; Leung et al., 2002) .  

  L’ORGANISATION DES PROTEINES DESMOSOMALES  

La composition et la structure des desmosomes varient au cours du processus de 

différenciation de l’épiderme (Figure 6). La stabilité des desmosomes et leur durée de vie 

sont contrôlées par des voies spécifiques qui ajustent rapidement l'adhésion 

desmosomale en fonction des besoins spécifiques de la cellule.  

Figure 6 : Expression des protéines desmosomales dans l'épiderme  
Représentation schématique des niveaux d'expressions protéiques de chaque molécule du 
desmosome dans les quatre couches principales de l'épiderme. Par exemple : la Dsg1, la Dsc1 et la 
Pkp1 sont concentrées dans les desmosomes des couches épidermiques superficielles, alors que la 
Dsg3 et la Dsc3 sont plus abondantes dans les desmosomes des couches basales. Dsc : Desmocolline; 
Dsg : Desmogléine; Dp : Desmoplakine; Evpl : Envoplakine; Pg : Plakoglobine; Pkp : Plakophiline et 
Ppl : Periplakin (d'après Johnson et al., 2014). 
 

La différenciation épidermique induit des changements dans l'expression des 

cadhérines desmosomales et dans la répartition des Pkp entre le noyau et les jonctions 

cellulaires. Les constituants des desmosomes vont être exprimés de manière séquentielle. 

La Dsg2 est présente exclusivement dans la couche basale. Les Dsc2, Dsc3, et Dsg3 sont 

très fortement exprimées dans la couche basale et sont progressivement remplacées par 

les Dsc1, Dsg1 et Dsg4 lors du déplacement des kératinocytes vers les couches 

supérieures. De façon similaire, la Pkp2 est graduellement remplacée par la Pkp1. 
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L’expression de la Pkp3 et de la Dp reste constante dans toutes les couches de l’épiderme. 

L’Evlp et la Ppl sont concentrées dans les couches supérieures de l'épiderme. 

En plus de leurs fonctions adhésives, les composants desmosomaux régulent la 

signalisation intracellulaire. Les protéines desmosomales sont à la fois des participants 

actifs dans la morphogenèse épithéliale mais également des cibles d'enzymes spécifiques 

de la différenciation qui remodèlent les kératinocytes au cours des stades de stratification 

et de desquamation. Les événements post-traductionnels comme l'activité 

kinase/phosphatase et les traitements protéolytiques, mais également le taux de Ca2+et la 

liaison croisée avec les jonctions adhérentes sont impliqués dans l’assemblage et le 

désassemblage des desmosomes. La modification des composants dans chacune des 

couches épidermiques contribue à la plasticité cellulaire dans les couches proliférantes 

inférieures et à l’augmentation de la résistance nécessaire à la fonction de barrière dans 

les couches supérieures (Johnson et al., 2014; Yin and Green, 2004). Le remodelage régulé 

des desmosomes par l'expression différentielle et les modifications post-synthétiques des 

composants des desmosomes sont critiques pour l'intégrité structurale épidermique. 

1.1.4. LA JONCTION DERMO-EPIDERMIQUE : LES HEMIDESMOSOMES 

La jonction dermo-épidermique (JDE), également appelée membrane basale, est une 

zone importante de transition entre l’épiderme et le derme. Elle est composée de 

plusieurs protéines bien structurées formant un système d’accroche entre les cellules et 

la matrice extracellulaire. Elle apparaît entre les kératinocytes basaux et le derme 

papillaire comme une ligne ondulée, fine et homogène, où alternent les saillies de 

l'épiderme dans le derme dites "crêtes épidermiques", et les saillies du derme dans 

l'épiderme dites "papilles dermiques". Cette structure permet d'augmenter 

considérablement la surface d'échange dermo-épidermique et de s'adapter à ses 

étirements. 

La JDE est une structure en perpétuel remaniement qui possède des fonctions de 

supports mécaniques et d'adhésion cellulaire. Elle joue un rôle important dans les voies 

de signalisation impliquées dans la différenciation et la migration des cellules épithéliales 

contribuant à l’intégrité architecturale de l'épiderme notamment pendant la cicatrisation. 

La JDE est une barrière sélective permettant de contrôler les échanges moléculaires et 

cellulaires entre les deux compartiments.   
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En microcopie électronique, on distingue 4 sous-régions majeures de la JDE : (i) les 

membranes plasmiques des kératinocytes basaux avec les plaques hémidesmosomales, 

(ii) la lamina lucida, (iii) la lamina densa et (iv) la sub-lamina densa. Les kératinocytes de 

la couche basale sont ancrés à la membrane basale par une structure jonctionnelle 

spécialisée, nommée hémidesmosome. Cette structure multiprotéique peut être 

considérée comme la principale unité d'adhésion dans la JDE. Les adhérences focales sont 

des structures d'attachements spécialisées supplémentaires situées entre les 

hémidesmosomes (Figure 7). 

Les hémidesmosomes sont parfaitement identifiables en microscopie électronique par 

leurs structures denses de moins de 0,5 μm de diamètre. Les filaments intermédiaires, 

assemblés à partir des kératines K5 et K14 des cellules basales s'associent aux protéines 

de la plaque cytoplasmique hémidesmosomale. Celle-ci est composée de protéines de la 

famille des plakines telles que la plectine mais aussi de la BP230, antigène de la PB de 230 

kDa également appelé BPAG1. Elles interagissent avec l'intégrine α6β4 et le collagène de 

type XVII également connu sous le nom de BPAG2 ou BP180. Ces protéines 

transmembranaires forment la plaque externe hémidesmosomale et se connectent via 

leurs domaines extracellulaires à la laminine 332 (laminine 5), principale composante des 

filaments d’ancrage. Ces filaments d’ancrage partent de la plaque sous-basale, traversent 

la lamina lucida pour se connecter aux fibrilles d’ancrage au sein de la lamina densa. La 

sub-lamina densa correspond à la partie la plus superficielle du derme dans laquelle sont 

situées des fibrilles d'ancrage semi-circulaires, constituées de collagène de type VII. Ces 

protéines assurent la liaison mécanique entre les plaques d’ancrage dans le derme 

papillaire et la membrane basale (Borradori and Sonnenberg, 1999; Tsuruta et al., 2011) 
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 Figure 7 : Structure moléculaire de l'hémidesmosome 
Micrographie électronique d'un hémidesmosome associée à la représentation schématique de ses 
principaux constituants protéiques. Les protéines intracellulaires BP230 (ou BPAG1) et la plectine 
interviennent dans la fixation des filaments intermédiaires de kératine au niveau de la plaque 
hémidesmosomales. L’intégrine α6β4 avec la protéine BP180 (ou BPAG2) forment la partie externe 
de la plaque. Ces protéines transmembranaires réalisent ainsi l’ancrage via leurs interactions avec 
la laminine 332, principale composante des filaments d’ancrage de la lamina lucida (LL). Cette 
dernière interagit dans la lamina densa (LD) avec le collagène de type VII, constituant majeur des 
fibrilles d’ancrage, permettant ainsi la fixation de la membrane basale au derme sous-jacent (d’après 
Schmidt and Zillikens, 2013).  
 

Les affections bulleuses dévastatrices de la peau et des muqueuses traduisent 

l'importance de l'attachement des kératinocytes à la membrane basale. Des mutations 

dans des gènes codant pour des protéines de l'hémidesmosome ou de ses filaments 

provoquent certaines épidermolyses bulleuses, maladies bulleuses héréditaires 

(McGrath, 2015).  

Dans les DBAI sous épidermiques ou groupe des pemphigoïdes, plusieurs molécules de 

la JDE ont été identifiées comme cibles d’auto-Ac conduisant à la formation de bulles par 

décollement du derme et de l’épiderme (Kridin, 2018a). La PB est caractérisée par la 

présence d’auto-Ac dirigés contre la BP180 et la BP230 (Stanley et al., 1988). La BP180 

est également l'antigène cible chez les patients atteints de pemphigoïde gestationnelle et 

chez des patients atteints de dermatose bulleuse à IgA linéaire. Dans la pemphigoïde des 

muqueuses, les auto-Ac peuvent se lier à différents auto-antigènes : la BP180, la laminine-

332, l’intégrine α6β4 et le collagène de type VII. Ce dernier est également l'auto-antigène 

cible dans l'épidermolyse bulleuse acquise.  
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 LE DERME 

Le derme, couche sous-jacente à l'épiderme, est un tissu conjonctif innervé et très 

vascularisé qui renferme les glandes annexes (glandes sudoripares, glandes sébacées) et 

les follicules pileux (Figure 8).  

Figure 8 : Structure du derme  
Représentation schématique du derme, de ses récepteurs nerveux sensitifs (les corpuscules de 
Meissner, les corpuscules de Pacini et les corpuscules de Ruffini) et de ses glandes annexes (glandes 
sudoripares, glandes sébacées et des follicules pileux).  

 

Les fibroblastes sont les principales cellules du derme. Ils sont spécialisés dans la 

synthèse de plusieurs types de fibres protéiques : les fibres de collagène, les fibres du 

système élastique telles que l’élastine, les glycoprotéines et les protéoglycanes. Toutes ces 

protéines forment un réseau fibreux macromoléculaire appelé matrice extracellulaire 

(MEC). Le derme est particulièrement constitué de fibres de collagène (>90%), de type I 

et de type III (fibres de réticuline). Ces fibres confèrent au derme sa résistance aux 

tractions. Les fibres d’élastine lui donnent ses propriétés élastiques et les protéoglycanes 

sont responsables de sa résistance à la compression. Le derme est divisé en deux parties 

qui diffèrent par la composition et l’organisation de leur MEC : (i) le derme papillaire (ou 

superficiel) formé de fibres lâches et fines et (ii) le derme réticulaire (ou profond) 



            Introduction  

-20- 
 

composé d’un tissu conjonctif plus dense dans lequel les fibres sont mieux organisées 

(Tissot et al., 2016).  

De nombreuses terminaisons nerveuses sensitives se trouvent dans le derme où les 

terminaisons libres se fraient un chemin jusque dans l'épiderme. C'est dans le derme que 

se trouvent les récepteurs sensitifs de Merkel, les corpuscules de Meissner, les 

corpuscules de Pacini et les corpuscules de Ruffini permettant de discerner diverses 

sensations : le toucher, le chaud, le froid ou la pression.  

À la différence de l’épiderme, le derme est très vascularisé ce qui lui permet non 

seulement d’apporter à l’épiderme énergie et nutriments, mais aussi de jouer un rôle 

primordial dans la thermorégulation, la cicatrisation et la migration cellulaire. 

Le derme est riche en cellules du système immunitaire telles que des cellules 

dendritiques (DC) dermiques, des macrophages, des mastocytes et des lymphocytes. Ces 

cellules sont des sentinelles qui assurent l’immuno-surveillance cutanée (Matejuk, 2018).  

 L’HYPODERME 

L'hypoderme est le compartiment le plus profond et le plus épais de la peau. Il 

s'invagine dans le derme et est attaché au derme sous-jacent par des fibres de collagène 

et d'élastine. Il est essentiellement constitué d’adipocytes. Ces cellules sont spécialisées 

dans l'accumulation et le stockage des graisses et sont regroupées en lobules séparés par 

du tissu conjonctif. 

L'hypoderme joue le rôle de réserve énergétique. Les graisses contenues dans les 

adipocytes peuvent être remises en circulation lors d'un effort intense ou lors d'une 

déficience en apport énergétique, et seront transformées en énergie. L'hypoderme assure 

certaines fonctions de protection mécanique (amortissement des chocs) et participe à la 

thermorégulation, la graisse étant un isolant thermique. 
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2. LES FONCTIONS DE LA PEAU  

Organe multitâche par excellence, la peau a pour rôle essentiel l'équilibre corporel. Elle 

intervient dans la thermorégulation via la dilatation des vaisseaux sanguins cutanés et 

l'évaporation de la sueur. Elle joue un rôle sensoriel grâce à ses récepteurs nerveux, 

sensibles au toucher, à la douleur et à la température. La peau assure également un rôle 

de protection : elle agit comme une barrière entre le monde extérieur et l'intérieur de 

notre corps. C'est notre première et meilleure défense contre les agressions mécaniques, 

chimiques et physiques (chocs, pollution, micro-organismes, ultraviolets, …). C’est un 

organe clé du système immunitaire dans la défense contre les micro-organismes 

pathogènes.  

 LA FONCTION DE REGULATION THERMIQUE 

La thermorégulation représente l’ensemble des processus permettant à l’homme de 

maintenir sa température interne dans des limites adaptée à sa physiologie , c’est-à-dire 

entre 36°C et 37,5°C quelle que soit l’ activité métabolique ou la température du milieu 

ambiant (Tansey and Johnson, 2015). Elle repose sur un équilibre constant entre les 

apports (la thermogénèse) et les pertes (la thermolyse) de chaleur. C’est l’hypothalamus 

qui est le centre de contrôle de la thermorégulation. Il reçoit des influx nerveux 

permettant de détecter toute modification de la température par le biais des 

thermorécepteurs centraux et périphériques dermiques et épidermiques. (Morrison, 

2016; Schepers and Ringkamp, 2010). Il existe quatre modalités d’échange de chaleur 

entre la peau et le milieu environnant : l’évaporation, la radiation, la convection et la 

conduction. Ses échanges sont modulés par l’intermédiaire du système vasculaire du 

derme et la fonction sudorale de la peau mettant en jeu les glandes sudoripares (Hu et al., 

2017). 

 LA FONCTION DE PREPERCEPTION 

La peau a un rôle sensoriel par la richesse de son innervation. Chaque sensation est 

transmise grâce à des récepteurs spécifiques relayés par un réseau de fibres sensorielles 

myélinisées et non myélinisées. La peau possède une batterie de récepteurs sensoriels 

(Figure 8). 

http://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot198
http://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot195
http://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot196
http://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot197
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-Les mécanorécepteurs perçoivent des sensations telles que la pression, les vibrations 

et la texture. Il existe quatre types connus de mécanorécepteurs : les disques de Merkel, 

les corpuscules de Meissner, les corpuscules de Ruffini et les corpuscules de Pacini 

(Zimmerman et al., 2014). 

-Les thermorécepteurs perçoivent des sensations liées à la température (Schepers and 

Ringkamp, 2010). Il existe deux types : les récepteurs chauds sensibles lorsque la surface 

de la peau augmente à partir de 30°C à 45°C et les récepteurs sensibles au froid de 35 à 

10°C. Ils se trouvent dans le derme de la peau. 

-Les nocirécepteurs détectent la douleur. Ce sont des terminaisons libres de fibres 

amyéliniques qui ne répondent qu'à des stimulations dommageables à la peau causée par 

des stimuli mécaniques (coupure ou éraflure), des stimuli thermiques élevés (> 45° C) ou 

bas (< 10° C), ou des stimuli chimiques (piqûre d'insecte). La densité de ces récepteurs 

varie beaucoup d'un territoire à l'autre. Le visage et les extrémités sont très richement 

innervés (Tracey, 2017). 

 LA FONCTION DE PROTECTION 

Le tissu cutané est quotidiennement soumis à de multiples agressions d’ordre 

mécaniques, physiques, chimiques, ou biologiques. L’ensemble des cellules et des 

structures de la peau, précédemment décrites, contribuent à la fonction protectrice, vis à 

vis de toutes ces agressions en formant une véritable barrière multifonctionnelle. 

L’intégrité structurale de la peau est indispensable pour assurer l’efficacité de cette 

barrière. De nombreux mécanismes régulent cette structure pour contribuer à son 

renouvèlement ou à sa réparation lors des processus de cicatrisation.  

La barrière mécanique dépend de l’élasticité du collagène du derme et du tissu 

graisseux de l’hypoderme. Elle permet à notre peau de protéger les muscles et les os sous-

jacents contre les chocs et les pressions. Dans les zones de frottements répétés, la couche 

cornée s’épaissit pour amortir la pression.  

La barrière physique et hydrique dépend essentiellement de la cohésion intercellulaire 

dans l’épiderme et plus particulièrement dans la couche cornée. Sa résistance mécanique 

est médiée par les structures jonctionnelles comme les desmosomes. Les cornéocytes 

sont principalement composés d’une matrice fibreuse intra‐cornéocytaire, d’un réseau 

dense de kératine et d’une enveloppe cornée rigide. Ils sont réunis entre eux via les 
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cornéodesmosomes et le ciment lipidique. Par sa composition, la couche cornée forme un 

manteau presque imperméable qui empêche la pénétration des substances extérieures 

dans l’organisme mais qui prévient également la perte d'eau et de nutriments (Matsui and 

Amagai, 2015).  

La barrière photo-protectrice dépend de la sécrétion de mélanine par les mélanocytes. 

En absorbant les pigments bruns de mélanine via leurs dendrites, les kératinocytes vont 

se colorer. Cette pigmentation de l’épiderme est responsable de la protection contre les 

effets néfastes des rayons UV. L’action protectrice des pigments de mélanine est 

complétée par celle de l’acide urocanique, un dérivé de l’histidine libre retrouvé en forte 

concentration dans la couche cornée. Cette dernière absorbe 70% des UVB. Lorsque la 

peau est exposée au soleil, les mélanocytes augmentent leur production de mélanine et 

l’épaississement de l’épiderme permet de limiter la pénétration des rayonnements. 

(Cichorek et al., 2013 ; Wang et al., 2016). Le rayonnement UVB permet également la 

synthèse de vitamine D3 par les kératinocytes épidermiques, qui sera convertie en 

calcitriol (vitamine D), hormone biologiquement active. Elle contribue à l’absorption 

intestinale du Ca2+et du phosphore. Elle permet ensuite la fixation du Ca2+sur les os et la 

régulation de la minéralisation osseuse (Wolpowitz and Gilchrest, 2006).  

La barrière biochimique dépend des sécrétions des cellules de la peau. Le film 

hydrolipidique est composé de sueur, de sébum, d’eau et de protéines dégradées issues 

de la cornification. Il forme un film protecteur recouvrant l’épiderme contribuant à son 

hydratation. Il joue un rôle dans la régulation des protéases impliquées dans la 

desquamation. Son pH acide (situé entre 4,5 et 5,5) favorise le développement de la 

microflore commensale cutanée (plus de 1000 par m2) tout en inhibant la croissance des 

bactéries pathogènes. Les peptides anti-microbiens sont produits par les kératinocytes, 

les sébocytes et les cellules des glandes sudorales. Ils présentent une activité anti-

microbienne avec un spectre d’action très large comprenant les bactéries, les 

champignons et les virus. L’ensemble de ces mécanismes entrant en jeu dans la défense 

de l'organisme compose l’anté-immunologie (Figure 9). 

La barrière immunologique repose sur les cellules effectrices et les médiateurs 

moléculaires du système immunitaire inné et adaptif qui protège des agents pathogènes 

provenant de l’environnement externe et assure l’immuno-surveillance interne (Figure 

9) (Eyerich et al., 2018). 
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Figure 9 : Barrière immunologique de la peau 
Représentation schématique du système immunitaire cutané. L'anté-immunité désigne des éléments 
qui entrent en jeu dans la défense de l'organisme avant la mise en place des mécanismes de défenses 
spécifiques de l'immunité comme la flore commensale, les peptides et les enzymes anti-microbiens, ... 
La réponse immunitaire repose sur un réseau de cellules effectrices (lymphocytes, monocytes, 
polynucléaires…) et de médiateurs moléculaires (chimiokines, cytokines, compléments, anticorps,  ..) 
. La première ligne de défense est assurée par le système immunitaire inné, barrière efficace contre 
une très grande variété de pathogènes. Cette première forme d’immunité est renforcée par 
l’immunité adaptative qui est spécifique des micro-organismes ou de molécules étrangères. CRP : C-
reactive protein ; ILC : Cellule lymphoïde innée ; NK : Natural Killer. 
  

3. LA PEAU ET LE SYSTEME IMMUNITAIRE 

Le système immunitaire correspond à l’ensemble des mécanismes de défense de 

l’organisme dans le but de maintenir son intégrité. La peau joue un rôle immunologique 

crucial, étant non seulement une barrière protectrice passive, mais aussi un réseau de 

cellules effectrices et de médiateurs moléculaires constituant un système hautement 

sophistiqué appelé « le système immunitaire cutané » (SIC) (Abdallah et al., 2017). Il est 

chargé à la fois de tolérer les cellules du soi ainsi que les organismes commensaux de 

l’épiderme, tout en étant capable de réagir contre les agents pathogènes. Il s’intègre dans 

un réseau dense et structuré de vaisseaux lymphatiques et sanguins, établissant une 

connexion avec les organes lymphoïdes ainsi qu’avec le reste de l’organisme (Chaplin, 

2010). Deux systèmes de défense se dinguent : l'immunité innée et l’immunité adaptative 

(Figure 9). 
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 L’IMMUNITE INNEE  

L’immunité innée repose sur un arsenal de cellules et de molécules (cytokines, le 

système du complément ...) capables d’opposer une réponse rapide aux agressions 

(Figure 9). Les cellules de l’immunité innée, comme les DC, les macrophages, les 

lymphocytes NK (Natural Killer), les polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et 

basophiles possèdent des récepteurs appelés PRR (Pathogen Recognition Receptor). Les 

PRR sont capables de reconnaître un grand nombre de molécules exprimées par les 

agents pathogènes appelées PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern) ou des 

molécules endogènes libérées par des cellules endommagées appelées DAMP (Damage 

Associated Molecular Pattern). Les PAMP sont principalement des structures conservées 

de différents pathogènes viraux, bactériens ou fongiques tels que le lipopolysaccharide 

(LPS), le peptidoglycane, la flagelline ou les acides nucléiques… Les PRR sont des 

protéines solubles, transmembranaires ou cytoplasmiques tels que les récepteurs de la 

famille des lectines, les TLR (Toll-like receptor) ou les récepteurs de type NOD (NLR : 

Nucleotid-binding Oligomerization Domain-like Receptors) (Akira et al., 2006; Takeuchi 

and Akira, 2010). La stimulation des PRR déclenche l’activation et la maturation des 

cellules de l’immunité innée qui sécrètent alors des médiateurs de l’inflammation tels que 

l’histamine, des cytokines pro-inflammatoires ou des chimiokines. Ces médiateurs sont 

responsables de l’activation des cellules endothéliales et de l’initiation de la phase 

vasculaire de la réponse inflammatoire conduisant à la migration cellulaire. Ces cellules 

sont capables de détruire directement les agents pathogènes par phagocytose. Lorsque 

ces mécanismes sont insuffisants pour éliminer ou résoudre l'invasion, le système 

immunitaire adaptatif entre en jeu. La coordination entre l’immunité innée et l’immunité 

adaptative est assurée par les CPA. Elles assurent la capture des pathogènes, 

l’apprêtement de la molécule étrangère appelée « antigène » et sa présentation aux 

lymphocytes T (LT) via le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) ainsi que la 

spécialisation de l’immunité adaptative.  

Le SIC présente certaines spécificités comme les cellules de Langerhans, qui 

constituent un sous-ensemble unique de CPA professionnelles et qui résident entre les 

kératinocytes. Les cellules de Langerhans sont caractérisées par l’expression du CD1a et 

de la langérine (CD207), un récepteur appartenant à la famille des lectines (Hunger et al., 

2004; Valladeau et al., 2000). Les kératinocytes ont également un rôle immunologique 

important dans le SIC. Ils expriment différents PRR et des récepteurs à de nombreuses 
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cytokines. Ils produisent diverses cytokines (Lymphopoïétine stromale thymique /TSLP), 

interleukines (IL) (IL-1, IL-6, IL-10, ... ) et chimiokines (CCL20, CXCL9, CCL10, CCL11) qui 

jouent un rôle prépondérant dans le trafic lymphocytaire (Olaru and Jensen, 2010). De 

plus, les kératinocytes sécrètent des peptides anti-microbiens qui contribuent 

directement à l’élimination des agents pathogènes (de Jongh et al., 2005). Dans le derme, 

le SIC est constitué des cellules lymphoïdes innées tels que les NK, des macrophages 

résidents et des DC dermiques. Les macrophages sont des cellules phagocytaires qui sont 

essentielles pour l'élimination des déchets, tels que les débris cellulaires et les agents 

pathogènes. Ils produisent également les facteurs de croissance nécessaire à la réparation 

tissulaire tels que le PDGF (Platelet-derived growth factor), le VEGF (Vascular endothelial 

growth factor) ou le TGF-1 (Transforming growth factor beta) (Krzyszczyk et al., 2018; 

Ono and Kabashima, 2015). Les DC constituent une population hétérogène différenciés 

par des marqueurs de surface spécifiques et par leurs fonctions. Les DC dermiques aussi 

appelées DC conventionnelles ou myéloïdes sont caractérisées par l’expression de CD11c 

(intégrine α X) et des molécules du CMH de classe II mais également par l’absence 

d’expression des molécules CD14 et CD16. L’expression des molécules CD1c et CD141 

permet de distinguer respectivement les DC myéloïdes de type 1 et 2 (Haniffa et al., 2015). 

Les DC dermiques et les cellules de Langerhans sont des sentinelles cruciales qui évoluent 

d'une cellule immature à une cellule mature capable de migrer vers les organes 

lymphoïdes secondaires. Ces CPA professionnelles activent les LT naïfs et coordonnent la 

tolérance ou l'immunité.  

 L’IMMUNITE ADAPTATIVE 

Contrairement à l'immunité innée, le système immunitaire adaptatif fournit une 

réponse plus lente mais plus spécifique et plus durable. Cette réponse nécessite des 

signaux d’activation transmis par l’immunité innée ainsi qu’une collaboration entre les 

acteurs majeurs de l’immunité adaptative que sont les LT et les lymphocytes B (LB) 

(Figure 9). Ces lymphocytes ont la capacité d’orchestrer une réponse immunitaire 

complexe de type cellulaire ou humorale dirigée spécifiquement grâce à un récepteur 

capable de reconnaître un épitope particulier d’un antigène (Cano and Lopera, 2013). Ce 

récepteur est appelé T cell receptor (TCR) pour les LT et B cell receptor (BCR) pour les LB. 

La reconnaissance de l’antigène par le TCR nécessite que celui-ci soit présenté par les 

molécules du CMH porté par une CPA alors que le BCR peut reconnaitre directement 
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l’antigène. La rencontre antigénique associée à des molécules de co-stimulation induit une 

prolifération et une différenciation en lymphocytes effecteurs ou mémoires. Il existe 

plusieurs sous-types de LT, dotés de modes d’actions différents pour lutter contre les 

pathogènes. Les LT CD8+ aussi appelés LT cytotoxiques sont capables de détruire les 

cellules infectées par la libération de granules cytotoxiques contenant de la perforine et 

des granzymes ou par l'expression de ligands pour des récepteurs de mort tel que FasL 

(CD95L) (Lieberman, 2003). Les LT CD4+ aussi appelés LT auxiliaires ou helper 

participent à la régulation de la réponse immunitaire adaptative par l’activation des 

cellules immunitaires. Ils agissent par des interactions cellulaires et/ou par la production 

de cytokines (IL-4, IL-6, IL-10 , IL-17, IL-21, d’interféron IFN-)(O’Shea and Paul, 2010). 

Les LB vont quant à eux se différencier en LB mémoire et en plasmocyte ayant la capacité 

de produire des Ig dont la structure est proche de celle du BCR du LB dont ils sont issus 

(Herzog et al., 2009). Les récepteurs des lymphocytes sont issus de la recombinaison 

aléatoire de l’ADN (Acide désoxyribonucléique) de plusieurs segments de gènes appelés 

V (Variabilité), D (Diversité), J (Jonction) codant pour les domaines variables des chaînes 

polypeptidiques des TCR et des BCR (Jung and Alt, 2004). Ce système de recombinaison 

permet théoriquement la synthèse d’une infinité de récepteurs différents générés de 

façon stochastique. Le répertoire antigénique lymphocytaire peut donc s’adapter à tous 

types de structures antigéniques, y compris les antigènes du soi. Le système immunitaire 

est donc susceptible de générer des LT et des LB auto-réactifs, capables de déclencher une 

réponse auto-immune. Différents processus de contrôle et de sélection des LB et des LT 

sont établis afin d’assurer la tolérance vis-à-vis des antigènes du soi (Goodnow et al., 

2005).  

 LA TOLERANCE IMMUNOLOGIQUE  

La tolérance centrale met en jeu des mécanismes ayant pour objectif l’élimination des 

LT et des LB auto-réactifs au cours de leur développement. Lors de leur maturation dans 

le thymus, les précurseurs des LT (thymocytes) subissent une sélection positive après 

interaction avec les molécules du CMH exprimées sur l'épithélium cortical du thymus. Les 

thymocytes ayant survécu vont migrer dans la médulla où les LT possédant des TCR de 

haute affinité pour un complexe CMH/peptide du soi subissent une délétion clonale aussi 

appelée sélection négative par apoptose. Les LT sélectionnés vont pouvoir se différencier 

progressivement pour devenir matures et migrer en périphérie (Klein et al., 2009). Les 
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LB subissent également une sélection lorsqu’ils rencontrent des auto-antigènes solubles 

ou associés aux cellules au début de leur différenciation dans la moelle osseuse (Nemazee, 

2017). En cas d’affinité forte pour des auto-antigènes, les signaux intracellulaires 

favorisent les mécanismes de réédition du BCR ou une délétion clonale par apoptose 

(Radic et al., 1993).  

Les mécanismes de tolérance périphérique ont pour rôle, non seulement d’empêcher 

la réponse auto-immune, mais également de limiter les réponses immunitaires 

disproportionnées afin d’empêcher l’apparition de maladies auto immunes (MAI), 

d’allergies ou d’asthme.... Plusieurs mécanismes de tolérance ont été caractérisés tels que 

l’ignorance, l’anergie et l’immuno-régulation (Khan and Ghazanfar, 2018).  

L’ignorance est la conséquence de la séquestration antigénique due à une localisation 

particulière comme dans des tissus immunologiquement privilégiés tels que le cerveau, 

l’œil, les testicules ou l’utérus. Les LT auto-réactifs vis-à-vis d’un antigène absent du 

thymus pourront être présents en périphérie, mais ils ne pourront pas rencontrer leur 

antigène et s’activer en raison de l’expression restreinte (Miller and Heath, 1993). Il en 

est de même pour les LB auto-réactifs qui finiront par être éliminés. L’ignorance est un 

mécanisme réversible. Lorsque la rencontre antigénique est possible, l’activation des LT 

peut être régulée par l’expression de la molécule Fas (CD95) dont l’interaction avec son  

ligand FasL présent à la surface des CPA entraîne la mort par apoptose (Suda et al., 1993).  

L’anergie se définit comme l’inactivation fonctionnelle des lymphocytes. L’activation 

des lymphocytes T par les CPA nécessite non seulement la présentation antigénique via 

l'interaction du TCR avec le complexe CMH/peptide mais également des signaux de co-

stimulation. L'interaction du co-récepteur CD28 avec des ligands de la famille B7 (CD80 

et CD86) des CPA est essentielle. Les LT deviennent anergiques lorsque l’antigène 

présenté par des CPA n’est pas associé à ces molécules de co-stimulation (Choi and 

Schwartz, 2007). D’autres molécules présentes à la surface cellulaire sont étroitement 

associées à l’anergie comme le co-récepteur CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-

4/CD152). Il se lie aux mêmes isoformes B7 que CD28 et agit comme un antagoniste 

contribuant ainsi à la tolérance périphérique (Walker and Sansom, 2011). Les LB peuvent 

également devenir anergiques et diminuer l’expression de leur BCR lorsqu'ils sont 

exposés à de fortes quantités d'antigènes solubles (Goodnow, 1996). Ils peuvent aussi 

augmenter l’expression des molécules Fas à leur surface et l’interaction avec des LT 

exprimant FasL entraîne leur mort par apoptose (Schattner and Friedman, 1996). La 
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survie des LB dépend du facteur BAFF (B cell-activating factor ou Blys : B Lymphocyte 

Stimulator) via son récepteur BAFF-R (B cell-activating factor receptor/CD268). 

L'homéostasie des LB semble être contrôlée par des quantités limitantes de BAFF et par 

un phénomène de compétition. Les LB auto-réactifs ne recevant pas suffisamment de 

BAFF sont éliminés (Mackay et al., 2003; Thien et al., 2004).  

L’immuno-régulation implique différentes populations cellulaires ayant des capacités 

suppressives appelés lymphocytes régulateurs. Les lymphocytes T régulateurs (Treg) 

comprennent plusieurs sous-populations distinctes qui contrôlent les réponses 

immunitaires par la production de cytokines comme l'IL-10 et par contacts cellulaires 

directs (Sakaguchi et al., 1995). Les Treg ont pour cibles les DC, les LT CD4+ et CD8+ mais 

aussi les LB (Vignali et al., 2008). Plus récemment décrits, les lymphocytes B régulateurs 

(Breg) peuvent réguler les différents phénomènes immuns et auto-immuns 

essentiellement attribués à la capacité de ces LB à produire de l’IL-10, du TGF- ou du 

granzyme B (Mauri and Ehrenstein, 2008). D'abord décrits chez la souris (Fillatreau et al., 

2002), les Breg ont également été identifiés chez l'homme comme des régulateurs des LT 

(Bouaziz et al., 2010) et des cellules du système immunitaire innée (monocytes, DC), tout 

en favorisant l’émergence des Treg (Jamin et al., 2014) .  

La défaillance de ces mécanismes peut conduire à une rupture de tolérance 

caractérisée par une activation et une multiplication de cellules auto-réactives, 

aboutissant à l’émergence de maladies auto-immunes (MAI) telle que le pemphigus. Nous 

reviendrons plus précisément sur les acteurs cellulaires et les mécanismes 

immunologiques impliqués dans la physiopathologique du pemphigus dans le paragraphe 

n°4.3 du chapitre 2 intitulé « la réponse cellulaire au cours du pemphigus ». 
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Les Pemphigus appartiennent au groupe des DBAI. Elles sont caractérisées 

cliniquement par l’apparition de bulles cutanées et d’érosion de la peau et/ou des 

muqueuses. 

1. LES DERMATOSES BULLEUSES AUTO-IMMUNES  

Les DBAI sont des MAI dites « spécifiques d'organes » sont associées à la production 

d’auto-Ac pathogènes dirigés contre des protéines structurales qui maintiennent les 

adhérences cellules-cellules et cellules-matrices dans la peau et les muqueuses.  

 LES DIFFERENTS FORMES DE DERMATOSES BULLEUSES AUTO-IMMUNES  

Les DBAI sont distingués en deux sous-groupes en fonction des auto-antigènes 

impliqués et des structures d’adhésion ciblées : 

Les DBAI intra-épidermiques ou groupe des pemphigus sont caractérisées par la 

production d’auto-Ac dirigés contre des protéines du desmosome (Figure 5) structures 

jonctionnelles responsables de la cohésion épidermique. Ces auto-Ac sont responsables 

de la perte d’adhésion des kératinocytes appelée acantholyse. Les principales formes 

cliniques de pemphigus sont le PV, le PF et le pemphigus paranéoplasique (PPN) (Tableau 

1). 

Les DBAI sous épidermiques ou groupe des pemphigoïdes, présentent divers auto-Ac 

principalement dirigés contre les antigènes hémidesmosomaux de la JDE conduisant à la 

formation de bulles par décollement de l’épiderme du derme (Figure 7). La PB est la forme 

clinique la plus fréquente. Les autres de dermatoses auto-immunes sous épidermiques 

sont la pemphigoïde gestationnelle, la pemphigoïde des muqueuses, la dermatose 

bulleuse à IgA linéaire et l'épidermolyse bulleuse acquise (Kridin, 2018a) (Tableau 1).  

 CHAPITRE 2 : LES PEMPHIGUS 
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Tableau 1 : Caractéristiques cliniques et antigéniques des principales dermatoses 
bulleuses auto-immunes 

 LE DIAGNOSTIC DES DERMATOSES BULLEUSES AUTO-IMMUNES 

Le diagnostic d’une DBAI repose sur un examen clinique incluant une évaluation 

minutieuse des surfaces de la peau et des muqueuses, un examen histologique effectué 

sur une biopsie d'une lésion permettant de révéler le site de formation des bulles ainsi 

que la présence et les caractéristiques de l'infiltrat inflammatoire (Mihai and Sitaru, 2007; 

Otten et al., 2014). Le diagnostic d’une DBAI nécessite la détection d'auto-Ac pour 

confirmer la nature auto-immune de la maladie. Au cours des dernières décennies, les 

avancées majeures concernant l'identification des auto-antigènes des DBAI ont permis de 

mettre au point des examens immuno-pathologiques de diagnostic rapides et spécifiques 

(Figure 10).  
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Figure 10 : Diagnostic des dermatoses bulleuses auto-immunes  
Examens clinique, histologique et immuno-pathologique par immunofluorescence directe , indirecte 
et sur peau clivée par NaCl 1M (SSS : « salt split skin ») caractéristiques des principales dermatoses 
bulleuses auto-immunes (d'après Kneisel Hertl Michael, 2011). 
 

La mise en évidence des dépôts d’Ig et/ou du fragment C3 du complément sur la peau 

péri-lésionnelle par immunofluorescence directe (IFD) reste le critère de référence pour 

le diagnostic d’une DBAI. L’IFD montre un marquage en résille au sein de l’épiderme dans 

le pemphigus et un marquage linéaire de la JDE dans les DBAI sous-épidermiques. Les Ac 

circulants sont détectés en immunofluorescence indirecte (IFI) en incubant les sérums 

des patients sur des substrats épithéliaux tels que la peau humaine, l'œsophage de singe 

ou la vessie de rat. L'IFI sur de la peau clivée, obtenue par incubation de peau humaine 

avec une solution de chlorure de sodium à 1M (clivage dans la lamina lucida), fournit des 

informations "semi-moléculaires" sur l'identité des auto-antigènes de la JDE en 

distinguant les Ac spécifiques des antigènes du versant dermique de ceux du versant 

épidermique. Les examens sérologiques par dosage immuno-enzymatique (ELISA : 

enzyme-linked immunosorbent assay) ou par immuno-blot en utilisant des protéines 
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recombinantes ou des extraits de tissulaires aident à la caractérisation de la spécificité 

des auto-Ac pour discriminer les différentes DBAI. Ces dosages sont un élément clé du 

diagnostique et permettent également de mesurer l’activité de la maladie tout au long du 

suivi du patient. 

2. LES DIFFERENTES FORMES DE PEMPHIGUS  

Différentes sous-formes de pemphigus ont été décrites en fonction des caractéristiques 

cliniques, histologiques et moléculaires des antigènes ciblés par les auto-Ac circulants. Le 

PV et le PF sont les formes les plus courantes. Au cours des dernières décennies, d’autres 

formes non classiques ont été identifiées notamment le PPN, le pemphigus herpétiforme 

et le pemphigus à IgA (Joly and Litrowski, 2011). 

 LE PEMPHIGUS VULGAIRE 

Le PV (du latin vulgus qui signifie "commun") est la forme la plus répandue de 

pemphigus, représentant jusqu'à 70% de tous les cas de pemphigus. Son incidence en 

Europe et aux USA est estimée entre 1 et 5 cas par million d'habitants et par an. 

L'incidence du PV est beaucoup plus élevée dans certaines populations juives ashkénazes 

(16 à 32 cas par million d'habitants et par an) et au Japon. Il s'agit généralement 

d'hommes et de femmes d'âge moyen (entre 40 et 60 ans). Des formes pédiatriques ont 

été décrites chez l'enfant (Bastuji-Garin et al., 1995). 

La présentation clinique initiale est caractérisée par des érosions extrêmement 

douloureuses sur les muqueuses. La muqueuse buccale est la plus fréquemment affectée, 

entraînant une dysphagie et une perte de poids. Des érosions des muqueuses pharyngo-

laryngées, œsophagiennes, génitales, anales et conjonctivales sont également 

possibles. L'atteinte cutanée survient généralement après l’atteinte des muqueuses. Elle 

se caractérise par des vésicules flasques et des érosions en croûte sur une peau saine ou 

érythémateuse localisées principalement dans les zones de flexion, le visage, le cuir 

chevelu et les extrémités. Le signe de Nikolsky mettant en évidence un décollement cutané 

déclanché par une pression ou un frottement de la peau entraîne, est habituellement 

observé dans la zone périlésionnelle (Duvert-Lehembre and Joly, 2014) (Figure 11). 
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Figure 11 : Aspects anatomo-immuno-cliniques du pemphigus vulgaire 
Aspects cliniques des lésions des muqueuses (A), cutanées (B) et aspects histologiques (C) et immuno-
histologiques par immunofluorescence directe (D) d’une biopsie de peau de patient atteint de 
pemphigus vulgaire. L’atteinte histologique est caractérisée par une perte d'adhérence cellulaire 
dans l'épiderme profond, juste au-dessus de la couche basale et par la présence d’IgG à la surface des 
kératinocytes (Stanley and Amagai, 2006). 
 

Le diagnostic est confirmé par une histologie montrant un clivage intra-épidermique 

au-dessus de la couche basale de l’épiderme et par la détection d'IgG liée au tissu avec un 

schéma intercellulaire en « résille » en IFD. Les auto-Ac circulants se lient aux structures 

desmosomales des cellules épithéliales d’œsophage de singe en IFI. Des Ac anti-Dsg3 sont 

mis en évidence dans le sérum par ELISA. La présence simultanée d’Ac anti-Dsg3 et anti-

Dsg1 est habituellement observée de la forme cutanéo-muqueuse du PV. 

Le pemphigus végétant est une variante du pemphigus vulgaire dans laquelle la 

cicatrisation est associée à la prolifération végétante de l'épiderme. Les lésions 

apparaissent généralement dans les zones axillaire, ombilicale, péri-anale, inguinale et 

mammaire. On pense que ce type de maladie survient chez les patients présentant une 

forme moins agressive de pemphigus ou chez ceux pour qui l'intensité de la thérapie est 

suffisante pour prévenir de nouvelles lésions mais insuffisante pour guérir les lésions 

établies. En raison de leur localisation, les lésions sont généralement infectées 

secondairement, ralentissant ainsi la cicatrisation (Joly and Litrowski, 2011; Ruocco et al., 

2015). 

 LE PEMPHIGUS SUPERFICIEL OU FOLIACE 

Le PF (du mot latin folium signifiant « feuille ») est considéré comme une forme 

superficielle de pemphigus et représente environ 20% des cas de pemphigus. Il se 

présente sous une forme sporadique (type Cazenave) estimée aux USA et en Europe à 

moins de 1 cas par million d'habitants et sous une forme endémique apparentée qui se 

rencontre principalement au Brésil dans les zones rurales de la Limao Verde (pemphigus 

braziliensis ou fogo selvagem) et en Afrique du Nord (Tunisie) (Hans-Filho et al., 1999). 
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Cliniquement et histologiquement, la maladie est similaire à celle du pemphigus foliacé 

sporadique. Cependant, la forme endémique affecte généralement les adolescents et les 

jeunes adultes. 

Les patients présentent des lésions cutanées avec des bulles flasques, qui évoluent en 

plaques érythémateuses hyperkératosiques et en croûtes squameuses, 

préférentiellement dans les zones cutanées séborrhéiques, c'est-à-dire le cuir chevelu, le 

visage, la poitrine et les épaules. Les vésicules étant superficielles et fragiles, seule 

l'érosion qui en résulte peut-être observée dans la plupart des cas (Figure 12). Le signe 

de Nikolsky est positif. Le PF, contrairement au PV, n'affecte pas les muqueuses. 

Figure 12 : Aspects anatomo-immuno-cliniques du pemphigus foliacé 
Aspect clinique des lésions cutanées (A), aspect histologique (B) et immuno-histologique par 
immunofluorescence directe (C) d’une biopsie de peau de patient atteint de pemphigus foliacé. 
L’atteinte histologique est caractérisée par une perte d'adhérence cellulaire dans l'épiderme 
superficiel, juste en dessous de la couche cornée et par la présence d’IgG à la surface des kératinocytes 
(Stanley and Amagai, 2006). 
 

L’aspect histopathologique du PF est caractérisé par une acantholyse dans l'épiderme 

supérieur, soit dans la couche granuleuse ou immédiatement au-dessous avec la 

formation d’un clivage superficiel subcornéal. Un léger infiltrat inflammatoire composé 

de polynucléaires éosinophiles peut être observé dans le derme. L’examen en IFD montre 

des dépôts d'IgG dans l’espace intercellulaire avec une présence accrue au niveau de 

l'épiderme sous-corné (Figure 12). Dans plus de 90% des cas, des Ac anti-Dsg1 sont 

détectés par ELISA dans le sérum des patients et sont étroitement corrélés à l’activité de 

la maladie.  

Le pemphigus érythémateux (également appelé pemphigus Senear-Usher) est un 

variant clinique du PF. Les lésions sont localisées sur le visage et se caractérisent par une 

éruption érythémateuse squameuse à croûteuse présentant souvent une distribution en 

forme de papillon qui ressemble au lupus érythémateux systémique. En plus des dépôts 
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intercellulaires d'Ac présents dans toutes les formes de pemphigus, on note la présence  

de dépôts granulaires d'IgG et/ou de C3 le long de la JDE (Joly and Litrowski, 2011).  

 LE PEMPHIGUS PARANEOPLASIQUE 

Le PPN est une DBAI rare et souvent mortelle associée à des proliférations malignes 

voir à des syndromes prolifératifs bénins. Décrit pour la première fois par Anhalt en 1990 

(Anhalt et al., 1990), il représente 3 à 5% de tous les cas de pemphigus. Il survient 

habituellement chez les patients âgés de 45 à 70 ans, sans différence significative entre 

les hommes et les femmes.  

Le PPN présente des caractéristiques cliniques extrêmement polymorphes. Des lésions 

peuvent être détectées non seulement sur la peau, mais également dans différentes 

muqueuses (Figure 13). La présence de différents auto-Ac pourrait justifier cette 

hétérogénéité clinique. L’atteinte muqueuse est sévère, associée à une altération de l’état 

général du patient. L’atteinte du versant muqueux externe des lèvres est fréquemment 

retrouvée mais d'autres muqueuses telles que celles du nez, du pharynx, du larynx, de 

l'œsophage et des parties génitales peuvent également être touchées. Les lésions cutanées 

apparaissent généralement après l'apparition des lésions muqueuses. La plupart des 

patients atteints de PPN présente une atteinte cutanée généralisée en particulier sur le 

torse, la tête, le cou et la partie proximale des membres supérieurs et inférieurs. Le PPN 

se caractérise par son polymorphisme : érythème diffus, lésions vésiculo-bulleuses, 

éruptions lichénoïdes, papules, plaques squameuses, érosions ou ulcérations. En plus de 

l’atteinte cutanéo-muqueuse, le PPN affecte également l'épithélium respiratoire 

entraînant dyspnée, maladie pulmonaire obstructive potentiellement mortelle (Joly, 

1997). 

Les syndromes prolifératifs les plus fréquemment associées au PPN sont le lymphome 

non hodgkinien et la leucémie lymphocytaire chronique, suivie de la maladie de 

Castleman, du thymome, de la macroglobulinémie de Waldenström, des sarcomes et des 

carcinomes du pancréas, du côlon et de la prostate (Camisa and Helm, 1993). En se basant 

sur l'implication de plusieurs organes, Nguyen a proposé le terme PAMS pour « 

Paraneoplastic Autoimmune Multiorgan Syndrome » qui semble plus approprié puisqu’il 

englobe l’ensemble des signes et des symptômes associés à ce processus paranéoplasique 

(Nguyen et al., 2001). 



            Introduction  

-38- 
 

Figure 13 : Aspects anatomo-immuno-cliniques du pemphigus paranéoplasique  
Aspects cliniques des lésions muqueuses (A), cutanées (B) et aspects histologique (C) et immuno-
histologique par immunofluorescence directe (D) d’une biopsie de peau de patient atteint de 
pemphigus paranéoplasique. L’atteinte histologique est caractérisée par une perte d'adhérence 
cellulaire dans l'épiderme profond, juste au-dessus de la couche basale et des dépôts d'IgG et de 
complément dans les espaces intercellulaires de l'épiderme ainsi que des dépôts linéaires le long de 
la membrane basale (Paolino et al., 2017; Yong and Tey, 2013). 
 

Dans le cas particulier du PPN, l’histologie révèle souvent la présence de nécroses 

kératinocytaires associées aux signes histologiques commun du pemphigus. 

L’acantholyse est habituellement supra-basale et le derme est le siège d'un infiltrat 

cellulaire composé de polynucléaires éosinophiles et de lymphocytes. L’examen par IFD 

met en évidence un dépôt granuleux-linéaire d'IgG et de C3 dans les espaces 

intercellulaires épidermiques mais également le long de la JDE. L’IFI sur vessie de rat est 

positive dans le PPN et permet le diagnostic différentiel (Horn and Anhalt, 1992) (Figure 

13).  

Le PPN est caractérisé par la présence d’auto-Ac IgG dirigés contre de nombreuses 

protéines dont les Dsg1 et 3 (160 et 130 kDa) du desmosome mais également contre 

plusieurs membres de la famille des plakines tels que les DpI et II (250 et 210 kDa 

respectivement), l'Envl (210 kDa) et la Ppl (190 kDa). Les auto-antigènes peuvent être 

aussi des molécules d'adhésion hémidesmosomale comme l’antigène majeur de la PB 

BPAG1 (230 kDa) ou la plectine (500 kDa) (Anhalt et al., 1990; Joly et al., 1994; Oursler et 

al., 1992). L’α-2-macroglobuline-like-1(A2ML1) a récemment été identifiée comme l’auto-

antigène de 170 kD reconnu par la majorité des sérums de PPN. Cette protéine est un 

inhibiteur de protéases à large spectre, et est exprimée dans les épithéliums stratifiés 

ainsi que dans d'autres tissus endommagés chez les patients atteints de PPN (Schepens et 

al., 2010). Ces différentes auto-anticorps sont mis en évidence par des techinques de type 

ELISA et/ou par immunodot. 
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 LES AUTRES TYPES DE PEMPHIGUS  

Depuis 1975, des formes rares de pemphigus ont été décrites, présentant des aspects 

cliniques, histologiques et immunopathologiques différents des variantes classiques de 

pemphigus que sont le PV et le PF (Pollmann et al., 2018). 

2.4.1. LE PEMPHIGUS HERPETIFORME 

Le pemphigus herpétiforme représente 6 à 7% des pemphigus affectant les hommes et 

les femmes âgés de 31 à 83 ans, avec de rares cas signalés pendant l'enfance. Décrit en 

1975 par Jablonska, il associe les caractéristiques cliniques de la dermatite herpétiforme 

et les caractéristiques immunologiques du pemphigus (Jablonska et al., 1975). Les 

patients atteints de pemphigus herpétiforme présentent généralement des lésions 

cutanées érythémateuses, vésiculeuses, bulleuses, pustuleuses ou papuleuses, souvent de 

type herpétiforme associé à un prurit sévère principalement sur le tronc et les extrémités 

proximales. La principale caractéristique histopathologique du pemphigus herpétiforme 

est la spongiose à éosinophile, la plupart du temps, sans acantholyse. Les antigènes cibles 

identifiés dans le pemphigus herpétiforme sont généralement la Dsg1 et moins 

fréquemment la Dsg3. Récemment, plusieurs cas de pemphigus herpétiforme sans Ac 

anti-Dsg1 ou anti-Dsg3 ont été rapportés avec, parfois, une réactivité vis-à-vis d'autres 

antigènes tels que les Dsc (Karray and Badri, 2018; Porro et al., 2014). 

2.4.2. LE PEMPHIGUS A IGA 

Le pemphigus à IgA a été décrit pour la première fois par Wallach, Foldes et Cottenot 

en 1982. Il s’agit d’un pemphigus rare caractérisé par la présence d’IgA circulants qui 

ciblent les protéines desmosomales de l'épiderme, y compris la Dsc1, la Dsg1 et la Dsg3 

(Wallach et al., 1982). Il se caractérise par la présence de bulles fragiles et de pustules sur 

une peau érythémateuse et squameuse avec une prédilection pour le tronc, les extrémités 

proximales et les régions intertrigineuses. L'atteinte de la muqueuse est rare. 

L'histopathologie montre une légère acantholyse sous-cornéenne et une infiltration de 

polynucléaires neutrophiles dans l'épiderme. Les dépôts d’auto-Ac de type IgA liés à la 

surface cellulaire épidermique sont détectables par l’IFD (Hashimoto, 2001). En fonction 

des caractéristiques immunologiques, le pemphigus à IgA est subdivisé en deux sous-

entités : la dermatose intra-épidermique neutrophilique associée aux IgA contre la Dsg1 
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ou la Dsg3 et la dermatose pustuleuse sous-cornée associée aux IgA contre la Dsc1 

(Hashimoto et al., 1997; Kárpáti et al., 2000; Yasuda et al., 2000).  

2.4.3. LES PEMPHIGUS MEDICAMENTEUX 

Depuis les années 1950, des preuves ont montré que la prise de certains médicaments 

peut causer ou exacerber le pemphigus (Korman et al., 1991). L’aspect clinique est le plus 

souvent celui d’un pemphigus superficiel (érythémateux ou foliacé) et moins 

fréquemment celui d’un pemphigus vulgaire ou herpétiforme. L’atteinte des muqueuses 

est rare. En raison de cette hétérogénéité clinique, une étiologie médicamenteuse doit être 

évoquée devant tout cas de pemphigus. Les médicaments inducteurs peuvent être séparés 

en deux groupes : les médicaments thiolés d’une part (pénicillamine, captopril, 

thiopronine, pyrithioxine) et les médicaments non thiolés d’autre part (pénicilline, 

céphalosporine). Les médicaments en cause ont vraisemblablement à la fois des 

propriétés biochimiques toxiques intrinsèques directement responsables de 

l’acantholyse et une aptitude à modifier les caractéristiques antigéniques des molécules 

du desmosomes en les rendant plus immunogènes. Dans la majorité des cas, le pemphigus 

induit disparaît en quelques mois après l’arrêt du médicament et la mise en place d’une 

corticothérapie générale à doses modérées.  

3. LES FACTEURS DE SUSCEPTIBILITES 

Le développement des maladies auto-immunes est l'une des énigmes fondamentales 

de l'immunologie. Les éléments déclencheurs qui dirigent la réponse immunitaire contre 

les auto-antigènes sont considérés comme multifactoriels, impliquant à la fois des 

facteurs de susceptibilité génétiques et environnementaux. Différentes études 

épidémiologiques et génétiques sur les formes sporadiques ou endémiques du pemphigus 

ont été menées afin d’identifier ces facteurs et d’étudier leurs interactions possibles dans 

le développement des DBAI. 

 LES ASPECT GENETIQUES 

Comme dans la plupart des maladies auto-immunes spécifiques et non spécifiques 

d'organes, de nombreux arguments plaident en faveur d’un fondement génétique du 

pemphigus. Il ne s’agit pas d'un modèle héréditaire mendélien mais d’un modèle 
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«polygéniques» avec des effets additifs ou synergiques de plusieurs gènes différents 

(épistasie) (Tron et al., 2006).  

3.1.1. LES GENES DU HLA 

Les études épidémiologiques réalisées dans différentes populations ethniques ainsi 

que des études familiales ont démontré que les loci du CMH, en particulier les loci de 

classe II, sont associés au PV et au PF (Sinha, 2011). 

Les molécules du CMH assurent la fonction de présentation de l'antigène ainsi que 

l'histocompatibilité. Elles sont codées par les gènes du HLA (Human Leukocyte Antigene) 

localisés sur le bras court du chromosome 6. Cette région comprend plus de 200 gènes 

hautement polymorphes qui codent pour les antigènes HLA de classe I et de classe II ainsi 

que de nombreux autres gènes avec ou sans fonction immunologique. Les deux classes de 

HLA possèdent des rôles importants dans la réponse immunitaire adaptative et sont 

essentielles pour réguler l'immunité. La région du CMH de classe I comprend 3 gènes HLA 

de classe I : HLA-A, HLA-B et HLA-C. Les molécules du CMH de classe I sont exprimées à 

la surface des cellules nucléées et présentent des peptides dérivés de protéines 

intracellulaires (endogènes) principalement aux LT CD8+. La région du CMH de classe II 

comprend 3 paires de gènes HLA de classe II : HLA-DP (gènes DPA et DPB), HLA-DQ (DQA 

et DQB) et HLA-DR (DRA et DRB1). Les molécules du CMH de classe II sont exprimées à la 

surface des CPA professionnelles telles que les LB, les macrophages ou les cellules 

dendritiques, ainsi que des LT activés. Ces molécules présentent des peptides dérivés de 

protéines de l'espace extracellulaire (exogènes) aux LT CD4+ auxiliaires (Th :T Helpers) 

qui coordonneront la réponse immunitaire adaptative spécifique de l'antigène (Paolino 

et al., 2017) (Figure 14).  
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Figure 14 : Les gènes HLA de susceptibilité au pemphigus  
Représentation de la region HLA (Human Leukocyte Antigene) située sur le bras court du 
chromosome 6. Les gènes du complexe majeur d’histocompatibilité humain (CMH) sont répartis en 
trois classes : Les gènes de classe I codent pour les molécules du CMH de classe I qui permettent la 
présentation du peptide antigénique aux lymphocytes T CD8+. Les gènes de classe II, à savoir HLA-
DP, HLA-DQ et HLA-DR, codent pour les molécules du CMH de classe II et permettent la présentation 
du peptide antigénique aux lymphocytes T CD4+. Les gènes de classe III codent pour des molécules 
n’intervenant pas dans la présentation antigénique. Plusieurs associations de classe II, de classe I et 
de classe Ib non classique ont été rapportées dans le pemphigus vulgaire. Les associations les plus 
fortes sont avec les HLA de classe II DRB1 * 0402, DQB1 * 0503. Des travaux récents suggèrent une 
association avec le HLA-E * 0103 (d’après Sinha, 2011). 
 

La répartition géographique inégale des cas de pemphigus et la prévalence accrue dans 

certains groupes ethniques s'expliquent par des polymorphismes HLA particuliers 

augmentant significativement la susceptibilité. Les premières associations entre 

pemphigus et HLA ont été rapportées dans les populations Juives et Japonaises avec le 

HLA-A10 (Hashimoto et al., 1977; Krain et al., 1973). Depuis, d’autres associations avec le 

PV et les gènes HLA de classe I ont été décrites telles que les HLA A26-B38 (Slomov et al., 

2003). Plus récemment, les études portant sur les HLA de classe I non classique (HLA-E, -

-F et -G) ont cartographié 4 polymorphismes nucléotidique (SNP : Single-Nucleotide 

Polymorphism) ainsi qu’une augmentation de fréquence d’un variant de délétion du HLA-

G qui pourrait être associée à l'efficacité de la transcription de ce gène (Gazit et al., 2004). 

Le HLA-E*0103 a également été associé au PV. Du fait de son rôle modulateur dans la 

discrimination du soi et du non soi à l'interface entre l'immunité innée et adaptative 
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(Sullivan et al., 2008), cet allèle pourrait contribuer au développement de l'auto-immunité 

(Sinha, 2011).  

Cependant, des études ont montré que le PV, le PF et le PPN sont préférentiellement 

associés aux allèles HLA de classe II dans divers groupes ethniques (Tableau 2) : espagnol 

(Krain et al., 1973), italien (Carcassi et al., 1996; Lombardi et al., 1996), français (Loiseau 

et al., 2000; Martel et al., 2003), tunisien (Abida et al., 2009), pakistanais (Delgado et al., 

1997), brésilien (Petzl-Erler and Santamaria, 1989) et japonais (Miyagawa et al., 1997 ; 

Scharf et al., 1989).  

Tableau 2 : Les allèles HLA de classe II de susceptibilité aux pemphigus 
(d’après Tron et al., 2005) 
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Le PV présente une forte association avec le HLA-DRB1*0402 prédominant chez les 

juifs ashkénazes (Ahmed et al., 1990) et avec les HLA-DRB1*1401, HLA-DRB1*1404 et 

HLA-DQB1*0503 prédominant chez les populations non juives d'origine européenne et 

asiatique (Ahmed et al., 1991). Plus de 95% des patients atteints de PV portent l’un des 

deux allèles DRB1*0402 et/ou DQB1*0503 comme facteur de risque.  

Le PF est associé de manière similaire à certains polymorphismes HLA prédisposant, 

notamment le HLA-DRB1*04 et le HLA-DRB1*14 caractérisés à la fois dans les formes 

endémiques et sporadiques. Cependant, de nombreux polymorphismes n'apparaissent 

que dans certains groupes ethniques ou régions géographiques. Par exemple, dans le Fogo 

selvagem brésilien, la susceptibilité semble être principalement liée aux HLA-DRB1*0102, 

*0404, *0406, *1406, *1601 et DQB1*0302 (Petzl-Erler and Santamaria, 1989). 

Des études génétiques sur le PPN ont révélé des associations avec le HLA DRB1*03 

(Martel et al., 2003) en europe et le HLA Cw*14 dans la population chinoise (Liu et al.). 

Par conséquent, le fond génétique HLA du PPN diffère de celui des autres types de 

pemphigus (HLA DRB1*04 et DRB1*14), suggérant que des mécanismes distincts initient 

la réponse immunologique. 

Les résultats obtenus dans ces études sur le PV suggèrent également que certains 

allèles HLA protecteurs sont présents dans les régions du HLA de classe II, tels que 

DRB1*13 et DRB1*07 dans la population espagnole (González-Escribano et al., 1998) et 

italienne (Lombardi et al., 1996). Les gènes DR7, DQw2 et DR3, DQw2 confèrent une 

résistance dans le Fogo selvagem (Petzl-Erler and Santamaria, 1989). 

Au vu du rôle des gènes HLA de classe II dans la réponse immunitaire adaptative, 

l'explication la plus plausible de cette association est que les allèles associés au 

pemphigus confèrent aux molécules du CMH la capacité de lier plus efficacement les 

peptides dérivés des auto-antigènes et de les présenter aux LT auto-réactifs conduisant 

les LB auto-réactifs à produire des Ac pathogènes.  
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Figure 15 : Présentation antigénique de la desmogléine 3 par le CMH de classe II. 
Modélisation du sillon de présentation antigénique du peptide de la desmogleine 3 (Dsg3) par une 
cellule présentatrice d’antigène (CPA) au TCR (T cell receptor) du lymphocyte T (LT) CD4+ par 
l’intermédiaire du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité humain) de classe II HLA-DRB1*04. 
Tous les peptides Dsg3 ont des acides aminés conservés aux positions relatives 1, 4 et 6. Les acides 
aminés chargés positivement en position 4 (cercle rouge) représentent vraisemblablement des motifs 
d'ancrage à la poche P4 chargée négativement formée par les résidus DRβ70 et DRβ71 de 
DRβ1*0402 (d’après Hertl et al., 1998, 2006). 
 

Cette hypothèse selon laquelle des allèles HLA de classe II distincts influencent la 

réponse auto-immune a été confirmée dans plusieurs études sur la réponse proliférative 

lymphocytaire T vis-à-vis des peptides de la Dsg1 et de la  Dsg3 obtenue chez des patients 

atteints de pemphigus mais également chez des donneurs sains présentant les même 

haplotypes HLA de susceptibilité (Gebhard et al., 2005; Hertl et al., 1998). Les analyses 

des séquences des sites de liaison peptidique des molécules HLA-DRB1 et DQB1 ont 

montré des caractéristiques structurales communes dans les poches P1, P4, P6, P7 et P9 

(Wucherpfennig et al., 1995). De plus, tous les épitopes T de la Dsg3 identifiés présentent 

un acide aminé chargé positivement (principalement la lysine (K), ou l’arginine (R)) en 

position 4 qui sert de point d’ancrage dans la poche P4 chargée négativement et formée 

par les résidus DRβ70 et DRβ71 de DRB1*0402 (Figure 15). Ainsi, ces polymorphismes 

de susceptibilité au pemphigus conduisent à des molécules HLA dont conformation et les 

charges électriques augmentent leur avidité pour les peptides de la Dsg1 et 3. 

3.1.2. LES GENES NON HLA  

Les associations aux gènes HLA n’expliquent pas l’ensemble de la susceptibilité 

génétique aux pemphigus. Outre la propension ethnique, un certain nombre de faits 

supplémentaires plaident en faveur d'une contribution polygénique au développement 

de la maladie comprenant la présence d'Ac anti-Dsg circulants chez des parents sains du 
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premier degré (Kricheli et al., 2000) mais également l’observation de l’association aux 

cancers ou à d’autres MAI. L’association du pemphigus avec le cancer est surtout évoquée 

dans le cas du PPN mais certaines études ont mis en évidence une prévalence augmentée 

de tumeurs malignes associées au PV ou au PF comme l cancer du poumon , de la peau 

hors mélanome ou des hémopathies (Kridin et al., 2018a, 2018b; Ogawa et al., 1995). 

L’association du pemphigus à d’autres MAI comme les thyroïdites auto-immunes, la 

polyarthrite rhumatoïde, la myasthénie ou le lupus érythémateux systémique a été 

rapportée et peut toucher jusqu’à 25% des patients (Raboudi et al., 2017). Cette 

association à d’autres MAI est également observée chez les apparentés des patients 

atteints de PV (Firooz et al., 1994). Des gènes non-HLA pourraient très bien participer à 

ces prédispositions. Actuellement, seules quelques études ont été réalisées sur un nombre 

limité de gènes et principalement ceux ayant une implication possible dans la 

physiopathologie du pemphigus tels que les gènes des auto-antigènes ou les gènes 

impliqué dans les processus d’apoptose ou d'activation du système immunitaire.  

3.1.2.1. LES GENES DES DESMOGLEINES 

Dans la plupart des MAI, les auto-antigènes jouent un rôle majeur dans l'initiation et le 

développement de la réponse auto-immune. Des polymorphismes des auto-antigènes du 

PF et du PV ont donc été recherchés. Pour le gène de la Dsg1, un SNP est associé au PF 

sporadique (Martel et al., 2001) et endémique chez les patients tunisiens (Ayed et al., 

2002). Ce SNP est une substitution silencieuse dont l’impact reste encore mal compris. 

Une analyse combinée avec les polymorphismes HLA de classe II a démontré que 

l’association entre le SNP Dsg1 809 C/C et l’allèle DRB1*04 confère un grand risque de 

développer le PF chez des patients caucasiens français (Martel et al., 2002). Le gène de la 

Dsg3 possède 46 SNP, tous localisés dans les introns du gène. Des haplotypes de 

susceptibilité de la Dsg3 associés avec au moins une copie d'un allèle HLA connu pour 

conférer une susceptibilité pour le PV ont été décrit dans la population britannique et 

indienne (Capon et al., 2006). Ces interactions épistatiques illustrent la complexité 

génétique de ces DBAI. L’impact des polymorphismes de la Dsg1 et de la Dsg3 dans le PF 

ou le PV ne peut donc pas s’expliquer par une modification directe des auto-antigènes. 

L’implication de ces SNP dans la synthèse de transcrits alternatifs des Dsg qui 

présenteraient des épitopes nouveaux pour lesquels les LB ou LT ne sont pas tolérants, 

constitue une hypothèse intéressante (Tron et al., 2006). 
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3.1.2.2. LES GENES DE L’APOPTOSE  

Les études des variants génétiques des molécules impliquées dans l'apoptose n’ont 

fournis aucune preuve d'association pour les polymorphismes des gènes TP53 (tumor 

protein 53) et BAX (Bcl-2–associated X) dans le fogo selvagem (Köhler and Petzl-Erler, 

2006). Cependant, un variant dans le promoteur du gène ST18 (suppression of 

tumorigenicity 18), un régulateur de l'apoptose et de l'inflammation, a été associé au PV 

chez les patients Juifs et Égyptiens (Sarig et al., 2012). Ce variant fonctionnel conduit à 

une surexpression de la protéine ST18 dans la peau des patients atteints de PV par 

rapport aux individus sains. Ce variant pourrait contribuer à la pathogenèse du PV en 

stimulant la libération de cytokines dérivées des kératinocytes telles que le TNF-α, l’IL-1α 

et l’IL-6 (Yang et al., 2008) et en augmentant la sensibilité des kératinocytes aux effets 

délétères des auto-Ac (Vodo et al., 2016). 

3.1.2.3. LES GENES DU SYSTEME IMMUNITAIRE  

Les cytokines sont impliquées dans la physiopathologie du pemphigus en tant que 

molécules régulatrices et effectrices. Des niveaux accrus d’IL-4, d’IL-10, d’IL-6 et du 

facteur de nécrose tumorale α (TNF-α) ont été détectés dans le sérum des patients atteints 

de PV comparés au sérum de témoins sains. Les taux de cytokines sont corrélés avec la 

sévérité de la maladie (Bhol et al., 2000; D’Auria et al., 1997). Plusieurs auteurs ont 

rapporté des fréquences différentes de polymorphismes de plusieurs cytokines, y 

compris l’IL-4 (Toumi et al., 2013), l’IL-6 (Haddy et al., 2005; Mosaad et al., 2012; Pereira 

et al., 2004), l’IL-10 (Eberhard et al., 2005; Javor et al., 2010) et le TNF-α (Eberhard et al., 

2005; Javor et al., 2010; Mosaad et al., 2012) chez des patients atteints de pemphigus 

comparés à des témoins sains (Tavakolpour, 2018). L’analyse génétique de ces cytokines 

met en lumière de nombreuses contradictions concernant l’association entre leurs 

polymorphismes et le pemphigus pouvant être le résultat de la variabilité génétique au 

sein des différentes populations (Dar et al., 2016). Ces polymorphismes ne semblent pas 

être associés au risque de pemphigus dans la population en général, cependant, ils 

peuvent contribuer au phénomène auto-immun dans le pemphigus en faisant partie de 

son étiologie multifactorielle. 

Les gènes codants pour des points de contrôle immunitaires de l’activation des LT tels 

que CTLA-4, CD86, ou ICOS (Inducible T-cell costimulator/CD278) ont également été 

étudiés. Pour rappel, l’activation des LT par les CPA nécessite non seulement la 

présentation antigénique via l'interaction du TCR avec le complexe CMH/peptide mais 
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également des signaux de co-stimulation entre CD28 et les molécules CD80 et/ou CD86. 

Le co-récepteur CTLA-4 est un acteur-clé de l’anergie. Le récepteur ICOS est exprimé sur 

les LT activés et a plusieurs fonctions dans la régulation de la réponse immunitaire, y 

compris la formation du centre germinatif, la commutation isotypique des Ig et le 

développement des LB mémoires. Bien que généralement associés au MAI, l'analyse des 

polymorphismes du gène CTLA4 n'a montré aucune différence statistique entre les 

patients atteints de pemphigus et les témoins sains (Narbutt et al., 2010; Pavoni et al., 

2006; Pincerati et al., 2010). En revanche, des polymorphismes d’ICOS et de CD86 sont 

significativement différents entre les patients atteints de PV ou de PF et les témoins. 

(Dalla-Costa et al., 2010; Narbutt et al., 2010; Tanasilovic et al., 2017). 

Suivant la même approche, les gènes de CD40L (CD40 Ligand/CD154), de CD40, de 

BAFF et de CD19 qui participent à la co-stimulation des LB ont été étudiés dans le fogo 

selvagem. Aucune association n'a été trouvée avec des variants du gène CD19. En 

revanche, les effets combinés des certains allèles de CD40, BAFF et de CD40L sont 

amplifiés par leur coexistence chez un même individu comparé à l'effet de l'un de ces 

variants individuellement. Considérant leurs rôles, cette interaction épistatique pourrait 

influencer la susceptibilité au PF, en contribuant à l'échappement des LB aux mécanismes 

régulateurs, en conduisant à la maturation des LB en plasmocytes sécréteurs d’Ac ou en 

favorisant ainsi le phénomène d’extension épitopique (Malheiros and Petzl-Erler, 2009).  

Plus récemment, les polymorphismes des gènes liés au système du complément ont été 

étudiés dans le PF. Le système du complément comprend plus de 50 protéines. Il existe 3 

voies d’activation différentes permettant le clivage du C3 induisant in fine la formation du 

C5b-9 appelé complexe d’attaque membranaire (CAM) : la voie alterne, la voie des lectines 

et la voie classique activée par le complexe antigène-Ac (IgM ou IgG). Des variants 

génétiques localisées dans des gènes impliqués dans la voie alterne et dans celle des 

lectines ont été associés au PF, mais curieusement pas dans celle de la voie classique. Les 

polymorphismes identifiés comprennent 11 gènes : le gène MASP1 (Mannan-binding 

lectin serine protease 1), les gènes C9, C8A, C5AR1 codant pour les protéines du CAM, les 

gènes régulateurs du complément CD59, CFH, le gène C3 et les gènes CR1,CR2, CR3 et CR4 

codants pour des récepteurs du C3 (Bumiller-Bini et al., 2018; Salviano-Silva et al., 2017). 

Ces résultats ouvrent de nouvelles voies cruciales pour comprendre l'étiologie de la 

maladie. 
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 LES FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX  

La prédisposition génétique seule n'est pas suffisante pour initier le mécanisme auto-

immun menant à la maladie, comme le prouvent les observations réalisées dans les zones 

endémiques ou au sein des familles de patients. Par conséquent, l'intervention de facteurs 

environnementaux semble être cruciale pour déclencher la maladie mais également pour 

son maintien. Les facteurs inducteurs environnementaux suspectés sont nombreux et 

hétérogènes, englobant plusieurs médicaments, certains virus, des agents physiques, des 

allergènes de contact, des aliments, le microbiote (Scaglione et al., 2020) et même le stress 

émotionnel (Morell-Dubois et al., 2008). Dans la prise en charge des patients, éviter ou 

limiter ces facteurs environnementaux peut être une précaution utile et peut améliorer 

l'efficacité des traitements et réduire les risques de rechute (Tavakolpour, 2018). 

3.2.1. LES MEDICAMENTS 

Nous avons déjà évoqué les cas de pemphigus médicamenteux pour lesquels certains 

médicaments ont été identifiés comme facteur déclenchant (Ruocco et al., 2013). Ces cas 

de pemphigus induit soulignent le rôle de certains agents exogènes dans le 

développement de la maladie. Dans certains cas, la vaccination peut- être aussi considérée 

comme un facteur d'induction ou d'exacerbation du pemphigus chez les individus 

génétiquement prédisposés. Différents cas de pemphigus ont été rapportés à la suite de 

vaccination contre la grippe, l'hépatite B, la rage et le tétanos (Berkun et al., 2005; De 

Simone et al., 2008; Korang et al., 2002; Yalçin and Alli, 2007). Cependant à ce jour, aucune 

démonstration de lien entre le pemphigus et la vaccination n’est démontrée.   

3.2.2. LES INFECTIONS VIRALES  

Les infections virales, en particulier les infections herpétiques tels que le virus herpès 

simplex (HSV), le virus d’Epstein-Barr (EBV) ou le virus de l’herpès (HHV-8), sont 

suspectées d’avoir un rôle dans pathogénèse du pemphigus sur des observations 

cliniques et expérimentales (Tufano et al., 1999). Plusieurs mécanismes sont envisagés 

pour expliquer ce lien (Ruocco et al., 2014). Les lésions du tissu épithélial par le HSV 

permettraient l'exposition subséquente d’auto-antigènes tel que la Dsg1 et la Dsg3 à 

l’origine de la production d’auto-Ac. Les interférons et d'autres cytokines, que l'hôte 

produit à la suite de l’infection virale, pourraient aussi conduire à une sur-activation du 

système immunitaire menant à la DBAI.  
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3.2.3.  LES AUTRES FACTEURS  

Les facteurs nutritionnels sont rarement mentionnés comme étant des inducteurs du 

pemphigus cependant des plantes du groupe allium (oignon, ail, poireaux) possédant des 

groupes thiols et disulfures pourraient induire ou aggraver un pemphigus au même titre 

que les médicaments thiolés. Le tannin contenu dans plusieurs plantes comestibles, fruits, 

et leurs dérivés (poivre, cerise, canneberge, mûre, vin rouge et thé) est suspecté de 

favoriser l'apparition du PV. Il a été démontré que les tanins sont réactifs sur le plan 

immunologique et peuvent également provoquer une acantholyse in vitro (Brenner and 

Wohl, 2006; Brenner et al., 2003).  

Différents produits chimiques (allergènes) tels que des teintures, des solvants 

industriels, des produits de jardinage, de nettoyage à sec, de développement 

photographique et des pesticides, sont suspect d’être associés au pemphigus (Brenner et 

al., 2001). Plusieurs agents physiques, tels que les coups de soleil, les rayonnements 

ionisants, les brûlures thermiques ou électriques sont également suspect d’être associés 

au déclenchement du pemphigus (Brenner and Wohl, 2006; Tan et al., 2006). Leur 

responsabilité réelle reste cependant hypothétique. Le contact ou l’exposition systémique 

à ces facteurs chimique et physique pourrait altérer la biochimie de l'épiderme et être à 

l’origine d’une stimulation du système immunitaire ou d’une perturbation des 

mécanismes régulateurs de l'auto-immunité. Le mécanisme pathologique pourrait 

dépendre de l’exposition d'auto-antigènes et éventuellement de peptides cryptiques 

générés par la lésion tissulaire. Ces mécanismes sont également envisagées dans les cas 

de pemphigus post-chirurgical (Ruocco et al., 2013).  

 LE FOGO SELVAGEM  

Le PF endémique brésilien est un exemple qui illustre bien l’interaction entre les 

prédispositions génétiques, précédemment décrites, et les facteurs environnementaux. 

Les études épidémiologiques ont montré une association entre l'incidence du fogo 

selvagem et l'infestation avec certains insectes, dont le Simulium (également connu sous 

le nom de « mouche noire »). Ceci a conduit à l'hypothèse que ces insectes hématophages 

pourraient être le facteur déclencheur en sensibilisant les individus soit aux protéines 

salivaires de la mouche soit à des agents infectieux transmis (Eaton et al., 1998) (Figure 

16). 
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Figure 16 : Modèle étiopathogénique du fogo selvagem 
Représentation schématique des régions antigéniques reconnues par les auto-anticorps anti 
desmogléine 1 (Dsg1) chez les individus sains et les patients atteints de pemphigus foliacé vivant en 
zone endémique brésilienne. Le mimétisme antigénique avec un antigène environnemental (salive 
de simulium) aboutirait à une réaction croisée avec la Dsg1. Les individus sains des zones 
endémiques présentent des auto-anticorps IgG1 circulants non pathogènes qui reconnaissent les 
épitopes dans l'EC5 de la Dsg1. Les malades ont développé des anticorps IgG4 pathogènes spécifiques 
des domaines EC1 et EC2 de la Dsg1 par commutation de classe et par extension épitopique (Di Zenzo 
et al., 2012). 

 

Les individus sains vivants dans les zones endémiques présentent des Ac anti-Dsg1 non 

pathogènes. Ce sont des IgM et IgG de la sous-classe IgG1 dirigés contre le domaine EC5 

de la Dsg1. Les malades présentent des auto-Ac anti-Dsg1 pathogènes de sous-classe IgG4 

et des IgE se liant aux domaines EC1 et EC2 de la Dsg1 impliqués dans la pathogénèse du 

pemphigus (Warren et al., 2003). La stimualtion antigénique, initié par ces stimuli 

environnementaux chez des individus génétiquement prédisposés pourrait se diversifier 

par une extension épitopique intra-moléculaire et serait à l’origine du processus auto-

immun (Aoki et al., 2015)  

Ces études sur les interactions des facteurs génétiques et environnementaux 

fournissent des informations clés permettant de mieux appréhender, non seulement les 

mécanismes de déclenchement, mais également la pathogénèse du pemphigus.  
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4. LA PHYSIOPATHOLOGIE DU PEMPHIGUS 

Les mécanismes conduisant aux pemphigus sont complexes et loin d’être tous compris. 

Les connaissances actuelles dans la pathogenèse du pemphigus orientent vers un modèle 

multi-étapes : i) un individu prédisposé génétiquement ii) associé à un contexte 

environnemental conduit iii) à l’activation du système immunitaire. iv) Les LT et LB auto-

réactifs activés conduisent à la production d’auto-Ac. (v) La liaison d'auto-Ac aux 

kératinocytes déclenchent une cascade d’événements apoptotiques conduisant à 

l'acantholyse et à la formation de bulles cutanées et d’érosion de la peau et/ou des 

muqueuses. 

 LES MODELES EXPERIMENTAUX DE PEMPHIGUS  

Des recherches intensives menées au cours des dernières décennies à l'aide de 

différents modèles in vitro et in vivo ont permis de mieux comprendre les mécanismes 

auto-immuns sous-jacents, notamment l'activation des LT et LB auto-réactifs et la 

physiopathologie des auto-Ac dans le pemphigus. 

4.1.1. IN VITRO : LE TEST D’ACANTHOLYSE 

Le terme d’acantholyse a été inventé par Auspitz (Lever, 1951) pour désigner la perte 

de cohésion entre les cellules épidermiques observées dans l’histologie du pemphigus. Ce 

phénomène a été reproduit in vitro dans des cultures d'organe de peau humaine en 

présence d’IgG de patient atteint de PV et de PF démontrant de manière directe la 

pathogénicité des auto-Ac (Hu et al., 1978; Schiltz and Michel, 1976).   

Un test quantitatif objectif permettant de mesurer l’acantholyse a été développé. Il est 

basé sur la mesure de fragments cellulaires obtenues après une dissociation par la dispase 

II et par l’action d’un stress mécanique sur une culture de kératinocytes en monocouche 

(HaCaT) mise en présence d’auto-Ac. Évalué sur des sérums de patients ayant des 

sévérités cliniques différentes mais présentant des titres d’Ac similaires par ELISA, le test 

a permis d’obtenir des scores de dissociation parfaitement corrélés à la sévérité de la 

maladie. Il s’agit d’un outil précieux pour disséquer les mécanismes moléculaires de 

l'hétérogénéité de la pathogénicité des auto-Ac du pemphigus (Ishii et al., 2005).  

 

 



            Introduction  

-53- 
 

4.1.2. IN VIVO : LES MODELES MURINS DE PEMPHIGUS  

Plusieurs modèles animaux ont été développés afin d’étudier la physiopathologie du 

pemphigus et d’évaluer les stratégies thérapeutiques (Figure 17). A ce jour, il n’existe pas 

de modèle de pemphigus murin spontané. Les modèles murins existants sont induits par 

le transfert d'Ac ou par une immunisation active. Les études se sont concentrées 

essentiellement sur l'auto-immunité contre la Dsg3 en tant qu'auto-antigène principal du 

PV. Ces modèles in vivo ne peuvent pas reproduire la physiopathologie du pemphigus 

dans toute sa complexité qui associe des mécanismes multiples avec des effets 

synergiques et/ou cumulatifs de divers auto-Ac ciblant différents auto-antigènes des 

kératinocytes (Pollmann et al., 2018).  

4.1.2.1. LE MODELE MURIN PAR TRANSFERT PASSIF  

Dans un modèle de souris néonatales (Balb/c), Anhalt a reproduit la perte d'adhérence 

épidermique avec les caractéristiques histologiques du pemphigus par le transfert passif 

d’IgG purifiées à partir de sérums de patients atteints de PV (Figure 17 A). En utilisant ce 

modèle permettant la formation de bulles cutanées in vivo, il a démontré la pathogénicité 

de la liaison des auto-Ac du PV à leurs antigènes cibles sur les kératinocytes (Anhalt et al., 

1982). Ce modèle a également permis de suivre les changements immunologiques et 

ultra-structuraux induits par les auto-Ac au cours du temps. Le décollement de l'épiderme 

est observé de manière précoce, seulement une heure après le transfert d'IgG et le 

détachement cellulaire complet est obtenu après six heures (Takahashi et al., 1985). Le 

transfert passif d’IgG de patients PV à des souris néonatales déficientes en protéine C5 du 

complément a provoqué, de la même manière l’apparition de cloques cutanées. 

L’activation du complément n'est donc pas essentielle dans le mécanisme d’acantholyse 

(Anhalt et al., 1986). De même, les IgG purifiées à partir de sérums issus de patients 

endémique du PF brésilien, en particulier les IgG4, sont capables d’induire des lésions 

cutanées semblables à celles observées dans la maladie (Rock et al., 1989; Roscoe et al., 

1985). Il a été démontré que les effets des Ig sont dose-dépendants.  

Une version modifiée du modèle passif de transfert a été développé par l'inoculation 

de cellules d'hybridome produisant des Ac monoclonaux (Acm) anti-Dsg à des souris 

adultes (Tsunoda et al., 2003). Ce modèle de transfert passif a permis de démontrer que 

les Acm possèdent des activités pathogènes distinctes.  
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Figure 17 : Modèles murins de pemphigus 
Présentation des modèles murins du pemphigus. Le transfert passif d'Immunoglobuline G (IgG) de 
patients atteints de pemphigus à des souris néonatales provoque l’apparition de cloques avec les 
caractéristiques histologiques du pemphigus (A). Le transfert adoptif de splénocytes de souris 
déficientes en desmogléines 3 (Dsg3-/-) à des souris receveuses immuno-déficientes (Rag2-/-) 
exprimant la Dsg3 induit une production d’anticorps anti-Dsg3. Ce modèle actif murin présente les 
manifestations cliniques et histologiques de pemphigus de type muqueux (B). Le transfert adoptif de 
lymphocytes T (LT) spécifiques de la Dsg3 issus de souris transgéniques exprimant le récepteur des 
LT (TCR) spécifiques de la Dsg3 à des souris immuno-déficientes provoque une dermatite auto-
immune expérimentale caractérisée par un infiltrat cellulaire T qui cible les kératinocytes exprimant 
la Dsg3 (C). Les souris transgéniques pour la Dsg3 humaine injectées avec des IgG provenant de 
sérums de patients atteints de pemphigus développent le phénotype clinique et les caractéristiques 
histologiques du pemphigus vulgaire (D). Après une immunisation par la Dsg3 recombinante 
humaine, les souris déficientes en CMH de classe II (CMH II) transgéniques pour le gène humain HLA-
DRB1*0402 (HLA : Human Leukocyte Antigene) produisent des anticorps anti-Dsg3 humaine 
capables d’induire une acantholyse in vitro dans des échantillons de peau humaine (E) (d’après 
Kasperkiewicz et al., 2017). 
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4.1.2.2. LE MODELE MURIN DE PEMPHIGUS  

Pour étudier les mécanismes conduisant à la génération d'auto-Ac pathogènes dans le 

PV, l'auto-tolérance a été une limite au développement d'un modèle de pemphigus par 

l’immunisation forcée avec de la Dsg3 murine. Des immunisations répétées et plusieurs 

adjuvants ont été testés pour rompre cette tolérance. Pour contourner ce problème, 

Amagaï a développé un modèle de maladie active en utilisant des souris déficientes en 

Dsg3 [Dsg3 knock-out (KO)/Dsg3-/-] afin d’éliminer la tolérance immunologique établie 

contre la Dsg3. Les splénocytes (LT et LB) provenant de ces souris Dsg3-/- immunisées 

avec de la Dsg3 recombinante ont été transférés à des souris immuno-déficientes Rag2-

KO mais Dsg3 compétente pour induire une réponse auto-immune spécifique in vivo. Les 

souris receveuses ont développé des érosions orales autour du museau avec une 

acantholyse supra-basale induite par la production d'IgG spécifiques de la Dsg3 (Amagai 

et al., 2000; Koch et al., 1997b). L’immunisation préalable n’est pas essentielle car le 

transfert de splénocytes de souris Dsg3-/- non immunisées chez des souris receveuses a 

prouvé que les lymphocytes peuvent être activés directement par la Dsg3 endogène et 

conduire ainsi à la production des IgG anti-Dsg3 pathogènes (Aoki-Ota et al., 2004) 

(Figure 17 B).  

Ce modèle murin de pemphigus a permis d’isoler des LB et de générer des hybridomes 

permettant de caractériser les Acm anti-Dsg. De plus, des clones de LT réactifs à la Dsg3 

ont été générés et caractérisés. Certains de ces clones de LT sont capables d'induire un 

phénotype clinique chez des souris receveuses en activant des LB naïfs pour produire des 

IgG anti-Dsg3 pathogènes (Takahashi et al., 2008; Tsunoda et al., 2002). La comparaison 

des caractéristiques entre les lignées de LT CD4+ réactifs à la Dsg3 pathogènes et non 

pathogènes a conduit à l'identification de l'IL-4 et de l'IL-10 en tant que médiateurs 

potentiels associés à la pathogénicité. L’inhibition du phénotype clinique par l’utilisation 

d'IL-4Rα soluble a confirmé l’implication de l’IL-4 comme étant un médiateur critique 

pour la production d’Ac (Takahashi et al., 2008, 2009). De même, l'interaction 

CD40/CD40L est essentielle pour l'induction d'Ac IgG anti-Dsg3 pathogènes puisque 

l’injection d’Ac anti-CD40L (CD154) à des souris receveuses avant le transfert adoptif 

induit une tolérance et empêche la formation de bulles (Aoki-Ota et al., 2006). Les tests 

de déplétion endogène et de transfert adoptif des LT régulateurs (Treg) CD4+ CD25+ ont 

respectivement augmenté ou supprimé la production d'Ac anti-Dsg3 dans ce modèle. Les 

Treg sont donc capables d’induire une tolérance périphérique vis-à-vis de la Dsg3 
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(Yokoyama et al., 2011). Pour mieux comprendre les mécanismes de la tolérance T et le 

rôle des LT dans la production d’Ac, un transfert de LT issus de souris transgéniques 

exprimant des TCR spécifiques de la Dsg3 a été développé. Ces LT CD4+ transgéniques 

provoquent un phénotype sévère de pemphigus lorsqu'ils sont transférés chez des souris 

immuno-déficientes (Figure 17 C). En plus de la production d’Ac, une infiltration de LT a 

été observée dans la peau, présentant ainsi les caractéristiques du phénotype 

histologique du PPN (Takahashi et al., 2011). Au-delà de la compréhension mécanistique 

de l’auto-immunité, ce modèle murin de pemphigus permet d’évaluer l'efficacité de 

réactifs pharmacologiques ainsi que des thérapies cellulaires pour bloquer la production 

d'Ac (Takae et al., 2009).  

4.1.2.3. LES MODELES MURINS « HUMANISES » DE PEMPHIGUS  

Des modèles de souris récemment développés utilisent l'humanisation de l'auto-

antigène (Dsg3) ou des molécules HLA associées aux maladies (HLA-DRB1*0402) pour 

modéliser la réponse auto-immune humaine dans le pemphigus. 

 L’HUMANISATION DE L'AUTO-ANTIGENE  

L’homologie entre la protéine Dsg3 humaine et murine étant de 85,6%, les IgG 

humaines anti-Dsg3 ne sont pas capables d'induire un phénotype clinique par transfert 

passif dans une souris sauvage adulte (Ishikawa et al., 2000). Pour caractériser davantage 

la pathogénicité des IgG anti-Dsg3 humaines in vivo, un modèle murin transgénique a été 

généré en introduisant la Dsg3 humaine chez des souris Dsg3-/-. Dans ce modèle, le 

transfert passif d'IgG anti-Dsg3 provenant de patients atteints de PV conduit au 

développement des érosions muqueuses et de l’acantholyse (Culton et al., 2015) (Figure 

17 D).  

 L’HUMANISATION DES MOLECULES DU HLA  

L'association du pemphigus avec des allèles HLA de classe II distincts est un 

phénomène bien décrit comme le HLA-DRB1*0402 et le PV. Pour analyser les effets de 

l'interaction entre les peptides de la Dsg3 humaine et les molécules HLA de classe II de 

prédisposition au PV sur la production d’Ac in vivo, Eming a développé un modèle de 

souris transgénique pour le HLA de classe II humain (Eming et al., 2014). Des souris 

déficientes en CMH de classe II endogène murine (I-Aß-/-) ont été modifiées pour exprimer 

de manière transgénique différents gènes humains du HLA de classe II. Après une 
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immunisation avec la Dsg3 humaine recombinante, les souris transgéniques HLA-

DRB1*0402 développent une réponse immunitaire dépendante des LT CD4+ conduisant 

à la production d’IgG anti-Dsg3. Ces Ac sont capables d’induire in vitro la perte d'adhésion 

cellulaire des kératinocytes et une acantholyse épidermique dans des biopsies cutanées 

humaines (Figure 17 E). Le blocage de l'interaction entre les LT et les LB avec un Ac anti-

CD40L impacte la production d'IgG anti-Dsg3 démontrant ainsi que l'activation des LB est 

dépendante des LT. De plus, cette reconnaissance de la Dsg3 par les LT est spécifique des 

allèles HLA de classe II de prédisposition, puisque l'immunisation de la Dsg3 des souris 

transgéniques pour une molécule HLA non apparentée au PV ne conduit pas à la 

production d'IgG anti-Dsg3 pathogènes. En résumé, ce modèle est adapté pour étudier 

l'activation et l'interaction des LT avec des LB auto-réactifs restreint au HLA classe II. Il 

permet d’étudier des approches thérapeutiques potentielles comme les effets immuno-

modulateurs des Treg (Schmidt et al., 2016).  

 LA PHYSIOPATHOLOGIE DES AUTO-ANTICORPS DU PEMPHIGUS 

Depuis les premières études de Beutner et Jordon, le pemphigus est associé à des auto-

Ac ciblant les antigènes de surface des kératinocytes (Beutner et al., 1968). Les 

observations cliniques ont permis d’identifier un lien étroit entre les auto-Ac, le 

développement et l’évolution de la maladie (Abasq et al., 2009). La pathogénicité des auto-

Ac a également été démontrée par des observations de pemphigus néonataux. Ces 

pemphigus sont causés par la transmission placentaire des auto-Ac (IgG) de la mère à 

l’enfant. La maladie est transitoire jusqu’à la dégradation des Ac de la mère entre deux 

semaines et deux mois après la naissance (Chowdhury and Natarajan, 1998). Le 

pemphigus représente une des rares MAI pour laquelle la pathogénicité des auto-Ac est 

clairement démontrée par des observations cliniques et par diverses études in vitro et in 

vivo, précédemment décrites. Les dernières avancées de la recherche se sont portées sur 

la compréhension des mécanismes pathologiques des Ac qui conduit à l’acantholyse 

épidermique. 

4.2.1. LES AUTO-ANTICORPS ANTI-DESMOGLEINES  

L’analyse des profils des auto-Ac anti-Dsg sériques chez les patients atteints de 

pemphigus a permis de constater une corrélation entre le profil des auto-Ac et le 

phénotype clinique (Amagai et al., 1999). En effet, les sérums de patients atteints de PF 
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caractérisés par des lésions cutanées ont une réactivité contre la Dsg1. En revanche, les 

patients atteints de PV avec des atteintes localisées aux muqueuses présentes des auto-

Ac dirigés contre la Dsg3. Alors que les patients atteints de PV avec des lésions de type 

cutanéomuqueux ont des Ac dirigés contre la Dsg3 et la Dsg1 (Ishii et al., 1997). Des 

patients de type PV, dont les lésions progressent des muqueuses vers les lésions de type 

cutanéomuqueux , développent des Ac anti-Dsg1 en plus des Ac anti-Dsg3 (Hashimoto et 

al., 1997). Dans de rares cas, des patients passent du PF au PV ou vice versa, leurs profils 

d'Ac devenant caractéristiques du type de maladie (Harman et al., 2002; Komai et al., 

2001).  

4.2.1.1. LA THEORIE DE LA COMPENSATION DES DESMOGLEINES 

En 1999, Amagai propose une base logique pour comprendre comment les auto-Ac 

pathogènes induisent les phénotypes typiques du PF et du PV. La théorie de la 

compensation des Dsg est basée sur les profils d'auto-Ac combinés avec les profils 

d’expressions tissulaires de la Dsg1 et la Dsg3 pour expliquer les localisations 

histologiques distinctes des bulles dans la muqueuse et la peau entre le PF et le PV 

(Amagai, 1999) (Figure 18). Au cours du processus de différenciation de l’épiderme, la 

composition et la structure des desmosomes varient. Les constituants des desmosomes 

sont exprimés de manière séquentielle. La Dsg1 et la Dsg3 ont des profils d'expression 

inverse dans l'épiderme. La Dsg1 est prédominante dans l'épiderme superficiel alors que 

la Dsg3 n’est exprimée que dans les kératinocytes basaux (Figure 6). Dans les membranes 

muqueuses, la Dsg1 est exprimée dans l'épiderme superficiel avec peu ou pas 

d'expression dans les couches basales, alors que la Dsg3 est exprimée dans toutes les 

couches épidermiques. Cette expression différentielle des auto-antigènes explique 

pourquoi les IgG anti-Dsg1 du PF provoquent des bulles dans les couches superficielles 

de l'épiderme, mais pas dans l'épiderme profond ou la muqueuse, où l'expression de la 

Dsg3 compense la perte fonctionnelle induite par l'Ac anti-Dsg1. De même, dans le PV 

muqueux, l'IgG anti-Dsg3 provoque une acantholyse dans la couche la plus profonde des 

membranes muqueuses où l'expression de la Dsg1 est insuffisante pour compenser 

l’altération de l’adhérence de la Dsg3. Dans le cas du PV présentant des IgG anti-Dsg1 et 

anti-Dsg3, la perte d'adhérence épidermique se produit à la fois dans la peau et les 

muqueuses (Amagai et al., 1996; Mahoney et al., 1999; Stanley and Amagai, 2006). Cette 

théorie repose donc sur le postulat que la Dsg1 peut maintenir l'adhésion sans la Dsg3 et 
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vice versa, et que les Ac anti-Dsg1 et Dsg3 inactivent uniquement la Dsg correspondante 

(Payne et al., 2004). 

Figure 18 : Profils des anticorps anti-desmogléines corrélés au phénotype clinique 
Représentation schématique de la théorie de la compensation des desmogleines (Dsg) associée aux 
images histologiques (hématoxyline/éosine) de l’acantholyse supra-basale et subcornéale dans les 
biopsies de patients atteints de pemphigus vulgaire (PV) et de pemphigus foliacé (PF). Le 
développement de bulles dans la peau et/ou la muqueuse dépend du type de Dsg ciblée par les auto-
anticorps (Ac). Les Ac anti-Dsg1 dans le PF provoquent des bulles superficielles subcornéales dans la 
peau mais pas dans la muqueuse, car il existe une compensation par la Dsg3. De même, dans le PV de 
type muqueux, les Ac anti-Dsg3 provoquent l’acantholyse dans la muqueuse où la Dsg3 est 
abondante, mais n'induisent pas de cloques cutanées. Dans le PV de type cutanéomuqueux, la 
combinaison des IgG anti-Dsg3 et anti-Dsg1 induit un clivage intra-épidermique dans la couche 
basale de l’épiderme (d’après Stanley and Amagai, 2006) . 
 

4.2.1.2. LES CARACTERISTIQUES DES ANTICORPS ANTI-DESMOGLEINES  

Bien que les concentrations sériques d'IgG anti-Dsg soient généralement corrélées à 

l'activité du pemphigus, certains patients présentent une rémission clinique en gardant 

des titres d’IgG anti-Dsg élevés, ce qui reflète l'existence d’Ac anti-Dsg non pathogènes 
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(Abasq et al., 2009; Belloni-Fortina et al., 2009). Ces IgG anti-Dsg non pathogène ont été 

également détectés chez des parents du premier degré de patients PV (Kricheli et al., 

2000). Les études sur le fogo selvagem, précédemment décrites, ont établi un lien entre la 

pathogénicité des Ac et leurs caractéristiques isotypiques et antigéniques. Les individus 

sains vivants en zone endémique présentent des IgG1 dirigées contre le domaine EC5 de 

la Dsg1 et les patients atteints de PF développent un changement de sous-classe et 

d'épitope en IgG4 réactives aux domaines EC1/EC2 de la Dsg1 (Culton et al., 2008).  

 LES SPECIFICITES ISOTYPIQUES  

Les Ig sont subdivisés par la structure de leurs chaînes lourdes en cinq isotypes : l’IgG, 

l’IgM, l’IgA, l’IgD et l’IgE. Les IgA peuvent être en divisées deux sous classes (IgA1 et IgA2) 

et les IgG en quatre sous-classes (IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4) (Figure 19 et Tableau 3). 

 
Figure 19 : Structure et fonctions des anticorps 
(A)Structure schématique d’une Immunoglobuline (Ig). Toutes les Ig présentent une unité de base 
formée d’une structure comprenant quatre chaînes composées de deux chaînes légères (L) et de deux 
chaînes lourdes (H) identiques maintenues ensemble par des ponts disulfures inter et intra chaînes. 
Chaque chaîne légère est constituée d'une région constante (CL) et d'une région variable (VL). Les 
chaînes lourdes sont composées d'une région variable (VH) et de trois ou quatre régions constantes 
selon l'isotype (CH). Le clivage enzymatique permet d'isoler différents fragments : le fragment Fc 
cristallisable (Fc) et le Fragment antigen binding (Fab). Les régions variables VH et VL sont 
caractérisées par la présence de 3 régions hypervariables ou CDR (Complementary determining 
region) 1, 2 et 3 constituants le site de reconnaissance de l’antigène. (B) Représentation schématique 
des fonctions des Ig. Dans le fragment Fab, les CDR ont la capacité de se lier de manière spécifique à 
l’antigène cible et peuvent provoquer un antagonisme ou une signalisation. Le fragment Fc supporte 
les fonctions effectrices de l’anticorps comprenant : i) l’activation de la voie classique du complément 
par le C1q conduisant à la formation du complexe d’attaque membranaire (CAM) (CDC : complement 
dependent cytotoxicity), ii) l’engagement des récepteurs au fragment Fc (FcR) exprimé  par des 
cellules de l’immunité innée telles que les lymphocytes natural killer (NK) ou les macrophages 
contribuant à la cytotoxicité à médiation cellulaire (ADCC : antibody dependant cell cytotoxicity) 
ou la phagocytose.  
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Dans les MAI, les auto-Ac contribuent à la pathogénèse par de nombreux mécanismes 

comprenant : i) l'activation de la voie classique du complément aboutissant à la formation 

du CAM (CDC : complement-dependent cytotoxicity), ii) l’opsonisation et le recrutement de 

cellules immunitaires via les récepteurs Fc (FcR) permettant la phagocytose ou la 

cytotoxicité dépendante des anticorps (ADCC : antibody-dependent cell cytotoxicity), iii) la 

liaison à l'antigène entraînant la formation de complexes immuns ou l'endocytose de 

l'antigène ou la modulation directe de la fonction antigénique (Figure 19 B). À l'exception 

de ce dernier point, ces mécanismes dépendent de l’isotype et de la sous-classe de l’Ac, en 

particulier des régions constantes (Koneczny, 2018)( Tableau 3). 

Tableau 3 : Propriétés des isotypes et des sous-classes des immunoglobulines 
(d’après Schroeder and Cavacini, 2010)  
 

Dans le pemphigus, les modèles murins ont mis en évidence que le mode d’action des 

auto-Ac conduisant à l’acantholyse est indépendant de l’activation du complément 

(Anhalt et al., 1986). Les fragments d'Ac monovalents (Fab), bivalents (Fab’2) ou 
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monocaténaires recombinants (scFV : single chain variable fragment) des IgG spécifiques 

des Dsg sont capables d'induire la dissociation des kératinocytes in vitro et in vivo (España 

et al., 1997; Payne et al., 2005; Rock et al., 1989). Par conséquent, le fragment Fc des Ac 

pathogènes du pemphigus n’a qu'une importance mineure. L’analyse des sérums de 

patients pendant la phase aiguë de la maladie a montré que les Ac anti-Dsg1 et 3 sont 

principalement des IgG de la sous classe IgG4 et IgG1 (96% et 76%, respectivement) et 

parfois des sous classes IgG2 et des IgG3 (Futei et al., 2001; Jones et al., 1988). Certains 

patients présentent également, dans de plus faible proportion, des auto-Ac de type IgE 

(Nagel et al., 2010) et/ou IgA (Spaeth et al., 2001).  

La majorité des études ont démontré que les auto-Ac pathogènes appartiennent 

principalement à la sous-classe IgG4 (Allen et al., 1993; Futei et al., 2001). Cette dernière 

constitue la plus petite fraction (< 5%) des IgG. L’IgG4 présente de faibles propriétés 

d'activation du complément ou des leucocytes (Tao et al., 1993) (Tableau 3). Elle possède 

une caractéristique fonctionnelle appelée « Fab-arm exchange (FAE) » lui permettant 

d’échanger une chaîne lourde et une chaîne légère de façon aléatoire avec d’autres Ac de 

la même classe. En conséquence, une IgG4 présente deux bras (Fab) reconnaissant des 

antigènes différents, ce qui entraîne une bispécificité fonctionnellement monovalente 

(Aalberse and Schuurman, 2002; Vidarsson et al., 2014). Étant considéré comme 

immunologiquement inerte, l’IgG4 est plutôt associée à une fonction anti-inflammatoire 

et survient généralement après une exposition chronique à l'antigène (Lighaam and 

Rispens, 2016; Trampert et al., 2018). Sa production est stimulée par les cytokines Th2 

telles que l’IL-4, l’IL-13 mais également par l’IL-21 ou la cytokine immuno-régulatrice IL-

10 (Cho et al., 2014). Si l’IgG4 peut contribuer aux mécanismes de tolérance notamment 

dans l’allergie (Nakagawa and Miyamoto, 1985; Van der Zee and Aalberse, 1987), sa 

pathogénicité est associée au blocage des interactions protéine-protéine de l'antigène 

cible. L'effet pathogène de l'IgG4 dans le PV a été prouvé dans le modèle murin de 

transfert passif (Rock et al., 1989). In vitro, l’IgG4 est plus pathogène que les autres 

fractions d'IgG sériques et sa déplétion des sérums réduit leurs effets pathogénes 

(Funakoshi et al., 2012). Ainsi, la liaison des auto-Ac peut directement compromettre la 

fonction desmosomale. Néanmoins, cela ne signifie pas que l'IgG4 est l'entité pathogène 

exclusive. Les IgG1 dirigés contre la Dsg1 ou 3 peuvent également contribuer au 

mécanisme de blocage (Lo et al., 2016). Récemment, des études sur des d’hybridomes 

produits à partir de cellules de patients atteints de PV ont démontré que les Ac anti-Dsg3 
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pathogènes pouvaient dériver de la sous-classe des IgG4 mais également des IgG1 (Cho et 

al., 2014; Lo et al., 2016).  

Concernant l’évolution des isotypes entre les patients en phase aiguë et ceux en 

rémission, il existe des résultats opposés dans la littérature. Certains groupes ont relevé 

une prédominance d'IgG1 en phase de rémission (Ayatollahi et al., 2004; Bhol et al., 1995; 

Spaeth et al., 2001). Les résultats d'autres équipes n’ont pas confirmé le changement 

d'isotype de l'IgG4 à l'IgG1, ou d'un changement majeur dans la composition globale du 

profil des sous-classes d’IgG des auto-Ac en relation avec l’activité de la maladie (Dhandha 

et al., 2012; Futei et al., 2001). En revanche, les isotypes IgE et IgA des Ac anti-Dsg sont 

associés uniquement à la phase aiguë du pemphigus (Nagel et al., 2010; Spaeth et al., 

2001).  

 LES SPECIFICITES ANTIGENIQUES  

La caractérisation des Ac anti-Dsg du pemphigus a permis d’établir leurs propriétés 

pathogéniques (Amagai et al., 1995; Bhol et al., 1995). Ces études ont confirmé que la 

réponse anti-Dsg est polyclonale avec des Ac ayant des activités pathogènes distinctes. 

Une cartographie fine des épitopes avec des molécules chimériques de la Dsg1 et de la 

Dsg3 a montré que la majorité des Ac anti-Dsg de pemphigus se lient aux épitopes formés 

par les acides aminés N-terminaux des domaines EC1 et EC2 dont la conformation est 

dépendante du Ca2+ (Figure 20) (Didona and Di Zenzo, 2018). 

Figure 20 : Régions antigéniques ciblées par les anticorps anti-desmogléines 
Représentation schématique des régions antigéniques reconnues par les auto-anticorps sériques des 
patients atteints de pemphigus vulgaire (PV) (A) ou de pemphigus foliacé (PF) (B) au moment du 
diagnostic, avec un pourcentage relatif de réactivité. Dans la plupart des sérums de patients atteints 
de PV (53 patients) ou de PF (32 patients), les principaux épitopes de la desmogléine 3 (Dsg3) et de 
la desmogléine 1 (Dsg1) sont localisés dans les domaines extracellulaires 1 et 2 (EC1-2) (d’après 
(Didona and Di Zenzo, 2018; Ohyama et al., 2002). 
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La purification d’Acm issus des modèles murins puis de patients atteints de pemphigus, 

rendue possible grâce à l’essor des techniques de génie génétique, a permis d’établir leur 

pathogénicité en évaluant leur capacité à provoquer l'acantholyse dans les modèles 

expérimentaux in vitro et in vivo. En utilisant le modèle murin de PV, Tsunoda a cloné 

plusieurs Acm murins anti-Dsg3. Les IgG anti-Dsg3 pathogènes reconnaissent 

principalement l'extrémité N-terminale du domaine EC1 alors que les IgG anti-Dsg3 non 

pathogènes vont reconnaitre les parties médianes ou C-terminales des domaines EC de la 

Dsg3. Parmi eux, l'Acm murin AK23 présente une activité hautement pathogène (Tsunoda 

et al., 2003). Payne et ses collaborateurs ont rapporté les premières analyses du 

répertoire B auto-réactif de patients grâce à la production d’un certain nombre d’Acm 

pathogènes et non pathogènes humains anti-Dsg sous forme de fragment d’scFV. Ceux-ci 

sont obtenus par la méthode des « phage display », à partir de cellules mononuclées du 

sang périphérique isolés de patients atteints de PV ou de PF (Ishii et al., 2008; Payne et 

al., 2005). En utilisant des LB immortalisés par le virus d'Epstein-Barr (EBV), l’équipe de 

Di Zenzo a caractérisé des Acm anti-Dsg3 pathogènes de patients atteints de pemphigus 

(Zenzo et al., 2012). Les épitopes pertinents identifiés dans les modèles murins ont été 

confirmés. De manière similaire, l’activité pathogène de ces Acm humains est liée à la 

reconnaissance de la région N-terminale du domaine EC1 (Yeh et al., 2006). La plupart 

des épitopes critiques ont été cartographiés sur les résidus 26-87 du domaine EC1 de la 

Dsg1 et sur les résidus 25-88 du domaine EC1 de la Dsg3 (Sekiguchi et al., 2001). Cette 

liaison est dépendante du degré de maturation des Dsg. En effet, cette région des Dsg est 

masquée par un pro-peptide situé en amont du résidu Trp2 dans leurs stades de 

précurseurs inactifs. Certains des Acm non pathogènes ciblent vraisemblablement ces 

formes immatures de la Dsg1 dans le PF ou dans des donneurs sains (Yamagami et al., 

2009) et de la Dsg 3 dans le PV (Sharma et al., 2009).  

Les études cristallographiques et biochimiques des cadhérines classiques ont montré 

que les résidus dans les domaines EC1 et EC2 constituent l'interface adhésive assurant 

l'interaction en trans et en cis (Figure 21 A) (Boggon et al., 2002). La similarité structurale 

entre les cadhérines classiques et desmosomales soutien une organisation fonctionnelle 

conservée. En se basant sur ce modèle prédictif, les Acm anti-Dsg pathogènes de patients 

ou de l’hybridome AK23 se lient directement aux résidus qui interviennent dans 

l'interface adhésive (Figure 21 B). Cette reconnaissance antigénique conduit 

vraisemblablement à un encombrement stérique de l’interaction des cadhérines 
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desmosomales. Cette interférence perturbe l’adhérence et déclenchent une signalisation 

intracellulaire aboutissant à la déstabilisation des kératinocytes (Zenzo et al., 2012).  

Figure 21 : Modélisation de l’interface d’adhésion des domaines extracellulaires des 
cadhérines et des épitopes ciblés par des anticorps pathogènes anti-desmogléine 3.  
Représentation de l’analyse cristallographique de l’interface d’adhésion entre les domaines 
extracellulaire (EC) N-terminaux des cadhérines classiques avec un agrandissement de l’interaction 
des domaines EC1-2. Ces partenaires interagissent via l’insertion réciproque des résidus tryptophane 
(Trp2) dans la poche hydrophobe de la protéine opposée. Les sphères vertes représentent les ions 
calcium (Ca2+) permettant aux domaines EC des cadhérines d'adopter une conformation rigidifiée et 
fonctionnelle (A). Représentation des peptides reconnus par les anticorps monoclonaux (Acm) 
pathogènes anti-desmogléines 3 clonés à partir de patients atteints de pemphigus vulgaire (PV) ou 
issus du modèle murin de pemphigus (AK23) sur les domaines EC de la cadhérine. Les peptides 
reconnus par les Acm PVA224 sont mis en évidence en bleu et en rose, ceux du patient PVB28 en vert 
et ceux du patient PVB124 en bleu clair, rouge et vert. Les résidus d'acides aminés ciblés par AK23 
sont représentés en jaunes. L'interface trans-adhésive est indiquée par une double flèche grise et 
l’interface cis-adhésive par des doubles flèches orange. La majorité des Acm se lient a des peptides 
conformationnels N-terminaux des domaines EC1 et EC2 assurant l'adhésion en trans et en cis entre 
les cadhérines (B) (d’après Boggon et al., 2002; Katsamba et al., 2009; Zenzo et al., 2012) 
 

Néanmoins, les Acm décrits comme non pathogènes peuvent contribuer à la 

pathogénicité par un effet synergique. En effet, lorsque des hybridomes d’Acm murins 

reconnaissant différents épitopes à l'extérieur de l'interface adhésive ont été inoculés en 

combinaison, les souris immunodéficientes Rag2-/- receveuses ont développé un 

phénotype pemphigus (Kawasaki et al., 2006). Ainsi, tous les Ac anti-Dsg ont un potentiel 

pathogène à travers la réticulation de l'antigène ou d'autres mécanismes induisant une 

signalisation (Saito et al., 2012; Yoshida et al., 2017). 

Récemment, l’analyse directe des Ac de patients atteints de PV ou de PF par 

spectrométrie de masse a confirmé le caractère polyclonal de la réponse anti-Dsg. Le 

répertoire des auto-Ac sériques dans le pemphigus est beaucoup plus diversifié et 
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dynamique que ce qui avait été précédemment décrit par les études génétiques des LB 

auto-réactifs. Des clones de LB dominants produisent la plus grande partie des Ac 

circulant chez chaque patient (Chen et al., 2017). Ces clones peuvent persister chez les 

patients pendant des années avec des variations dans leurs niveaux d'expression. Cette 

dernière découverte peut expliquer pourquoi les titres des Ac anti-Dsg dosé par ELISA ne 

sont pas toujours corrélés avec l'activité clinique. En effet, la distribution sérique entre 

les clones d’Ac pathogènes et non pathogènes peut être modulée pour un même titre d’Ac 

(Hammers et al., 2018).  

4.2.2. LES AUTO-ANTICORPS NON CLASSIQUES 

Des approches récentes utilisant les puces à protéines suggèrent fortement que la 

diversité des antigènes cibles au cours du pemphigus est plus hétérogène qu’attendue 

(Tableau 4) (Kalantari-Dehaghi et al., 2011, 2013). Outre les cadhérines desmosomales 

(Ishii et al., 2015; Kljuic et al., 2003), plus de cinquante auto-antigènes ont été identifiés 

notamment des récepteurs muscariniques (mAchR) et nicotiniques (nAchR) de 

l’acétylcholine (Ach) (Nguyen et al., 2000), la pemphaxine (Px) (Nguyen et al., 2000b) et 

des protéines mitochondriales (Marchenko et al., 2010). 

Bien que leurs rôles dans la pathogénèse du pemphigus soient encore à l'étude, ces 

auto-Ac non-Dsg pourraient agir en synergie avec les IgG anti-Dsg et contribuer ainsi au 

phénotype complexe du pemphigus. Certains peuvent n'être que des phénomènes de 

propagation épitopique induits par une perte générale de tolérance. Mais dans autres cas, 

ces auto-Ac non classiques pourraient avoir des rôles pathogènes suffisants pour induire 

l’acantholyse (Pollmann et al., 2018). En effet, il a été montré que des fractions d'auto-Ac 

appauvries en Ac anti-Dsg1 et Dsg3 pouvaient être pathogènes. Des fractions d'IgG 

incluant ces auto-Ac non classiques peuvent entraîner des signes cliniques de pemphigus 

chez des souris Dsg3-/- (Vu et al., 1998). Étant un sujet de controverse, seules les quelques 

antigènes ciblés par des auto-Ac, et dont la pathogénicité a été caractérisée à ce jour, 

seront brièvement décrits (Ahmed et al., 2016).  
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Tableau 4 : Antigènes non classiques cibles des auto-anticorps du pemphigus  
Liste non exhaustive des antigènes non classiques identifiés comme cibles des immunoglobulines de 
patients atteints de pemphigus par une ou plusieurs études et par au moins deux méthodes 
indépendantes (d’après Amber et al., 2018; Grando, 2011; Sinha and Sajda, 2018). 
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4.2.2.1. LES DESMOCOLLINES  

Les Dsc, composant majeur des desmosomes, jouent un rôle important dans l'adhésion 

cellulaire. Les souris déficientes en Dsc3 épidermique développent un phénotype de type 

PV sévère (Chen et al., 2008). Diverses études ont rapporté la présence d’IgG ou d’IgA 

dirigées contre les trois isoformes de la Dsc dans le PPN (56% des patients), le PV (13% 

des patients), le PF (18% des patients) et les pemphigus végétant et herpétiforme (40% 

des patients) (Ishii et al., 2015; Mindorf et al., 2017). Les Ac ciblant la Dsc3 se sont révélés 

pathogènes in vitro et in vivo et ce même en l'absence d’Ac dirigés contre la Dsg1 ou la 

Dsg3 (Mao et al., 2010; Rafei et al., 2011; Spindler et al., 2009). La découverte de 

phénotypes cliniques et histologiques similaires dans le pemphigus anti-Dsc3 et anti-

Dsg3 confirme le rôle de l'interaction biologique de ces deux cadhérines desmosomales 

dans l'épiderme. 

4.2.2.2. LES RECEPTEURS MUSCARINIQUES ET NICOTINIQUES DE L’ACETYLCHOLINE 

L'épiderme humain possède un système cholinergique élaboré qui comprend des 

enzymes kératinocytaires impliquées dans la synthèse et la dégradation de l'Ach et des 

mAchR et des nAchR. Les voies de signalisation de ces récepteurs activent ou inhibent des 

cascades de kinases régulant l'expression des molécules d'adhésion cellulaire telles que 

les cadhérines et les intégrines (Grando, 2006). Bien qu'un rôle pathologique direct reste 

à établir, l'importance de cette signalisation dans le pemphigus est confortée par la 

capacité des agonistes muscariniques et nicotiniques à abolir l'acantholyse induite par 

des IgG de patients atteints de PV in vitro et in vivo. A l’inverse, leurs antagonistes sont 

capables d’induire la dissociation des kératinocytes en culture (Grando et al., 1995). Des 

auto-Ac dirigés contre les mAchR ont été identifiés dans le sérum de 85 à 100% des 

patients atteints de pemphigus (Nguyen et al., 1998, 2000c). Une étude plus spécifique 

des Ac anti-mAchR de type M3 a établi qu’ils sont significativement associés au pemphigus 

(100% des patients PV et PF) et corrélés à l'activité de la maladie, leurs titres diminuant 

avec la thérapie (Lakshmi et al., 2017). Il a récemment été démontré qu’en plus de la 

surface cellulaire, les nAchR sont également exprimés sur la membrane externe des 

mitochondries et qu’ils contrôlent diverses voies induisant l’apoptose intrinsèque 

(Lykhmus et al., 2014). Les Ac de patients atteints de PV sont capables de se lier aux nAchR 

à la membrane cellulaire et mitochondriales et peuvent déclencher la voie apoptotique 

impliquée dans l’acantholyse (Chernyavsky et al., 2015).  
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4.2.2.3. LA PEMPHAXINE  

La Px est une annexine qui agit comme un AchR. La pathogénicité des Ac anti-Px a été 

démontrée in vitro par la capacité à induire une acantholyse dans des cultures de 

kératinocytes. In vivo, dans des expériences de transfert passif de sérums de patients 

atteints de PV aux souris néonatales Balb/c, l’adsorption préalable des Ac anti-Px affecte 

l’apparition de lésions cutanées mais l’addition de cette fraction pré-adsorbée rétablie 

l'activité acantholytique. Les auto-Ac anti-Px seuls ne sont pas suffisants pour induire des 

lésions aux souris néonatales. L’action synergique des Ac dirigés contre différents auto-

antigènes kératinocytaires, y compris les AChR et les cadhérines desmosomales est donc 

nécessaires pour rompre l’intégrité épidermique (Nguyen et al., 2000b).  

4.2.2.4. LES PROTEINES MITOCHONDRIALES  

Les protéines mitochondriales jouent des rôles essentiels dans la machinerie cellulaire 

tels que la production d’énergie, la régulation du métabolisme, la régulation du cycle 

cellulaire et l'apoptose (McBride et al., 2006). Les patients atteints de pemphigus 

présentent des Ac qui pénètrent dans les kératinocytes via les FcR néonataux (Chen et al., 

2015) et réagissent contre une grande variété de protéines mitochondriales (Tableau 4) 

(Kalantari-Dehaghi et al., 2011, 2013). Le rôle pathogène de ces Ac anti-mitochondriaux 

dans le PV a été illustré par une réduction considérable de l’activité acantholytique in vitro 

et in vivo après leurs adsorptions des IgG de patients atteints de PV (Marchenko et al., 

2010). Le dysfonctionnement mitochondrial induit par ces auto-Ac est également étayé 

par la diminution des lésions chez les souris traitées par des médicaments protecteurs 

des mitochondries (cyclosporine A, minocycline et nicotinamide) (Kalantari-Dehaghi et 

al., 2013b). De plus, il a été démontré que ces Ac anti-mitochondriaux perturbent la 

respiration mitochondriale, le potentiel membranaire et entraînent un stress oxydatif. Ils 

provoquent des événements pro-apoptotiques entrainant la libération du cytochrome C 

et l’activation de la caspase-9 (Kalantari-Dehaghi et al., 2013b; Marchenko et al., 2010). 

Ainsi, le déclenchement des voies intrinsèques de la mort cellulaire par les Ac anti- 

mitchondiaux peut compléter les actions pro-acantholytiques des autres auto-Ac 

concourant à l'apparition des lésions. 
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4.2.3. LES MECANISMES MOLECULAIRES DE L’ACANTHOLYSE  

La réduction du nombre et de la taille des desmosomes ainsi que la rétraction de la 

kératine sont des caractéristiques ultra-structurales de la peau atteinte par le pemphigus. 

Le processus d’acantholyse est le résultat des effets simultanés et cumulatifs d’auto-Ac 

dirigés contre différents auto-antigènes des kératinocytes dont les mécanismes 

moléculaires détaillés restent débattus.  

Les données disponibles suggèrent que deux mécanismes contribuent au processus 

d’acantholyse (Saito et al., 2012). Premièrement, il a été observé que la plupart des Ac 

pathogènes ciblent les domaines adhésifs des Dsg suggérant ainsi une interférence directe 

des interactions des Dsg par un encombrement stérique. Les desmosomes perdent leurs 

propriétés adhésives. Deuxièmement, les interférences entre les liaisons des cadhérines 

modifient les voies de signalisation intracellulaires dont certaines régulent la cohésion 

cellulaire et le renouvellement des composants desmosomales. L’altération de ces voies 

de transduction conduit à une endocytose et à une déplétion en Dsg entraînant la perte 

d'intégrité et d'adhésion desmosomale. De nombreuses études ont clairement montré une 

diminution des taux de Dsg après la liaison des auto-Ac. Ces internalisations semble être 

spécifique aux isoformes de la Dsg ciblées par les auto-Ac (Calkins et al., 2006; Cirillo, 

2016; Yamamoto et al., 2007).  

Les données expérimentales sur ces voies de signalisation induites par les auto-Ac 

permettent de proposer un modèle menant à l’acantholyse par les événements suivants : 

i) la liaison d’auto-Ac aux antigènes cibles induits : ii) la phosphorylation de molécules 

d'adhésion ou de non-adhésion provoquant la dissociation du desmosome ; iii) la 

rétraction des filaments de kératines des plaques desmosomales, ainsi que la 

réorganisation du cytosquelette qui provoquent iv) une altération de la formation de 

nouveaux desmosomes et/ou l'apoptose des kératinocytes conduisant à v) la 

déstabilisation des desmosomes et un affaiblissement de l'adhésion cellulaire (Cipolla et 

al., 2017; Sinha et Sajda, 2018) (Figure 22).  
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Figure 22 : Mécanismes moléculaires de l’acantholyse dans le pemphigus  
Représentation simplifiée de la voie d'assemblage des desmosomes et schéma des voies de 
signalisation intracellulaires impliquées dans l’acantholyse. Les desmogléines (Dsg), les 
desmocollines (Dsc), les composants de la plaque desmosmale ainsi que les kératines sont 
transportés vers la membrane plasmique par des voies distinctes impliquant notamment la 
signalisation de la Rho-GTPase A (RhoA). Les auto-anticorps (auto-Ac) de patients atteints de 
pemphigus interfèrent avec l’assemblage des desmosomes naissants et favorisent la dissociation des 
desmosomes existants. La liaison des Ac aux desmogléines (Dsg) entraine des cascades de 
signalisation intracellulaire conduisant à la phosphorylation ou au clivage des composants 
desmosomaux. Les IgG anti-Dsg liées sont rapidement internalisées avec la plakoglobine (Pg) dans 
des vésicules endocytaires au sein de radeaux lipidiques, conduisant à l'appauvrissement des Dsg de 
la surface des kératinocytes. L’activation de P38-MAPK (P38) et du récepteur au facteur de 
croissance épidermique (EGFR) favorise l’internalisation des Dsg et l'inhibition de RhoA provoquent 
la rétraction de la kératine. En parallèle, l'activation de la protéine kinase C (PKC) déstabilise la 
liaison des filaments intermédiaires aux desmoplakines (Dp) de la plaque desmosomale. L’activation 
de la voie de signalisation de la tyrosine kinase Scr (Scr) induit la phosphorylation de la 
plakophiline (Pkp) qui conduit à sa translocation vers le cytosol après son détachement de la Dsg. De 
plus, le clivage des queues cytoplasmiques des cadhérines transmembranaires par les caspases peut 
favoriser leurs internalisations et leurs dégradations et ainsi contribuer à la déstabilisation de 
l'adhérence desmosomale (d’après Spindler and Waschke, 2014, 2018) .  
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Parmi la multitude de molécules de signalisation rapportées, les modifications 

d’activités de la P38-MAPK (Mitogen-activated protein kinases P38), de la protéine kinase 

C (PKC), de la tyrosine kinase Scr (Scr), de la Rho-GTPase A (RhoA) et du récepteur au 

facteur de croissance épidermique (EGFR) sont les plus pertinentes (Grando, 2011). En 

effet, l’utilisation d’inhibiteurs de la P38-MAPK (Jolly et al., 2010; Lee et al., 2009), ou de 

la PKC (Cirillo et al., 2010), ou de la Scr (Cirillo et al., 2014) ou de l’EGFR (Saito et al., 2012) 

permet de prévenir l'endocytose et la modification des filaments de kératine, ainsi que la 

perte d'adhésion cellulaire. A l’inverse, c’est l’activation de la RhoA qui bloque la 

rétraction de la kératine et prévient l’acantholyse des kératinocytes in vitro (Waschke et 

al., 2006).  

En effet, la PKC est liée aux filaments de kératines. Son activation via le Ca2+ entraîne la 

dissociation des filaments intermédiaires de kératine et la phosphorylation de la Dp, ce 

qui provoque une instabilité des desmosomes (Kröger et al., 2013). La phosphorylation 

de la P38-MAPK favorise l'internalisation de la Dsg3 ainsi que la rétraction de la kératine. 

Plus précisément, son activation déclenche une cascade de phosphorylation de la kinase 

MAPKAP2 (MAP kinase activated protein kinase 2) entrainant la phosphorylation la 

protéine Hsp27 (Heat Shock Protein 27) qui régule à la fois l’actine et le cytosquelette 

(Berkowitz et al., 2008). La P38-MAPK affecte également la signalisation de l’EGFR 

(Bektas et al., 2013), l'activation de RhoA (Waschke et al., 2006) et diverses voies 

apoptotiques. La phosphorylation d'EGFR entraîne l'internalisation et la dégradation de 

la Dsg3. La Dsg3, la Pkg et l’EGFR sont co-internalisés et transportés vers les endosomes. 

Ce processus implique les radeaux lipidiques car les composés fixant le cholestérol 

préviennent l'endocytose (Delva et al., 2008). La RhoA régule l'ancrage des protéines 

desmosomales dans le cytosquelette. Son inhibition interfère avec la réorganisation de 

l'actine et la formation des desmosomes (Spindler and Waschke, 2011). De plus, 

l'activation de la Scr conduit à la phosphorylation de la Pkp3 qui se dissocie de la Dsg3 et 

induit ensuite internalisation vers le cytosol (Cirillo et al., 2014). L'activation de l’EGFR, 

de Src, de P38-MAPK et d'autres éléments de signalisation ainsi que l'élévation du Ca2+ 

intracellulaire peuvent conduire à l'activation d’enzymes apoptotiques. L’activation des 

caspases 1, 3, 8 et 9 ainsi qu’une expression accrue des protéines apoptotiques tels que le 

ligand de la molécules Fas, le récepteur Fas, la protéine BAX et la protéine TP53 a été 

observée dans les cultures des peaux traitées avec des IgG anti-Dsg et dans les lésions de 

patients atteints de pemphigus (Wang et al., 2004). Des taux élevés du ligand de Fas ont 
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été également détectés dans les sérums de patients atteints de PV ou de PF (Puviani et al., 

2003). L'inhibition pharmacologique de la caspase 3 a confirmé l'implication 

fonctionnelle de la machinerie apoptotique dans la dissociation cellulaire (Luyet et al., 

2015). Cette activité semble découplée de l'apoptose et engage divers processus 

cellulaires précédant l'acantholyse, tels que la modification de l'adhésion via le clivage 

protéolytique des queues cytoplasmiques des Dsg (Weiske et al., 2001) et la rétraction 

des tonofilaments (Pan et al., 2011; Schmidt and Waschke, 2009). Les kératinocytes 

rétrécissent mais ne meurent pas, ce qui donne aux lésions de pemphigus une apparence 

de "pierre tombale". Grando a suggéré le terme «apoptolyse» pour décrire la contribution 

des enzymes apoptotiques au développement de l'acantholyse (Grando et al., 2009) 

(Figure 22). 

 LA REPONSE CELLULAIRE AU COURS DU PEMPHIGUS 

Bien que l'inhibition de la fonction des desmosomes par les auto-Ac soit le mécanisme 

principal conduisant à la perte d'adhésion des kératinocytes, il requière en amont une 

perte de tolérance qui implique : i) la présentation d'auto-antigènes par des CPA associée 

à des signaux de co-stimulation ii) l'activation et la différenciation des LT auxiliaires (Th : 

T helper) iii) l'activation et la différenciation des LB en plasmocytes aboutissant à la 

production d’auto-Ac pathogènes (Figure 23). 
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Figure 23 : Mécanismes cellulaires auto-immuns impliqués dans la physiopathologie 
du pemphigus.  
Schéma de la réponse auto-immune humorale conduisant à de la production d’auto-anticorps (Ac) 
et à l’acantholyse dans le pemphigus. La présentation des peptides antigéniques dérivés des 
desmogleines (Dsg) 1 ou 3 est restreinte par le complexe majeur d’histocompatibilité humain (CMH) 
de classe II de susceptibilité au pemphigus tel que le HLA (Human Leukocyte Antigene) -DRB1*04. 
Après activation par le biais du TCR (T cell receptor) et des signaux de co-stimulation, les 
lymphocytes T (LT) CD4+ naïfs vont se différencier en LT « helper » (Th) de type Th1, Th2, Th17, en 
lymphocytes T folliculaires helper (Tfh) ou en lymphocyte T régulateurs de type 1 (Tr1). Les Th2 
sécréteurs d'IL-4 et spécifiques des Dsg sont présents uniquement chez les patients atteints de 
pemphigus. Les Th2, Th17 et Tfh vont activer les lymphocytes B (LB) par des interactions directes ou 
par la sécrétion de cytokines. Les cytokines sont essentielles pour la prolifération des LB, leurs 
différenciations en plasmocytes ainsi que dans les processus d’hypermutation et de commutation 
isotypique des immunoglobulines (Ig) afin de produire des auto-Ac de haute affinité. Le 
développement de la réponse humorale auto-immune est étroitement lié à un déséquilibre entre les 
différentes populations de Th. En effet, l'IFN-γ (interféron) produit par les Th1 est capable de 
supprimer le développement des Th2. Les Tr1 étant des acteurs majeurs de tolérance périphérique, 
ils peuvent également inhiber l’activation des LT par la production d’IL-10 (interleukine). Cependant, 
l’IL-10 a des effets complexes et ambivalents et peut favoriser la commutation des Ig vers l’isotype 
IgG4 associé à la pathogénicité des Ac. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques spécifiques des Dsg 
peuvent être exceptionnellement générés et induire une réponse auto-immune cellulaire. Ils sont 
surtout observés dans les pemphigus paranéoplasiques (PPN) (d’après Kasperkiewicz et al., 2017; 
Pan et al., 2015). 
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4.3.1. LES CELLULES DU SYSTEME IMMUNITAIRE INNE  

4.3.1.1. LES KERATINOCYTES  

En plus de leur rôle primordial dans la fonction de barrière physique de la peau, les 

kératinocytes constituent une défense immunologique toute aussi importante (Nestle et 

al., 2009). Ils possèdent des PRR qui leurs permettent de moduler l’environnement 

chimique et cellulaire de la peau. Ils produisent certaines cytokines tels que l’IL-1, l’IL-6, 

l’IL-10, l’IL-18 , le TNF et des chimiokines de manière constitutive ou induite ce qui leur 

permet de moduler la réponse immunitaire (Noske, 2018). A l’état physiologique, les 

kératinocytes n'expriment pas le CMH de classe II mais ils peuvent être amenés à 

l’exprimer dans des conditions inflammatoires et jouer ainsi le rôle d’une CPA non 

professionnelle (Nickoloff and Turka, 1994). L'expression des molécules HLA-DR par les 

kératinocytes a été observée dans la peau des patients atteints de pemphigus (Picut et al., 

1987). Ainsi, la présentation des antigènes par les kératinocytes participe probablement 

à l'activation locale des LT mais leur rôle précis en tant que CPA dans le pemphigus reste 

à déterminer. 

4.3.1.2. LES CELLULES PRESENTATRICES D’ANTIGENES 

La peau est un organe très riche en CPA professionnelles, exprimant le CMH de classe 

II ainsi que les molécules co-stimulatrices nécessaires à la liaison et à l'activation des Th. 

Ces cellules forment le lien entre l’immunité innée et adaptative. Elles sont dotées de 

mécanismes de détection, d’internalisation, de dégradation et de présentation des 

peptides antigénique et jouent un rôle clé dans la spécialisation de l’immunité adaptative. 

Les DC ainsi que le sous-groupe des cellules de Langerhans constituent les principales 

populations de CPA dans l’épiderme. Cependant, les LB, les monocytes et les macrophages 

peuvent également jouer le rôle de CPA professionnelles. Les CPA cutanées sont très 

dynamiques et peuvent pénétrer dans la peau à partir de la circulation périphérique, 

migrer dans les tissus et vers les ganglions lymphatiques drainants (Kim et al., 2001). Elles 

y délivrent les 3 signaux essentiels pour la stimulation des Th et leur polarisation vers une 

fonction effectrice comprenant : i) l’interaction entre le complexe CMH/peptide 

antigénique et le TCR/CD3 ii) les molécules de co-stimulation (CD80, CD86, CD40) qui 

vont se lier à leurs ligands correspondants (CD28, CD40L) et iii) la production de 

cytokines. L’activation conduit à l’expansion clonale des cellules effectrices spécifiques de 

l’antigène, qui pourront ainsi migrer au niveau de la peau (Jung, 2004).  
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Si les DC sont essentielles pour la stimulation des Th et leur polarisation, elles jouent 

également un rôle crucial dans l’établissement de la tolérance périphérique. C’est le 

paradoxe des DC puisqu’elles sont à la fois immunogènes et tolérogènes. L’initiation d’une 

tolérance immune versus une réponse immunologique est liée à l'état de maturation et/ou 

d’activation de la DC présentant l'antigène (Lutz and Schuler, 2002). Une expression 

insuffisante des molécules co-stimulatrices peut conduire à l’anergie des LT auto-réactifs 

(Khan and Ghazanfar, 2018), l’anergie étant un état caractérisé par une incapacité des LT 

à répondre à une stimulation antigénique (Zheng et al., 2008). 

Il existe peu d’études portant sur les CPA dans le pemphigus. Les analyses 

d’immunohistochimie des infiltrats cellulaires présents dans les lésions soulignent le 

nombre accru de DC et de cellules de Langerhans dans l'épiderme des patients (Chiossi et 

al., 2004; Petzelbauer et al., 1993). Les essais, in vitro, ont démontré que les CPA de 

patients mais également d’individus en bonne santé porteurs du gène de susceptibilité 

HLA-DRB1*0402 peuvent présenter la Dsg3 et activer ainsi les Th, indiquant que le type 

de CMH de classe II et la présence de ces peptides sont d’une importance capitale pour le 

développement du pemphigus (Hertl et al., 1998b). De plus, il a été rapporté que des LT 

CD4+ de patients atteints de PV peuvent proliférer de manière spécifique lorsqu’ils sont 

cultivés en présence de lymphocytes NK exprimant : i) les molécules du CMH de classe II 

et ii) le peptide de la Dsg3. Ces LT activés sécrètent alors des cytokines pro-

inflammatoires telles que l’IL-6, l’IL-8 et l’IFN-γ (Stern et al., 2008; Takahashi et al., 2007). 

Ces observations préliminaires soulignent l’importance des cellules de l’immunité innée 

dans le contrôle du devenir de la réponse adaptative auto-immune dans le pemphigus 

(Oostingh et al., 2002).  

4.3.1. LES CELLULES DU SYSTEME IMMUNITAIRE ADAPTATIF  

Orientée par les signaux d’activation transmis par l’immunité innée, la réponse 

immune adaptive nécessite une interaction étroite entre les LT et les LB. 

4.3.1.1. LES LYMPHOCYTES T  

Les LT ne peuvent pas directement reconnaitre les antigènes, mais seulement certains 

fragments peptidiques dérivés de ces antigènes exprimés par les CPA. Naturellement, les 

LT ne réagissent pas contre les auto-antigènes en raison de la présence d'une tolérance 

immunologique centrale et périphérique. Pourtant, des LT spécifiques de la Dsg3 ont été 

détectés dans le sang périphérique de patients atteints de PV et de porteurs sains d'allèles 
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HLA de classe II associés au PV (Hertl et al., 1998b). Ces clones T auto-réactifs à la Dsg3 

reconnaissent un ensemble limité de peptides de la Dsg3 situés dans les domaines EC de 

la Dsg3, à savoir Dsg3 78–94, Dsg3 96–112, Dsg3 189–205, Dsg3 205–221 et Dsg3 250-

266 associés aux HLA-DRβ1*0402 et HLA-DQβ1*0503 (Veldman et al., 2004b). Des LT 

auto-réactifs dirigés contre la Dsg1 ont également été identifiés dans la forme endémique 

du PF (Fogo selvagem) (Lin et al., 2000).  

Normalement, la tolérance centrale élimine les LT naïfs auto-réactifs qui se 

développent dans le thymus par la présentation d’auto-antigènes sur les cellules 

thymiques (Khan and Ghazanfar, 2018). Souvent, dans les MAI, la réponse immunitaire 

est dirigée contre des peptides dérivés d'antigènes qui ne déclenchent pas cette délétion 

clonale. Cela peut être dû à une faible expression de ces antigènes dans le thymus ou au 

fait que leur expression est spécifique d’un tissu (Kreuwel and Sherman, 2001). Bien que 

la Dsg1 (Mouquet et al., 2008) et la Dsg3 (Skogberg et al., 2015) soient bien exprimées 

dans le thymus, des LT auto-réactifs échappent au mécanisme de délétion thymique et 

sont présents en périphérie chez les patients mais également chez certains individus 

sains. La tolérance centrale par délétion clonale étant imparfaite et incomplète, la 

neutralisation des LT auto-réactifs repose sur les mécanismes alternatifs de la tolérance 

périphérique tels que l'anergie, l'ignorance et l’immuno-régulation par des cellules 

régulatrices afin de prévenir le développement de la MAI (Khan and Ghazanfar, 2018).  

La présentation efficace des peptides par les CPA, sous l’influence des cytokines 

produites conduit les Th auto-réactifs naïfs à se polariser en cellules effectrices de 

manière programmée. Au cours de la dernière décennie, le spectre des sous-populations 

de lymphocytes T CD4+ effecteurs et régulateurs s’est considérablement élargi. Ces 

populations sont définies classiquement comme des lignages distincts, avec des 

phénotypes et des fonctions spécifiques (O’Shea and Paul, 2010) (Figure 24). Parmi les LT 

impliqués dans la physiopathologie du pemphigus, les lymphocytes T CD4+ effecteurs Th1 

et Th2 sont les plus connus mais les Treg, les Th17 et les LT folliculaires Helper (Tfh) ont 

également été décrits (Hertl et al., 2006; Pan et al.,2015) (Figure 23). Les analyses 

histochimiques des lésions cutanées de PV et de PF montrent davantage d’infiltrations de 

LT CD4+ que de LT CD8+. Le rôle des LT CD8+ cytotoxiques dans la pathogenèse du 

pemphigus n’étant pas clairement établit, cette population ne sera pas décrite plus 

précisément dans ce manuscrit (Giurdanella et al., 2013). 
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Figure 24 : Différenciation des lymphocytes CD4+ naïfs  
Représentation schématique de la polarisation des lymphocytes T Helper (Th). Selon 
l’environnement cytokinique conditionné par la cellule présentatrice d’antigène (CPA), le LT CD4+ 
naïf se différencie en Th de type Th1, Th2, Th17, Tfh ou Treg. Chaque Th est associé à l’expression 
d’un facteur de transcription « signature » et est caractérisé par un profil de sécrétion de cytokines 
distinctes. Bcl6 : B-cell lymphoma 6 ; CMH : complexe majeur d’histocompatibilité humain ; Foxp3 : 
Forkhead box P3 ; GATA3 : GATA binding protein 3 ; IFN : interféron ; IL : interleukine ; Rort : 
Retinoid related orphan receptor γ thymus ; STAT : signal transducer and activator of 
transcription ; Tbet : T-box transcription factor ; TCR : T cell receptor ; Tfh : lymphocyte T follicular 
helper ; TGF : transforming growth factor ; TNF : Tumor necrosis factor ; Treg : Lymphocyte T 
régulateur. 

 LES LYMPHOCYTES T HELPER TH1 ET TH2 

L’équilibre Th1/Th2 joue un rôle crucial dans les réponses immunitaires. Un 

environnement riche en IL-12 et IFN-γ induit une polarisation de type Th1 sous la 

dépendance des facteurs de transcription T-bet (Tbox transcription factor) et STAT4 

(Signal transducer and activator of transcription). Les Th1 orchestrent la réponse immune 

à médiation cellulaire responsable de l’activation des macrophages et des LT CD8+ 

cytotoxiques, privilégiée dans les réponses anti-tumorales ou antivirales. Les Th1 

produisent de l’IL-2, de l’IFN-γ et du TNF-α et expriment les récepteurs aux chimiokines 

CCR5 (C-C chemokine receptor type 5) et CXCR3 (C-X-C chemokine receptor type 3). A 

l’inverse, un environnement riche en IL-4 oriente vers la voie Th2 sous la dépendance des 

facteurs de transcription STAT5 et GATA3 (GATA binding protein 3). Les Th2 favorisent la 

réponse immunitaire humorale privilégiée lors des réponses contre des pathogènes 
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extracellulaires, en particulier dans la lutte antiparasitaire mais également dans les 

réactions allergiques. Les Th2 expriment le récepteur de chimiokines CCR4 (C-C 

chemokine receptor type 4) et vont sécréter de l’IL-4, de l’IL-5, de L’IL-6, de l’IL-10 et de 

l’IL-13 (Luckheeram et al., 2012 ; Zhu and Paul, 2008) (Figure 24).  

Si les prédispositions HLA au pemphigus contribuent à la reconnaissance des Dsg et à 

l’émergence des LT auto-réactifs chez les patients atteints de pemphigus et chez les 

individus sains, Veldman a démontré que les LT auto-réactifs dirigés contre la Dsg3 

présentent une réponse de type Th1 chez les individus en bonne santé différente de celle 

des patients atteints de PV qui est à prédominance Th2 (Veldman et al., 2003). Des LT 

auto-réactifs spécifiques de la Dsg1 avec des profils Th1 et Th2 ont été également 

retrouvés chez des patients atteints de PF (Gebhard et al., 2005). La réponse Th2 joue 

donc un rôle critique dans la pathogenèse du pemphigus, comme en témoigne l’étude 

immunohistochimique des infiltrats lymphocytaires et l’étude de l’expression des gènes 

des cytokines dans des lésions de PV et de PF (Caproni et al., 2001; Santi and Sotto, 2001). 

La majorité des études réalisées sur les profils cytokiniques ont souligné une régulation à 

la hausse de la voie Th2, avec une augmentation des taux sériques d’IL-4, d’IL-6 et d’IL-10 

chez les patients atteints de PV ou de PF par rapport aux contrôles sains et inversement, 

une diminution du taux d’IFN-γ associé au profil Th1 (Bhol et al., 2000; D’Auria et al., 

1997; Lee et al., 2017; Satyam et al., 2009). Le modèle murin de pemphigus confirme 

également le rôle de la réponse Th2 et de la cytokine IL-4 dans le mécanisme immuno-

pathologique (Takahashi et al., 2008, 2009). Ces LT auto-réactifs contribuent, par les 

signaux tels que les cytokines et les molécules de co-stimulation, à l’activation des LB 

naïfs, à leurs différenciations en LB mémoires et en plasmocytes sécréteurs d’Ac. Le 

rapport Th1/Th2 influence également la commutation isotypique des Ig. En effet, les 

cytokines Th1 tels que l’IFN-γ favorisent la commutation vers l’istotype IgG1 tandis que 

les cytokines Th2 comme l’IL-4, l’IL-10 et l’IL-13 favorisent la commutation vers l’isotype 

IgG4 qui est associé à la pathogénicité des Ac anti-Dsg (Armitage et al., 1993). Les travaux 

de Rizzo ont montré que l’activité des LT Th2 anti-Dsg3 était corrélée de manière 

significative avec l’activité de la maladie et le titre d’Ac anti-Dsg3 (Rizzo et al., 2005). Ainsi, 

pendant la phase aiguë de la maladie, le rapport Th1/Th2 est le reflet d’un déséquilibre 

de la réponse immunitaire. Cette balance évolue au cours des phases de rémission ou de 

rechute (Zhu et al., 2012).  
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 LES LYMPHOCYTES T REGULATEURS 

Les Treg jouent un rôle clé dans la tolérance périphérique. Les Treg peuvent être 

divisés en deux sous-groupes : i) Les Treg naturels (nTreg) qui sont sélectionnés par des 

interactions de haute affinité dans le thymus ; ii) les Treg induits (iTreg) ou Th3 qui sont 

issus de la différenciation des LT CD4+ naïfs à la périphérie après une présentation 

antigénique et sous l’influence de l’IL-10 et du TGF-β (transforming growth factor β) 

(Figure 24). Ces deux sous-ensembles de Treg expriment le facteur de transcription Foxp3 

(Forkhead boîte P3) ainsi que la molécule CD25 qui est la sous-unité du récepteur de 

l’IL-2. Les Treg exercent une action répressive sur les LT CD4+ et CD8+, les NK ou les LB, 

et ce de plusieurs manières. Ces mécanismes dépendent de la production de cytokines 

immuno-suppressives telles que l’IL-10 et le TGF-β ou du contact cellulaire par le biais de 

molécules immuno-modulatrices comme CTLA-4 (Zhao et al., 2017). Il existe un autre 

sous-ensemble d’iTreg appelé les lymphocytes T régulateurs de type 1 (Tr1). Les Tr1 

expriment les molécules CD4 et CD25 mais pas le FoxP3 et sécrètent principalement de 

l’IL-10 (Roncarolo et al., 2006).  

Dans de nombreuses MAI, la fonction ou le nombre de Treg sont altérés (Alice Long 

and Buckner, 2011). Dans le sang des patients atteints de PV, les analyses par cytométrie 

en flux ont révélé que la proportion de Treg CD4+ CD25fort parmi les LT CD4+ était 

considérablement réduite par rapport à des témoins sains (Sugiyama et al., 2007). Les 

travaux de Veldman ont permis d’isoler des Tr1 sécrétant de l'IL-10 spécifique de la Dsg3 

chez des témoins sains porteurs des HLA de classe II associés au PV. Ces Tr1 sont capables 

de supprimer la réponse proliférative des LT auto-réactifs spécifiques de la Dsg3. Chez les 

patients atteints de PV, ces Tr1 n'ont été que rarement détectés (Veldman et al., 2004). 

L’observation d’un ratio Th2/Tr1 fort chez les patients atteints de PV et d’un ratio faible 

chez les témoins sains suggère qu’il peut exister un équilibre physiologique entre les Th2 

et les Tr1 spécifiques de la Dsg3 nécessaire au maintien de la tolérance périphérique 

(Veldman et al., 2006). La modulation des Treg constitue donc une piste thérapeutique 

dont l’efficacité a été évaluée dans le modèle murin de pemphigus (Yokoyama et al., 2011). 

Dans le modèle murin de PV humanisé pour le HLA-DRB1*0402, le traitement par un 

superagoniste de CD28 (Acm D665) permet une augmentation marquée des Treg associée 

à une diminution de l'activation des LT spécifiques de la Dsg3 et une réduction des IgG 

anti-Dsg3 (Schmidt et al., 2016). Ces observations confirment la capacité des Treg à 

réguler l’auto-immunité et en fait des cibles thérapeutiques potentielles. 

https://www-sciencedirect-com.gate2.inist.fr/topics/immunology-and-microbiology/immunosuppression
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 LES LYMPHOCYTES T HELPER 17  

Les Th17 constituent un sous-ensemble distinct des Th caractérisés par la production 

d’IL-17A, d’IL-17F, d’IL-21 et d’IL-22. Les Th17 expriment le facteur de transcription 

RORγt (Retinoic acid related orphan receptor γ t) ainsi que des récepteurs aux chimiokines 

CCR6 (C-C chemokine receptor type 6) et CCR4 (Harrington et al., 2005). Les mécanismes 

d’activation vers la voie Th17 sont complexes et dépendent d’un réseau de cytokines 

comprenant le TGF-β, l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-21 et l’IL-23. Les voies de développement des 

Th17 et des Treg sont étroitement interconnectées et ont des rôles totalement opposés. 

Les Th17 présentent des propriétés pro-inflammatoires marquées et jouent un rôle 

important dans la réponse immune lors d’infections bactériennes et fongiques (Li et al., 

2018).  

L’importance des Th17 dans l’inflammation et l’auto-immunité est maintenant 

reconnue (Tesmer et al., 2008). Des travaux récents ont démontré l’implication de la voie 

Th17 dans la pathogenèse du pemphigus. En effet, une augmentation de la fréquence des 

Th17 est observée dans le sang des patients atteints de PV par rapport aux témoins 

(Hennerici et al., 2016; Xu et al., 2013). Les expressions géniques de RORγt et de CCR6 

utilisées comme  marqueurs des Th17,  sont augmentées dans le sang mais également 

dans les biopsies de peau des patients atteints de PV par rapport aux témoins (Asothai et 

al., 2015). L’analyse par immunohistochimie des lésions de PV et de PF confirme une 

accumulation de lymphocytes producteurs d’IL-17 (Arakawa et al., 2009). Les taux 

sériques d’IL-17 sont également élevés chez les patients atteints de pemphigus (Asothai 

et al., 2015; Timoteo et al., 2017) mais sans corrélation avec les titres des auto-Ac 

(Żebrowska et al., 2017). Les mécanismes d’action des Th17 dans le pemphigus n’ont pas 

encore été décrits. Récemment, la caractérisation de ces mécanismes chez la souris a 

permis d’établir que les Th17 peuvent directement contribuer à la prolifération des LB 

mais également influencer la commutation isotypique des Ig (Mitsdoerffer et al., 2010; 

Patakas et al., 2012). Certains chercheurs ont suggéré que l’interconnexion entre les voies 

Th17 et Treg (Bettelli et al., 2006) pourrait être à l’origine de la diminution des Treg et 

contribuer ainsi à l'activation et à la prolifération des LT et des LB conduisant à la 

production d’auto-Ac (Pan et al., 2015).  
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 LES LYMPHOCYTES T FOLLICULAIRES HELPER 

Les Tfh constituent un groupe de Th récemment découvert et localisé essentiellement 

dans les centres germinatifs (CG) (Breitfeld et al., 2000). Les CG sont des structures 

spécialisées présentes au sein des follicules riches en LB (zone B/cortex) des tissus 

lymphoïdes secondaires, dans lesquels ont lieu l'hypermutation somatique des Ig, la 

sélection des LB de haute affinité, la commutation isotypique ainsi que la différenciation 

des LB en LB mémoires ou en plasmocytes. Les Tfh produisent des taux élevés d'IL-21, 

une cytokine signature, qui agit de façon autocrine sur leur propre différenciation mais 

qui est également essentielle à la génération du CG et des plasmocytes (Eto et al., 2011; 

Zotos et al., 2010). Bien que les Tfh puissent produire des cytokines caractéristiques des 

autres sous-ensembles Th, ils représentent une lignée distincte dont le développement 

est défini par l’expression des facteurs de transcription Bcl-6 (B-cell lymphoma 6 protein) 

et STAT3 (Ray et al., 2014; Yu et al., 2009). Les Tfh sont caractérisés par une combinaison 

de molécules effectrices essentielles à leur développement et à leur fonction comprenant 

le CXCR5 (C-X-C chemokine receptor 5), des molécules de co-stimulation ICOS, CD40L, 

CD28, PD-1 (Programmed cell death 1/CD279), des récepteurs membres de la famille des 

SLAM (Signaling lymphocytic activation molecule) tel que le CD84 et des SAP (SLAM-

associating protein) (Choi et al., 2011). De multiples signaux sont impliqués dans la 

génération des Tfh. Les cytokines du microenvironnement tels que l’IL-6, l’IL-12, l’IL-21, 

l’IL-23, l’IL-27, le TGF-et l’activine A y jouent un rôle important individuellement ou 

collectivement (Read et al., 2016). En fonction des signaux reçus lors de la présentation 

de l’antigène par la CPA, le LT naïf va évoluer vers un état dit de « pré-Tfh », qui le conduit 

à migrer à la frontière entre la zone T (paracortex) et la zone B des follicules. L’expression 

de CXCR5 est essentielle à la localisation des pré-Tfh en zone T-B favorisant ainsi 

l’interaction avec les LB activés présentant l’antigène apparenté. La présentation de 

l’antigène par les LB associée aux signaux réciproques des molécules ICOSL (Inducible T-

cell costimulator Ligand/CD275), CD40, CD86, PD-L1 (Programmed death-ligand 

1/CD274), et CD84 sont importants pour la différenciation complète des Tfh et favorise 

leur survie (Figure 25). A l’issue de cette rencontre, les Tfh migrent dans la zone B ou dans 

le CG où ils contribuent à la survie, à la prolifération, à l’hypermutation somatique, à la 

commutation isotypique et à la différenciation des LB spécifiques de l'antigène (Ma et al., 

2012; Tangye et al., 2013; Ueno et al., 2015).  
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Figure 25 : Différenciation des lymphocytes T folliculaires helper  
Représentation schématique des interactions cellulaires nécessaires à la différenciation des 
lymphocytes T folliculaires helper (Tfh). Dans les tissus lymphoïdes secondaires, les cellules 
présentatrices d’antigène (CPA) induisent la polarisation des lymphocytes T (LT) CD4+ naïfs en LT 
pré-Tfh. Les CPA produisent notamment de l'IL (interleukine)-6, de l’IL-12 et de l'IL-27 qui favorisent 
l’expression de STAT3, de Bcl-6 (B-cell lymphoma 6 protein) et du récepteur aux chimiokines CXCR5 
permettant aux pré-Tfh de migrer à la frontière des zones T et B des follicules favorisant ainsi 
l’interaction avec les lymphocytes B (LB). La signalisation cellulaire induite par la présentation 
antigénique par les LB activés associée aux signaux des molécules de co-stimulation CD40L/CD40, 
ICOS/ICOS-L, CD28/CD86 et des récepteurs SAP/CD84 stimulent le développement complet des Tfh. 
Cette interaction entraine soit la différenciation des LB en plasmablastes extra-folliculaires à courte 
durée de vie, soit la formation d’un centre germinatif (CG). Au sein du CG, les Tfh contribuent à la 
différenciation de LB en plasmocytes à longue durée de vie et en LB mémoires via la sécrétion d'IL-
21 qui agit également de manière autocrine sur leur propre différentiation. BCR: B cell receptor; 
CMH: complexe majeur d’histocompatibilité humain; CXCR5: C-X-C chemokine receptor 5 ; ICOS: 
Inducible T-cell costimulatory ; ICOSL: ICOS-Ligand ; Ig : Immunoglobuline ; PD-1: Programmed cell 
death 1; PD-L1 (Programmed death-ligand 1); SAP : SLAM-associating protein, STAT : signal 
transducer and activator of transcription ; TCR : T cell recptor (d'après Ma et al., 2012).  
 

L’analyse de cette population chez l’Homme a été facilitée par la caractérisation de 

sous-ensembles de Tfh CD4+ CXCR5+ mémoires circulants (cTfh) dans le sang qui 

partagent les propriétés fonctionnelles des Tfh (Simpson et al., 2010). Ces cTfh 

comprennent en réalité plusieurs populations présentant des phénotypes et des fonctions 

uniques caractérisées par des profils de cytokiniques distincts. En évaluant l'expression 

des récepteurs aux chimiokines CXCR3 et CCR6 classiquement associés aux Th1 et Th17, 

les cTfh ont été classés en trois principaux sous-ensembles : i) les Tfh1 exprimant le 

CXCR3, le facteur de transcription T-bet et produisant de l'IFN-γ ; ii) les Tfh17 exprimant 

le CCR6, le facteur de transcription RORγt et produisant de l’IL-17A et de l’IL-22 et iii) les 

Tfh2 (CXCR3-/CCR6-) exprimant le facteur de transcription GATA3 et produisant de l’IL-

4, de l’IL-5 et de l’IL-13 (Schmitt et al., 2014). Ces sous-ensembles de Tfh produisent de 
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l'IL-21, mais il existe une hétérogénéité et chaque sous-ensemble a une capacité distincte 

d'activation des LB. Les travaux de Morita et al ont démontré que les LB naïfs sont 

stimulés par les Tfh2 et Tfh17, mais pas par les Tfh1. De plus, ces différents sous-

ensembles de Tfh semblent jouer des rôles différents dans la biologie du CG en régulant 

notamment la commutation isotypique des Ig. Les Tfh2 favorisent la sécrétion d'IgG et 

d'IgE, tandis que les Tfh17 induisent la production d'IgG et d'IgA. (Morita et al., 2011). Ces 

résultats suggèrent que les Tfh associés à différents sous-ensembles de Th influencent de 

différentes façons l'immunité humorale. Des études récentes ont proposé une régulation 

des Tfh par un sous-ensemble spécialisé appelé les LT régulateurs folliculaires (Tfr) 

partageant les caractéristiques des Tfh et des Treg exprimant le CXCR5 et le Foxp3 

(Linterman et al., 2011). Les Tfr se localisent dans des CG et y contrôlent la réponse 

immune humorale par la régulation de la population Tfh (Lim et al., 2004). Il existe encore 

peu d'études sur les Tfr dans l'auto-immunité (Maceiras et al., 2017). Par contre, il existe 

maintenant des preuves convaincantes que la dérégulation des Tfh contribue à la 

pathogenèse de MAI telles que le lupus érythémateux systémique (Choi et al., 2015a; Kim 

et al., 2018), la polyarthrite rhumatoïde (Arroyo-Villa et al., 2014) ou les maladies 

associées aux IgG4 (Akiyama et al., 2015; Chen et al., 2018). Dans ces études, l'activité de 

la maladie et/ou les titres des auto-Ac semblent corrélés à une altération de l'équilibre 

des sous-ensembles Tfh avec une dominance des Tfh2 et/ou Tfh17 par rapport aux Tfh1.  

Dans le pemphigus, les LB à l’origine des auto-Ac anti-Dsg pathogènes ont subi une 

commutation vers l’isotype IgG4 et sont à la fois hypermutés et de haute affinité (Cho et 

al., 2014; Ellebrecht et al., 2018). Ces caractéristiques sont compatibles avec une sélection 

au sein des CG et suggèrent fortement l’implication des Tfh dans le processus 

physiopathologique. Les expériences réalisées dans les modèles murins de pemphigus 

visant à bloquer l’interaction cellulaire notamment avec un Acm anti-CD40L (CD154) ont 

montré de manière convaincante que les LB et les LT sont nécessaires pour le 

développement du pemphigus (Aoki-Ota et al., 2006). Une étude plus récente souligne 

une fréquence plus élevée de cTfh dans le sang des patients atteints de PV que chez des 

témoins sains ainsi qu’une élévation des taux des cytokines sériques IL-21 et IL-27 

associées aux Tfh. Des LT auto-réactifs producteurs d'IL-21 ont également été mise en 

évidence par ELISPOT chez des patients atteints de pemphigus lors d'une stimulation ex 

vivo avec la Dsg3 (Hennerici et al., 2016). L’analyse des cellules infiltrant les lésions des 

patients atteints de pemphigus a démontré la présence de LB, de plasmocytes à IgG 
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spécifiques des Dsg associées à des LT CD4+ dans le derme de la zone lésionnelle 

suggérant la formation d’une structure lymphoïde tertiaire ectopique. Ces LT CD4+ 

infiltrant produisent de l’IL-21 mais également de l'IL-17. Cependant, ils n’expriment 

pas le Bcl-6 ou le CXCR5 comme des Tfh classiques (Yuan et al., 2017). Des études 

supplémentaires sont nécessaires pour clarifier le rôle des Tfh et leur influence sur la 

production d'auto-Ac dans le pemphigus. 

4.3.1.2. LES LYMPHOCYTES B  

Les LB sont les seules cellules capables de se différencier en cellules sécrétrices d’Ac 

ASC (antibody secreting cell) appelées plasmablastes ou plasmocytes. Outre leur rôle 

évident dans la production d’Ig, les LB ont des fonctions essentielles dans l'homéostasie 

immunitaire par la présentation antigénique et par la production de cytokines (Crawford 

et al., 2006; Harris et al., 2000). Les LB peuvent influencer le développement des réponses 

des LT CD4+ effecteurs et mémoires par la production de cytokines telles que l'IL-6, l'IFN-

γ et le TNF ou les réguler par leur capacité à produire de l’IL-10 (Lund and Randall, 2010). 

Les cytokines dérivées des LB sont essentielles pour l'ontogenèse, l'homéostasie et 

l’organisation structurelle des organes lymphoïdes secondaires en particulier dans la 

formation du CG, ainsi que pour le développement de tissus lymphoïdes tertiaires 

ectopiques (LeBien and Tedder, 2008). Les LB sont, par conséquent, les acteurs 

principaux de la réponse humorale et sont au cœur de la réponse auto-immune dans le 

pemphigus. Ce rôle central a été conforté par les premiers essais thérapeutiques avec le 

RTX. L’utilisation de cet Acm chimérique anti-CD20 provoque une déplétion profonde des 

LB et permet d’obtenir une rémission clinique chez la plupart des patients atteints de 

pemphigus (86% en rémission à 24 mois) (Joly et al., 2007). Les études de caractérisations 

génétiques et fonctionnelles des LB anti-Dsg ont été menées afin d’approfondir la 

compréhension mécanistique de la pathogenèse du pemphigus. 

 L’ONTOLOGIE DES LYMPHOCYTES B  

Au cours de leur développement, les LB subissent différentes étapes de maturation et 

de différenciation. Les sous-populations de LB sont caractérisés non seulement par 

l’expression d’une combinaison de marqueurs de surface, mais aussi par leurs voies de 

développement, leurs fonctions et leurs emplacements anatomiques (Figure 26). Deux 

étapes successives permettent de générer un répertoire lymphocytaire B, la première au 

niveau de la moelle osseuse et la seconde au niveau des organes lymphoïdes secondaires.  
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Figure 26 : Différenciation des Lymphocytes B.  
Schéma récapitulatif des stades de développement des lymphocytes B (LB) et des marqueurs de 
surfaces spécifiques des différentes sous-populations ainsi que leurs emplacements anatomiques. Les 
LB (CD19) se développent dans la moelle osseuse à partir de cellules souches hématopoïétiques. La 
transition des cellules du stade pro-B au stade pré-B dépend de la génération d'une chaîne lourde 
(VDJ-Cμ) de l’'immunoglobuline (Ig). Le récepteur des pré-B (pré-BCR) est composé de la chaîne 
lourde µ appariée à la chaîne légère de substitution (λ5 et V pré-B). La signalisation à partir du pré-
BCR régule l'assemblage des séquences V et J des chaînes légères de l’Ig avec les régions constantes 
ou (Ollila and Vihinen, 2005). L'IgM exprimée par des LB immatures modifie l'expression de 
nombreux gènes comprenant le CD20 et initie la sortie en périphérie. L’épissage alternatif de la 
chaîne lourde de la région constante δ (Cδ) génère l'IgD, qui est co-exprimée avec l'IgM sur les LB 
transitionnels (CD24fort CD38fort) et LB matures naïfs (CD24int CD38int). Le développement des LB se 
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poursuit dans les organes lymphoïdes secondaires. La reconnaissance antigénique oriente la réponse 
des LB en fonction de la spécificité de leur BCR vers une réponse T indépendante ou T dépendante 
associée ou non à la formation du centre germinatif (CG). Les LB de la zone marginale (CD21fort) 
expriment souvent des BCR polyréactifs et peuvent rapidement réagir aux antigènes T indépendants  
(type microbien) et se différencier en plasmocytes à courte durée de vie sécrétant principalement des 
IgM (Cerutti et al., 2013). Les LB folliculaires (CD23fort) sont activés par la liaison à des antigènes T 
dépendants et se développent avec l’aide des Lymphocytes T folliculaires helper (Tfh). Certains de ces 
LB vont se différencier en LB mémoires non commutés (CD27+ IgM+ IgD+/-) et en plasmocyte à courte 
durée de vie. D’autres LB induisent la formation d’un centre germinatif (CG) avec l’aide des Tfh. Au 
sein du CG, l'activation du BCR induit un processus de maturation des LB (centroblastes puis 
centrocytes) par un mécanisme d’hypermutation somatique de la région V de la chaîne lourde de l’Ig 
et par la commutation isotypique modifiant ainsi l'affinité du BCR et son isotype (de IgM à IgG, IgA 
ou IgE). In fine, les LB du CG sélectionnés donnent naissance à des LB mémoires commutés (CD27+ 
IgG+ /IgA+ /IgE+) de haute affinité et à des plasmocytes à longue durée de vie. Les plasmablastes 
(CD20- CD24- CD38++ CD27++) et les plasmocytes (CD20- CD38+ CD138+) résident dans les organes 
lymphoïdes secondaires ou se logent dans la moelle osseuse. Ces cellules n’expriment plus de BCR 
mais sécrètent des anticorps (d’après Burger and Wiestner, 2018) .  
 

Environ 90% des cellules qui s’engagent dans la lymphopoïèse B n’atteignent pas le 

stade de LB immatures. Les précurseurs des LB vont subir une série de transformations 

du stade pro-LB, au pré-LB puis LB immature (Ollila and Vihinen, 2005). Le BCR composé 

de deux chaînes lourdes et de deux chaînes légères d'Ig et de deux hétérodimères d'Igα et 

d'Igβ, va progressivement se mettre en place suite aux recombinaisons somatiques des 

gènes codant pour les domaines variables VDJ des Ig sous la dépendance des enzymes 

RAG1 et RAG2 (Recombination activating gene 1/2) (Jung and Alt, 2004) (Figure 26). On 

estime que 75% des précurseurs B nouvellement générés dans la moelle osseuse 

expriment des BCR capables de se lier à des auto-antigènes (Wardemann et al., 2003). 

Dans des circonstances normales, les mécanismes de tolérance régulent ces LB auto-

réactifs par l’induction d’apoptose lorsqu’ils rencontrent des auto-antigènes ou par la 

réédition du BCR ou encore par un processus d’anergie (Nemazee, 2017). Les LB 

immatures qui réussissent à passer ces points de contrôle poursuivront leur 

développement en périphérie.  

Les stades de développement ultérieurs des LB se situent principalement dans la rate 

et les ganglions lymphatiques. Les LB immatures co-exprimant des IgM et des IgD appelés 

« LB transitionnels » vont acquérir la capacité d’être complétements activés et d’interagir 

avec l’antigène. Les LB matures sont dits « LB naïfs » et vont progressivement se localiser 

soit dans le compartiment folliculaire B des organes lymphoïdes secondaires, soit dans la 

zone marginale située à l'interface entre la circulation et le tissu lymphoïde. Au cours de 

ce processus, les LB vont exprimer des molécules de surface spécifiques telles que la 

tyrosine phosphatase CD45, le CD19, le CD20, le CD21, le CD40 et l’ICOSL (CD275) qui 
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sont des co-récepteurs importants dans les voies de signalisation du BCR. L'activation des 

LB est déclenchée par la reconnaissance de l'antigène par le BCR (Batista and Harwood, 

2009). Cette interaction conduit à l'activation des voies de signalisation intracellulaires, à 

l'internalisation puis au traitement de l’antigène permettant la présentation des peptides 

dérivés aux LT CD4+ associés au CMH de classe II (Crawford et al., 2006). La 

différenciation des LB est guidée par la nature de l'antigène, les signaux des TLR associés, 

les signaux auxiliaires des molécules de co-stimulations ainsi que par l’environnement 

cytokinique (Nutt et al., 2015).  

On distingue deux types de réponses : i) les réponses à des antigènes T indépendants 

(lipopolysaccharides des capsules bactériennes) qui induisent une expansion des LB en 

l'absence de coopération avec les LT et une différenciation rapide en LB mémoires et en 

plasmocytes sécrétants des Ac de faibles affinités. Ils génèrent principalement des IgM 

fournissant une première ligne de défense spécifique contre les agents pathogènes. En 

générale, les LB de la zone marginale exprimant des BCR polyréactifs répondent à ces 

antigènes T indépendants souvent associés aux signaux des ligands des TLR (Cerutti et 

al., 2013). ii) Les réponses à des antigènes T dépendants, en général de nature 

glycoprotéique, sont désignés ainsi car les LB nécessitent la collaboration des LT pour se 

différencier en LB mémoires ou en plasmocytes sécrétants des Ac de haute affinité (Figure 

27). Les LB folliculaires activés par la reconnaissance antigénique migrent vers la zone T-

B inter-folliculaire où ils subissent une expansion lors de l'interaction avec les LT 

sensibilisés à l'antigène (Okada et al., 2005). L'aide des LT se présente sous la forme de 

ligands de co-stimulation (CD40L) et de cytokines (IL-4, IL-21 et l’IFN-γ) précédemment 

décrits qui stimulent la prolifération et la différenciation des LB (Shlomchik and Weisel, 

2012). Dans les zones extra-folliculaires, une fraction des LB se différencie en LB 

mémoires et en plasmablastes à courte durée de vie sécrétants principalement des IgM, 

tandis qu’une autre fraction de LB interagie avec les Tfh et initie la formation de CG dans 

les follicules secondaires (De Silva and Klein, 2015). Il a été démontré que les LB, dont le 

BCR possède une forte affinité pour l’antigène, se dirigent préférentiellement vers une 

réponse extra-folliculaire. Inversement, les LB ayant un BCR de plus faible affinité sont 

principalement dirigés vers les CG où ils subissent une maturation (Paus et al., 2006).  

Au sein du CG, l'IL-21 et les signaux de co-stimulation dérivés des Tfh contribuent à la 

génération et à la différenciation des LB de haute affinité pour l'antigène (Haberman et 

al., 2019) (Figures 25 et 27). Les CG sont scindés en deux grandes zones, la zone sombre 
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où la population de LB est très dense et se divise rapidement et la zone claire (Allen et al., 

2004). Les LB proliférant dans la zone sombre sont appelés centroblastes et subissent le 

processus d’hypermutation somatique sous le contrôle de l’enzyme AID (Activation-

induced cytidine deaminase). L'expression de l'AID introduit des mutations ponctuelles 

aléatoires dans les gènes codants pour le BCR pour augmenter son affinité pour l'antigène 

(Muramatsu et al., 2000). Les LB migrent ensuite en zone claire et sont appelés 

centrocytes. Les BCR modifiés sont contrôlés par les Tfh et par les cellules dendritiques 

folliculaires (DCF) afin d’éliminer au plus vite les LB présentant un BCR devenu auto-

réactif, déficient ou tout simplement insuffisamment affin pour l’antigène (Anderson et 

al., 2009). En effet, l’antigène est retenu en quantité limitante sous forme de complexes 

immuns par le récepteur C3d et le CD35 à la surface de DCF, seules les LB ayant des BCR 

de forte affinité pourront capter l’antigène et ainsi interagir avec les Tfh (Papa and 

Vinuesa, 2018). De plus, les LB du CG présentent une très forte expression du récepteur 

pro-apoptotique Fas associée à une faible expression de la protéine anti-apoptotique Bcl2 

(Martinez-Valdez et al., 1996). Seuls les signaux fournis par les DCF et les Tfh permettent 

leur survie, les LB incapables de recevoir ces signaux meurent par apoptose (Manser, 

2004). Ce processus de compétition aboutit à la génération de clones B mutants ayant une 

forte affinité pour l'antigène. Un sous-ensemble de ces centrocytes va subir une 

commutation isotypique (class-switch recombination) également sous le contrôle de 

l’enzyme AID. Il permet de remplacer de manière irréversible les IgM et les IgD par des 

IgA, des IgG ou des IgE afin de générer des Ac dotés de fonctions effectrices spécialisées. 

Les LB naïfs ont le potentiel pour basculer vers n'importe quel isotype et les cytokines 

sécrétées par les LT influencent la commutation isotypique (Stavnezer et al., 2008). Le 

processus de sélection et de maturation des LB est constitué de plusieurs cycles, où les LB 

re-circulent de la zone sombre à la zone claire jusqu’à l’obtention d’un BCR suffisamment 

affin pour l’antigène (Victora et al., 2010). Au stade final, les LB sélectionnés de haute 

affinité et commutés de type IgG, IgA ou IgE vont quitter le CG. Ils vont alors se différencier 

en LB mémoires ou en plasmablastes puis en plasmocytes qui migreront dans la moelle 

oseuse ou dans les muqueuses afin de produire une grande quantité d’IgG, d’IgA ou d’IgE. 

Certains plasmocytes deviendront des plasmocytes à longue durée de vie, permettant 

ainsi le maintien d’un titre élevé d’Ac sérique pendant de longues années (Radbruch et al., 

2006). Les LB mémoires sont des cellules quiescentes à longue durée de vie rapidement 

mobilisables lors d’une seconde rencontre avec l’antigène (Kurosaki et al., 2015). 
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Figure 27 : Réponse des lymphocytes B à des antigènes T dépendants 
Représentation schématique de la réponse B à des antigènes T dépendants. Les cellules dendritiques 
migrent dans les ganglions lymphatiques drainants vers la zone des lymphocytes T (LT) (zone T). 
Elles présentent les complexes peptide –CMH de classe II aux LT CD4+ naïfs spécifiques de l'antigène 
et induisent leurs proliférations et leurs différenciations en LT heper (Th). Dans la zone des 
lymphocytes B (LB) (zone folliculaire B), les LB spécifiques de l'antigène sont activés et migrent vers 
la frontière des zones T-B pour présenter les peptides antigéniques. L’interaction entre les LB et les 
LT permet de recevoir les signaux auxiliaires apparentés. Les LB et les lymphocytes T folliculaires 
(Tfh) différenciés migrent ensuite vers les follicules externes, où les LB vont proliférer (a). Certains 
de ces LB, en proliférant, vont se différencier en plasmocytes à courte durée de vie (b) donnant 
naissance aux foyers extra-folliculaires ; d’autres vont se spécialiser en LB mémoire (c) indépendants 
du centre germinatif (CG). Mais certains LB et Tfh vont former le CG. Au sein de la zone sombre du 
CG, l’expansion clonale des LB spécifiques de l'antigène s'accompagne d'une diversification du 
récepteur des LB (BCR) par l'hypermutation somatique (d). Le processus d'hypermutation somatique 
introduit des modifications de paires de bases dans les gènes de la région variable V(D)J des 
immunoglobulines (Ig). Certaines de ces mutations entraînent une modification de la séquence 
d'acides aminés. Les LB en fin de division cellulaire migrent vers la zone claire, où ils sont sélectionnés 
selon l’affinité du BCR par l’interaction avec les cellules dendritiques folliculaires et les Tfh 
spécifiques de l'antigène. Les LB qui perdent la capacité de se lier à l'antigène présenté subissent une 
apoptose. Les LB qui expriment un variant de BCR avec une plus grande affinité peuvent subir une 
commutation isotypique de l’Ig et se différencier soit en tant que LB mémoire dépendant du CG (e) 
soit en tant que plasmocytes à longue durée de vie (f) qui contribuent à la mémoire sérologique. 
Certains LB commutent et réintégrent le cycle du CG. La circulation entre la zone sombre et la zone 
claire facilite plusieurs cycles itératifs de mutation et de sélection et conduit rapidement à la 
génération de LB mémoires de haute affinité et de plasmocytes à longue durée de vie (Kurosaki et 
al., 2015).  
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 LES SOUS-POPULATIONS DE LYMPHOCYTES B  

Dans le sang périphérique, quatre sous-populations principales de LB sont 

caractérisables par une approche de cytométrie en flux via l’expression des Ig de surface 

(IgM, IgD, IgG, IgA) associée aux co-marqueurs (Maecker et al., 2012). Ces sous-

populations de LB comprennent les LB immatures appelés transitionnels (CD19+CD20+ 

CD24fort CD38fort IgM+ IgD+/-), les LB matures naïfs (CD19+ CD20+ CD24int CD38int), les LB 

mémoires ou zone marginal (CD19+ CD20+ CD27+) et les cellules plasmocytaires (CD19+ 

CD20-) (Bouaziz et al., 2014). Dans la population générale, les LB naïfs constituent la 

population principale avec 60 à 70% des LB alors que les LB mémoires ne représentent 

que 20 à 30% et les LB transitionnels entre 5 à 10% des LB totaux. Les cellules 

plasmocytaires ne sont détectées qu’a une très faible fréquence (>2%) et correspondent 

généralement à des plasmablastes récemment générés migrant vers la moelle osseuse ou 

les muqueuses (Morbach et al., 2010). Les plasmocytes exprimant la molécule d'adhésion 

CD138 sont principalement localisés dans la moelle osseuse (McCarron et al., 2017; Mei 

et al., 2009)(Mei et al., 2009). La représentation majoritaire des LB naïfs dans le sang 

s'explique par leur mobilité dans l’attente d’une rencontre antigénique, alors que la 

plupart des LB mémoires résident dans les organes lymphoïdes secondaires ou aux sites 

de drainage de l'antigène (Tangye and Tarlinton, 2009). Les LB mémoires et les 

plasmocytes sont les deux constituants principaux de la mémoire immunitaire B. L'affinité 

du BCR pour l'antigène serait à l’origine de leur différenciation. Une affinité élevée 

prédisposerait les LB activés à se différencier en cellules plasmocytaires, alors qu'une 

affinité plus faible orienterait vers un phénotype mémoire (Paus et al., 2006). 

 LES LYMPHOCYTES B MEMOIRES  

Les LB mémoires sont des cellules à très longue durée de vie exprimant 

majoritairement le marqueur de surface CD27 même si une petite fraction de LB 

mémoires CD27- a été identifiée. L’interaction de CD27 avec son ligand CD70 sur le LT 

favorise la différenciation rapide des LB mémoires activés en plasmocytes (Agematsu et 

al., 1998; Jacquot et al., 1997). La caractérisation des Ig de surface et de CD27 a permis de 

mieux distinguer l’origine et la fonction des sous-ensembles de LB mémoires (Sanz et al., 

2008). Ils peuvent être séparés en 3 catégories : i) les LB CD27+ n'ayant pas réalisé de 

commutation isotypique exprimant l'IgM et habituellement l'IgD (IgD+ CD27+) 

principalement issu de la zone marginale, contribuant à la protection contre les antigènes 

T-indépendants (Weller et al., 2004) ; ii) les LB mémoires ayant réalisé leur commutation 
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isotypique (IgD− CD27+) pouvant exprimer l’IgG, l’IgA ou l’IgE ; iii) les LB mémoires 

minoritaires dits « double négatifs » n’exprimant ni l’IgD ni le CD27 (Fecteau et al., 2006). 

La caractéristique principale des LB mémoires est leur capacité à réagir rapidement après 

une nouvelle exposition à l’antigène. Les LB mémoires ont la capacité de se différencier in 

vitro en ASC sous l'effet d'une stimulation polyclonale indépendante de l'antigène qui peut 

combiner des agonistes des TLR, des cytokines et/ou un signal CD40L. Basé sur cette 

propriété, les LB mémoires spécifiques d’un antigène peuvent être détectés et dénombrés 

dans le sang par ELISPOT (Walsh et al., 2013). Cette technique permet de révéler la 

fixation de l’Ac spécifique d’antigène sous la forme de « spots » correspondant à la 

présence d'un plasmablaste. La fréquence des LB mémoires spécifiques d’un antigène est 

ainsi déterminée en faisant le rapport du nombre de spots spécifiques avec le nombre de 

spots correspondant aux IgG totales déterminé en parallèle. Cette technique est utilisée 

notamment dans les études sur la réponse vaccinales (Jahnmatz et al., 2013) ou dans 

l’analyse de l’alloréactivitée HLA (Karahan et al., 2015, 2017). Elle est reconnue comme 

étant la technique la plus fiable de quantification du fait de la faible fréquence des LB 

spécifiques d’antigène. Néanmoins, les LB spécifiques peuvent être également 

caractérisés par cytométrie en flux grâce à la reconnaissance directe du BCR pour 

l’antigène (Odendahl et al., 2005) 

Différents modèles murins ont permis de mieux caractériser la réponse mémoire 

humorale. De par leur localisation stratégique au sein des tissus drainants, les LB 

mémoires constituent la population principale de CPA (Aiba et al., 2010). Le contact 

spécifique des LT en particulier des Tfh mémoires est une exigence stricte pour la 

réactivation des LB mémoires (MacLeod et al., 2011). Ce contact spécifique induit une 

expansion clonale accélérée des LB et des Tfh mémoires ainsi que la différenciation en 

plasmocytes de haute affinité (Ettinger et al., 2007). Les LB mémoires peuvent également 

recommencer de nouveaux cycles d’hypermutation et de sélection dans les CG, 

permettant d’élargir le répertoire B et ainsi d’optimiser la mémoire immunitaire. Il a été 

démontré que les LB mémoires IgG se différencient généralement en plasmocytes alors 

que les LB mémoires IgM vont plutôt s’orienter vers une sélection au sein d’un CG (Taylor 

et al., 2012). Une étude récente a démontré que la perte des Tfh mémoires inhibait la 

réactivation des LB mémoires et leur différenciation en plasmocytes (Ise et al., 2014). 

Chez l’homme, une étude originale sur la réponse vaccinale confirme l’implication des Tfh 

mémoires dans la réponse des LB mémoires. L’analyse de la réponse antigrippale 
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rapporte l’émergence, sept jours après vaccination, d’une population transitoire d’ASC 

dérivée des LB mémoires dans le sang périphérique et d’une population de cTfh activée 

en corrélation avec l’élévation des titres d’Ac. Après quatorze jours, les LB spécifiques de 

la grippe apparaissent dans le sang présentant principalement un phénotype mémoires 

CD27+ IgG+. Cependant un an après la vaccination, ces cellules ne sont plus retrouvées 

dans le sang périphérique. L’étude démontre que ces LB mémoires spécifiques de la 

grippe sont préférentiellement localisés dans les organes lymphoïdes secondaires ou 

dans les tissus périphériques (Koutsakos et al., 2018). 

 LES CELLULES PLASMOCYTAIRES  

La mémoire humorale repose sur la production d'Ac par le compartiment 

plasmocytaire. Le temps de demi-vie des Ig étant limité entre 2 et 3 semaines, la 

persistance de l'immunité humorale dépend des mécanismes contrôlant la production, la 

survie et l’homéostasie des cellules plasmocytaires constituées de cellules à courte et à 

longue durées de vie. Les plasmablastes générés immédiatement après la rencontre 

antigénique dans les organes lymphoïdes secondaires vont migrer via la circulation 

sanguine dans des niches spécialisées de la moelle osseuse (Odendahl et al., 2005). Le 

microenvironnement médullaire, via des interactions étroites avec les cellules 

plasmocytaires, fournit des signaux de survie et de différenciation essentiels pour générer 

des plasmocytes à longue durée de vie (Ise and Kurosaki, 2019; Kurosaki et al., 2015). 

Parmi les nombreuses molécules intervenant dans cette fonction, le CXCL12 (C-X-C Motif 

Chemokine Ligand 12) également appelé SDF1 (stromal cell-derived factor 1) et son 

récepteur CXCR4 (C-X-C chemokine receptor type 4) contrôlent la migration vers la moelle 

osseuse ; l’IL-6 (Cassese et al., 2003) et les membres de la famille du TNF tels que BAFF et 

APRIL (A proliferation inducing ligand) produits par les cellules stromales jouent un rôle 

important dans la survie et le maintien des titres d’Ac (Khodadadi et al., 2019). Outre 

l'importance de ces facteurs extrinsèques, il a également été démontré que la 

différenciation d’un LB en un plasmocyte à longue durée de vie pourrait être contrôlé par 

une programmation intrinsèque initiée dans le CG lors de l’interaction CD40/CD40L entre 

le LB et le Tfh ainsi que par la sécrétion d’IL-21 (Kuchen et al., 2007; Zotos et al., 2010). 

Les facteurs de transcription les plus importants guidant le programme de 

développement des plasmocytes sont Blimp-1 (B lymphocyte-induced maturation protein 

1), IFR4 (Interferon regulatory factor 4), XBP-1 (X-box-binding protein 1) et plus 

récemment identifié, le facteur ZBTB20 (Zinc finger and BTB domain containing 20) (Nutt 
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et al., 2011, 2015). La moelle osseuse est la principale niche des plasmocytes mais, en cas 

d’inflammation chronique, une infiltration de plasmocytes peut être détectée dans des 

tissus (Hiepe et al., 2011). Peu de choses sont actuellement connues sur la façon dont ces 

plasmocytes sont maintenus dans les tissus inflammés. 

 LES LB DANS LE PEMPHIGUS  

Dans le pemphigus, l’analyse des cellules infiltrant les lésions dans le derme des 

patients atteints de pemphigus souligne la présence tissulaire de LB, de cellules 

plasmocytaires exprimant CD138 associées à des LT CD4+ sécréteurs d’IL-21(Yuan et al., 

2017). Yuan a démontré par ELISPOT que ces LB sont des ASC capables de secréter 

directement des IgG spécifiques des Dsg. Dans le sang de patients atteints de pemphigus, 

la présence de LB mémoires anti-Dsg capables de se différencier en ASC a été établie par 

ELISPOT après stimulation antigénique spécifique in vitro (Nishifuji et al., 2000). Chez les 

patients les plus graves, des ASC anti-Dsg3 peuvent être directement détectés à des 

fréquences comprises entre 1,3 et 2,3 ASC anti-Dsg3 pour 105 PBMC. L’analyse des souris 

immunisées avec la Dsg3 recombinante a démontré que la fréquence des ASC anti-Dsg3 

est plus élevée dans la rate et la moelle osseuse que dans les ganglions lymphatiques ou 

le sang. En se basant sur ces observations, les LB mémoires spécifiques des Dsg présents 

dans la circulation ne représenteraient qu’une petite faction des LB auto-réactifs. Lors de 

la phase active de la maladie, une partie des LB anti-Dsg activés semble être libérée en 

périphérie en plus du pool mémoire. Ainsi, la fréquence des ASC anti-Dsg dans le sang 

peut refléter, dans une certaine mesure, l'activité de la maladie.  

Au cours de cette décennie, l’étude des sous-populations de LB a été affinée grâce 

à l’analyse des effets du traitement par RTX chez des patients atteints de pemphigus (Joly 

et al., 2007). La molécule cible, le CD20, est uniquement exprimée sur les LB, qui vont donc 

être éliminés après la perfusion de RTX. Cependant, le CD20 n’est pas exprimé sur les 

progéniteurs des LB ni sur les plasmocytes, permettant ainsi la reconstitution 

lymphocytaire B et le maintien de la protection humorale plasmocytaire (Riley and 

Sliwkowski, 2000). Notre équipe a démontré que le RTX entraîne une déplétion totale des 

LB dans le sang des patients atteints de pemphigus sur une période moyenne de 6 à 9 

mois. Cette déplétion s’accompagne d’une diminution drastique des taux d’IgG anti-Dsg 

alors que les réponses anti-infectieuses sont persistantes. Ces dernières ont en effet été 

évaluées par un niveau soutenu d’Ac anti-toxine tétanique et d’Ac anti-polysaccharide 

capsulaire du pneumocoque. Le dosage des IgG et IgM totales dans les sérums des patients 
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a montré une diminution des taux d’IgM uniquement (Colliou et al., 2013; Mouquet et al., 

2008). Cette diminution spécifique s’explique, en partie, parce que les IgM sont 

principalement produites par les plasmablastes et les plasmocytes à courte durée de vie, 

alors que les IgG seraient plutôt produites par des plasmocytes à longue durée de vie 

(Manz et al., 2004). Dès lors, l’effet du RTX sur le taux des IgG anti-Dsg est 

particulièrement intéressant, car il indique que les IgG anti-Dsg sont vraisemblablement 

produits par des cellules plasmocytaires à courte durée de vie qui sont continuellement 

réapprovisionnées à partir du pool de LB mémoires. En effet, si les plasmocytes à longue 

durée de vie étaient à l’origine des IgG anti-Dsg, les rémissions sérologiques après 

traitement par RTX n’auraient pas été observées (Ellebrecht and Payne, 2017). Le rôle du 

réservoir de LB mémoire semble particulièrement important dans la physiopathologie du 

pemphigus. Le retour des LB après le traitement par RTX est caractérisé par la présence 

de LB naïfs, présentant transitoirement un phénotype transitionnel 

(CD19+CD24fortCD38fort). Le ratio LB naïfs/LB mémoires est modifié et ceci, de manière 

prolongé, aboutissant à une modification profonde du répertoire lymphocytaire B 

(Colliou et al., 2013). Notre équipe a étudié la fréquence des LB circulants spécifiques de 

la Dsg1 et de la Dsg3 par cytométrie en flux grâce à l’utilisation de protéines 

recombinantes ainsi que l’expression de leurs Ig de surface (IgM, IgG). Des LB IgG+ et IgM+ 

anti-Dsg ont été mis en évidence chez les patients atteints de pemphigus a une fréquence 

moyenne de 4820 LB auto-réactifs pour 106 PBMC (Colliou et al., 2013). Chez les patients 

en rémission complète après RTX, nous observons une disparition presque complète des 

LB IgG+ anti-Dsg circulant corrélée à une diminution du taux d’IgG anti-Dsg alors que les 

LB IgM+ spécifiques des Dsg sont toujours détectables. Sur le long terme, l’effet bénéfique 

du traitement par RTX semble être associé à un blocage de la maturation des LB et du 

processus de commutation isotypique d'IgM à IgG. Nous avons également mis en évidence 

chez les patients en rémission complète que la population résurgente de LB transitionnels 

est sécrétrice d’IL-10. Elle pourrait jouer un rôle dans l’effet immunosuppresseur du RTX. 

Cette propriété sera plus détaillée dans le sous-paragraphe intitulé : les lymphocytes B 

régulateurs. Des études supplémentaires sont nécessaires afin d’identifier l’ensemble des 

mécanismes pouvant influencer ou bloquer la maturation des LB. 

Dernièrement, l’existence d’un sous ensemble distinct de LB présentant une forte 

expression de CD19 a été décrite dans le pemphigus (Liu et al., 2017). Cette sous-

population CD19fort a été précédemment caractérisée dans le lupus érythémateux 
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systémique (Culton et al., 2007; Nicholas et al., 2008). Il semblerait que l'altération de 

l'expression du CD19 puisse modifier l'équilibre entre tolérance et immunité, conduisant 

à l'auto-immunité. Le CD19 est un co-récepteur du BCR qui régule positivement la 

signalisation du BCR en formant un complexe protéique avec le CD21 et le CD81 (Tedder 

et al., 1994). Ainsi, la surexpression du CD19 et d’autres molécules co-stimulatrices telles 

que CD40, ICOSL, ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1/CD54) et OX40L (OX-40 

Ligand/CD252) observée dans cette sous-population CD19fort pourrait les rendre plus 

sensibles aux stimuli, tout en renforçant leur capacité à produire des IgG et des IgM. Cette 

population est enrichie en LB mémoires CD27+ et surexprime les récepteurs CXCR5 et 

CXCR3. L’analyse transcriptomique a révélé que les gènes impliqués dans l'activation et 

la différenciation des LB étaient surexprimés suggérant que les LB CD19fort sont à un stade 

précoce dans la différenciation plasmocytaire. Dans le lupus érythémateux systémique, il 

a été démontré par ELISPOT que cette population CD19fort est enrichie en LB auto-réactifs 

anti-Smith corrélé au titre des auto-Ac (Nicholas et al., 2008). Dans le pemphigus, le lien 

entre les LB anti-Dsg et ce sous-ensemble de LB CD19fort n’est pas encore établit mais un 

seuil d'activation plus bas pourrait expliquer une activation chronique des LB anti-Dsg et 

leur différenciation en cellules plasmocytaires productrices d'auto-Ac. 

 L'HOMEOSTASIE DES LYMPHOCYTES B  

Tout au long de leur développement, les LB sont soumis à des sélections positives et 

négatives pour assurer l'établissement d'un répertoire lymphocytaire B tolérant au soi. 

L’intensité de l'engagement du BCR est un facteur important dans la sélection négative 

des LB conduisant à l’apoptose, à la réédition du BCR ou à l’anergie. En revanche, la 

sélection positive liée à la survie et/ou à l’expansion clonale de LB se produit 

principalement en périphérie. Elle est influencée par une interaction complexe entre la 

signalisation du BCR et les signaux de survie comprenant la signalisation des TLR et/ou 

du CD40 ainsi que les voies de signalisation des facteurs de survie BAFF et APRIL. De ce 

fait, une signalisation adéquate des corécepteurs peut conférer à certains clones B un 

avantage sélectif (Rawlings et al., 2017). Dans de nombreuses MAI, ces mécanismes 

peuvent permettre aux clones B auto-réactifs de pénétrer dans le pool des LB matures. La 

survie et l'homéostasie des LB sont finement régulées aux différents stades de leur 

développement par BAFF et APRIL (Vincent et al., 2013). Ces deux ligands sont des 

protéines transmembranaires de la famille du TNF qui peuvent être clivées par protéolyse 

pour produire des formes solubles. Ils sont produits par des cellules myéloïdes, telles que 
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les DC, les polynucléaires neutrophiles, les monocytes, les macrophages mais également 

par les DCF ou les cellules du stroma (Nardelli et al., 2001). BAFF peut se lier à trois 

récepteurs distincts BAFF-R, TACI (Transmembrane activator and calcium modulator and 

cyclophilinligand interactor/CD267) et BCMA (B cell maturation antigen/CD269) 

exprimés par les LB, alors que APRIL ne se lie qu'au TACI et au BCMA (Rickert et al., 2011). 

Ces trois récepteurs BAFF-R, TACI et BCMA, ont des profils d'expression distincts sur les 

LB au cours de leur développement. Le BAFF-R est essentiel à la fois pour la survie et la 

maturation des LB immatures (Rowland et al., 2010) et soutient la commutation 

isotypique dans les CG (Castigli et al., 2005). Le TACI est essentiel pour les réponses des 

LB aux antigènes T indépendants (Figgett et al., 2013), pour la régulation de l'expansion 

des LB (Seshasayee et al., 2003) et pour la commutation isotypique en particulier vers 

l'isotype IgA (Zhang et al., 2015). Le BCMA fournit les signaux essentiels à la survie des 

plasmablastes et des plasmocytes (O’Connor et al., 2004).   

Dans de nombreuses MAI telles que le lupus érythémateux systémique (Zhang et al., 

2001), la polyarthrite rhumatoïde (Cheema et al., 2001), le syndrome de Sjögren (Groom 

et al., 2002) ou encore la PB (Asashima et al., 2006), le taux de BAFF est élevé dans le 

sérum des patients. Celui-ci peut être corrélé avec les titres des auto-Ac. Ces études 

suggèrent que BAFF joue un rôle essentiel dans l'induction de la MAI en favorisant la 

survie des LB auto-réactifs. Les données actuelles sur le pemphigus n’ont pas mis en 

évidence de différence entre les taux de BAFF chez les patients atteints de PV et chez les 

témoins (Asashima et al., 2006). Cependant dans le contexte génétique du pemphigus 

précédemment présenté, l’interaction épistatique entre certains allèles des gènes codant 

pour CD40, BAFF et CD40L observée chez les patients atteints de PF (Malheiros and Petzl-

Erler, 2009) pourrait moduler les seuils de signalisations homéostatiques. Ainsi, la 

présence de LB anti-Dsg pourrait résulter d’une sélection négative réduite et/ou d’une 

sélection positive plus importante conduisant à un répertoire naïf orienté vers l'auto-

réactivité.  

 LE REPERTOIRE ANTIGENIQUE ET ISOTYPIQUE  

La génération du répertoire antigénique B diversifié et spécifique dépend donc de trois 

principaux mécanismes qui se produisent au cours des deux phases distinctes du 

développement des LB. 
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 LA RECOMBINAISON SOMATIQUE VDJ 

La recombinaison somatique des gènes VDJ codant pour les chaines lourdes et légères 

de l’Ig a lieu au cours du développement des LB dans la moelle osseuse (Tonegawa, 1983). 

Les différents loci des Ig nécessitent des réarrangements géniques pour donner lieu à des 

gènes fonctionnels à l’aide des enzymes de recombinaison RAG-1 et RAG-2 (Figures 26 et 

28). Elles génèrent des cassures dans l’ADN double brin ciblées aux niveaux des 

séquences signals de recombinaison (SSR) qui bordent les segments V(D)J (Dudley et al., 

2005). Le système de réparation entraine la juxtaposition et la jonction d’un segment V, à 

un D et un J (V et J pour les chaînes légères) afin de former un domaine variable spécifique. 

Les régions d'ADN comprises entre les différents segments sont éliminées sous forme 

d'un ADN circulaire (épisome) (Schroeder and Cavacini, 2010). Les réarrangements des 

gènes des Ig s’effectuent dans un ordre séquentiel, avec le réarrangement des chaînes 

lourdes en premier, suivi par le réarrangement des chaînes légères. Les réarrangements 

génèrent une grande diversité, grâce à un grand nombre de combinaisons possibles entre 

les différents segments V(D)J (supérieure à 109), mais aussi grâce à différents mécanismes 

moléculaires qui introduisent un degré supérieur de diversité par des mutations 

ponctuelles, des insertions et des délétions de nucléotides dans les zones de jonction des 

segments des gènes réarrangés (Desiderio et al., 1984). A la fin de la recombinaison, si le 

réarrangement V(D)J conduit à une Ig non fonctionnelle ou ayant une affinité potentielle 

pour des auto-antigènes, le LB peut subir une réédition du BCR. Il s’agit d’une 

recombinaison supplémentaire du gène de la chaîne légère afin de générer une Ig 

fonctionnelle non auto-réactive (Mostoslavsky et al., 2004; Nemazee, 2017; Radic et al., 

1993). L’assemblage productif des chaînes lourdes (H) et légères (L) permet l'expression 

d’une IgM à la membrane des LB nouvellement générés. Après des différenciations 

supplémentaires et l’expression de l’IgD, les LB émergeants migrent vers des organes 

lymphoïdes secondaires, où ils initient la phase du développement dépendante de 

l'antigène. 
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Figure 28 : Mécanismes impliqués dans la génération du répertoire lymphocytaire B  
Représentation schématique de la recombinaison VDJ de la chaine lourde de l’immunoglobuline (Ig) 
et du processus de commutation isotypique. Au cours du développement des lymphocytes B (LB) dans 
la moelle osseuse, la région variable de la chaîne lourde (VH) de l’immunoglobuline est assemblée à 
partir des régions variable (VH), diversité (DH) et de jonction (JH) des segments de gène de l’Ig par 
la recombinaison V(D)J. Le processus de réarrangement implique le clivage des séquences de signal 
de recombinaison (SSR) dans l'ADN, encadrant les segments des gènes réarrangés, qui est effectué 
par le complexe RAG1–RAG2 (Recombination activating gene 1-2) (A). L’activation antigénique du 
LB conduit à la formation d’un centre germinatif et à l’activation enzymatique d’AID (Activation-
induced cytidine deaminase). L’AID introduit des mutations dans la région V de la chaîne lourde 
(VH) et de la chaine légère (VL) de l’immunoglobuline (Ig). Ce processus d'hypermutation somatique 
diversifie davantage le répertoire des Ig et augmente leur affinité (non représenté). L'AID intervint 
également dans la commutation isotypique en remplaçant la région constante µ par la région 
constante d’une autre Ig pour générer des IgA, des IgG ou des IgE. Le processus implique la 
génération d’une cassure d'ADN double brin au niveau des régions de commutation (S), qui 
précèdent les gènes de la région constante, suivies de la réparation de l'ADN. Cela conduit à un 
réarrangement du locus CH et à la suppression de la séquence intermédiaire sous la forme d'un 
épisome. Exemple d’une commutation d’une IgM vers une IgA1 (B) (d’après Chaudhuri and Alt, 
2004b; Xu et al., 2012b).  
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 L’HYPERMUTATION SOMATIQUE  

L’hypermutation somatique est un processus qui consiste à modifier, par des 

mutations, les locus de la région variable réarrangée de l’Ig pour générer un répertoire B 

diversifié de haute l’affinité (Papavasiliou and Schatz, 2002). Ce processus se produit 

majoritairement dans la zone sombre du CG où les centroblastes expriment fortement 

l’enzyme AID (Muramatsu et al., 2000). Cette enzyme catalyse le processus en désaminant 

les cytidines en uracile conduisant à des cassures de l’ADN double brin (Muramatsu et al., 

2000). Ces modifications sont retrouvées majoritairement au sein des motifs WRCY (W = 

A ou T, R = A ou G, et Y = C ou T) qui sont qualifiés de « points chauds » de mutation, situés 

principalement dans les régions hypervariables des CDR (complementarity-determining 

regions)(Rogozin and Diaz, 2004). La réparation de l’ADN fait intervenir les voies des 

enzymes de l’UNG (Uracil DNA Glycosylase) et de l’APE (Apuric-Apyrmidic Endonuclease) 

du BER (Base Excision Repair), les protéines du MMR (Mismatch Repair) ainsi que les ADN 

polymérases réplicatives ou translésionnelles (Hwang et al., 2015). La réparation 

mutagène des mésappariements U : G entraîne l’introduction de mutations ponctuelles ou 

plus rarement des insertions et des délétions avec un taux d'environ 10-3 changements 

par paire de bases par cycle cellulaire, ce qui est environ un million de fois supérieur au 

taux de mutation somatique spontané (Schroeder and Cavacini, 2010). A l’issue de ce 

processus, les LB ayant augmenté l'affinité de leur BCR pour l'antigène sont sélectionnés 

positivement par les DCF et les Tfh dans la zone claire du CG. 

 LA COMMUTATION ISOTYPIQUE 

La commutation isotypique correspond à un réarrangement irréversible de l’ADN 

permettant de changer d’isotype (IgM ou IgD en IgG, IgA ou IgE) afin de produire des Ac 

de même spécificité épitopique mais aux propriétés effectrices diversifiées. Il peut se 

produire à l'intérieur ou à l'extérieur des CG. Ce processus nécessite l’excision des 

séquences d’ADN situées entre le gène J et le gène codant pour une chaîne lourde qui 

impliquent un passage (switch) des exons Cµ (IgM) avec des exons en aval tels que Cγ, Cα 

ou Cε (Chaudhuri and Alt, 2004b; Stavnezer et al., 2008) (Figure 28). La commutation 

isotypique implique la génération d’une cassure de l'ADN double brin par l’enzyme AID 

au niveau des régions de commutation S (région switch), qui précèdent les gènes de la 

région constante en amont « donneur » et en aval « accepteur » ,  suivie de la réparation 

de l'ADN utilisant les activités des voies du BER et du MMR (Hwang et al., 2015). Ce 

processus conduit à un réarrangement du locus CH et à la suppression de la séquence 
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intermédiaire sous la forme d'un épisome. L'induction de la commutation isotypique 

nécessite des stimuli « primaires » qu'ils soient dépendants ou indépendants des LT et 

des stimuli « secondaires ». Les stimuli primaires, tels que l’interaction du CD40 au CD40L 

exprimé sur des LT activés et/ou l’engagement du BCR et/ou des voies de signalisation 

de TLR, induisent la commutation isotypique par l’expression de l’AID et d'autres facteurs 

de transcription entrainant des modifications épigénétiques dans les régions S (Zan and 

Casali, 2015). En synergie avec les stimuli primaires, une combinaison spécifique de 

cytokines telles que l’IL-2, l’IL-4, l’IL-6 l’IL-10, l’IL-13, l’IL-21, l’INF- et/ou le TGF-β 

(Defrance et al., 1992; Gascan et al., 1991; Pène et al., 2004; Punnonen et al., 1993; Zan et 

al., 1998) et de signaux co-stimulateurs tels que TACI et BAFF-R (Castigli et al., 2005; 

Litinskiy et al., 2002) détermine l'isotype vers lequel les LB vont s’orienter. En effet, des 

promoteurs de transcription situés en amont de chaque région S « accepteur » sont 

activés sélectivement en présence de certaines cytokines. La transcription de ces régions 

S dites « germinales » produit un transcrit non codant qui semble avoir pour fonction le 

recrutement de l’AID vers une région S spécifique afin de diriger le passage aux IgG, IgA 

et/ou IgE (Xu et al., 2012b).  

Les voies de la commutation isotypique menant aux IgG4 présentent un intérêt 

fondamental pour la pathogenèse du pemphigus. Les études in vitro sur les LB ont suggéré 

l’implication de l’IL-4, l’IL-10, l’IL-13 et/ou du TGF-β dans la commutation vers l’IgG4. 

(Gascan et al., 1991; Jeannin et al., 1998; Pène et al., 2004; Punnonen et al., 1993; Tsuboi 

et al., 2012). Ces observations sont en concordance avec la réponse de type Th2 

privilégiée dans le pemphigus (Gebhard et al., 2005; Veldman et al., 2003). Récemment, 

l’étude des Tfh dans la maladie liée aux IgG4 a souligné le rôle des Tfh2 sécréteurs d’IL-4 

et d’IL-21 dans la commutation et la production d’IgG4 (Akiyama et al., 2015, 2016).  

 LE REPERTOIRE B ANTI-DESMOGLEINE  

La caractérisation d’un répertoire B est actuellement basée sur la détermination des 

fréquences d’utilisation de certains segments des gènes VDJ, l’analyse des mutations, 

l’étude de l’idiotype en particulier du CDR3, l’identification des isotypes ainsi que l’étude 

de la relation clonale et l’analyse du lignage (Chaudhary and Wesemann, 2018). Pour 

mieux comprendre la physiopathologie des Ac anti-Dsg, les chercheurs ont cloné les 

répertoires B anti-Dsg de patients atteints de PV et de PF par la méthode des « phage 

display » (Payne et al., 2005), par la transformation par l’EBV (Zenzo et al., 2012) ou par 

la génération d’hétérohybridomes (Qian et al., 2007). En parallèle, l’analyse génétique de 
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ces répertoires a permis de mieux comprendre la manière dont les clones B anti-Dsg se 

développent et se diversifient en sous-clones.  

Le répertoire VH des Ig se compose d'environ 50 segments de gènes fonctionnels, qui 

sont divisés en 7 familles de gènes (VH1-VH7). Des biais dans l'utilisation de segments de 

gènes d’Ig sont observés dans divers contextes d'infection et d'auto-immunité (Adderson 

et al., 1991) suggérant que des antigènes particuliers induisent des réponses 

immunitaires stéréotypées. Dans le pemphigus, l'analyse génétique a montré que les Ac 

anti-Dsg1 et anti-Dsg3 utilisent préférentiellement certains gènes V pour la chaîne lourde 

(VH) et plus particulièrement ceux des familles VH1 et VH3 pour le PF et VH1, VH3 et VH4 

pour le PV (Ishii et al., 2008; Payne et al., 2005). La majorité des clones B IgG et IgM 

présentent des profils de mutation somatique compatibles avec un processus 

d’augmentation d’affinité dirigé par un antigène (Qian et al., 2007). Identifiés chez des 

patients non apparentés, certains clones B utilisant le gène VH1-46 présentent peu de 

mutations somatiques, voire aucune mutation pour acquérir une auto-réactivité vis-à-vis 

de la Dsg3 (Cho et al., 2014). Il a donc été proposé que ces clones B anti-Dsg3 portant le 

gène VH1-46 apparaissent naturellement. Ils peuvent survivre et échapper à la délétion 

ou à l'anergie, car la Dsg3 n'est pas exprimée de manière centrale dans la moelle osseuse, 

son expression est limitée à la périphérie aux épithéliums stratifiés, de sorte que les LB 

ne rencontrent probablement pas suffisamment d'antigène de la Dsg3 pour subir une 

délétion clonale (Cho et al., 2016). Ces clones pourraient être importants au début du 

développement de l’auto-immunité du pemphigus. Il est intéressant de noter que 

l’utilisation du gène VH1-46 a également été observée dans la réponse immunitaire à 

l’infection par le Rotavirus (Cho et al., 2016). La réactivité croisée avec un virus ou 

l'antigène LJM11 de glande salivaire de mouche de sable dans le Fogo Selvagem ont 

souvent été suggéré pour initier l’activation des LB anti-Dsg (Qian et al., 2016).   

Notre équipe a étudié la distribution des longueurs du CDR3 chez des patients atteints 

de pemphigus par immunoscope et a révélé une expansion clonale B en phase active de la 

maladie dans les familles VH3 et/ou VH4 (Mouquet et al., 2008b). Après leur première 

prise de RTX, les patients en rémission complète présentent un répertoire B normal de 

type gaussien. En phase active de la maladie, l'analyse des séquences des CDR3 a 

démontré la présence de séquences hautement récurrentes. Yamagami et al ont identifiés 

un motif consensus D/EXXXW dans lequel un acide aminé acide, soit un acide aspartique 

(D) soit un acide glutamique (E), est situé 4 acides aminés en amont d’un tryptophane (W) 
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dans le CDR3 de la chaîne lourde des LB produisant des Ac pathogènes anti-Dsg3 et anti-

Dsg1. Ce motif est partagé par des patients atteints de PV et de PF et par le clone AK23 

issu du modèle murin de PV. La présence du trytophane semble critique pour la 

pathogénicité de l’Ac (Yamagami et al., 2010).  

Récemment, le criblage à haut débit des LB anti-Dsg chez les patients atteints de PV a 

confirmé la prédominance des lignées IgG4, suivie par des IgA1, IgG1 et IgA2. L'analyse 

phylogénétique de ces clones B anti-Dsg a montré que la plupart des clones B anti-Dsg de 

type IgG4 n'ont pas de relation clonale avec les autres sous-classes IgA1, IgG1 et IgA2. Les 

IgG1 évoluent vers des IgA1 puis vers des IgA2 mais ne sont pas à l’origine des IgG4. Les 

clones d'IgA réagissent avec les cinq domaines EC des Dsg, tandis que les IgG4 

reconnaissent préférentiellement l’EC1. L’analyse de la propagation épitopique indique 

que cette dernière se produit rarement entre les domaines EC lors de la diversification 

par hypermutation somatique ou par commutation de classe. De plus, les lignées IgG4 

anti-Dsg qu’elles soient issues des lignées germinales VH1–46 ou des VH2–5, 2–26, 3–9, 

3–23, 3–30 et 3–49 semblent avoir développé une auto-réactivité à un stade précoce de 

leur évolution. Ainsi, malgré la coexistence d'auto-Ac IgG1 et IgG4 dans les sérums des 

patients atteints de pemphigus, la commutation de classe d'IgG1 n'est pas une voie 

dominante pour la production d'IgG4. Il s’agit vraisemblablement d’un développement 

indépendant à partir d'un précurseur commun ou divergent (Ellebrecht et al., 2018).  

Ces observations confortent l’hypothèse d’un répertoire B naïf naturellement orienté 

vers l'auto-réactivité créant par recombinaison V(D)J à des fréquences rares des IgM anti-

Dsg non pathogènes, comme les LB VH1-46. De même, il existe naturellement un 

répertoire B anti-Dsg1 non pathogène chez des individus sains comme le montre le 

criblage d'une banque de phage display (Cho et al., 2016; Yamagami et al., 2009) ainsi que 

la détection d'Ac sérique anti-Dsg à faible titre (Kricheli et al., 2000). Cela corrobore nos 

observations sur l’effet à long terme du RTX sur la diminution du nombre de LB IgG anti-

Dsg mais pas celui des IgM chez les patients en rémission complète par rapport à des 

patients ayant un pemphigus récemment diagnostiqué (Colliou et al., 2013).  

La présence de clones auto-réactifs IgM ne semble donc pas être suffisante pour induire 

l'auto-immunité morbide. Par conséquent, des signaux immunitaires supplémentaires 

sont nécessaires pour initier l'activation des clones B auto-réactifs et conduire à la 

différenciation en ASC. La voie d’activation de ces LB responsables de la production des 

IgG anti-Dsg n’est pas encore clairement établit car il reste difficile de déterminer si ces 
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ASC pathogènes sont dérivés d'une réponse extra-folliculaire ou au sein d'un CG voir des 

deux voies en parallèle. Cette question est essentielle pour le traitement du pemphigus. Si 

les patients atteints de pemphigus présentent un défaut persistant de tolérance, de 

nouveaux clones B anti-Dsg pourrait se développer et conduire à une rechute. Mais si 

l’origine des LB anti-Dsg pathogènes est un événement stochastique périphérique, 

l’élimination de ces LB pourraient permettre une rémission définitive. Les analyses 

longitudinales des répertoires B IgG anti-Dsg ont démontré une persistance des clones B 

anti-Dsg identifiés par leur CDR3 chez deux patients atteint de PV lors des rechutes après 

un traitement par corticothérapie et Mycophénolate mofétil (Hammers et al., 2015). Cette 

étude n’a détecté qu’un seul nouveau clone B au cours du temps suggérant que 

l’émergence de LB IgG anti-Dsg n’est pas un processus fréquent, ni continu (Hammers et 

al., 2018). De plus, l’un de ces patients a été traité par RTX en deuxième intention. Après 

4 perfusions, plus aucun clone IgG auto-réactif n’est détecté. L’observation de l’absence 

de clone B anti-Dsg a été confortée chez deux autres patients atteints de PV en rémission 

complète longue après RTX soulignant qu’une déplétion complète des LB pathogènes est 

possible. Ces résultats corroborent nos données cytométriques sur la baisse de fréquence 

dans le sang des LB IgG anti-Dsg après le traitement par RTX (Colliou et al., 2013). 

Néanmoins, nous avons constaté dans cette étude à 5 ans que de nombreux patients 

(80%) ont rechuté après un seul cycle d’injection de RTX. Il est probable que des LB anti-

Dsg nichés dans la peau (Yuan et al., 2017), dans la moelle osseuse et/ou les organes 

lymphoïdes secondaires ne soient pas totalement éliminés par un seul cycle de RTX. Ces 

cellules pourraient proliférer et se différencier en ACS entrainant une élévation des titres 

d’Ac anti-Dsg généralement constatée lors des rechutes (Ellebrecht and Payne, 2017). Au-

delà de son effet direct sur les LB et sur les clones B auto-réactifs, le RTX influence 

également l’ensemble du système immunitaire car les LB ont de nombreuses fonctions 

effectrices et régulatrices qui ont été mise en lumière lors de leur déplétion.  

 LES FONCTIONS EFFECTRICES DES LYMPHOCYTES B 

Le rôle des LB dans les MAI est largement associé à la production d’auto Ac. Cependant, 

l'auto-immunité est complexe et implique les autres fonctions des LB. Ces fonctions 

effectrices incluent la production de cytokines, de chimiokines et la présentation de 

l'antigène. Grâce à ces fonctions, les LB peuvent influencer profondément la formation et 

l’organisation des tissus lymphoïdes secondaires ou tertiaires et moduler les LT et les DC.  



            Introduction  

-105- 
 

Pendant l’organogènese, les cytokines dérivées des LB comme la lymphotoxine α1β2 

(LT α1β2) ou le TNF guident le développement des tissus lymphoïdes (Tumanov et al., 

2002). Lors des réponses immunologiques, les organes lymphoïdes secondaires subissent 

un remodelage structural profond avec la formation de CG induit notamment par la 

LTα1β2 produite par les LB (Shen and Fillatreau, 2015). De même, les LB sont au cœur du 

développement de tissus lymphoïdes tertiaires au niveau des sites ectopiques 

(Alsughayyir et al., 2017). Dans la peau, ces structures également appelées iSALT 

(inducible skin-associated lymphoid tissues), ont été observées à proximité des sites 

d’inflammation lors d’infection ou de MAI comme dans le lupus érythémateux systémique 

(Kogame et al., 2018), le syndrome de Sjögren (Roguedas et al., 2010) et récemment dans 

le pemphigus (Yuan et al., 2017). Elles sont considérées comme des annexes des organes 

lymphoïdes secondaires car elles possèdent des caractéristiques similaires, telles que des 

zones organisées riches en LB ou en LT ou structurées en CG avec des DC présentant des 

antigènes adossés à un réseau de fibroblastes, de veinules endothéliales et des vaisseaux 

lymphatiques (Jones et al., 2016; Ruddle, 2016). Les iSALT semblent fournir un 

microenvironnement local pour les LB afin de favoriser la sécrétion de cytokines tels que 

l’IL-6, l’IL-10, le PDGF et le TGF-β pouvant contribuer à la régénération tissulaire ou à 

l’inflammation locale (Iwata et al., 2009). La fonction des iSALT dans les pathologies 

cutanées de type pemphigus reste à déterminer. Cependant, l’expression d’AID au sein 

des organes lymphoïdes tertiaires ayant été confirmée chez l’homme dans le syndrome 

de Sjögren (Bombardieri et al., 2007), il est probable que les iSALT contribuent à 

l'activation locale des LT auto-réactifs, à la maturation d'affinité des LB pathogènes ainsi 

qu’à la commutation isotypique vers différentes sous-classes d'Ig. La réponse immune 

humorale ainsi localisée permettrait une production d'auto-Ac directement au sein de la 

peau pouvant expliquer que les manifestions cutanées ou muqueuses soient limitées à 

certaines zones (Debes and McGettigan, 2019).  

Dans les tissus ou dans les ganglions lymphatiques, la génération de CG repose sur des 

interactions bidirectionnelles étroitement régulées entre les Tfh et les LB (Kerfoot et al., 

2011). Les LB jouent un rôle essentiel dans le processus complexe de différenciation des 

Tfh par la présentation antigénique, la sécrétion des cytokines (l’IL-6 et l’IL-27) et 

l’expression des molécules de co-stimulation (ICOSL, CD84) (Deenick et al., 2010; Ma et 

al., 2012) (Figure 25 ). Chez des patients atteints de MAI comme le diabète de type 1 (Xu 

et al., 2013b), la neuromyélite optique (Zhao et al., 2017), le Syndrome de Sjögren 
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(Verstappen et al., 2017) ou la thrombopénie immunologique (Audia et al., 2017), le 

traitement par RTX induit une baisse de fréquence des Tfh pendant la phase de déplétion 

des LB soulignant ainsi l’interdépendance de ces populations.  

De fait, la présentation des antigènes aux LT auxiliaires est une fonction essentielle des 

LB. Étant des CPA professionnelles, les LB sont capables d’internaliser spécifiquement un 

antigène par leur BCR, de l’apprêter et de présenter efficacement les peptides 

antigéniques aux LT au sein du CMH de classe II (Janeway et al., 1987; Lanzavecchia, 

1985). Ils peuvent également influencer la polarisation des réponses LT effectrices et la 

formation des LT mémoires grâce aux signaux de co-stimulation (CD40/CD80/CD86) et 

par la production de cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, ...). Les LB peuvent être subdivisés 

en divers sous-ensembles de LB « effecteurs » en fonction des cytokines produites (Harris 

et al., 2000). Ainsi, on distingue les LB effecteurs de type « Be-1 » produisant des cytokines 

telles que l’IFN-γ, l’IL-12 et le TNF- et les LB effecteurs de type « Be-2 » produisant des 

cytokines telles que l’IL-2, l’IL-4, l’IL-6 et le TNF-α qui favoriseraient respectivement des 

réponses de type Th1 ou Th2 (Bao and Cao, 2014). La sécrétion de cytokines par les LB 

semble être régulée par une signalisation extrinsèque fournie par le microenvironnement 

cytokinique associé à des combinaisons de stimuli comprenant la signalisation du BCR 

et/ou des TLR et/ou du CD40 (Duddy et al., 2004; Vazquez et al., 2015). Récemment, notre 

équipe a démontré chez des patients atteints de PB que des LB auto-réactifs spécifiques 

de la BP180 exprimaient les transcrits des cytokines pro-inflammatoires de l’IL-6, de l’IL-

15 et du TNF-α. Chez les patients en complète rémission après traitement par RTX, les LB 

anti-BP180 rémittents ont une expression transcriptomique moins inflammatoire et des 

LB IgM+ anti-BP180 exprimant les transcrits de l’IL-10 ou de l’IL-1RA ont émergé, 

suggèrant une plasticité fonctionnelle des LB auto-réactifs (Nicolas et al., 2019).  

Dans le pemphigus, on sait relativement peu de choses sur le profil cytokinique des LB 

et sur la manière dont des sous-ensembles de LB « effecteurs » peuvent contribuer à la 

réponse auto-immune. Mais l’influence des LB sur la réponse de LT auto-réactifs a été 

démontrée indirectement chez des patients atteints de pemphigus traité par RTX. En effet, 

la déplétion des LB n’a pas d’effet sur la proportion des LT totaux dans le sang de ces 

patients, mais elle entraîne une diminution spécifique et prolongé de la fréquence des LT 

auto-réactifs de type Th1 (IFN-γ) et Th2 (IL-4) quantifiée après stimulation in vitro par la 

Dsg3 (Eming et al., 2008). Ces observations suggèrent que les LB participent activement 

à l’amplification de la réponse auto-immune (Lund and Randall, 2010). Dans le même 
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temps, une sous-population de LB secrétant de l’IL10 appelée Breg est augmenté après 

traitement par RTX et à la capacité de réguler négativement la réponse immune (Colliou 

et al., 2013).  

 LES LYMPHOCYTES B REGULATEURS  

Au cours des dix dernières années, plusieurs études menées chez la souris (Fillatreau 

et al., 2002) puis chez l’homme ont démontré que les Breg étaient essentiels au maintien 

de la tolérance immunitaire et à la régulation de l’inflammation. Les Bregs constituent un 

sous-ensemble de LB ayant des capacités d’immunosuppression principalement via la 

production d'IL-10. A ce jour, aucun marqueur spécifique des Breg n'a été découvert et 

les facteurs de transcription qui dirigent leur développement n’ont pas encore été 

identifiés (Lin et al., 2014; Oleinika et al., 2019). Actuellement, les Breg sont donc 

caractérisés fonctionnellement par leur capacité à produire des cytokines régulatrices en 

réponse à une stimulation. La voie d’induction des Breg la plus décrite met en jeu 

l’engagement du BCR et une co-stimulation via le TLR9 et/ou le CD40 (Bouaziz et al., 2010; 

Mauri and Bosma, 2012). En plus de ces signaux, des publications récentes suggèrent que 

l’environnement cytokinique dans lequel se différencient les LB joue un rôle central dans 

l’induction de Breg (Mauri and Menon, 2017). En effet, des expansions de Breg sont 

observées en présence de cytokines telles que l’IL-1β, l’IL-6, l’IL-21, l’IL-35, l’IFN-et de 

BAFF (Giordani et al., 2009; Huang et al., 2017; Menon et al., 2016; Rosser et al., 2014; 

Yang et al., 2010; Yoshizaki et al., 2012). Les Breg ne semblent pas constituer une 

population spécifique car plusieurs sous-populations de LB sont capables de développer 

cette fonction d’immuno-régulation (Rosser and Mauri, 2015). A ce jour, les populations 

de LB identifiées chez l’homme comme capables de sécréter des cytokines régulatrices 

comprennent des LB transitionnels CD24fort CD38fort CD1dfort  (Blair et al., 2010; Flores-

Borja et al., 2013), des LB mémoires CD24fort CD27+ (Iwata et al., 2011; Lin et al., 2014), 

des LB CD25+CD71+ dits Br1 (van de Veen et al., 2013) et des plasmablastes CD27int CD38+ 

(Masson et al., 2015; Matsumoto et al., 2014). L'incapacité à identifier un facteur de 

transcription unique, ainsi que l'hétérogénéité du phénotype des Breg, conforte l'idée 

selon laquelle les Breg ne sont pas spécifiques d’une lignée, mais sont « induits » en 

fonction des stimulations et du microenvironnement.  

A l’inverse, notre équipe, ayant contribué à cette caractérisation des Breg chez 

l’homme, a identifié le marqueur membranaire CD11c chez un sous-groupe de LB 

incapable d’acquérir une fonction d’immuno-régulation et de produire de l’IL-10 (Lin et 
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al., 2014). Divers noms ont été attribués à ces LB CD11c+, notamment les LB doubles 

négatifs, les LB mémoires atypiques ou les LB associés à l'âge (ABC : Age-associated B 

cells) (Karnell et al., 2017). Cette population a été décrite comme augmentée dans de 

nombreuses MAI telles que la sclérose en plaques (Claes et al., 2016) ou la polyarthrite 

rhumatoïde (Rubtsov et al., 2011). Ces LB CD11c+ font actuellement l’objet d’une étude 

plus approfondie au sein de notre laboratoire notamment dans le pemphigus (Article en 

cours de rédaction en Annexe n°4). Nos résultats suggèrent que ces LB ont une capacité à 

se différencier plus rapidement en ASC. 

Les Breg sont capables d’inhiber la prolifération des LT (Bouaziz et al., 2010), de 

moduler la production de cytokines pro-inflammatoires par les LT, de supprimer la 

polarisation Th1 (Blair et al., 2010) et Th17 (Flores-Borja et al., 2013), de convertir les LT 

CD4+ en iTreg ou en Tr1 (Flores-Borja et al., 2013; Kessel et al., 2012). Les Breg exercent 

une inhibition sur la réponse inflammatoire en contrôlant les phénotypes des DC qui 

diminuent, de fait, leur sécrétion de cytokines pro-inflammatoires jouant ainsi sur la 

polarisation Th1/Th17 (Lemoine et al., 2011; Morva et al., 2012). Plus récemment, il a été 

démontré que les Breg contrôlent également la maturation des Tfh et le développement 

des Tfr réprimant ainsi les réactions du CG et la réponse humorale (Achour et al., 2017). 

Ces mécanismes dépendent de la production de cytokines immunosuppressives ou du 

contact cellulaire par le biais de molécules immuno-modulatrices. Dans la grande 

majorité des études, la fonction des Breg est associée à la production d'IL-10 mais d'autres 

cytokines anti-inflammatoires ont récemment été décrites telles que l’IL-35 composé de 

2 sous unités : IL12p35 et Ebi3 (Epstein-Barr virus induced gene 3) (Shen and Fillatreau, 

2015), le TGF-β (Nouël et al., 2015) ou le granzyme B (Lindner et al., 2013). Les Breg 

peuvent également moduler les réponses adaptatives par l’expression de PD-L1 qui 

engage le récepteur de mort PD-1 sur les LT (Khan et al., 2015) ou induire l'apoptose via 

une expression accrue de FasL (Hahne et al., 1996). Enfin, les Br1 contribuent au maintien 

de la tolérance aux allergènes en produisant une grande quantité d'IgG4 (van de Veen et 

al., 2013).   

La caractérisation fonctionnelle des Breg complique l’analyse de cette population chez 

l’homme car elle est dépendante des méthodes d’induction (Miyagaki et al., 2015). 

Néanmoins, une diminution du nombre de Breg et/ou des capacités fonctionnelles 

altérées ont régulièrement été décrites dans de nombreuses MAI telles que le lupus 

érythémateux systémique (Wang et al., 2014), la polyarthrite rhumatoïde (Cui et al., 2015; 
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Daien et al., 2014; Xu et al., 2017), le psoriasis (Hayashi et al., 2016) ou la sclérose en 

plaque (Lemoine et al., 2011).  

Il existe encore peu d’étude s’intéressant aux Breg dans le pemphigus. Les données de 

Kabuto décrivent une diminution de la fréquence des LB sécréteurs d’IL-10 chez les 

patients atteints de pemphigus par rapport à des témoins sains (Kabuto et al., 2017). Les 

travaux de Zhu, démontrent une fonction des Breg altérée. D’après cette étude, les 

patients atteints de pemphigus ont une plus grande fréquence de LB transitionnels 

CD24fort CD38fort (généralement associée au phénotype des Breg) que les témoins sains, 

mais cette population sécrète moins d'IL-10 après stimulation et semble incapable 

d’empêcher la sécrétion d'IFN-γ par les Th1 (Zhu et al., 2015). 

Cependant, dans notre étude sur l’évolution à long terme de la réponse immune des 

patients atteints de pemphigus traités par le RTX, nous avons décrit un nombre 

significativement plus élevé de LB transitionnels CD24fort CD38fort sécréteurs d’IL-10 chez 

les patients en rémission complète par rapport aux patients gardant une maladie active 

ou rechute ou en rémission incomplète (Colliou et al., 2013). L’augmentation de Breg a 

également été observée chez des patients atteints de pemphigus en rémission après 

l’injection d’Ig en intra-veineuse (IgIV) (Kabuto et al., 2016) ou après une corticothérapie 

(Kabuto et al., 2017), suggérant ainsi un rôle potentiel des Breg dans l’obtention d’une 

rémission chez les patients atteints de pemphigus. Les Breg semblent contribuer aux 

rémissions cliniques prolongées et pourraient donc être la nouvelle stratégie 

thérapeutique (Mauri and Menon). 
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En résumé, le pemphigus est l’une des rare MAI dont les auto-antigènes et les auto-Ac 

sont caractérisés. Les Ac pathogènes ciblent principalement les Dsg et sont à l’origine des 

mécanismes d’acantholyse responsables de la perte d’adhésion des kératinocytes dans la 

peau et les muqueuses. Le développement du pemphigus semble être associé à la 

conjonction de nombreux événements très rares comprenant : i) l’émergence de clones B 

auto-réactifs anti-Dsg issus de la création stochastique de LB naïfs auto-réactifs par la 

recombinaison V(D)J et/ou issus d’une hypermutation somatique en périphérie ii) une 

déficience de tolérance thymique conduisant à l’émergence de LT auto-réactifs anti-Dsg 

en périphérie chez des individus présentant un HLA de susceptibilité iii) une défaillance 

des mécanismes de tolérance périphérique permettant l'activation auto-immune, 

probablement en cas d'infection ou d'inflammation ; iv) un déséquilibre de la réponse 

immune conduisant à la polarisation des LT auto-réactifs vers un profil Th2 avec une 

balance Th17/Treg perturbée contribuant à l’activation, la prolifération et la maturation 

des LB ; v) une perturbation des mécanismes de maturation d'affinité impliquant 

probablement les Tfh permettant aux processus d’hypermutation somatique et de 

commutation isotypique d’orienter la réponse auto-immune B vers un répertoire B anti-

Dsg polyclonal de très haute affinité et d’isotype IgG4 aboutissant à la production d’auto-

Ac pathogènes (Pan et al., 2015). Outre les cellules immuno-réactives et régulatrices, les 

cytokines telles que l’IL4, l’Il6, l’IL-10, l’IL-17, l’IL-21, le BAFF et/ou le TGF-β constituent 

un microenvironnement qui influence directement chaque étape du développement de la 

réponse immunopathologique du pemphigus (Giordano and Sinha, 2012). Les nouvelles 

immunothérapies modulant l'homéostasie des cytokines clés ou des cellules 

immunitaires ouvrent de nouvelles stratégies thérapeutiques pour traiter le pemphigus. 

5. LES TRAITEMENTS DU PEMPHIGUS  

Les corticoïdes systémiques sont le pilier du traitement des DBAI. La mortalité chez les 

patients atteints de pemphigus a considérablement diminué, passant de 75 à 30%, après 

l'avènement des glucocorticoïdes (GC) au début des années 1950. Bien que très efficace, 

l'administration de GC à long terme engendre des effets indésirables importants. Dans les 

années 1980, l'utilisation d'adjuvants immunosuppresseurs tels que l'azathioprine et le 

mycophénolate mofétil a contribué à réduire davantage la mortalité à moins de 5% 

(Kridin, 2018b). Les études fondamentales et translationnelles ont permis d’améliorer la 
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compréhension de la physiopathologie du pemphigus ouvrant la voie à de nouvelles 

stratégies thérapeutiques plus ciblées afin d’éviter une immunosuppression systémique. 

 PANORAMA DES TRAITEMENTS ACTUELS ET FUTURS DU PEMPHIGUS  

5.1.1. LES TRAITEMENTS ACTUELS  

La plupart des traitements actuels visent à améliorer les symptômes en réduisant les 

auto-Ac directement ou par immunosuppression généralisée et à prévenir les récidives 

(Figure 29). Selon les recommandations  issues du forum européen de dermatologie en 

coopération avec l'Académie européenne de dermatologie et de vénéréologie, la 

corticothérapie standard (CS) systémique à raison de 0,5 mg à 1,5 mg/kg/jour est 

recommandée comme traitement de première intention chez les patients atteints de 

pemphigus malgré ses nombreux effets iatrogènes (Hertl et al., 2015). À la fin de la phase 

de consolidation du traitement, la plupart des cliniciens commencent à réduire 

progressivement la dose de 25% tous les 15 jours. Des adjuvants immunosuppresseurs, 

le plus souvent l'azathioprine ou le mycophénolate mofétil, peuvent être utilisés en 

association pour leurs effets épargnants, bien que seuls quelques essais cliniques 

randomisés aient prouvé leur efficacité (Atzmony et al., 2015). L'objectif du traitement 

dans la phase initiale est le contrôle de la maladie afin d’empêcher la formation de 

nouvelles lésions et de démarrer le processus de guérison des lésions existantes. Chez les 

patients réfractaires au traitement initial ou présentant des contre-indications aux 

corticoïdes, des options thérapeutiques de deuxième intention ciblant les auto-Ac ou les 

LB sont recommandées. Les traitements tels que l’injection d’IgIV (Enk et al., 2016), la 

plasmaphérèse (Søndergaard et al., 1997; Tan-Lim and Bystryn, 1990) ou 

l’immunoadsorption des IgG (Meyersburg et al., 2012) permettent une réduction très 

rapide des auto-Ac dans le sérum des patients atteints de pemphigus, entraînant une 

réponse clinique rapide. Depuis la démonstration de l’efficacité du traitement par 

déplétion des LB dans notre première étude prospective (Joly et al., 2007; Mouquet et al., 

2008b), le RTX est largement utilisé pour le traitement des formes sévères de pemphigus 

chez des patients réfractaires au traitement par la CS. 
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Figure 29 : Stratégies thérapeutiques actuelles ou futures du pemphigus  
Schéma récapitulatif des mécanismes physiopathologiques impliqués dans le pemphigus et des 
stratégies thérapeutiques actuelles et émergentes en fonction de leurs mécanismes d’action. Les 
traitements conventionnels tels que les corticostéroïdes systémiques et les immunosuppresseurs 
(Mycophénolate mofétil, Methotrexate, Dapsone, … ) affectent un large éventail de cellules et de 
tissus de manière aspécifique. Les stratégies actuelles de déplétion des auto-anticorps (Ac) réduisent 
les immunoglobulines G (Ig)G dans le sérum par plasmaphérèse, par immuno-adsorption ou par 
l’injection d’Ig en intraveineuse (IgIV). Les nouveaux traitements de biothérapies permettent de 
cibler spécifiquement des acteurs cellulaires ou des médiateurs immunologiques tels les lymphocytes 
T (LT), les lymphocytes B (LB), les Ac ou les cytokines et sont potentiellement plus sûre. Le rituximab 
(Mabthera®) est un Ac chimérique anti-CD20 qui entraine la déplétion de tous les LB comme le 
Veltuzumab et le Ofatumumab. Parmi les approches thérapeutiques émergentes, l’immuno-
modulation des cytokines visent à interférer dans la cascade auto-immune en ciblant par exemple le 
TNF- (Infliximab ou Etanercept), BAFF (Belimumab) ou les récepteurs de l’IL-4 (Dupilumab), de 
l’IL-6 (Tocilizumab) ou de BAFF (VAY736). L’Ac anti-FcRn (neonatal Fc receptor) entraine la 
diminution des IgG (SYNT001). L’immuno-absorption par les Dsg permet l’élimination spécifique des 
auto-Ac. L’activation des LT peut être régulée par CTLA-4-Ig (Abatacept) ainsi que ppar 
immunosuppression via des lymphocytes T régulateurs (Treg) (Étude Poly-Treg). Dans les 
innovations pharmacologiques, l’inhibition de la BTK (Tyrosine Kinase de Burton) par le PRN1008 
permet de réguler les voies de signalisation des leucocytes en particulier celle du BCR. Le KC-706 
permet d’inhiber le P38-MARK modulant ainsi les voies de signalisation impactées par les Ac anti-
Dsg. Les Dsg3 CAAR-T cell (Chimeric AutoAntibody Receptor T cells) ont été développés afin de 
détruire spécifiquement les LB auto-réactifs anti-Dsg. BCR : B cell receptor ; CMH : complexe majeur 
d’histocompatibilité humain ; CPA : cellule présentatrice d'antigène, CTLA-4 : Cytotoxic T 
lymphocyte antigen-4 ; Dsg : Desmogléine ; IL : interleukine ;  TCR : T cell receptor  ; TNF- : Tumor 
necrosis factor (Inspiré par Kasperkiewicz et al., 2017; Kridin, 2018b; Tavakolpour, 2017). 
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5.1.1. LES TRAITEMENTS POTENTIELS 

Le développement des biothérapies et les connaissances acquises sur la 

physiopathologie du pemphigus ouvrent de nouvelles pistes thérapeutiques (Figure 29) 

(Bilgic Temel and Murrell, 2019; Izumi et al., 2019; Tavakolpour, 2017).  

Parmi les nouvelles stratégies, certaines envisagent de cibler les LT par immuno-

régulation via la protéine de fusion CTLA-4-Ig (Abatacept) comme utilisé dans le 

traitement de la polyarthrite rhumatoïde (Blair and Deeks, 2017) ou via un Acm anti-

CD40L comme dans le modèle murin de PV (Aoki-Ota et al., 2006). La vaccination 

peptidique (PI-0824) constitue une autre méthode dont l’objectif est de rétablir la 

tolérance des LT pour les Dsg. Une autre stratégie thérapeutique ambitionne de conforter 

les effets suppresseurs des Treg, démontrés dans le modèle murin de PV (Yokoyama et 

al., 2011), chez des patients atteints de pemphigus par l’injection de Treg autologues 

(CD4+ CD127faible/CD25+) dans le cadre d’un essai clinique de phase I (PolyTreg 

NCT03239470). D’autres biothérapies visent à interférer dans la cascade auto-immune 

Th2 par la modulation des cytokines effectrices. L’inhibition du TNF-α par des Acm 

comme l'Infliximab ou l'Etanercept semble avoir eu un effet favorable dans des 

observations ponctuelles (Berookhim et al., 2004; Jacobi et al., 2005). Les Acm dirigés 

contre les récepteurs de l’IL-4 (Dupilumab) et l’IL-6 (Tocilizumab) constituent d’autres 

options thérapeutiques dans le pemphigus. L'efficacité du Tocilizumab a été rapporté 

chez une patiente ayant un PF réfractaire (Caso et al., 2013).  

Parmi les innovations thérapeutiques, l’Acm anti-FcRn (SYNT001) représente une 

nouvelle stratégie pour réduire les taux d’auto-Ac car il empêche la liaison FcRn/IgG, 

entraînant ainsi une diminution des niveaux d'IgG et des complexes immuns. Les résultats 

préliminaires de son évaluation au cours d’une étude multicentrique de phase I 

(NCT03075904) ont montré un bénéfice clinique chez des patients atteints de PV et de PF 

(Izumi et al., 2019). L’immuno-adsorption spécifique des Ac anti-Dsg est également en 

voie de développement en utilisant des colonnes d'adsorption couplées avec les protéines 

recombinantes humaines Dsg 1 et 3 (Langenhan et al., 2014). Les nouvelles pistes 

pharmacologiques visent aussi à bloquer les effets des Ac pathogènes en ciblant les 

molécules impliquées dans la cascade de signalisation conduisant à l’acantholyse. Dans le 

modèle murin de PV, l’inhibition de la P38-MAPK est ainsi capable de prévenir 

l’acantholyse. Malheureusement, l’évaluation de cet inhibiteur de P38-MAPK (KC-706) 
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dans un essai multicentrique de phase II a dû être arrêtée en raison d'événements 

indésirables graves survenus chez les patients de l'étude.  

Les LB restent une cible prioritaire des nouvelles biothérapies. L’Ofatumumab et le 

Veltuzumab sont des Acm anti-CD20 de deuxième génération qui ont été conçus pour être 

plus efficaces et mieux tolérés. L’efficacité du Veltuzumab a été rapporté chez une patiente 

atteinte de PV réfractaire au traitement par RTX (Ellebrecht et al., 2014). Un essai clinique 

de phase III évaluant l’efficacité de l'Ofatumumab dans le pemphigus a récemment été 

achevé (NCT01920477) mais les résultats ne sont pas encore connus. D’autres marqueurs 

de surface des LB tel que le CD22 (Epratuzumab) font l’objet d’innovations 

thérapeutiques. Les facteurs d'activation des LB tels que le BAFF (Belimumab), APRIL 

(Atacicept) ou le récepteur BAFF-R (VAY736) sont aussi voies de recherches 

thérapeutiques. Ces thérapies pourraient avoir des effets plus larges sur la déplétion des 

LB et la survie des plasmablastes que celles ciblées sur le CD20. A ce jour, seul le VAY736 

fait l’objet d’une étude clinique actuellement en cours dans le pemphigus avec un essai de 

phase II en double aveugle contrôlé par un placebo (NCT01930175). Le PRN1008 est un 

inhibiteur extrêmement puissant de la tyrosine kinase de Bruton (BTK), enzyme jouant 

un rôle majeur dans les voies de signalisation dans la plupart des leucocytes. Le PRN1008 

permet d’inhiber diverses activités cellulaires notamment la prolifération, la 

différenciation, la maturation et la survie des LB. L’étude de phase II (NCT02704429) 

réalisée chez des patients atteints de PV a montré des résultats préliminaires 

encourageants en terme d'efficacité (Smith et al., 2017). Un essai de phase III 

(NCT03762265) dans lequel participe le centre de références des maladies bulleuses 

auto-immunes de Rouen est actuellement en cours. Récemment, Ellebrecht, Payne et ses 

collaborateurs ont développé des LT conçus pour exprimer un récepteur chimérique 

comprenant les domaines EC de la Dsg3 fusionnés aux domaines de signalisation 

cytoplasmiques du TCR inspiré par la technologie des CART-cell (Chimeric Antigen 

Receptor T cell) (Porter et al., 2011). Les Dsg3 CAAR-T cells (Chimeric AutoAntibody 

Receptor T cells) représentent une grande innovation thérapeutique permettant une 

déplétion ciblée des LB exprimant des BCR anti-Dsg3. Leur efficacité a été démontrée in 

vitro en utilisant des hybridomes de la Dsg3 tel que AK23, et in vivo dans un modèle murin 

de transfert passif de PV par l'inoculation d'hybridomes (Ellebrecht et al., 2016). Un essai 

clinique de phase I du Dsg3-CAAR-T cell chez des patients atteints de PV est prévu pour 

étudier son potentiel thérapeutique et son innocuité.  
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Ces innovations permettront sans doute dans un futur proche de renforcer l’arsenal 

thérapeutique pour lutter contre le pemphigus mais de nombreuses étapes restent à 

franchir afin de vérifier leur efficacité ainsi que leur innocuité. A ce jour, la CS reste 

incontournable bien que, pour notre équipe, le RTX constitue la meilleure option pour 

suppléer à la CS et réduire ainsi les risques liés aux effets iatrogènes des traitements. 

 LA CORTICOTHERAPIE  

Les GC endogènes jouent un rôle crucial dans divers processus physiologiques, ils 

agissent sur plusieurs types de cellules pour réguler l’expression de gènes contrôlant le 

métabolisme, la croissance, la différenciation et l’apoptose cellulaires (Bereshchenko et 

al., 2018). Depuis 1948, les GC de synthèse sont devenus l'un des agents les plus efficaces 

pour lutter contre les maladies inflammatoires et auto-immunes notamment dans les 

DBAI (Kubin et al., 2017). Étonnamment, peu de choses sur leurs mécanismes d'action 

exacts sont connus (Zen et al., 2011). Effectivement, les GC ont des effets pléiotropes sur 

le système immunitaire. Ils influencent de multiples voies de transduction de signaux 

entraînant des effets anti-inflammatoires, immunosuppresseurs, anti-prolifératifs et 

vasoconstricteurs (Stahn et al., 2007).  

Les GC exercent leurs influences par le biais de trois mécanismes d’action comprenant 

des effets génomiques directs, indirects et non génomiques (Figure 30) (Stahn and 

Buttgereit, 2008). Les GC lipophiles diffusent à travers les membranes cellulaires pour se 

lier aux récepteurs des glucocorticoïdes (GR) cytoplasmiques, qui sont exprimés de 

manière ubiquitaire (Nicolaides et al., 2010).  

La formation du complexe GC/GR induit la dissociation des protéines Hsp (heat shock 

protein) et d’autres protéines stabilisatrices du GR. Elle entraîne une translocation dans 

le noyau, permettant au complexe de se lier dans la région promotrice de certains gènes 

appelée GRE (glucocorticoid response elements) (Kumar and Thompson, 2005). Le 

complexe qui en résulte recrute soit des protéines co-activatrices, soit des protéines co-

répressives qui facilitent ou répriment la machinerie transcriptionnelle. Environ 10 à 100 

gènes dans chaque cellule sont régulés directement par les GC (Hayashi et al., 2004). Cela 

entraîne une augmentation de l'expression des protéines anti-inflammatoires (IL-10, 

TGF-,..) et une inhibition de l'expression des protéines pro-inflammatoires (IL-1 et IL-2) 

(Cain and Cidlowski, 2017). Les effets indirects sur l'expression génique impliquent des 

interactions entre le complexe GC/GR et d'autres facteurs de transcription comme l’AP-1 



            Introduction  

-116- 
 

(Activator protein 1) ou le NF-κB (nuclear factor-kappa B) inhibant ainsi sa translocation 

nucléaire et l’expression de gènes pro-inflammatoires tels que des cytokines (IL-1, IL-2, 

IL-4, IL-6, IL-17, TNF-α, IFN-γ) et des chimiokines (IL-8, CCL5).  

Figure 30 : Mécanismes d’action des glucocorticoïdes 
Représentation schématique des effets génomiques directs, indirects et des mécanismes non 
génomiques des glucocorticoïdes (GC). Les GC lipophiles traversent facilement la membrane 
plasmique et se lient aux récepteurs des glucocorticoïdes (GR) cytosoliques. Au sein des cellules, les 
enzymes 11β-hydroxystéroïdes déshydrogénases (11-HSD) régulent l'interconversion du cortisol 
bioactif et de la cortisone inactive. Le complexe GC/GR activé se dissocie des Hsp (heat shock protein) 
et se transloque dans le noyau, où il induit ou inhibe directement la transcription des gènes. La liaison 
aux GRE (glucocorticoid response elements) conduit à l'expression de protéines anti-inflammatoires 
(GRE positif) ou à la suppression de la transcription de gènes pro-inflammatoires (GRE négatif). Le 
complexe GC/GR peut également inhiber indirectement la transcription de gènes inflammatoires par 
interaction avec des facteurs de transcription tel que le NF-kB (nuclear factor-kappa B). Les effets 
non génomiques sont activés par une signalisation via un GR membranaire (GRm), par une 
interaction directe avec la membrane cellulaire ou mitochondriale ou avec les canaux ioniques 
membranaires modifiant l’électrophysiologie cellulaire (non représenté) et par une interaction GR 
avec d'autres protéines de signalisation dans le cytoplasme. LPS : lipopolysaccharide ; IL : 
Interleukine ; TNF- : Tumor necrosis factor (d'après Rhen and Cidlowski, 2005).  
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La formation du complexe GC/GR assure non seulement des effets génomiques, mais 

également des effets non génomiques via la dissociation de différentes protéines 

associées au GR telles que l’Hsp, le Scr ou les protéines kinases MAPK (Strehl and 

Buttgereit, 2013). Les effets non génomiques sont à l’origine des effets rapides des GC 

mais ils sont moins bien connus. Ils ne sont pas médiés par une activité transcriptionnelle, 

mais par des voies alternatives qui impliquent également des signalisations via un autre 

type de récepteur aux GC membranaire (GRm) présent à la membrane des monocytes et 

des LB (Bartholome et al., 2004) ou via une interaction directe des GC dans la double 

couche phospholipidique de la membrane cellulaire et/ou mitochondriale modifiant leurs 

propriétés physicochimiques ainsi que les activités des protéines associées aux 

membranes telles que les canaux calciques ou sodiques (Buttgereit and Scheffold, 2002).  

Ainsi, les GC agissent clairement par de multiples mécanismes sur diverses cibles 

comprenant des cytokines, des chimiokines, des molécules d’adhésion et de 

costimualtion, des enzymes, des protéines pro- et anti-inflammatoires, des protéines du 

cycle cellulaire et de l’apoptose. Ces mécanismes expliquent, en partie, l’inhibition de 

l’activité cellulaire observée avec les GC en particulier dans les cellules impliquées dans 

l’immunité innée ou adaptative. En outre, les GC ciblent aussi bien les macrophages, les 

DC, les polynucléaires, les LT et les LB que les cellules épithéliales, les fibroblastes ainsi 

qu’un large éventail d’autres types cellulaires… Ils peuvent influencer leur maturation, 

leur activation, leur survie, leur migration, en modulant leur capacité sécrétrice et 

d’expression de certains récepteurs cellulaires (Zen et al., 2011).  

De manière très synthétique, les GC peuvent orienter les DC vers un phénotype 

tolérogène par une faible expression du CMH de classe II, des molécules co-stimulatrices 

et des cytokines (IL-1β, IL-6) influençant ainsi la polarisation des Th (Szatmari and Nagy, 

2008). Les GC inhibent rapidement la voie de transmission du signal engagée par le TCR 

(Boldizsar et al., 2010). Ils répriment la différenciation des Th1 et Th17 favorisant la 

polarisation vers les Th2 (Cain and Cidlowski, 2017; Elenkov, 2004; Jones et al., 2015) et 

induisent des Treg (Cari et al., 2019). Les effets des GC sur les LB sont moins bien connus. 

Récemment , il a été démontré que les GC peuvent altérer la signalisation en amont du 

BCR et des TLR (Franco et al., 2019). Ils peuvent réduire la transcription de loci d'Ig 

pouvant avoir une incidence sur la production d'Ac. De plus, les CG peuvent induire 

l’expression des gènes codant pour la cytokine immuno-modulatrice IL-10 liée aux 

fonctions des Breg (Franco et al., 2019). Enfin, le traitement par GC provoque une 
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diminution du taux de BAFF (Kamhieh-Milz et al., 2018) jouant sur la survie et la 

maturation des LB, la production d'Ac et la commutation isotypique ainsi que sur la survie 

des LB auto-réactifs (Youinou and Pers, 2010). 

Les effets des GC sont dose dépendante et l’efficacité clinique des molécules 

thérapeutiques (prednisone, prednisolone, méthyprednisolone, dexaméthasone, …) 

nécessite généralement l’utilisation de doses élevées et prolongée. Cependant, une dose 

cumulée élevée de GC est associée à différents effets indésirables tels que l’ostéoporose, 

la nécrose osseuse, la myopathie, le glaucome, l’hyperglycémie, l’hyperlipidémie. Les GC 

peuvent également révéler ou aggraver un diabète, une hypertension, un ulcère, une 

maladie cardiovasculaire ou une insuffisance surrénale. L’augmentation de l'appétit, la 

rétention d'eau et de sel entraînant une prise de poids et des troubles 

neuropsychiatriques tels que l'insomnie, l'irritabilité, l'anxiété, la dépression sont 

également associés aux effets indésirables de la corticothérapie (Caplan et al., 2017; 

Kridin, 2018b).  

La prednisone et autres GC sont un élément essentiel du traitement du pemphigus 

(Lever and Schaumburg-Lever, 1984). Ils ont considérablement amélioré le pronostic de 

la maladie (Rosenberg et al., 1976). L'Académie Européenne de Dermatologie et de 

Vénéréologie recommande de commencer le traitement des patients atteints de 

pemphigus par de la prednisone/prednisolone à la dose initiale de 0,5 à 1,5 mg/kg par 

jour (Hertl et al., 2015). Les patients répondent généralement à cette thérapie dans un 

délai maximum de deux semaines. Dix à 20% des cas de PV et de PF sont considérés 

comme cortico-résistants à cette dose initiale de prednisone (Murrell et al., 2008), une 

dose plus élevée, de 1 à 1,5 mg/kg par jour peut être alors administrée. La cicatrisation 

des lésions cutanées et surtout des lésions muqueuses est lente et n’est habituellement 

obtenue qu’après plusieurs semaines, voire plusieurs mois de traitement pour les lésions 

muqueuses. A l’issue du traitement d’attaque durant habituellement de 3 à 4 semaines, 

les doses de GC sont diminuées progressivement sur 12 à 24 mois en moyenne (Harman 

et al., 2017). Environ la moitié des patients rechuteront au cours de cette décroissance 

(Sharma and Khandpur, 2013). La moitié seulement parviendra à une rémission complète 

avec une durée moyenne de traitement longue puisqu’elle est de 3 ans (Almugairen et al., 

2013). Environ, 20% des PV et PF sont considérés comme corticodépendants à des doses 

élevées de GC (≥ 20 mg/kg/jour) nécessitant encore une corticothérapie plus de dix ans 

après le début de la maladie. 
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L'administration systémique de GC dans le pemphigus permet d'obtenir en quelques 

jours un contrôle de l'acantholyse dans la peau et la muqueuse du patient pendant le stade 

aigu de la maladie, malgré un titre élevé d’auto-Ac circulants. Cet effet thérapeutique 

rapide des GC est associé à une transcription accrue des Dsg et d'autres molécules 

d'adhésion cellulaire dans les kératinocytes, ce qui compenserait l'interférence induite 

par les auto-Ac dans la fonction adhésive du desmosome (Nguyen et al., 2004). De plus, 

l’impact des GC sur le système immunitaire conduit à une diminution des taux d’auto-Ac 

permettant d’obtenir la rémission (Abasq et al., 2009; Barnadas et al., 2015). 

L’efficacité de la CS dans le pemphigus est bien démontrée (Almugairen et al., 2013; 

Harman et al., 2002) mais son inconvénient majeur est ses effets indésirables dus à la 

durée prolongée et aux doses élevées nécessaires pour induire la rémission. Ces multiples 

effets indésirables peuvent même contribuer à de mauvais pronostics voir au décès 

(Kridin et al., 2017).  

 LE RITUXIMAB (MABTHERA®) 

Le RTX (Mabthera®/Laboratoire Roche) est un Acm IgG1 chimérique qui cible le CD20, 

un canal calcique transmembranaire impliqué dans l'activation, la prolifération et la 

différenciation des LB (Figure 31). L'expression de la molécule CD20 est régulée pendant 

le développement des LB du stade pré-B au stade B mature. Son expression diminue sur 

les plasmablastes pour disparaître totalement de la surface des plasmocytes (Riley and 

Sliwkowski, 2000). Par conséquent, le RTX cible les LB en épargnant les progéniteurs B et 

les plasmocytes, permettant ainsi de conserver la mémoire immunitaire à long terme. 

Le fragment Fab du RTX d’origine murine se lie à la molécule CD20 et le fragment Fc 

d’origine humaine permet le recrutement des différents effecteurs du système 

immunitaire aboutissant à la déplétion des LB (Reff et al., 1994). Son mécanisme d’action 

repose sur l’induction d’apoptose ainsi que sur l’activation des processus de cytotoxicité 

par la CDC faisant intervenir la liaison du fragment C1q du complément et par l’ADCC 

dépendante des FcR à la surface des granulocytes, des macrophages et des NK  (Boross 

and Leusen, 2012; Maloney et al., 2002).   
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Figure 31 : Structure et mécanismes d’action du Rituximab 
Représentation de la structure du Rituximab (RTX), de sa cible, la molécule CD20 à la surface des LB, 
et des mécanismes de cytotoxicité. Le RTX est un anticorps monoclonal chimérique IgG1 présentant 
des régions variables d’origine murines et des régions constantes d’origine humaines. Le RTX 
reconnait la molécule CD20 exprimée spécifiquement par les lymphocytes B. L’action du RTX s’exerce 
par trois mécanismes principaux : l’induction d’apoptose, la cytotoxicité dépendante du complément 
(CDC) et la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). CAM : complexe d’attaque 
membranaire ; IgG : Immunoglobuline G ; NK : Natural Killer (d’après Maloney, 2012).  
  

La majorité des effets indésirables (85 à 90%) se produisent au moment de la perfusion 

de RTX et ont été caractérisés comme légers ou modérés tels que l’hypotension ou 

l’hypertension, des prurits ou des éruptions cutanées. Les effets indésirables graves du 

RTX sont plutôt rares (3%), les principaux évènements rapportés sont des infections, 

l’exacerbation de maladies cardiovasculaires, la nécrolyse épidermique toxique et de 

rares cas de leuco-encéphalopathie et de réactivation virale (Kimby, 2005; Virgolini and 

Marzocchi, 2004). 

Le RTX a été approuvé en 1997 par la Food and Drug Administration (FDA) aux États-

Unis et par l'agence européenne des médicaments en 1998 pour le traitement du 

lymphome non hodgkinien (Cheson and Leonard, 2008). Depuis, le RTX a été utilisé avec 

succès dans le traitement de nombreuses MAI tels que la polyarthrite rhumatoïde 

(Edwards and Cambridge, 2001; Leandro et al., 2006), le lupus érythémateux systémique 

(Looney et al., 2004), la sclérose en plaque (Hauser et al., 2008), la dermatomyosite 

(Levine, 2005), l’anémie hémolytique auto-immune (Quartier et al., 2001), le purpura 

thrombopénique immunologique (Stasi et al., 2001) et le pemphigus (Joly et al., 2007). 

Bien que son efficacité clinique est incontestée, certains mécanismes de résistance au RTX 

ont été démontrés chez certains patients atteints de lymphomes ou de MAI comprenant : 

i) la présence de polymorphismes du récepteur FcγRIIIa susceptible de jouer sur l’ADCC 

(Anolik et al., 2003) ; ii) l’expression des inhibiteurs du complément CD46, CD55 et CD59 
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influençant la CDC, (Golay et al., 2000) ; iii) la modulation de la densité cellulaire de la 

protéine CD20 ou la présence de CD20 circulant (exosome) masquant ainsi la protéine 

cible (Giles et al., 2003; Jilani et al., 2003) ; iv) la production d’HACA (human anti-chimeric 

antibodies), des d’Ac anti-chimères dirigés contre les régions d’origine murines pouvant 

interférer directement avec le RTX (Lunardon and Payne, 2012). 

Dans le pemphigus, plusieurs études de cas ont initialement démontré que le RTX 

pouvait être efficace en permettant une guérison rapide des lésions cutanées et 

muqueuses (Cooper et al., 2003; Salopek et al., 2002; Virgolini and Marzocchi, 2003). Les 

travaux du Pr Joly ont confirmé l'efficacité du RTX dans le traitement du pemphigus 

sévère avec 86% des patients en rémission complète trois mois après avoir reçu un seul 

cycle de RTX (selon le schéma « oncologique » ) (Joly et al., 2007). La posologie du RTX 

dans le pemphigus n’étant pas définit (Zakka et al., 2012), deux schémas posologiques ont 

été principalement utilisés dans les diverses études cliniques menées dans le pemphigus 

(Cianchini et al., 2007, 2012; Joly et al., 2007; Kasperkiewicz et al., 2011; Matsukura et al., 

2012). L’un calqué sur le schéma « oncologique » avec une dose de RTX de 375 mg/m2 

hebdomadaire pendant 4 semaines (Gürcan et al., 2009), l’autre basé sur le schéma « auto-

immun » établie dans la polyarthrite rhumatoïde avec deux perfusions de 1000 mg de RTX 

administrées à deux semaines d'intervalle (Cohen et al., 2006). Une méta-analyse 

comparative réalisée dans le pemphigus n’a révélé aucune différence d’efficacité ou de 

tolérance entre ces deux schémas (Wang et al., 2015). Globalement, le taux de rémission 

complète obtenu avec ces différents schémas thérapeutiques en utilisant le RTX seul ou 

associé à un immunosuppresseur classique est supérieur à 80% (Hebert et Joly, 2017). Le 

traitement par RTX permet une diminution des doses de CS dans la plupart des études 

(Kim et al., 2017b; Schmidt et al., 2008; Tavakolpour et al., 2018). 

Les études sur les données immunologiques, précédemment décrites, ont permis 

d’éclaircir le mécanisme d’action du RTX dans le pemphigus. En résumé, le RTX entraine 

une déplétion prolongée des LB périphériques pendant au moins six mois permettant une 

élimination des LB auto-réactifs. L’arrêt de la restitution du pool de plasmablastes 

/plasmocytes conduit à la réduction des taux d’Ac anti-Dsg chez la majorité des patients. 

La reconstitution des LB est caractérisée par la présence prolongée de LB naïfs (Mouquet 

et al., 2008b). En raison de l’interaction étroite entre les LB et les LT, la déplétion de LB 

induite par le RTX impact la présentation antigénique, la production de cytokines ainsi 

que les co-signaux d’activation nécessaires aux LT entrainant indirectement la réduction 
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des LT auto-réactifs (Eming et al., 2008). Le déséquilibre LB naïfs/LB mémoires est 

maintenu sur le long terme même 5 ans après l’injection initiale de RTX. Le nombre de LB 

IgG+ spécifique des Dsg est fortement diminué chez les patients en rémission complète 

par rapport à des patients nouvellement diagnostiqués pour le pemphigus contrairement 

au LB IgM+ suggérant qu’un blocage dans le processus de commutation isotypique 

participe à l’effet bénéfique du traitement par RTX. En outre, l’émergence de Breg semble 

jouer un rôle dans l’effet immunosuppresseur du RTX (Colliou et al., 2013).  

Néanmoins, de nombreuses rechutes ont été rapportées après la reconstitution 

des LB. Évaluer le taux de rechute après RTX est difficile car de nombreuses études ont 

un suivi court mais ce taux semble augmenter allant de 40 à 81% avec la durée du suivi 

clinique (Ahmed et al., 2009, 2015; Colliou et al., 2013; Joly et al., 2007). Il a été démontré 

que les rechutes après le RTX étaient associées aux mêmes clones B anti-Dsg que ceux 

observés dans le phase active (Hammers et al., 2015). Cela suggère que les rechutes 

peuvent être liées à une déplétion incomplète des clones B anti-Dsg potentiellement 

nichés dans la peau, la moelle osseuse et/ou les organes lymphoïdes secondaires 

(Nishifuji et al., 2000; Yuan et al., 2017). Les études n’utilisant qu’un seul cycle de RTX ont 

rapporté des taux de rechute de 15 à 20% après un an et jusqu'à 50% six ans après la 

perfusion de RTX (Colliou et al., 2013; Kim et al., 2017b). A l’inverse, les études utilisant 

plusieurs cycles de RTX n’ont pas observé de rechute (Ahmed et al., 2009, 2015; Kim et 

al., 2011), confortant l’hypothèse que de multiples doses permettraient une déplétion 

plus profonde des LB. La rechute de la maladie est un problème préoccupant et il existe 

très peu de données associées à des biomarqueurs disponibles sur le plan clinique 

permettant de la prédire (Albers et al., 2017). Cependant, il a été montré que, suite à une 

rechute, la ré-administration de RTX pouvait entraîner une amélioration voire une 

rémission à long terme (Colliou et al., 2013; Kim et al., 2017b). En outre, nous avons 

constaté que les 5 patients cortico-intolérants traités par le RTX en première ligne étaient 

en rémission complète durable (Colliou et al., 2013). Lunardon a également constaté que 

le RTX était plus efficace lorsqu'il était administré tôt dans l'évolution de la maladie 

(Lunardon et al., 2012).  

Ces résultats plaident en faveur d’une utilisation du RTX répété en plusieurs cycles dès 

les premiers signes de la maladie. Afin de conforter ces observations, notre équipe, sous 

l’impulsion du Pr Joly, a mené un essai randomisé du traitement de première intention en 

comparant un schéma thérapeutique de trois cycles d’injections de RTX associé à de 
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faibles doses initiales de prednisone au traitement de référence par CS seule chez des 

patients atteints de pemphigus.  
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OBJECTIFS DE THÈSE 
 

Jusqu’à présent, la première ligne de traitement du pemphigus recommandée est 

constituée de fortes doses de corticoïdes responsables d'effets secondaires graves, voire 

mortels. Compte tenu de l’efficacité du traitement par RTX chez les patients atteints de 

pemphigus réfractaires aux GC, démontrée dans l’étude RITUX 1, ainsi que par les 

quelques études de cas suggérant que son utilisation en tant que traitement de première 

intention du pemphigus pourrait permettre une réduction rapide des doses de 

corticostéroïdes, notre équipe, sous la direction du Pr Joly, a mené un essai randomisé 

ouvert comparant le traitement avec une dose élevée de prednisone administrée seule 

pendant 12 à 18 mois avec un schéma thérapeutique contenant du RTX administré en 

plusieurs cycles (à J0, J365 et J545) associé à de faibles doses initiales de prednisone, 

progressivement réduit en 3 à 6 mois. Les 90 patients inclus dans l’études ont été suivis 

pendant 24 mois puis à plus long terme lors d’évaluation après 36 et 90 mois.  

Mon projet de thèse s’inscrit dans le cadre de cette étude clinique RITUX 3 comparant 

le RTX à la CS dans le traitement de première intention du pemphigus. L’objectif est de 

comparer l’efficacité et l’innocuité des schémas thérapeutiques à court et long terme mais 

également de comprendre l’impact immunologique des traitements par RTX et par CS afin 

de mieux appréhender la réponse lymphocytaire impliquée dans la physiopathologie du 

pemphigus et d’identifier les mécanismes influençant la réponse thérapeutique. 

Pour y répondre, nous avons :  

- Réalisé un suivi clinico-biologique des patients incluant les dosages sériques des Ac 

anti-Dsg1 et Dsg3, ainsi que les phénotypages lymphocytaires réalisés au cours du temps 

et en particulier lors de la reconstitution du répertoire B après RTX. 

- Approfondi l’analyses des LB auto-réactifs par une caractérisation phénotypique mais 

également en développant un test permettant d’évaluer la fréquence des LB capables de 

sécréter des IgG anti-Dsg par une approche ELISPOT. 

- Étudié, dans le cadre d’une collaboration avec le Dr Nicolas Fazilleau, les LT et LT 

auto-réactifs, et plus spécifiquement les Tfh anti-Dsg3 chez les patients présentant le 

HLADRB1*0402 de susceptibilité au PV.   



            Objectifs  

-126- 
 

- Procédé à une analyse des profils d’expression génique cytokiniques des LB auto-

réactifs et non auto-réactifs en cellule unique et à une évaluation sérologique des 

cytokines clés impliquées dans la physiopathologie du pemphigus.  

- Validé, avec notre cohorte RITUX 3, l’analyse transcriptomique des LB comparant les 

patients en rémission complète et incomplète de l’étude RITUX 1 à 79 mois après le 

traitement initial par RTX.  
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Publié dans The lancet  

Dans notre première étude clinique « RITUX 1 », nous avons démontré que le RTX, en 

traitement de deuxième intention, était capable d’induire une rémission complète à deux 

ans chez 86% des patients atteints de pemphigus sévère. Plusieurs études ont ensuite 

suggéré l’utilisation du RTX dans le traitement du pemphigus en première intention.  

L’objectif de cette étude multicentrique, randomisée, a été de comparer l’efficacité et la 

tolérance à 24 mois du traitement par RTX (Mabthera) associé à une corticothérapie 

générale courte par rapport à une CS de longue durée chez les patients atteints de 

pemphigus. 

Les données cliniques et biologiques des patients entre les deux schémas 

thérapeutiques ont été comparées. Le critère principal de jugement était la proportion de 

patients ayant obtenu une rémission complète sevrée de tout traitement à 24 mois. 

Après 24 mois, 89% des patients du groupe RTX (41/46) étaient en rémission complète 

sans traitement contre 34% des patients du groupe CS (15/44) (p <0,0001). L’utilisation 

du RTX en premier intention a permis de réduire d’environ un tiers, la dose cumulée de 

prednisone administrée. De plus, les patients du groupe RTX ont présenté deux fois moins 

d'évènements indésirables graves que ceux affectés au groupe CS. Le RTX induit une 

déplétion des LB totaux et des LB IgG+ spécifiques des Dsg entrainant la disparition des 

Ac anti-Dsg. Ces résultats contrastent avec la persistance des LB spécifiques des Dsg chez 

ARTICLE N°1 : 
 

FIRST-LINE RITUXIMAB COMBINED WITH SHORT-TERM PREDNISONE 

VERSUS PREDNISONE ALONE FOR THE TREATMENT OF PEMPHIGUS 

(RITUX 3): A PROSPECTIVE, MULTICENTRE, PARALLEL-GROUP, OPEN-
LABEL RANDOMISED TRIAL 
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les patients du groupe CS et l’augmentation subséquente des taux d’Ac anti-Dsg à partir 

du douzième mois lorsque les doses de prednisone ont été réduites à moins de 20 

mg/jour. 

En conclusion, l’utilisation du RTX associée à de la prednisone à court terme en 

traitement de première intention chez les patients atteints de pemphigus modéré à sévère 

est à la fois plus efficace et mieux toléré que le traitement de référence par la prednisone 

seule.  L’efficacité du traitement par RTX semble liée à la disparition des LB anti-Dsg IgG+.  
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En soumission dans JAMA Dermatologie 

L’essai clinique « RITUX 3 » a montré l’efficacité du RTX associé à une corticothérapie 

courte dans le traitement de première intention des pemphigus modérés à sévères. 

Durant les 2 ans de suivi, 11 des 46 patients du groupe RTX (24%) ont rechuté dont 9/11 

(84%) précocement avant la première perfusion d’entretien à M12. Il a été montré que 

les perfusions d’entretien de RTX prévenaient efficacement les rechutes.  

L’objectif de l’étude était de déterminer des facteurs prédictifs d’une rechute précoce 

après la première injection de RTX afin d’identifier les patients qui pourraient bénéficier 

d’une perfusion d’entretien rapprochée à 6 mois. 

Les données cliniques et biologiques des 46 patients du groupe RTX de l’essai ont été 

comparées chez les patients ayant ou n’ayant pas rechuté durant la première année.  

L’analyse du profil clinique permet de mettre en évidence que les patients ayant une 

rechute précoce ont initialement un score PDAI deux fois plus élevé que les patients 

n’ayant pas fait de rechute dans les 12 premiers mois suivant l’injection du RTX (54,41 

versus 28,5 ; p = 0,03). Bien qu’une fréquence de LB plus élevée ait initialement été 

observée chez les patients ayant rechuté (22% versus 10% ; p<0,001), tous les patients 

ont présenté une déplétion complète des LB dans le sang au cours des trois premiers mois 

suivant l'administration du RTX. Pourtant, l’analyse de l'évolution des Ac anti-Dsg1 et 

anti-Dsg3 souligne une cinétique de décroissance plus lente chez les patients ayant 

rechuté. Ainsi, lors de l'évaluation du 3éme mois, la persistance d’Ac anti-Dsg1 et/ou anti-

Dsg3 avec des taux supérieurs aux seuils prédictifs de rechute (ELISA IgG anti-Dsg1>20 

UI/ml et ELISA IgG anti-Dsg3>130 UI/ml) précédemment établis, permet de prédire une 

rechute avec valeur prédictive positive de 50% et une valeur prédictive négative de 88%. 

 ARTICLE N°2 :  
  

 RISK FACTORS FOR SHORT-TERM RELAPSE IN PATIENTS WITH 

PEMPHIGUS TREATED BY RITUXIMAB AS FIRST LINE THERAPY 
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En conclusion, une forme sévère de pemphigus au diagnostic (PDAI ≥ 45) et des taux 

d’Ac anti-Dsg1 et/ou Dsg3 à 3 mois supérieurs au seuils (anti-Dsg1 ≥ 20 ou anti-Dsg3 ≥ 

120) sont associées à un risque de rechute précoce de 50%. Au contraire, l’absence d’un 

de ces 2 critères est associée à un taux de rechute faible < 15%. Ces deux facteurs 

prédictifs pourraient permettre d'identifier un sous-groupe de patients présentant un 

risque élevé de rechute nécessitant une perfusion d'entretien de RTX au 6ème mois. 
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Risk factors for short-term relapse in patients with pemphigus treated by rituximab as 

first-line therapy 
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Bruno Labeille MD,PhD4, Catherine Picard-Dahan MD5, Maria Polina Konstantinou PhD6, 

Guillaume Chaby MD7, Marie-Aleth Richard MD,PhD 8, Jean-David Bouaziz MD,PhD9, 

Sophie Duvert-Lehembre MD10, Emmanuel Delaporte MD PhD10, Philippe Bernard 

MD,PhD11, Frédéric Caux MD,PhD3, Marina Alexandre MD3, Saskia Ingen-Housz-Oro 

MD,PhD 12, Pierre Vabres MD,PhD13, Gaëlle Quereux MD,PhD 14, Alain Dupuy MD,PhD15, 

Sébastien Debarbieux MD16, Martine Avenel-Audran MD 17, Michel D’Incan MD,PhD18, 

Christophe Bedane MD,PhD 19, Nathalie Bénéton MD20, Denis Jullien MD,PhD21, Nicolas 
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Key points 

Question: Are there predictive factors for short-term relapse in pemphigus patients treated with 

rituximab as first-line therapy? 

Findings:  A post hoc analysis of a multicentre randomized control trial which included 47 

patients treated with rituximab as first-line identified 2 predictive factors of early relapse: i) a 

baseline disease activity score PDAI ≥45 corresponding to severe pemphigus; ii) persistent anti-

DSG1 Abs >20 UI/mL and/or anti-DSG3 Abs >130 UI/mL three months after rituximab 

treatment. These predictors provided a positive predictive value of 50% and a negative 

predictive value of 94% for the occurrence of early relapse. 

Meaning: These two predictive factors help differentiate a subgroup of patients with higher 

risk of relapse who could benefit from maintenance rituximab infusion at Month 6 from a 

subgroup of patients with almost no risk of relapse who do not need maintenance therapy 
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Abstract 

Importance: Rituximab and short-term corticosteroids are the new gold standard for newly 

diagnosed moderate to severe pemphigus patients. The 3-year relapse rate is around 25%. 

However, 73% of relapses occur during the first year of treatment. 

Objective: To determine predictive factors of short-term relapse in pemphigus patients treated 

with rituximab. 

Design: Post hoc prognostic analysis of the rituximab group in a multicenter randomized 

control trial (RITUX 3), conducted from 2010 to 2015. Patients randomly assigned to the 

rituximab group were treated with 1000 mg of intravenous rituximab on Day 0 and 14, and 500 

mg at Month 12 and 18, combined with a short-term prednisone regimen. 

Setting:  Twenty dermatology departments in tertiary care centres in France. 

Participants: All patients assigned to the rituximab group of the RITUX 3 trial and 3 patients 

treated according to the study protocol were included in the present study.  

Main Outcome(s) and Measure(s): Baseline (pre-treatment) clinical and biological 

characteristics and evolution of anti-desmoglein (DSG) 1 and anti-DSG3 ELISA values during 

the 3 months after rituximab treatment were compared between patients who relapsed and those 

who maintained sustained clinical remission during the first 12 months after treatment. The 

positive and negative predictive values of predictors were calculated. 

Results: Forty-seven patients were included.  The baseline PDAI score of relapsing patients 

was higher than that of non-relapsing patients (54 ±33 vs 29 ±24; p=0.03). At Month 3, 7 of 11 

relapsing patients (64%) had persistent anti-DSG1 Ab values ≥20 UI/mL and/or anti-DSG3 Ab 

values ≥130 UI/mL, versus 7 of 36 (19%) non-relapsing patients (p=0.01). A PDAI score ≥45 

defining severe pemphigus, and/or persistent anti-DSG1 Abs ≥20 UI/ml and/or anti-DSG3 Abs 

≥130 UI/ml at Month 3 provided a positive predictive value of 50% (95%CI=27-73) and a 

negative predictive value of 94% (95%CI=73-100) for the occurrence of relapse after rituximab. 

Conclusions and Relevance: Initial PDAI score and evolution of anti-DSG Ab ELISA values 

after the initial cycle of rituximab are easy-to-use predictors of short-term relapse.    
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Introduction 

Pemphigus is a rare life-threatening autoimmune blistering disease involving the skin 

and mucosa, in which pathogenic IgG antibodies are directed against desmosomal 

transmembrane glycoproteins: desmoglein (DSG) 3 and 1 (1–6).  Initial severity of skin and 

oral mucous membrane lesions is correlated with anti-DSG1 and anti-DSG3 Ab levels, 

respectively (7). High-dose oral corticosteroids (CS) sometimes associated with 

immunosuppressive drugs (azathioprine, mycophenolate mofetil) have been the mainstay of 

treatment for a long time (8–15).  

In the last decade, more than 1 000 patients with severe recalcitrant or relapsing cases 

of pemphigus have been treated with rituximab, an anti-CD20 monoclonal antibody. The 

efficacy and safety of rituximab as first-line treatment in patients with moderate to severe forms 

of pemphigus have been recently demonstrated in a large randomized controlled trial RITUX 3 

trial), in which 90 patients were randomly assigned to receive a standard regimen of CS versus 

rituximab associated with a short-term CS regimen (16). In this study, the 2-year rate of 

complete remission (CR) off therapy was 89% in the rituximab arm versus 34% in the standard 

CS arm. After 24 months of follow-up, 11 relapses (23%) occurred in the rituximab arm versus 

20 relapses (46%) in the standard CS regimen arm. Relapses have been consistently reported in 

the literature in patients who received an initial cycle of rituximab without maintenance 

infusions during the course of their disease (17–21). Interestingly, in the RITUX 3 trial, only 3 

out of the 11 relapses in the rituximab group occurred after the two maintenance infusions at 

Month 12 and Month 18, whereas 8 out of 11 (73%) relapses occurred between Month 6 and 

Month 12, which might suggest the potential interest of a first maintenance infusion at Month 

6 in some patients. 

The aim of the present study was to determine predictive factors of such short-term 

relapse, in order to identify a subgroup of patients who could benefit most from an additional 

infusion of rituximab at Month 6 after the initial cycle of rituximab. Indeed, due to the cost and 

immunosuppressive effect of rituximab, the identification of predictive factors for early relapse 

would allow us to propose an additional infusion of rituximab only in patients with a high risk 

of relapse.  
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Patients and methods  

Study design and participants 

Data from patients randomly assigned to the rituximab group in the RITUX 3 trial and 

from patients treated with rituximab according to the same regimen were used in the present 

study. Patients with newly diagnosed pemphigus were treated with 2 infusions of 1000 mg of 

intravenous rituximab on Day 0 and Day 14, and 2 infusions of 500 mg at Month 12 and Month 

18 combined with a short-term prednisone regimen, 0.5 mg per kilogram per day for moderate 

pemphigus and 1 mg per kilogram per day for severe pemphigus. The initial prednisone dose 

was maintained for 1 month, and thereafter gradually reduced after achievement of disease 

control, with the aim of stopping prednisone after 3 months in patients with moderate 

pemphigus and after 6 months in patients with severe pemphigus. 

Clinical and immunological settings 

Clinical data (age, gender, pemphigus type) and pemphigus severity were recorded from 

patients’ case report forms (CRF) and patients’ medical files. Baseline pemphigus severity was 

assessed using the Pemphigus Disease Area Index (PDAI) score (22). A relapse was defined as 

the reappearance of at least 3 new lesions in a month, which did not heal spontaneously within 

1 week (23). Short-term relapse was defined as a relapse which occurred during the first year 

after the initial cycle of rituximab.  

Anti-DSG1 and anti-DSG3 antibody values were measured using a commercially 

available DSG enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (EUROIMMUN Desmoglein 

test, Medizinische Labordiagnostika, Lübeck, Germany) according to the manufacturer’s 

instructions. Blood samples were collected at Days 0, 30, 90, 180, 270, and 360. Peripheral 

blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from whole blood by Ficoll-Paque gradients 

(GE Healthcare Lifescience, United States) and cryopreserved. The phenotype of PBMCs was 

determined by flow cytometry with monoclonal antibodies (mAbs) against CD19-PE, CD4-

ECD, CD3-PC5, CD8-FITC (Beckman Coulter, Indianapolis, United States) for T and B cells; 

and CD4-PerCP, CD25-PE, CD127-FITC (eBioscience, Becton Dickinson, Beckman Coulter) 

for Treg cells. B Cells were defined as CD19+, T cells were defined as CD3+CD4+, and 

regulatory T cells as CD4+CD25hiCD127low.  

Rituximab serum concentrations were measured using a commercially available ELISA 

(LISA-TRACKER Duo Rituximab, Theradiag, France) at Day 30, Day 60, Day 90 and Day 

180 after initial treatment with rituximab. 
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Statistical analysis 

To determine predictive factors for short-term relapse following rituximab therapy, we 

first compared patients’ baseline (pretreatment) clinical characteristics: age, gender, type of 

pemphigus (Pemphigus vulgaris (PV) versus Pemphigus foliaceus (PF)), type of involvement 

(skin, mucosal, both) and PDAI severity score, between patients who maintained complete 

remission for the first year of treatment and those who relapsed during the first year after the 

initial cycle of rituximab.   

Then, we compared the evolution of anti-DSG1 and anti-DSG3 ELISA values during the 6-

month period after rituximab treatment between patients who maintained complete remission 

and those who relapsed during the first year.  

In order to determine the sensitivity, specificity, positive and negative predictive values 

of anti-DSG Abs and PDAI score, we used previously published cut-off values. The cut-off 

value on the PDAI score differentiating severe from non-severe pemphigus was determined 

from the international study conducted by Boulard et al. (severe pemphigus was defined by a 

PDAI score ≥45) (22). According to the study by Abasq et al., cut-off values of 130 U/mL for 

anti-DSG3 Abs, and 20 UI/mL for anti-DSG1 Abs were used, since they provide both high 

positive predictive value (84% and 79%, respectively) and negative predictive value (81% and 

84%, respectively) for the occurrence of mucosal and skin relapses, (24). To validate these cut-

off values from the literature on the present series of pemphigus patients, a receiver-operating 

characteristic (ROC) curve was calculated. A cut-off value of 20 UI/mL for anti-DSG1 Abs and 

120 UI/ml for anti-DSG3 Abs gave optimal sensitivity and specificity. These cut-off values 

were equal for anti-DSG1 Abs (20 versus 20 UI/ml) and very close for anti-DSG3 (120 versus 

130 UI/ml) to those reported by Abasq et al. (24). Positive and negative predictive values of 

predictors of relapse were calculated based on the 23% rate of relapse observed in patients 

assigned to the rituximab arm in the RITUX 3 trial. 

We compared rituximab serum concentrations depending on time (from Day 14 to Day 

180) between relapsing and non-relapsing patients (area under the concentration-time curve; 

AUC) by the trapezoidal method (Prism 7, GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA). 

Finally, we compared the proportions of B cells, CD4 T cells and regulatory T cells 

between relapsing and non-relapsing patients from baseline to Month 6 evaluation using prism 

software (Two-way ANOVA with Sidak posttest).  
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Fisher exact test was used to compare qualitative variables and Student t-test or Mann-

Whitney test was used to compare quantitative variables. For all tests, p <0.05 was considered 

statistically significant. All analyses were performed with R statistical software (version 3.5.1, 

the R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).  
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Results 

Baseline characteristics and clinical course of patients 

A total of 47 patients were treated with rituximab plus short-term oral prednisone. Forty-

four of these patients were included in the RITUX 3 trial and the other 3 patients were treated 

with the same regimen of rituximab plus short-term oral prednisone after the end of the RITUX 

3 study.  

During the 12 months following the initial infusion of 2g of rituximab, 11 of the 47 

patients relapsed (23%; 95% CI: 13-39) after a median delay of 219 days (interquartile range 

(IQR), 154-277). All relapses occurred after Month 6. There were 6 mucosal, 3 cutaneous and 

2 muco-cutaneous relapses.  

Mean age, gender of patients, and type of pemphigus (PV versus PF) were not 

significantly different between patients who relapsed and those who did not (Table I).  Patients 

who relapsed had an initially more severe pemphigus than those who did not relapse (baseline 

mean PDAI score: 54 ± 33 versus 29± 24; p=0.03). (Table I). Accordingly, 6 of the 11 patients 

who relapsed (55%) had severe pemphigus (baseline PDAI score ≥45) versus 5 of the 36 

patients (14%) who did not relapse (p=0.01). 

Course of anti-desmoglein antibodies 

Mean anti-DSG1 and anti-DSG3 ELISA values decreased from 257 and 850 UI/mL at 

baseline to 20 and 88 UI/mL at Month 3, and 7 and 38 UI/mL at Month 6, respectively (Fig 1). 

In order to identify a subgroup of patients with a higher relapse risk who could benefit from a 

first maintenance infusion of rituximab at Month 6, we first compared the mean anti-DSG1 and 

anti-DSG3 Ab levels at baseline and at Month 3 evaluation between the subgroups of relapsing 

and non-relapsing patients. 

Mean (±SD) anti-DSG1 Ab ELISA values were non-significantly higher in relapsing 

patients relative to those with ongoing remission, both at baseline (520 ± 747 UI/mL versus 245 

± 280 UI/mL; p=0.28) and at Month 3 (46 ± 76 UI/mL versus 16 ± 42 UI/mL; p=0.28). Similar 

findings were observed for anti-DSG3 Abs at baseline (1444 ± 1525 UI/mL versus 914 ± 1114 

UI/mL; p=0.35), and at Month 3 (193 ± 280 UI/mL versus 80 ± 133 UI/mL; p=0.27). 

Course of B-, T- and T reg cells 

B cells: At baseline, patients who relapsed had a higher mean percentage of CD19+ B 

cells than non-relapsing patients (22.11% versus 9.80%; p<0.001) (Fig 2A). Complete B cell 
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depletion was observed in both relapsing and non-relapsing patients at Month 1 evaluation post 

rituximab. At Month 6, the frequency of B cells was still close to zero in relapsing as well as 

non-relapsing patients (0.07%, versus 0.16% p=1).  

T cells: The mean percentage of CD4+ T cells measured from baseline to Month 6 was 

not significantly different between relapsing and non-relapsing patients (Fig 2B). The 

percentage of CD25hi CD127low regulatory T cells (Tregs) at baseline was higher in patients 

who did not relapse than in those who relapsed (5.71% versus 2.91, p=0.0004). However, the 

difference between the two subgroups was no longer statistically significant after rituximab 

treatment (Fig 2C).  

Rituximab serum concentrations 

Rituximab serum concentrations in patients’ serum measured from Day 30 to Day 180, 

were not significantly different between relapsing and non-relapsing patients (AUC: 3056 

(95CI: 2261-3851) versus 3062 (95CI: 1956-4168)) (Fig 3).  

Predictive factors of relapse 

At baseline, a PDAI score ≥45 (corresponding to severe pemphigus) had a positive 

predictive value of 55% (95%CI: 23-83), for the occurrence of a relapse during the 12-month 

period following the initial cycle of rituximab. Interestingly, patients with a PDAI score <45 

had a high 86% (95%CI: 71-95), negative predictive value for the absence of relapse.  

At Month 3, according to the study by Abasq et al., cut-off values of 130 UI/mL for 

anti-DSG3 Abs, and 20 UI/mL for anti-DSG1 Abs were used since they provide both high 

positive predictive value (84% and 79%, respectively) and negative predictive value (81% and 

84%, respectively) for the occurrence of mucosal and skin relapses. Indeed, at Month 3, 7 of 

the 11 patients who relapsed (64%) had anti-DSG1 and/or anti-DSG3 Ab ELISA values higher 

than 20 UI/mL and/or 130 UI/mL, respectively, versus 7 of the 36 patients (19%) who had 

persistent clinical remission (p=0.01).  

This set of two criteria i.e., baseline PDAI score ≥45 and/or persistent anti-DSG1 Abs 

≥20 UI/ml and/or anti-DSG3 Abs ≥130 UI/ml, three months after the initial cycle of rituximab 

provided a sensitivity of 91% (95%CI: 59-100), a specificity of 60% (95%CI: 39-79), a positive 

predictive value of 50% (95%CI: 27-73) and a negative predictive value of 94% (95%CI: 73-

100) for the occurrence of a relapse following the initial cycle of rituximab. 
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Discussion 

This study has identified two simple predictive factors of a short-term relapse after 

initial treatment by rituximab: i) the initial PDAI score, which reflects the severity of 

pemphigus, and ii) the evolution of anti-DSG antibodies values three months after the initial 

cycle of rituximab. These findings are important, since rituximab has been recently approved 

as first-line treatment of moderate to severe pemphigus (25). The set of criteria identified in the 

present study provided a 50% (95%CI: 27-73) positive predictive value. Assuming that a 

maintenance infusion of rituximab at Month 6 would be consistently effective, our results 

suggest the possibility of treating two patients with a maintenance infusion of rituximab at 

Month 6 to avoid the relapse of one patient. Conversely, the 94% (95%CI: 73-100) negative 

predictive value could help avoid a maintenance infusion of rituximab in around half of the 

patients treated as first line. Avoiding early relapse after an initial cycle of rituximab is also 

important, since 20% of patients relapsed between Month 6 and Month 12 in our clinical trial 

(16), whereas only very few relapses (3 out of 11) occurred between Month 12 and the end of 

the study at Month 36.  

It has recently been demonstrated that PDAI score was an easy to use and robust tool to 

accurately assess pemphigus severity, with a very high inter-rater reliability and a good 

correlation over time with other markers of pemphigus severity (22,26). Our findings suggest 

that initial pemphigus severity might be a predictor of early relapse after a first-line treatment 

by rituximab, since patients who relapsed had a two-fold higher baseline PDAI severity score 

relative to patients who did not relapse during the 12-month period after the initial cycle of 

rituximab (54 versus 29 p=0.03). Patients with a PDAI score ≥45 had a positive predictive value 

of 55% (95%CI: 23-83) for the occurrence of a relapse during the year following the initial 

infusion of rituximab, whereas those with a PDAI score <45 had an 86% (95%CI: 71-95) 

negative predictive value for the absence of relapse after rituximab therapy. 

It has already been shown that the evolution of anti-DSG1 and to a lesser degree anti-

DSG3 Abs was correlated with the course of pemphigus skin and mucosal lesions (7,24,27,28). 

Despite the fact that the number of circulating B-lymphocytes was close to zero from 3 to 6 

months after the initial cycle of rituximab in both patients who relapsed and those who did not, 

we observed that patients who relapsed had higher anti-DSG1 and anti-DSG3 Ab levels at 

Month 3 evaluation than those who did not relapse after rituximab therapy. This time point was 

chosen, since it is often used by clinicians to assess the epithelialization of skin and mucosal 
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lesions after the delay of action of rituximab, and because measurement of anti-DSG Abs at 

Month 3 allows a new infusion of rituximab to be scheduled at Month 6 if necessary.  

Owing to the poor specificity of anti-DSG3 Abs, we used cut-off values corresponding 

to 20 UI/ml for anti-DSG1 and 130 UI/ml for anti-DSG3 Abs, which have been reported to 

provide high positive- and negative- predictive values for the occurrence of skin and mucosal 

relapses, respectively (24). Interestingly, these cut-off values were very close to those that we 

calculated using a ROC curve in our patients. The persistence of anti-DSG1 ELISA values ≥20 

UI/ml and/or anti-DSG3 ELISA values ≥130 UI/ml at Month 3 evaluation provided a positive 

predictive value of 50% and a negative predictive value of 88%, which were in fact, very close 

to those calculated from the initial PDAI score.   

We then assessed the evolution of peripheral blood B lymphocytes after treatment with 

rituximab, since early B cell recovery has been reported to precede the occurrence of a clinical 

relapse in some autoimmune diseases, in particular rheumatoid arthritis (29–31). We observed 

that at baseline, the mean percentage of peripheral blood CD19+ B cells was higher in patients 

who relapsed than in those who maintained clinical remission. However, the significance of 

this finding is uncertain, since we were not able to record patients’ blood cell counts, and 

therefore were unable to determine the absolute number of blood B lymphocytes. Nevertheless, 

both relapsing and non-relapsing patients had complete B cell depletion during the first three 

months after rituximab. 

Whereas, we did not evidence any difference in the percentage of total CD4+ T 

lymphocytes between patients who relapsed and patients who did not, patients who maintained 

clinical remission had a higher baseline percentage of Treg cells than those who relapsed, as 

previously reported in patients with lupus erythematous treated by rituximab (32). 

We did not evidence any difference in serum concentration of rituximab between 

relapsing and non-relapsing patients, which is in accordance with the absence of correlation 

between the detection of rituximab human anti-chimeric antibodies and the occurrence of 

relapses reported in a recent study (33). 

The interest of using multiple infusions of rituximab during the initial phase of treatment 

(34) or as maintenance therapy has been suggested in recent studies (35,36). Despite the fact 

that the short-term tolerance of these regimens using multiple infusion of rituximab seems 

rather good, they lead to a significant over-cost and prolonged B cell depletion. The two 

predictive factors identified in the present study would allow a maintenance infusion of 
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rituximab to be proposed only to a subgroup of patients with a high risk of relapse. We are 

currently testing these predictors on a new series of pemphigus patients treated with rituximab 

as first line.  
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Figure and legends 

Table I: Baseline clinical characteristics of relapsing patients and non-relapsing patients.  

  

	

  Relapsing patients 

 
n (%) 

 

Non-relapsing 

patients 
n (%) 

p value         

Number of patients  

 

11 (23.4) 36 (76.6)  

Age (mean ± SD) 
 

50.10 ± 18.12 55.58 ± 16.34 0.30 

Gender  

     Male  
     Female 

 

 

5 (45.5) 
6 (54.5) 

 

12 (33.3) 
24 (66.7) 

 

0.49 
 

Type of pemphigus  
9 (81.8) 

2 (18.2) 

 
31 (86.1) 

5 (13.8) 

 
0.66 

 
     Vulgaris 

     Foliaceus 

 
Initial presentation 

     Mucosal 

     Cutaneous 
     Muco-cutaneous 

 

 

1 (9.1) 

2 (18.2) 
8 (72.8) 

 

8 (22.2) 

6 (16.7) 
22 (61.1) 

 

0.66 

1 
0.72 

PDAI  (mean score ± SD) 54.41 ± 33.3 28.5± 23.91 0.03 
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Figure 1: Course of anti-DSG1 and anti-DSG3 Ab values in relapsing and non-

relapsing patients. 

Course of auto-antibodies (mean ± SD) anti-DSG1 (dashed line) and anti-DSG3 (solid line) 

Abs during the 24-month period after initial treatment with rituximab in relapsing and non-

relapsing patients. Arrows indicate the times and doses of rituximab infusions. 
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Figure 2: Frequencies of CD19+ B cells, CD4+ T cells, and regulatory T cells among 

lymphocytes during the follow-up. 

Frequencies of CD19+ B cells (A), CD4+ T cells (B), and regulatory T cells (C) in peripheral 

blood lymphocytes at Day 0, Day 30 and Day 180 after initial treatment with rituximab in 

relapsing (black) and non-relapsing (grey) patients (*** p<0.001). 
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Figure 3: Comparison of rituximab serum concentrations between relapsing and non-

relapsing patients. 

Area under the curve (AUC) of rituximab serum concentrations (mg/ml) depending on time 

(Day 30, Day 60, Day 90 and Day 180) in relapsing (black) and non-relapsing (grey) rituximab-

treated patients.  
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Maho-Vaillant M., Perals .C, Golinski ML., Hebert V., Caillot F., Mignard C., Riou G., Petit M., Viguier 
M., Hertl, M., Boyer O., Calbo S., Fazilleau N. et Joly P.  
 

Article en préparation  

Les données de l’évaluation clinique et biologique à 24 mois des patients atteints de 

pemphigus issues de l’étude RITUX 3 ont permis de démontrer que l’utilisation répétée 

du RTX associée à une courte corticothérapie en première intention est à la fois plus 

efficace et moins dangereuse qu'un traitement par la prednisone seule. Le critère 

d'évaluation principal à 24 mois étant proche de la dernière perfusion d’entretien du RTX 

à 18 mois, l’efficacité et l’innocuité du schéma thérapeutique utilisant le RTX en première 

intention ont été confortées après la reconstitution du répertoire lymphocytaire B à 36 

mois. 

A 36 mois, le groupe RTX présente un taux de rechute de seulement 2%. En effet, 40 

des 41 patients du groupe RTX en rémission complète sans traitement à 24 mois le sont 

toujours 36 mois après la première perfusion de RTX. A l’inverse, le groupe CS présente 

un taux de rechute de 33%. De plus, la moitié des patients issus du groupe CS présentant 

une maladie persistante ou ayant rechuté après l’évaluation à 24 mois ont été traités 

secondairement par le RTX. Ces résultats confirment l’efficacité à long terme de 

l’utilisation précoce du RTX dès les premiers signes de la maladie associée à une ré-

administration de RTX en traitement d’entretien. 

L’objectif de cet article est d’étudier l’impact des traitements par RTX et par CS sur la 

réponse auto-immune B ainsi que sur leurs principaux partenaires, les Tfh, afin de mieux 

comprendre les mécanismes influençant la réponse thérapeutique. 

Nous avons analysé la fréquence et le phénotype de ces cellules auto-réactives dans le 

sang de patients de l'étude clinique RITUX 3 par cytométrie en flux ainsi que le nombre 

d’ASC spécifiques des Dsg par ELISPOT. L'analyse des effets de la prednisone a été 

effectuée entre 9 et 12 mois de traitement lorsque les doses sont réduites à 20 mg/jour et 

que la maladie est contrôlée. Pour les patients du groupe RTX, l'analyse a été effectuée 

après la reconstitution du répertoire lymphocytaire B à 36 mois.  

 ARTICLE N°3 : 

 RITUXIMAB AND CORTICOSTEROID EFFECT ON DESMOGLEIN SPECIFIC B 

CELLS AND T FOLLICULAR HELPER CELLS IN PATIENTS WITH PEMPHIGUS 
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Notre analyse phénotypique a révélé qu’en plus d’une fréquence significativement plus 

élevée de LB spécifiques des Dsg dans le sang des patients atteints de pemphigus que chez 

les témoins sains, la population B anti-Dsg détectée représentant de 0,1 à 0,6% des LB 

totaux est particulièrement enrichie en LB mémoires ayant subi une commutation 

isotypique (CD27+IgG+). Le traitement par RTX impacte fortement et durablement la 

répartition des sous-populations de LB après leur reconstitution, modifiant l’équilibre 

entre des LB naïfs et mémoires et plus particulièrement au sein de la population B auto-

réactive. Nos résultats démontrent que la fréquence moyenne des LB CD27+IgG+ 

spécifiques des Dsg est réduite de 13 à 4%. Parallèlement à cette déplétion, plus aucun 

ASC anti-Dsg n’est détectée par ELISPOT chez les patients en rémission complète 36 mois 

après la première injection de RTX. A l’inverse, le traitement utilisant la prednisone seule 

n'a pas influencé la fréquence ou le phénotype des LB anti-Dsg et les ASC anti-Dsg restent 

détectables même en période de rémission. La génération de LB mémoires CD27+ et 

commuté IgG+ est classiquement liée à la maturation des LB au sein des CG et nécessite 

une collaboration avec les Tfh. Parallèlement à la déplétion B induite par le RTX, nous 

avons observé une diminution significative de près de 50% de la fréquence des Tfh avant 

de revenir à une valeur initiale lors du retour de LB. Le traitement par RTX entraine 

simultanément une réduction durable des taux sériques d’IL-21. En revanche, nous 

n'avons pas observé de modification de la fréquence des Tfh chez les patients du groupe 

CS. L’analyse post-traitement des patients présentant le HLA-DRB1*0402 de 

susceptibilité au PV a permis de mettre en évidence l’existence de Tfh spécifiques de la 

Dsg3 dans le sang avec une fréquence significativement plus faible chez les patients ayant 

reçu le RTX comparé à ceux traités uniquement par la prednisone.  

En conclusion, l’efficacité à long terme du RTX dans le pemphigus semble donc résulter 

d’effets plus complexes que la simple délétion initiale des LB auto-réactifs pathogènes. En 

agissant également sur la coopération cellulaire entre LB et Tfh auto-réactifs, cela 

expliquerait le blocage de la maturation des LB et la réapparition retardée des LB 

mémoires spécifiques de la Dsg qui maintiendrait une rémission sur le long terme. Par 

contre, le taux élevé de rechutes chez les patients du groupe CS peut s'expliquer par la 

persistance des LB et des Tfh auto-réactifs qui sont certainement à l’origine de la ré-

émergence des Ac anti-Dsg observée entre le 12 éme et le 24éme mois.  
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Abstract: 

Background: Pemphigus is an autoimmune blistering disease mediated by autoantibodies 

directed against desmogleins. We recently showed that first line treatment with rituximab was 

more effective than oral corticosteroids in the treatment of pemphigus patients. 

Objective: To understand the immunological mechanisms which mediate the long-lasting 

clinical remission after rituximab treatment. 

Methods: We analyzed the anti-desmoglein autoantibody titers by ELISA, the phenotype of 

desmoglein-specific B-cells and T-follicular-helper-cells by flow cytometry, and the number of 

antibody-secreting-cells by ELISPOT in patients treated with corticosteroids alone or 

rituximab. 

Results: Corticosteroid treatment did not influence the frequency nor the phenotype of 

desmoglein+ B-cells. Anti-desmoglein antibody-secreting-cells were still detected after 

treatment, even in patients in remission. In contrast, rituximab induced a significant decrease 

of IgG-switched desmoglein+ memory B-cells. Accordingly, anti-desmoglein antibody 

secreting cells were no longer detected in patients in complete remission. Interestingly, 

desmoglein-3 specific T-follicular-helper-cells were detected in patients after treatment at a 

much lower frequency in patients treated with rituximab than in those treated with 

corticosteroids. 

Conclusion: Our findings indicate that the long-lasting response to rituximab in pemphigus 

involves two mechanisms: i) a sustained depletion of IgG switched memory autoreactive B-

cells leading to the disappearance of anti-desmoglein antibody-secreting-cells, and ii) a 

decrease of desmoglein -specific circulating T-follicular-helper cells, which might explain the 

delayed reappearance of desmoglein+ memory B-cells. In contrast, the persistence of a high 

frequency of IgG-switched memory autoreactive B-cells and anti-desmoglein antibody-

secreting-cells likely explain the re-increase of anti-desmoglein antibodies, and consequently 

the high rate of relapses observed in patients treated by corticosteroids. 

 

Key words: Pemphigus, Rituximab, corticosteroids, Desmoglein, B-cells, T follicular helper 

cells and Autoimmunity. 
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Introduction 

Pemphigus is a life-threatening autoimmune disease of the skin and mucosae due to the 

production of autoantibodies (Abs) directed against two desmosomal proteins: desmoglein 

(DSG)-1 and DSG-3, which are adhesion molecules of the epidermis that are responsible for 

the cohesion between keratinocytes 1–4. We recently reported the dramatic efficacy of rituximab 

(RTX), an anti-CD20 monoclonal antibody as first-line treatment of pemphigus patients5. 

Relative to a standard regimen of corticosteroids (CS) alone, RTX associated with a short-term 

prednisone regimen allowed 89% of patients to achieve complete remission off therapy at 

Month (M) 24 5. Moreover, RTX allowed a rapid tapering of prednisone doses. RTX is thought 

to work mainly by B-cell depletion in pemphigus, as in other autoimmune diseases and some 

studies have reported that relapses were associated with B-cell reconstitution 6–8. DSG specific 

B-cells have been estimated at about 10-4 of total B-cells. Up to now, the effect of RTX has 

been mainly assessed on total B-cells, which does not necessarily reflect its effect on 

autoreactive DSG-specific B-cells. In particular, we previously reported in pemphigus patients 

treated with RTX as second line, that long term remission was associated with prolonged failure 

of DSG B-cell response 9.  

Most of anti-DSG antibodies belong to the IgG4 subclass 10,11, which suggests the 

involvement of T-Follicular-Helper-Cells (TFH) in the selection within the germinate center 

(GC). TFH are characterized by the expression of CXCR5 marker and the production of IL-21, 

a cytokine which is essential for the generation of memory B-cells and plasma cells 12,13. 

Interestingly, a higher frequency of circulating TFH and increased serum IL-21 levels have 

been recently reported in PV patients relative to healthy controls 14. This study suggested the 

existence of DSG-3-specific autoreactive T cells producing IL-21 upon ex vivo stimulation with 

DSG-3 14. Analysis of skin lesions in patients with pemphigus showed the presence of IL-21 

producing CD4 T cells in association with anti-DSG IgG producing plasma cells, which 

suggested the existence of a cutaneous tertiary lymphoid structure 15. The aim of the present 

study was to investigate the effect of RTX or a standard CS regimen alone on the frequency 

and phenotype of DSG-specific B-cells and DSG-specific TFH in pemphigus patients, in order 

to explain the persistence of a sustained clinical remission or on the contrary, the occurrence of 

relapses.  
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Patients and methods 

Ninety patients with pemphigus vulgaris (74) or pemphigus foliaceus (16) were included in 

a randomized clinical trial (RITUX 3: ClinicalTrials.gov number, NCT00784589) 5. Patients 

with a newly diagnosed pemphigus were assigned to receive either 1 to 1.5 mg/kg/day of oral 

prednisone with a progressive tapering of prednisone doses over 12 to 18 months, or 2 infusions 

of 1g of intravenous RTX on Days 0 and 14 and 500 mg at months 12 and 18, combined with 

a short-term prednisone regimen, 0.5 mg/kg/day for moderate pemphigus and 1 mg/kg/day for 

severe pemphigus. The initial prednisone dose was maintained for 1 month and was thereafter 

gradually reduced after achievement of disease control, with the aim to stop prednisone after 3 

months in patients with moderate pemphigus and after 6 M in patients with severe pemphigus. 

Patients were followed up to 3 years. Patients who relapsed in the standard CS group after 

assessment of the primary end point point at M24 were allowed to receive RTX during the third 

year of study.  

Clinical and Immunological evaluations 

Complete remission (CR) and relapse were defined according to the consensus 

statement definition for pemphigus end points 16. Blood samples were collected from patients, 

and healthy donors from The French Blood Establishment (EFS). Blood samples from patients 

were collected at baseline and at each follow-up evaluation visits until the end of the study at 

M36. 

Serum auto-antibody titers 

Titers of serum anti-DSG-1 and anti-DSG-3 IgG antibodies were measured using a DSG 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with 1:100 diluted serums (EUROIMMUN). 

Cytokine levels 

Serum levels of IL-21 were measured by ELISA (BioLegend), according to the 

manufacturer’s protocol. 

Phenotyping analysis 

PBMC were isolated by centrifugation over Ficoll-Paque gradients (GE Healthcare 

Lifescience) to assess B and T lymphocyte markers. The phenotype of PBMCs was determined 

by flow cytometry with monoclonal Abs (mAbs) against CD3, CD4, CD8, CD5, CD19, CD20, 

CD21, CD22, CD23, CD24, CD27, CD38 CD86, IgD, IgM and IgG (Beckman Coulter and BD 

Biosciences). TFH were further characterized by using a combination of different markers with 
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chemokine receptors mAbs against CD3, CD4, CD45RA, HLA-DR, PD-1, ICOS CXCR5, 

CXCR3, CCR6, CCR7 (Miltenyi Biotec and BD Biosciences). 

Anti-DSG B-cell analysis  

In order to analyze the phenotype of DSG-1 and DSG-3 specific B-cells, B-cells were 

isolated using Dynabeads Untouched Human B-cells kit (Life Technologies) according to the 

manufacturer’s instructions. Frequency of DSG-1 and DSG-3 specific B-cells was determined 

by flow cytometry 9. Purified B-cells were incubated for 30 min at 4°C with histidine-tagged 

recombinant DSG-1 or DSG-3 (30 ng/µl) kindly provided by Prof M Herlt 17. After washing, 

B-cells were stained with anti-human IgG antibodies (BD Biosciences). Cells were then 

incubated with Fc Block (eBioscience), LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain (Life 

Technologies) and anti-human antibodies against CD19, CD27 and IgM (BD Biosciences). 

Anti-histidine coupled with phycoerythrin (R&D Systems) was used to identify DSG-specific 

B-cells. The percentage and phenotype of DSG-1 and DSG-3 specific cells were determined by 

using Flowjo software. 

Anti-Desmoglein TFH cell analysis  

In order to verify that our patients with pemphigus had the HLADRB1*0402 genotype 

of PV susceptibility, peripheral blood from patients was collected after obtaining informed 

consent. Genomic DNA from PBMCs was isolated using the NucleoSpin® tissue kit 

(Macherey-Nagel). The specific analysis of HLADRB1*04 was performed using the Olerup 

SSP® DRB1*04 PCR Typing Kit (Bionobis) according to the manufacturer’s protocol. Auto-

reactive T cells were only characterized in PV patients with the HLADRB1*0402 genotype. 

Frequency and phenotype of DSG-3-specific T cells and TFH cells were determined by flow 

cytometry using the following mAbs against CD3, CD4, CD45RA, HLA-DR, CXCR5, 

CXCR3, CCR6 CCR7 (Miltenyi Biotec and BD Biosciences) and using tetramer-based 

detection system using DRB1*0402 tetramers loaded with identified peptides of DSG-3 (NIH 

Tetramer Core Facility). 

Desmoglein-specific B-cell detection using ELISPOT assay 

The frequency of circulating total IgG and DSG-specific IgG antibody secreting cells (ASC) 

was determined by human IgG ELISPOT Basic (Mabtech) according to the manufacturer’s 

instruction. PBMC from pemphigus patients and healthy donors were pre-stimulated with R848 

(1µg/ml) and rhIL2 (10 ng/ml) in complete medium (RPMI-1640 supplemented with 10% FBS, 

2mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin and 100μg/mL streptomycin; Life Technologies) in 
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separate plates for 72 hours. Plates ELISPOT MAIPS 4510 (Millipore) were coated overnight 

at 4°C with anti-IgG human antibodies. Plates were washed and blocked with complete medium 

before use. Pre-stimulated PBMC were washed, resuspended in complete medium and 

transferred to ELISPOT plate, and then incubated for 24 hours with 1x105 – 4 x105 PBMC per 

well to detect anti-DSG-1 and DSG-3 IgG-secreting ASC, and with 2.5 x103 -1 x104 PBMC per 

well to detect total IgG ASC. IgG ASC were detected by addition of biotinylated mouse IgG 

anti-human IgG. Frequency of anti-DSG-1 or anti-DSG-3 IgG secreting ASC was calculated 

after incubation for 2 hours with histidine-tagged recombinant DSG-1 or DSG-3 proteins 

(1µg/ml) 17 in PBS Ca2+. Biotinylated anti-histidine (0.5µg/ml) (Abcam) was then added. The 

streptavidin enzyme and substrate TMB were used to detect spots corresponding to total IgG 

ASC or DSG-specific ASC. The number of spots was determined with ELISPOT Plate Readers 

and ImmunoSpot software (CTL). Results were expressed as frequencies of DSG-specific IgG 

ASC among total IgG ASC. The sensitivity and specificity of our ELISPOT assay were 

estimated at 1 DSG-3 specific ASC/105 total ASC, and 100% respectively.  

Statistical analysis  

Data are presented as means ± standard error of the mean (SEM). Prism software was used for 

statistical analysis. Statistical analysis was performed by Fisher exact test to compare the 

frequencies of patients with DGS Abs between RTX and CS groups. The paired T-test was 

performed to compare patients before and after treatment. For multiple analysis, one way Anova 

with Dunnett post-test or two anova with Sidak’s multiple comparisons test was used. A p value 

of less than 0.05 was considered significant for all analyses  
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Results  

Clinical course of patients  

Ninety patients were randomly assigned to the standard CS regimen or the RTX plus short-

term prednisone groups (Fig 1). At the M36 evaluation, 44 of 46 patients (96%) from the RTX 

group were in Complete remission (CR) off therapy, including 2 patients who were re-treated 

with RTX between M24 and M36, and 2 patients had persistent disease activity. Fifteen patients 

from the CS group were in CR off therapy or still on minimal therapy at M24 and 29 had 

persistent disease activity. Twenty out of 44 patients (45%) from the CS group were treated 

with RTX between M24 and M36 due to persistent disease activity or CS side effects.  

Serum autoantibodies against desmoglein 1 and desmoglein 3 

The evolution of mean serum anti-DSG-1 and anti-DSG-3 Ab Elisa values of patients from 

the RTX and the standard CS groups is shown in Fig 2. In both treatment groups, autoantibody 

titers decreased from baseline to Day 270; They then re-increased mainly in patients from the 

CS group, while they remained negative or at very low levels in most patients from the RTX 

group. At the M24 evaluation, 5% of patients from the RTX group had positive (>20U/ml) 

serum anti DSG-1 Elisa values versus 29% of patients from the CS group (p<0.01). Anti DSG-

3 Abs were still detected in 14% of patients from the RTX group versus 45% of those from the 

CS group (p<0.01). Since 20 out of 44 (45%) patients from the CS group were treated with 

RTX between M24 and M36, the dosage of anti-DSG Abs was not performed after the M24 

evaluation in these patients. In patients from the RTX group, positive anti DSG-1 and anti-

DSG-3 Abs were detected at the M36 evaluation in 2% and 27% of patients’ sera, respectively.  

Immunophenotyping of Desmoglein 1 and Desmoglein 3-specific B-lymphocytes  

DSG-1 and DSG-3-specific circulating B-lymphocytes were detected in blood samples 

collected at baseline from 30 pemphigus patients at frequencies ranging from 0.11% to 0.54% 

(mean ± standard error of the mean: 0.23 ± 0.01%) of whole CD19+ B-cells for DSG-1 specific 

B-cells, and from 0.1% to 0.6 % (0.21 ± 0.01%) for DSG-3 specific B-cells. Two fold lower 

frequencies of DSG-1 and DSG-3 specific B cells were detected in blood samples from 14 

healthy donors (DSG-1: 0.12 ± 0.01% of whole CD19+ B-cells; p=0.003. DSG-3: 0.10 ± 

0.01%; p<0.001) (Fig S1 A1 and A2). In pemphigus patients, the CD27 marker of memory B-

cells was enriched among DSG-specific B-cells, as it was expressed by 51 ± 2% of them, versus 

31 ± 3% of whole CD19+ B-cells (p<0.0001) (CD27+ DSG-1+ B-cells: 53 ± 3%; CD27+ DSG-

3+ B-cells: 49 ± 3%) (Fig S1 B1). Class-switched IgG+ CD27+ corresponded to 15.5 ± 1.4% 
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of DSG-specific B-cells versus 8.4 ± 1.2% of whole B-cells (p<0.0001) (CD27+ IgG+ DSG-1+ 

B-cells:16,0 ± 1.6%; CD27+ IgG+ DSG-3+ B-cells: 15.1 ± 2.3%). In healthy controls, even if 

memory B-cells were enriched in DSG-specific B-cells (Fig S1 B1), class switched IgG+ CD27+ 

DSG+ memory B cells were detected at much lower frequencies than in pemphigus patients 

(CD27+ IgG+ DSG-1+ B-cells: 5.6 ± 1.1%, p= 0.003; CD27+ IgG+ DSG-3+: B-cells: 6.0 ± 1.3%, 

p= 0.015) (Fig S1 B2). 

In order to assess the differential effects of CS alone and CS + RTX in patients in CR or 

with persistent activity, we analyzed the evolution of DSG-1 and DSG-3 specific B 

lymphocytes at M36 (after B cell recovery corresponding to18 months after the last infusion of 

RTX) in patients from the RTX group, and between M9 and M12 (when prednisone doses were 

tapered lower than 20 mg/day) in patients from the CS group. Surprisingly, DSG-1- and DSG-

3-specific B-cells were still detected after B-cell recovery at the M36 evaluation in remitted 

patients from the RTX group at mean frequencies of 0.23 ± 0.01% and 0.23 ± 0.02% of B-cells, 

respectively (Fig 3 A1 and A2), which were close to the frequencies observed at baseline. 

Interestingly, the mean frequency of CD27+ memory B-cells decreased from baseline to M36 

(whole B cells: 26.0 ± 3.4% vs 11.1 ± 0.9%, p<0.005; DSG-1+ B-cells: 55 ± 4% versus 36 ± 

4%, p<0.001; DSG-3+ B-cells: 48 ± 4% versus 36 ± 5%, p<0.05) (Fig 3 B1). Additionally, the 

frequency of class-switched DSG-specific CD27+ IgG+ B-cells which reappeared at M36 was 

much lower than at baseline (DSG-1+ B-cells: 3.8 ± 1.0% vs 13.5 ± 1.6%, p<0.001; DSG-3+ B-

cells: 4.5 ± 0.9% vs 13 ± 2.4%, p<0.01) (Fig 3 B2). Interestingly, the one patient in the RTX 

group with persistent disease activity had the highest frequency of class-switched DSG-3 

specific CD27+ IgG+ B-cells (25%).Unlike to that observed in the RTX group, we did not 

observe any modification in the frequency of DSG- specific class switched CD27+ IgG+ B-cells 

between the baseline and the M12 evaluation (DSG-1 B-cells: 20.9 ± 2.7% at baseline versus 

15.9±3.9% at M12, p= 0.17 ; DSG-3+ B-cells: 18.7± 4.3% versus 20.0±5.3%, p=0.83) (Fig 3 

A3, A4, B4 and B5).  

Assessment of circulating anti-desmoglein 1 and anti-desmoglein 3 IgG secreting B-cells 

using ELISPOT assay.  

DSG-1 and DSG-3 specific ASC were measured in 11 patients from the RTX group 

(including 10 patients in CR and the one patient with persistent disease activity) and 11 patients 

from the standard CS group. Circulating anti DSG-1 or anti-DSG-3 IgG ASC were not detected 

in healthy controls (data not show). At baseline, anti DSG-1 and/or anti-DSG-3 IgG ASC were 

detected both in patients from the RTX group (0.10 ± 0.07% and 0.43 ±0.16%, respectively) 
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(Fig 4 A) and in those from the standard CS group (0.10 ± 0.05% and 0.32 ± 0.10%, 

respectively) (Fig 4 B). After B cell recovery at the M36 evaluation, anti DSG-1 or anti-DSG-

3 IgG ASC were no more detectable in the 10 patients from RTX group who were in clinical 

remission (p<0,01 versus baseline samples), whereas 0.17% anti-DSG-3 IgG ASC were still 

detected in the one patient with persistent mucosal lesions. In contrast, anti DSG-1 and/or anti-

DSG-3 IgG ASC were still detected after treatment in patients from the CS group, even in those 

in remission although at a lower frequency than at baseline (DSG-1 0.10 ± 0.05% at baseline 

versus 0.01 ± 0.01% at M12, p=0.5: DSG-3: 0.32 ± 0.10 % at baseline versus 0.089± 0.050% 

at M12; p< 0.05). 

Evolution of circulating B and TFH cells and serum level of IL-21 

Since DSG specific memory B-cells decreased and anti-DSG1 and anti-DSG-3 IgG ASC 

were no more detected in patients in CR after RTX, while the frequency of DSG specific 

memory B-cells was unchanged and DSG specific ASC were still detected in patients from the 

CS group, we then studied the frequency of TFH and serum IL-21 levels in both treatment 

groups. The TFH subpopulation was defined by the expression of the CD4+ CD45RA– CXCR5+ 

surface markers. Phenotypic analyses were performed in 11 patients from the RTX group and 

9 patients from the standard CS group. Serum IL-21 levels were measured by Elisa in all 

patients. 

The evolution of peripheral blood whole B-cells and TFH frequency and serum IL-21 level 

during the course of patients treated with RTX or CS alone is shown in Figure 5. In patients 

from the RTX group, a 50% decrease in TFH frequency (Fig 5B) which paralleled B-cell 

depletion (Fig 5A) was observed from M3 to M24 after RTX therapy, followed by a re-increase 

of TFH up to baseline values, which occurred after B-cell recovery. Conversely, no variation 

of TFH frequency was observed in patients treated with a standard CS regimen. A dramatic and 

persistent decrease in serum IL-21 level was observed from baseline to M36 in patients treated 

with RTX, whereas only a transient decrease of IL-21 levels was observed from baseline to M3 

in patients from the standard CS group. Indeed, a re-increase of IL-21 levels was observed after 

M3 in these latter patients, once CS doses were tapered under 20 mg/day (Figure 5 C). 

Effect of treatments on frequencies and phenotype of circulating DSG-3 specific T Helper 

and TFH cells  

Because serum IL-21 level remained low at M36 and no anti-DSG IgG ASC were detected 

in patient in CR from the RTX group, we measured using a tetramer assay, the post-treatment 
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frequency of DSG specific Th and TFH cells in 7 patients treated with RTX and 9 patients 

treated with a standard CS regimen, who had the HLA-DRB1*0402 PV susceptibility allele. 

Two-fold less DSG-3-specific circulating Th cells were detected in the RTX group relative to 

the CS group (0.41 ± 0.31% versus 0.97 ± 0.52%) (Figure 6 A). When additionally using the 

CXCR5 marker, 7 fold less DSG-3-specific circulating TFH were detected in patients treated 

with RTX compared with patients treated with CS alone (0.05 ± 0.03% versus 0.35 ± 0.31%) 

(Figure 6 B). Interestingly, the one patient with persistent disease activity in the RTX group 

had the highest frequency of DSG specific Th and TFH cells. 
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Discussion 

This study first showed that the long-lasting efficacy of RTX in pemphigus patients is 

associated with the prolonged disappearance of circulating anti-DSG-1 and anti-DSG-3 IgG 

secreting B-cells, and consequently the dramatic decrease of serum anti-DSG-1 and anti-DSG-

3 IgG Abs, as demonstrated by ELISPOT and ELISA assays, respectively. These findings are 

in contrast with the detection of circulating DSG-1 and DSG-3 specific B-cells in patients in 

complete remission after rituximab therapy, at frequencies which were in fact, very close to 

those observed at baseline before treatment, corresponding to around 0.2% of B-cells. This 

discrepancy is likely related to the fact that most of DSG-3 specific B-cells detected after the B 

lymphocyte recovery which followed the initial rituximab-induced B-cell depletion mainly 

corresponded to naïve CD27-IgM+ (data not show). B-cells, whereas DSG-specific IgG+CD27+ 

memory B-cells were detected at a very low frequency, close to that observed in blood samples 

from healthy donors. We recently analyzed the expression profile of 31 genes of interest related 

to inflammatory cytokines, TNF receptors and activation markers in DSG specific autoreactive 

B-cells collected before and after rituximab treatment in pemphigus patients 18. Surprisingly, 

we did not evidence major changes in the genotypic profile of DSG specific B-cells after 

rituximab therapy except for a decrease in the transcription of the IL-1 and CD27 genes, which 

was in accordance with the decreased frequency of CD27+ DSG-specific memory B-cells in 

our phenotypic analyses and those recently reported by Pollmann et al 19. Our results suggest 

the major role of the blockage of the IgM to IgG class switching process in the long-lasting 

effect of RTX in remitted patients. Indeed, beyond its direct effect on whole B-cells and DSG 

specific B-cells, RTX seems to have a broader effect on the immune system by blocking the 

interactions between B and T cells during and beyond the B-cell depletion period. This broad 

effect of RTX on the immune system is also suggested by the decreased frequency of DSG-3-

specific CD4+ Th1 and Th2 cells in pemphigus patients treated with RTX 17.  

Based on their capacity to regulate the maturation of B-cells into memory B-cells and plasma 

cells secreting high affinity IgG, TFH have been investigated in several autoimmune disorders, 

such as systemic lupus erythematosus 20, rheumatoid arthritis 21 and IgG4 related disease 22,23. 

An elevation of IL-21 serum levels and elevated frequencies of TFH have also been described 

in pemphigus 14. DSG-3-specific IL-21-producing cells have also been detected, suggesting 

their potential role in the pathogenesis of pemphigus 14. In the present study, we observed a 

decreased frequency of whole TFH and decreased IL-21 serum levels, which lasted for 6 

months and paralleled the RTX induced B-cell depletion. Thereafter, we observed a re-increase 
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in the frequency of whole TFH after B-cell recovery. Such a decrease of TFH and Th17 has 

been described in patient with Sjögren syndrome or type 1 diabetes mellitus after RTX 

treatment 24,25. The combination of reduction in the number of TFH and depletion of B-cell 

precursors likely results in the decreased production of plasmablasts and short-lived plasma 

cells, which may explain the long-lasting decrease of anti-DSG antibodies.  

Interestingly, we detected DSG-3 specific TFH in the blood of pemphigus patients, which 

had not been previously reported, yet. In contrast with the re-increase of whole TFH after B-

cell recovery, DSG-3 specific TFH remained at a low frequency, that may explain the 

persistence of naïve non commuted DSG specific B-cells in patients with long lasting remission 

after RTX. Interestingly, the one patient who still had an active disease after RTX treatment at 

the M36 evaluation had a very high 25% frequency of memory class switch IgG B-cells among 

DSG-3 specific B-cells, and accordingly, a high frequency of circulating anti-DSG-3 IgG 

secreting B-cells and high titers of serum anti-DSG-3 IgG antibodies. Moreover, this patient 

had a higher frequency of autoreactive DSG-3 specific T cells and higher serum IL-21 levels 

than patients who were in clinical remission after RTX treatment.   

In contrast, we did not observe such variations in the number of whole and DSG-specific 

TFH, nor any reversal of the balance between memory and naïve DSG specific B-cell 

subpopulations in patients treated with a standard CS regimen, which reinforces the likely role 

of RTX in these changes. It is likely that the persistence of high frequencies of DSG specific 

CD27+ IgG+ B-cells in patients from the CS group was responsible for the re-increase of anti-

DSG IgG ASC and anti-DSG antibodies observed once CS dose had been tapered, and 

consequently the high rate of relapses in patients from this treatment group. Interestingly, the 

dramatic initial decrease of anti-DSG antibodies in patients treated with high dose of prednisone 

while the frequency of DSG specific CD27+ IgG+ B-cells remained unchanged might suggest a 

direct effect of high doses of CS on ASC, which was accordance with the decreased frequency 

of anti- DSG IgG ASC measured by ELISPOT and the decrease of anti-DSG antibodies during 

the initial phase of CS treatment in these patients. Such an effect of CSs as well as their ability 

to inhibit acantholysis 26 may argue for the combination of short-term CS with RTX treatment. 

Overall, this study showed that the therapeutic effect of RTX in pemphigus is not due to a 

long-lasting depletion of DSG specific B-cells but rather to a blockage of the class switching 

process, the mechanism of which likely involves the disappearance of DSG-specific TFH. 

While the initial reduction of DSG specific TFH after RTX therapy may be explained by the 
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parallel depletion of DSG specific B-cells, the mechanisms of the long-lasting reduction of 

DSG specific TFH remains largely unknown. 
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Figures and legends  

Figure 1. Flow chart of the study. 
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Figure 2. Evolution of anti-DSG-1 and anti-DSG-3 antibody ELISA values in sera from 

pemphigus patients, according to treatment regimens.  

Red line=patients assigned to the standard CS group. Blue line= Patients assigned to the RTX 

group. The dashed line represents the cut-off values proposed by the manufacturer for anti-

DSG-1 (Panel A) and anti-DSG-3 (Panel B) antibody ELISA values. (* p < 0.05; ** p< 0.01; 

*** p < 0.001 versus baseline in patients from the RTX group (above the line) and the Standard 

CS group (below the line). 
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Figure 3. Frequency and phenotype of peripheral blood whole B-cells and DSG-1 and 

DSG-3 specific B-cells evaluated by flow cytometry in pemphigus patients at baseline and 

after treatment.  

Blue = Patients assigned to the RTX group. The one patient with persistent disease activity 

is indicated by an arrow. Red =patients assigned to standard CS group. Baseline samples 

corresponds to plain symbols and post treatment samples to open symbols. Panel A: Evolution 

of the frequency of DSG-1 and 3-specific B-cells among purified CD19+ B-cells between 

baseline and after RTX treatment (A1 and A2) or after CS treatment (A3 and A4). Panel B: 

Evolution of the memory B-cell subpopulation (CD19+CD27+) and class switched memory B-

cells (CD19+ CD27+ IgG+) among whole B-cells and DSG-specific B-cells at baseline and after 

RTX treatment (Panels: B1, B2) or after CS treatment (Panels: B4, B5) (*p<0.05; **p<0.01; 

***p<0.001).  
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Figure 4. Frequency peripheral blood DSG-1 and DSG-3 specific antibody secreting 

cells evaluated by ELISPOT assay in pemphigus patients at baseline and after 

treatment.  

Panel A in blue = Patients assigned to the RTX group. The one patient with persistent 

active disease (AD) is indicated by an arrow. Panel B in red =patients assigned to standard CS 

group. Representative of total IgG-Antibodies Secreting B cells (ASC) and Dsg-IgG ASC 

were detected using ELISPOT from peripheral blood of a pemphigus patients and a healthy 

donor (HD). Baseline samples corresponds to plain symbols and post treatment samples to 

open symbols. Result are presented as frequencies of DSG-1 and DSG-3 specific IgG 

antibody secreting cells (ASC) among total IgG ASC IgG after 72 hours of in vitro 

stimulation of PBMC with IL2 and R848 (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001). 
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Figure 5. Evolution of peripheral blood whole B-cells (panel A) and TFH subpopulation 

of CD4+ T cells (panel B), and serum IL-21 level (panel C) during the follow-up of patients 

according to treatment regimen.  

Blue line= Patients assigned to the RTX group. Red line=patients assigned to the standard CS 

group. (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 versus baseline in patients RTX group group (above 

the line) and the Standard CS group (below the line). 
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Figure 6. Frequency of peripheral DSG-3 specific T cells (Panel A) and DSG-3 TFH 

cells (Panel B) evaluated among whole CD4+ T cells in pemphigus patients after treatment. 

 Blue = Patients assigned to the RTX group. The one patient with persistent active disease 

is identified by an arrow.  Red =patients assigned to the standard CS group. The frequencies 

were calculated by flow cytometry using DRB1*0402 tetramers loaded with DSG-3 peptides. 

Analyses were performed at M36 after B-cell recovery in patients from RTX group and at M9-

12 when prednisone doses were tapered under 20 mg/day in patients from Standard CS group.  
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Figure S1. Frequency and phenotype of peripheral blood desmoglein 1 and desmoglein 3 

specific B-cells evaluated by flow cytometry in pemphigus patients at baseline (grey 

squares) and healthy donors (white circles).  

Panel A: Frequency of desmoglein 1 (A1) and desmoglein 3 (A2) specific B-cells among 

purified CD19+ B-cells. Panel B:  Phenotype of B-cell subpopulations: Memory B-cells 

(CD19+CD27+) (B1), and class switched memory B-cells (CD19+CD27+ IgG+) (B2) among 

whole B-cells and desmoglein specific B-cells. HD: healthy donors (*p<0.05; **p<0.01; 

***p<0.001). 
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DONNEES COMPLEMENTAIRES : ANALYSE PHENOTYPIQUE DES SOUS-
POPULATIONS DE LYMPHOCYTES T FOLLICULAIRES HELPER 

L’analyse cytométrique des fréquences des LT et plus particulièrement des Tfh auto-

réactifs post-traitements des patients de l’étude RITUX 3 présentant le HLA-DRB1*0402 

de susceptibilité au PV a permis de mettre en évidence des différences significatives entre 

les patients traités uniquement par la prednisone et ceux ayant reçu le RTX. Cette étude a 

permis d’établir, pour la première fois, l’existence de Tfh spécifiques de la Dsg3 dans le 

sang de patients atteints de pemphigus. La faible fréquence des Tfh spécifiques de la Dsg3 

chez les patients du groupe RTX après traitement explique probablement la persistance 

du phénotype naïf et non-commuté des LB spécifiques des Dsg chez les patients 

présentant une rémission durable après RTX. 

Parallèlement, nous avons réalisé une analyse préliminaire du phénotype des Tfh 

(CD3+CXCR5+CD45RA-) et des Tfh spécifiques de la Dsg3 (CD3+CXCR5+CD45RA- 

Tétramére Dsg+) chez les patients atteints de pemphigus après 9 mois de traitement par 

la CS ou après le retout des LB à 36 mois en évaluant l'expression des récepteurs aux 

chimiokines CXCR3 et CCR6 permettant de distinguer les sous-ensembles principaux de 

Tfh (Schmitt et al., 2014) : Tfh1 (CXCR3+), Tfh2 (CXCR3-CCR6-), Tfh17 (CXCR3-CCR6+) et 

de Tfh1* CXCR3+ CCR6+) selon le « matériels et méthodes » décrit dans l’article n°3 

(Figure complémentaire).  

Notre analyse préliminaire du phénotype des Tfh spécifiques de la Dsg3 après 

traitement par RTX ou CS montre une plus faible proportion de Tfh1 par rapport au 

phénotype des Tfh non auto-réactifs (moyenne ± erreur standard de la moyenne : CS 

groupe : 15 ± 5% versus 29 ± 4%, p<0 ,005 ; RTX goupe : 13 ± 6 % versus 29 ± 6 % p<0.005) 

De plus les Tfh spécifiques de la Dsg3 après RTX sont préférentiellement de type Tfh2 (CS 

groupe Dsg3 Tfh2 : 20 ± 7% versus groupe RTX  Dsg3 Tfh2: 50 ± 9 %, p<0.005) alors que 

ceux après CS sont préférentiellement Tfh1* (CS groupe Dsg3 Tfh1* : 23 ± 5% versus 

groupe RTX Dsg3 Tfh1* : 10 ± 4% p=0,01). Nos observations préliminaires semblent 

confirmer une altération de l'équilibre au sein des Tfh auto-réactifs avec une dominance 

de Tfh2 par rapport aux Tfh1 donnant un ratio (Tfh1/Tfh2+Tfh17) plus faible que dans la 

population Tfh non-auto-réactifs après RTX (RTX goupe : 0,55 ± 0.14% versus 0,19 ± 

0.09%, p=0,03).  
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Figure complémentaire : Analyse phénotypique des lymphocytes T Folliculaires 
Helper chez des patients atteints de pemphigus après traitements 
Carré rouge = patients assignés au groupe corticothérapie standard (CS) après 9 mois de traitement. 
Cercle Bleu = patients affectés au groupe rituximab (RTX) après le retour des lymphocytes B à 36 
mois. (A) : Stratégie d’analyse par cytométrie en flux du phénotype des sous-population de 
lymphocytes T folliculaire helper (Tfh) (CD3+CD4+CXCR5+CD45RA-) périphériques spécifiques ou non 
de la desmogleine 3 (Dsg3) avec un système utilisant des tétramères DRB1* 0402 chargés de peptides 
de la Dsg3. (B) : Fréquences des sous-populations de Tfh1(CXCR3+), Tfh2 (CXCR3-CCR6-), de Tfh17 
(CXCR3-CCR6+) et de Tfh1*(CXCR3+ CCR6+) parmi les Tfh non auto-réactifs et les Tfh spécifiques de la 
Dsg3 après les traitements par RTX ou CS. (C) : Rapport Tfh1/(Tfh2 + Tfh17) parmi les Tfh non auto-
réactifs et les Tfh spécifiques de la Dsg3 après traitements par RTX ou CS. Analyse de comparaisons 
multiples en Anova two-way avec post-test de Sidak (* p<0,05 ; ** p<0,01 ; *** p<0,001). 
 

La caractérisation des Tfh spécifiques des Dsg après traitement ainsi que leur évolution 

depuis le début de la maladie semblent essentielles pour comprendre leur implication 

dans la maturation des LB auto-réactifs dans le pemphigus et dans les mécanismes de 

rémission à long terme.  
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Hébert V., Petit M., Maho-Vaillant M., Golinski M-L., Riou G., Derambure C., Boyer O., Joly P.  
et Calbo S.  
 

Publié dans Frontiers in Immunology 

Notre récente étude clinique RITUX 3 a clairement démontré que le RTX était plus 

efficace que la CS en première intention. De plus, nous avons montré que des LB 

spécifiques des Dsg étaient encore détectables dans le sang des patients atteints de 

pemphigus en rémission complète après le retrour des LB 36 mois après l’injection 

initiale du RTX. 

L’objectif de cet article était de mieux caractériser les LB auto-réactifs par rapport aux 

LB non auto-réactifs avant et après traitement afin de comprendre les mécanismes qui 

interviennent dans cette rémission de longue durée après RTX.  

Nous avons étudié les profils d'expression de LB spécifiques ou non des Dsg pour 33 

gènes d’intérêt liés aux cytokines ou aux marqueurs d'activation exprimés par les LB, à 

l’échelle unicellulaire, isolés des patients de l’étude RITUX 3 avant et après traitements.  

Les LB spécifiques des Dsg présentent initialement un profil pro-inflammatoire avec 

une augmentation de la fréquence d’expression de trois gènes codant pour les cytokines 

IL-1β, IL-12p35 et IL-23p19 ainsi que pour le gène de l’IRF5 (Interferon regulatory factor 

5) par rapport aux LB non auto-réactifs. Étonnamment, l’évolution du profil d’expression 

génique des LB spécifiques des Dsg avant et après traitement par RTX montre peu de 

changement dans le profil transcriptomique à l'exception de l’IL-1β et du CD27. Chez les 

patients du groupe CS, la prednisone entraine chez les LB spécifiques des Dsg une 

diminution de la fréquence l’expression des gènes codant pour l’IL-1β et l’IL-23p19.  

En conclusion, les LB spécifiques des Dsg ont un profil d'expression génique différent 

de celui des LB non auto-réactifs. Le RTX et la CS ont des effets différents sur l'expression 

des gènes des LB spécifiques des Dsg sauf pour l’Il-1β qui semble jouer un rôle important 

dans la physiopathologie du pemphigus.  

 ARTICLE N°4 :  
  

 MODIFICATIONS OF THE TRANSCRIPTOMIC PROFILE OF AUTOREACTIVE B CELLS 

FROM PEMPHIGUS PATIENTS AFTER TREATMENT WITH RITUXIMAB OR 

STANDARD CORTICOSTEROID REGIMEN 
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Gene Name Assay ID 

Cytokine Genes  

IL-1β Hs01555410_m1 

IL-1RA Hs00893626_m1 

IL-2 Hs00174114_m1 

IL-5 Hs01548712_g1 

IL-6 Hs00985639_m1 

IL-7 Hs00174202_m1 

IL-9 Hs00914237_m1 

IL-10 Hs00961622_m1 

IL-12A Hs01073447_m1 

IL-12B Hs01011518_m1 

IL-13 Hs00174379_m1 

IL-15 Hs01003716_m1 

IL-17A Hs00174383_m1 

IL-17F Hs00369400_m1 

IFNγ Hs00989291_m1 

TNFα Hs01113624_g1 

LTA Hs04188773_g1 

TNFSF10 Hs00921974_m1 

IL-21 Hs00222327_m1 

TGFβ2 Hs00234244_m1 

TNFSF13B Hs00198106_m1 

TNFSF13 Hs00601664_g1 

EBI3 Hs01057148_m1 

IL-27 Hs00377366_m1 

IL-23A Hs00900828_g1 

Taci (TNFRSF13B) Hs00963364_m1 

BCMA (TNFRSF17) Hs03045080_g1 

BAFF-R (TNFRSF13C) Hs00606874_g1 

CD11b (ITGAM) Hs00355885_m1 

CD11c (ITGAX) Hs00174217_m1 

CD27 Hs00386811-m1 

CD19 Hs00174333-m1 

IRF5 Hs00158114_m1 

Housekeeping Genes  

HPRT1 Hs02800695_m1 

B2M Hs00984230_m1 

GUSB Hs00939627_m1 

TUBB Hs00742828_s1 

GAPDH Hs02758991_g1 

 

Table SI: Taqman primers used in High Throughput qPCR Biomark analysis. 
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Caillot F., Derambure C., Berkani N., Riou G., Maho-Vaillant M., Calbo S., Joly P. et Musette P. 
 

Publier dans Journals of investigative Dermatology 

Dans la précédente étude clinique RITUX 1, nous avons démontré que le RTX, en 

traitement de deuxième intention, était capable d’induire une rémission complète à long 

terme chez 59% des patients atteints de pemphigus sévère.  

L’objectif de cette étude était d’étudier les transcrits de LB après le retour entre les 

patients en rémission complète et les patients en rémission incomplète afin de mieux 

comprendre les mécanismes immunologiques qui interviennent dans la rémission de 

longue durée.  

Nous avons comparé à l’echelle du génome les transcriptomes des LB des patients de 

l’étude RITUX 1 en rémission complète et incomplète 79 mois après le traitement initial 

par RTX.  

L’analyse a mis en évidence 65 transcrits dont l'expression est significativement 

dérégulée chez les patients en rémission complète par rapport aux patients en rémission 

incomplète. Un second groupe de patients ainsi que des patients nouvellement 

diagnostiqués comprenant des patients de l’étude RITUX 3, ont permis de valider par qRT-

PCR (Quantitative reverse-transcription polymerase chain reaction) que les taux 

d’expression des transcrits de KCNN4 (Potassium Calcium-Activated Channel Subfamily N 

Member 4), du COL4A3 (Collagen type IV alpha 3 chain) et du COL4A4 (Collagen Type IV 

Alpha 4 Chain) sont significativement diminués dans les LB des patients en rémission 

complète par rapport aux patients en rémission incomplète (p<0,01). L’expression 

protéique de KCNN4 par les LB est, à l’inverse, augmentée à la surface des LB naïfs et 

mémoires non commutés chez les patients atteints de pemphigus ayant atteint la 

rémission complète.  

En conclusion, en raison de son implication dans la différenciation des LB, la 

surexpression protéique du canal potassique KCNN4 à la surface des LB pourrait 

contribuer à la rémission à long terme après RTX chez les patients atteints de pemphigus 

en influençant la maturation des LB. 

 ARTICLE N°5 :  

 LONG-TERM INCREASE OF KCNN4 POTASSIUM CHANNEL SURFACE EXPRESSION 

ON B CELLS IN PEMPHIGUS PATIENTS AFTER RITUXIMAB TREATMENT 
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Nous avons précédemment démontré que le RTX en première intention permettait 

d'obtenir un taux de rémission complète de 89% sans traitement à 24 mois (M24) chez 

les patients atteints de pemphigus. Le taux de rechute de ses patients traité par le RTX en 

première intention était de 2% lors de l’évaluation clinique à 36 mois (M36).  

Afin d'étudier les mécanismes immunologiques impliqués dans la remission prolongée 

et d'identifier les facteurs prédictifs de la rechute à long terme, l’étude RITUX 3 a fait 

l’objet d’une extension qui a nécessité le dépôt d’un amendement auprès du comité 

consultatif de protection des personnes (CPP) de la recherche biomédicale. Les patients 

ont été suivis en moyenne 90 mois (M90) après l’injection initiale de RTX.  

A ce jour, les données clinique et biologique de 34 sur les 46 patients du groupe RTX 

de l'essai clinique RITUX 3 ont été analysées à M90. Cette partie présente les données 

préliminaires comprenant les résultats cliniques et l’analyse biologiques de l’évolution 

des taux sériques des Ac anti-Dsg1 et anti-Dsg3 ainsi que l’évolution du phénotype des LB 

totaux.  

 Patients et méthodes :  

Les patients de la cohorte RITUX 3, inclus dans le bras RTX ont donc bénéficié d’une 

visite supplémentaire entre 6 et 8 ans après l’inclusion (PHRC n° : 2018-001417-32). Un 

prélèvement sanguin de 60 ml a été réalisé et acheminé au laboratoire. Les PBMC 

(Peripheral blood mononuclear cell) ont été isolés par ficoll (GE Healthcare Lifescience) 

afin d’analyser le phénotype cellulaire par cytométrie en flux mais également pour créer 

une cellulothèque et une DNAthèque après extraction de l’ADN (KIT Machery Nacel, 

Nucleospin Tissue). Enfin, les sérums ont été congelés pour créer une sérothèque. Les 

taux sériques d’Ac anti-Dsg1 et 3 ont été mesurés à l’aide du kit ELISA anti-Dsg1 et 3 

(EUROIMMUN) sur l’automate Evolis, à partir des sérums dilués au 1/100. L’analyse 

phénotypique des LB a été réalisée sur le cytomètre en flux Fortessa (BD Biosciences) 

après marquage des PBMC avec un mix d’Acm dirigés contre les marqueurs de surfaces : 

CD11c, CD19, CD20, CD24, CD27, CD38, CD45, CD138 et les Ig de surfaces : IgA, IgD, IgG, 

IgM (BD Biosciences, eBioscience, Sony Biotechnology, Miltenyi Biotec), ainsi que le 

 PROLONGATION A 90 MOIS DE L’ETUDE RITUX 3 : 

 DONNEES PRELIMINAIRES  
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live/dead (Invitrogen). Les analyses ont été réalisées sur le logiciel FlowJo. La 

comparaison des données a été réalisée en Anova one way. Une p-value inférieure ou égale 

à 0,05 était considérée comme significative. L’ensemble des analyses statistiques a été 

réalisé grâce au logiciel PRISM5 (GraphPad Software Inc) 

 Les résultats préliminaires : 

o Bilan clinique à 90 mois des patients du groupe RTX 

Au total, 34 des 46 patients du groupe RTX ont été revus à M90. Entre M36 et M90, 7 

des 34 patients (20,6%) ont rechuté, après un délai médian de 40 mois (39-53). Parmi les 

7 patients ayant rechuté, 2 patients étaient déjà en maladie active à M36 et le sont 

toujours. Les 5 autres patients étaient en rémission complète à M36. Après la rechute, ils 

ont été re-traités par RTX et sont, à ce jour, en rémission. Plus de la moitié de ces patients 

avait précédemment rechutés au cours de l’étude. Enfin, 26 des 31 patients (83%) en 

rémission complète à M36 ont maintenu leur remission sans traitement (Figure n°1). 

 
Figure n°1 : Évaluation clinique à 24, 36 et 90 mois des patients du groupe traité par 
le Rituximab de l’étude RITUX 3  
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o Évolution des taux d’auto-anticorps à 90 mois chez les patients du 
groupe Rituximab :  

A M90, les taux d’Ac anti-Dsg1 et anti-Dsg3 restent faibles (moyenne ± erreur standard 

de la moyenne : anti-Dsg1 : 13 ± 7 UI/ml ; anti-Dsg3 : 66 ± 36UI/ml) (Figure n°2). La 

plupart des patients issus du groupe RTX ne présentent plus aucun auto-Ac à l’exception 

de quelques patients ayant des taux d’Ac anti-Dsg1 (10%) et anti-Dsg3 (21%) supérieurs 

aux seuils de positivité. Les 2 patients en maladie active ont des Ac anti-Dsg1 et/ou anti-

Dsg3 ≥20UI/ml. Parmi les patients ayant rechuté entre M36 et M90 actuellement en 

rémission, 2 ont encore des taux d’Ac élevés. Étonnamment, 5 patients ayant une 

rémission persistante présentent des Ac anti-Dsg1 et/ou anti-Dsg3 ≥20UI/ml à M90. La 

présence d’auto-Ac ne semble pas toujours en lien direct avec l’activité de la maladie mais 

pourrait être un facteur prédictif de rechute.  

Figure 2 : Évolution du taux moyen des anticorps anti-desmogléine 1 et 3 chez les 
patients du groupe traité par le Rituximab de l’étude RITUX 3 
Évolution des auto-anticorps (moyenne ± erreur standard de la moyenne) anti-desmogléine (Dsg) 1 
(A) et anti-Dsg3 au cours des 90 mois suivant le traitement initial par le rituximab chez les patients. 
Analyse de comparaisons multiples avec le test de Dunnett (* p <0,05 ; ** p <0,01 ; *** p <0,001).  

 

Afin de déterminer des facteurs de risque de rechute, nous avons étudié 

rétrospectivement la présence d’Ac anti-Dsg1 et/ou anti-Dsg3 à M36, chez les patients en 

rémission complète persistante ou ayant rechuté entre le 36éme et 90éme mois (Tableau 
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n°1). Soixante-six pourcent des patients ayant rechutés entre M36 et M90 présentaient 

des Ac anti-Dsg1 et/ou anti Dsg3 ≥20UI/ml à M36 contre seulement 15% des patients 

maintenant la rémission à M90 (p=0,022). Le fait d’avoir des auto-Ac supérieur aux seuils 

à M36 aurait donc une valeur prédictive positive de 50% (prédisant le risque de rechute 

à M90) et une valeur prédictive négative de 92% (prédisant l’absence de rechute en 

l’absence d’auto-Ac). 

 
Tableau n°1 : Les taux anticorps anti-desmogléines à 36 mois sont des facteurs 
prédictifs d'une rechute à long terme 
Évaluation rétrospective des taux d’anticorps (Ac) anti-desmogléines (Dsg) comme facteurs 
prédictifs de rechutes tardives. Fréquence des patients ayant rechuté ou non entre le 36éme et 90éme 

mois parmi les patients du groupe traité par le Rituximab ayant des taux d’auto-Ac anti-Dsg 
supérieurs aux seuils de 20 UI/ml à 36 mois. Calcule de la sensibilité, de la spécificité, de la valeur 
prédictive positive (VPP) et de la valeur prédictive négative (VPN).  

 

o Évolution du phénotype lymphocytaire B à 90 mois chez les patients 
du groupe RTX  

Du fait de l’implication des LB dans les mécanismes physiopathologiques du 

pemphigus, nous avons étudié l’évolution du phénotype des LB totaux à M90 pour 23 

patients (Figure n°3). La proportion de LB naïfs a augmenté de 75 ± 2% à J0 à 87 ± 1% à 

M36 (p<0.0001) tandis que celle des LB mémoires a diminué de 25 ± 2% à J0 à 14 ± 2 % 

à M36 (p<0.0001). Étonnamment, la proportion de LB naïfs à M90 est toujours élevée à 

87 ± 2%, et celle des LB mémoires reste basse à 13 ± 2%. Il existe donc un changement 

majeur du rapport LB naïfs/mémoires, persistant à plus de 7 ans après la dernière 

perfusion de rituximab. 
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Figure 3 : Évolution du phénotype des lymphocytes B chez les patients du groupe 
traité par le Rituximab de l’étude RITUX 3 
Évolution des fréquences des sous-populations de lymphocytes B (LB) naïfs (CD19+CD27-) et 
mémoires (CD19+CD27+) chez les patients du groupe traité par le Rituximab. Analyse de 
comparaisons multiples avec correction de Bonferroni (* p <0,05 ; ** p <0,01 ; *** p <0,001). 

 

En conclusion, l’analyse préliminaire de cette cohorte exceptionnelle a permis de 

démontrer l’efficacité à 90 mois du schéma thérapeutique utilisant le RTX en première 

intention puisque 26 des 31 patients (83%) en rémission complète sans traitement à 36 

mois le sont toujours 90 mois après la première perfusion de RTX. Ces résultats 

confirment que le RTX n’entraîne donc pas seulement une déplétion transitoire des LB, 

mais a un impact à très long terme sur l’homéostasie immunologique, notamment à 

travers les sous-populations de LB. La modification du rapport LB naïfs/LB mémoires 

persistant à plus de 7 ans après la première injection de RTX est probablement un des 

facteurs clés du maintien de la rémission à très long terme. Enfin, notre étude souligne 

que la présence des auto-Ac anti-Dsg a une valeur prédictive positive de rechute de 50%. 

L’analyse des populations auto-réactives fera l’objet des prochains travaux réalisés au 

sein du laboratoire avec une attention particuliaire sur les patients ayant rechuté, afin 

d’identifier des facteurs prédictifs de rechutes tardives. Nous pensons que la surveillance 

phénotypique des LB spécifiques des Dsg et en particulier l’émergence de LB mémoire 

CD27+IgG+ ainsi que la détection par ELIPSOT d’ASC IgG anti-Dsg, pourraient constituer 

des outils prédictifs de rechute permettant des interventions thérapeutiques préventives 

chez les patients atteints de pemphigus.   
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
 

1. EVALUATION CLINICO-BIOLOGIQUE DE L’ETUDE RITUX 3  

L’objectif premier de l’étude RITUX 3 était d’évaluer l’efficacité et la tolérance du 

schéma thérapeutique utilisant le RTX en traitement de 1ére intention par rapport au 

traitement de référence du pemphigus. Jusqu’alors, les fortes doses de GC en systémique 

telle que la prednisone étaient considérées comme le traitement standard du pemphigus 

(Hertl et al., 2015). Des adjuvants immunosuppresseurs, le plus souvent l'azathioprine ou 

le mycophénolate mofétil, sont parfois utilisés en association (Murrell et al., 2008) mais 

aucun essai dans la littérature n'a montré d'effet bénéfique évident de ce traitement 

combiné. De plus, certaines études ont même décrit une fréquence plus élevée d’effets 

indésirables (Atzmony et al., 2015; Beissert et al., 2010; Chrysomallis et al., 1994; Hertl et 

al., 2015; Ioannides et al., 2000; Sharma and Khandpur, 2013).  

Dans l’étude RITUX 3, 90 patients atteints de PV ou de PF modérés ou sévères ont été 

randomisés pour recevoir soit de la prednisone orale seule à raison de 1,0 à 1,5 

mg/kg/jour avec un sevrage progressif sur 12 à 18 mois, soit de la prednisone orale à 

raison de 0,5 à 1,0 mg/kg/jour avec un sevrage sur 3 à 6 mois associée à l’injection répétée 

de RTX : un premier cycle à 1000 mg de RTX injecté au premier et au 14ème jours suivi 

d’un deuxième et d’un troisième cycle à 500 mg de RTX à 12 et à 18 mois respectivement 

(Joly et al., 2017).  

Les données issues de l’évaluation clinique et biologique de ces patients atteints de 

pemphigus ont permis de démontrer que l’utilisation répétée du RTX associée à une 

courte corticothérapie en première intention est à la fois plus efficace et moins 

dangereuse qu'un traitement par la prednisone seule. En effet, le traitement initial avec le 

RTX a permis d’augmenter de 2,6 fois le nombre de patients en rémission complète sans 

traitements à 24 mois (89%) comparé à ceux traités avec la prednisone seule (34%) 

(p<0,0001). De plus, l’utilisation du RTX en premier intention permet de réduire 

rapidement la dose de prednisone. Après 6 mois de traitement, 60% des patients du 

groupe RTX sont sevrés en prednisone, diminuant ainsi le délai médian d’obtention de la 

rémission complète à 277 jours versus 677 jours pour les patients du groupe CS, et 
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réduisant également de 3 fois la dose cumulée de prednisone (6,1g ± 2,4 versus 17,9g ± 

7,3 ; p<0,0001). Au cours des 24 premiers mois de suivi, 11 patients (24%) du groupe RTX 

ont rechuté dont 8 précocement entre le 6éme et le 12éme mois contre 20 patients (46%) 

dans le groupe CS. En plus d’un risque plus faible de rechute, les patients du bras RTX ont 

présenté moins d'évènements indésirables graves que ceux affectés au groupe CS avec 27 

événements chez 16 patients soit 34% des patients du groupe RTX contre 53 évènements 

chez 29 patients soit 66% des patients du groupe CS (p=0,0021). Les événements graves 

les plus fréquemment observés dans les deux groupes étaient le diabète, les troubles 

endocriniens, les myopathies et les troubles osseux. Le risque infectieux après RTX est 

faible puisque l’Acm anti-CD20 ne cible pas les plasmocytes à longue durée de vie (Riley 

and Sliwkowski, 2000) permettant de maintenir les taux d’Ac anti-infectieux. En effet, 

nous l’avons précédemment démontré dans l’étude RITUX 1 en mettant en évidence un 

niveau soutenu d’Ac anti-toxine tétanique et d’Ac anti-polysaccharide capsulaire du 

pneumocoque chez les 21 patients atteints de pemphigus traités par un cycle de RTX (Joly 

et al., 2007; Mouquet et al., 2008). Bien que rare (Kanwar et al., 2013; Kasperkiewicz et 

al., 2012), le risque infectieux est considéré comme étant le principal effet indésirable du 

traitement par RTX (Leandro, 2013) mais celui-ci n’a pas été augmenté chez les patients 

du groupe RTX par rapport aux patients du groupe CS représentant respectivement 7% 

versus 8% des évènements graves. Les récidives ou les effets secondaires graves de la 

prednisone (myopathie, troubles osseux, prise de poids, insuffisance cardiaque, …) ont 

conduit à la sortie d’étude de 12 patients du groupe CS dont 8 ont été traités 

secondairement par le RTX. Seuls 2 patients du groups RTX sont sortis de l’étude, une 

patiente pour grossesse et l’autre à cause d’un défaut d’application du schéma 

thérapeutique. L’absence d’aveugle constitue une des limites de cette étude pouvant avoir 

influencé les investigateurs dans leur décision de sortir d’étude des patients du groupe 

CS. L’autre limite est le score initial du PDAI (Pemphigus Disease Area Index) légèrement 

plus élevé chez les patients du groupe CS que chez les patients recevant le RTX. Le PDAI 

est un index, récemment évalué, permettant de déterminer avec précision la gravité du 

pemphigus (Boulard et al., 2016; Hébert et al., 2019a). Cependant, nous pensons que cette 

différence intergroupe est peu susceptible de constituer un biais qui pourrait expliquer 

l’effet thérapeutique majeur observé dans cette étude, bien qu’elle ait été prise en compte 

dans l’analyse statistique.  
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Notre bilan à 24 mois montre que l’utilisation répétée du RTX associée à une courte 

corticothérapie est efficace aussi bien chez les patients atteints de PF que ceux atteints de 

PV. L’analyse à postériori uniquement basée sur les 74 patients atteints de PV conforte 

l’efficacité du RTX dans ce sous-type considéré comme plus sévère avec 89% des patients 

atteints de PV dans le groupe RTX en rémission complète à 24 mois contre 28% dans le 

groupe CS (p<0,0001). Cette étude réalisée en collaboration avec le groupe industriel 

Roche vient d’être accepté dans le British Journal of Dermatology (Chen et al., 2019 en 

Annexe n° 2).   

Concrètement, sur la base de nos résultats, la Food and Drug Administration a approuvé 

l’extension de la couverture d’assurance maladie du RTX pour le PV aux États-Unis. En 

janvier 2019, le CHMP (Committee for Medicinal Products for Human Use) de l’European 

Medicines Agency a également approuvé la nouvelle indication au RTX dans le traitement 

initial des patients atteints de PV modéré à sévère. Dorénavant, les lignes directrices 

internationales recommandent que l’utilisation du RTX associé à la prednisone en 

traitement de courte durée soit considérée comme le nouveau traitement standard du PF 

et du PV (Murrell and Sprecher, 2017).  

Le critère d'évaluation principal à 24 mois étant proche de la dernière perfusion 

d’entretien du RTX à 18 mois, l’efficacité et l’innocuité du schéma thérapeutique utilisant 

le RTX en première intention ont été confortées à plus long terme, après la reconstitution 

du répertoire lymphocytaire B, puisque 40 des 41 patients en rémission complète sans 

traitement à 24 mois le sont toujours 36 mois après la première perfusion de RTX. Deux 

patients gardent une maladie active et 2 patients qui ont été retraités avec le RTX après 

24 mois sont en rémission avec un traitement minimal. A l’inverse dans le groupe CS, seul 

10 des 15 patients maintiennent une rémission complète soit un taux de rechute de 33%. 

De nombreux patients (45%) issus du groupe CS présentant une maladie persistante ou 

ayant rechuté après l’évaluation à 24 mois ont été traités secondairement par le RTX. Ces 

résultats cliniques attestent qu’une utilisation précoce du RTX dès les premiers signes de 

la maladie associée à une ré-administration de RTX en traitement d’entretien permet 

d’éviter l’apparition de rechutes. Ils confirment nos observations initiales réalisées dans 

le cadre de l’étude RITUX 1 sur les 5 patients cortico-intolérants traités par le RTX en 

première ligne (Colliou et al., 2013) ainsi que les observations de Lunardon sur 

l’utilisation précoce du RTX (Lunardon et al., 2012). Les études antérieures n’utilisant 
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qu’un seul cycle de RTX ont rapporté de nombreuses rechutes après la reconstitution des 

LB avec des taux de rechute de 15 à 20% après un an et jusqu'à 50% six ans après la 

perfusion de RTX (Colliou et al., 2013; Hebert and Joly, 2017; Joly et al., 2007; Kim et al., 

2017; Lunardon et al., 2012). Ainsi, conformément aux observations issues des études 

rétrospectives sur les doses multiples de RTX (Kim et al., 2001; Tavakolpour, 2018), les 

perfusions d’entretien de RTX de 500 mg fixées arbitrairement à 12 et 18 mois semblent 

avoir contribué à maintenir la rémission complète sans traitement à 36 mois réduisant le 

taux de rechute à 2%. Cependant, le moment exact de la reperfusion du RTX pour prévenir 

les rechutes reste débattu (Murrell et al., 2018).  

En effet, dans l’intervalle entre le premier cycle de RTX et les doses d’entretien, nous 

avons observé, parallèlement à la reconstitution des LB, une légère augmentation du taux 

d’Ac anti-Dsg coïncidant également à la période de sevrage de la prednisone. Cette période 

est charnière entre le premier cycle de RTX, le sevrage de la prednisone et les doses 

d’entretien. Le risque de rechute qui accompagne la diminution des doses de prednisone 

est bien connu. Selon la littérature, il concerne près de 50% des patients traités 

uniquement par corticothérapie (Sharma and Khandpur, 2013). Conformément à cette 

estimation, 46% des patients du groupe CS ont rechuté lors du sevrage de la prednisone 

Parallèlement, bien que moins fréquentes (24%), l’essentiel des rechutes (81%) 

survenues dans le groupe RTX sont apparues dans cet intervalle entre le 6éme mois et le 

12éme mois. Les 9 patients du groupe RTX présentant une rechute avant le 12éme mois ont 

été retraités au moment de leur rechute par l’administration d’une perfusion de RTX à 

500 mg mais également par la ré-augmention de la dose de prednisone orale. Les CG sont 

essentiels lors des rechutes pour compenser rapidement l'interférence induite par les 

auto-Ac en raison de leurs effets immunosuppresseurs sur la synthèse des Ac (Stahn et 

al., 2007) mais surtout grâce à leurs effets pharmacologiques directs sur les kératinocytes 

entrainant une transcription accrue des Dsg (Nguyen et al., 2004). Finalement, 6 patients 

sur les 9 patients rechutant précocement obtiennent une rémission complète à 24 mois 

et durable à 36 mois sans traitement suggérant ainsi qu’une administration plus précoce 

de dose d’entretien pratiquée vers le 6éme mois pourrait être utile afin de prévenir les 

rechutes chez certains patients. Les travaux d’Hammers et coll ont démontré que les 

rechutes après la rémission étaient associées aux mêmes clones B anti-Dsg que ceux 

observés dans le phase active suggérant ainsi que les rechutes pouvait être liées à un 

faible contingent de clones B pathogènes associé une déplétion incomplète(Hammers et 
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al., 2015b). L’analyse rétrospective réalisée par Albers et coll (Albers et al., 2017) portant 

sur des patients atteints de pemphigus traités par RTX souligne que le nombre de LB 

CD19+ peut s’avérer être un facteur de prédictif de la rechute. En effet, une repopulation 

précoce après le traitement par RTX est associée à un risque plus élevé de rechute 

également décrit dans le lupus érythémateux systémique (Lazarus et al., 2012). A 

l’inverse, les patients dont les LB ré-emergent plus de 12 mois après le traitement 

présentaient un risque de rechute significativement réduit. Cependant, des rechutes ont 

également été rapportées avant même la reconstitution des populations de LB (Feldman 

et al., 2012) comme nous l’avons également constaté pour deux de nos patients rechutant 

précocement. Dans ces cas, il est concevable que les tissus lymphoïdes servent de 

réservoir aux LB auto-réactifs et les protègent du RTX. L’analyse de Hammers souligne 

également que les clones B pathogènes anti-Dsg sont indétectables chez des patients en 

remission durable après plusieurs perfusions de RTX certainement grâce à une déplétion 

plus profonde notamment au sein des organes lymphoïdes secondaires ou des tissus 

(Hammers et al., 2015). En effet, d’après l’analyse des souris immunisées avec la Dsg3 

recombinante, la fréquence des ASC anti-Dsg3 est plus élevée dans la rate et la moelle 

osseuse que dans les ganglions lymphatiques ou le sang (Nishifuji et al., 2000). Plus 

récemment, la présence tissulaire de LB capables de sécréter des Ac anti-Dsg a été 

démontrée dans les lésions du derme de patients atteints de PV (Yuan et al., 2017). 

D’après les études menées dans des modèles murins, la cinétique de l'épuisement des LB 

et la sensibilité des LB au RTX est variable selon les tissus ou l’environnement (Gong et 

al., 2005; Hamaguchi et al., 2005). Chez l’homme, les données sur la déplétion des LB dans 

les organes lymphoïdes secondaires et d'autres tissus solides sont limitées mais 

confirment toutefois une variabilité tissulaire avec des déplétions incomplètes 

notamment dans les ganglions lymphatiques ou la rate (Kamburova et al., 2013; Leandro, 

2013). Chez des patients atteints de polyarthrite rhumatoïde traités avec un seul cycle de 

RTX, la déplétion des LB à un mois est totale dans le sang mais celle-ci varie d'un individu 

à l'autre au sein du tissu synovial des articulations touchées (Vos et al., 2007). Or, cette 

persistance de LB dans le tissu synovial semble être responsable de rechute précoce. 

Récemment, l’analyse des réponses vaccinales contre la grippe saisonnière chez les 

patients atteints de DBAI traités avec le RTX a démontré qu’en dépit d’un nombre réduit 

de LB mémoires circulants contre le virus de la grippe par rapport à des témoins, les 

patients conservent une réponse humorale robuste au vaccin, d’ampleur, de qualité et de 
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répertoire comparable à celle des témoins (Cho et al., 2017). Fait important, les patients 

ayant reçu plusieurs cycles de RTX ont présenté des réponses humorales au vaccin 

réduites, ces données confortent l’hypothèse de réservoir de LB mémoires probablement 

résident dans les tissus lymphoïdes, qui ne sont pas épuisés après un cycle de RTX mais 

que plusieurs cycles de RTX permettraient un épuisement plus complet dans les tissus. 

Ainsi, l’efficacité du RTX dépendrait en premier lieu, de l’étendue de la déplétion B 

pouvant être influencée par la dose de RTX, la distribution dans les tissus, mais également 

des facteurs intrinsèques liés au microenvironnement pouvant influencer les différents 

effecteurs du système immunitaire intervenant dans le mécanisme d’action de RTX 

(Leandro, 2013). A ce jour, aucune donnée dans la littérature sur le pemphigus ne décrit 

l’effet du RTX dans les organes lymphoïdes ou dans les lésions tissulaires pouvant 

expliquer voire prédire une rechute. L’analyse biologique de tissu est déontologiquement 

restreinte chez l’homme, aussi notre étude des patients présentant une rechute à court 

terme s’est concentrée sur l’évaluation de biomarqueurs accessible dans la pratique 

clinique, comprenant ceux récemment décrits dans l’étude rétrospective d’Albers et coll 

(Albers et al., 2017), permettant d’identifier les patients présentant un risque élevé de 

rechute et qui pourraient bénéficier d'une perfusion de RTX à 6 mois. 

Tout d’abord, l’analyse du profil clinique permet de mettre en évidence que les patients 

ayant une rechute précoce ont initialement un score PDAI deux fois plus élevé que les 

patients n’ayant pas fait de rechute dans les 12 premiers mois suivant l’injection du RTX 

(54,41 versus 28,5 ; p = 0,03). Ainsi, la sévérité initiale du pemphigus constitue un premier 

facteur de prédiction de survenue de rechute. Les patients dont le score initial de PDAI 

était ≥ 45 avaient une valeur prédictive positive de 55% pour la survenue d'une rechute 

au cours de l'année suivant la perfusion initiale de RTX, tandis que ceux dont le score PDAI 

était < 45 avaient une valeur prédictive négative de 86% pour l'absence de rechute au 

cours de l'année suivant le traitement au RTX.   

Avant d’évaluer la réponse immune suite aux traitements par RTX, nous avons vérifié 

par le dosage des concentrations sanguines en RTX que les doses administrées étaient 

équivalentes entre les patients présentant une rechute précoce et les patients ne 

rechutant pas. Qui plus est, aucun des 8 patients ayant rechuté précocement n’a développé 

d’HACA qui aurait pu interférer avec l’efficacité du RTX comme rapporté dans certain cas 

de pemphigus (Lunardon and Payne, 2012). Ainsi, bien qu’une fréquence de LB plus 
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élevée ait initialement été observée chez les patients ayant rechuté (22% versus 10% ; 

p<0,001), tous les patients ont présenté une déplétion complète des LB dans le sang au 

cours des trois premiers mois suivant l'administration du RTX. La reconstitution des LB 

après RTX est décrite comme étant un facteur prédictif de la rechute notamment dans la 

polyarthrite rhumatoïde (Trouvin et al., 2015), le lupus érythémateux systémique 

(Lazarus et al., 2012) ainsi que dans certaines études sur le pemphigus (Albers et al., 2017; 

Feldman et al., 2012). Pour autant, l’étude de la cinétique de réapparition des LB aux 

alentours du 9éme mois après le premier cycle de RTX n’a pas permis de mettre en évidence 

de différence entre les patients présentant ou non une rechute. Dans cet intervalle entre 

le retour des LB dans le sang et l’administration des doses d’entretien de RTX, la fréquence 

des LB reste faible et ne permet pas d’évaluer si des niveaux accrus de Breg auraient pu 

jouer sur la réponse aux traitements comme chez les patients de l’étude RITUX 1 en 

rémission à long terme après un traitement par RTX (Colliou et al., 2013). Parallèlement 

à l’évolution des LB, nous avons observé aucune différence dans le pourcentage de LT 

CD4+ totaux initialement ou au cours du traitement par RTX entre les patients présentant 

une rechute et ceux qui n'en présentent pas. En revanche, les patients ayant maintenu leur 

rémission clinique présentaient initialement un pourcentage plus élevé de Treg que ceux 

ayant rechuté (5.7% versus 2,9% ; p = 0,0004). La diminution de la fréquence des Treg est 

décrite chez des patients atteints de pemphigus en phase active de la maladie par rapport 

à des témoins sains (Sugiyama et al., 2007; Xu et al., 2013b). Ainsi, la fréquence en Treg 

pourrait également influencer la sévérité initiale du pemphigus et/ou la réponse au 

traitement. Le rôle suppresseur des Treg apparait comme important dans le contrôle du 

pemphigus comme précédemment souligné dans le modèle murin de PV (Yokoyama et al., 

2011). De plus, ses données sur les Treg permettent d’expliquer le paradoxe entre 

l’influence des LT CD4+ dans la production d’Ac anti-Dsg et la corrélation inverse entre le 

nombre de LT CD4+ après RTX et le risque de rechute décrit récemment comme 

biomarqueur de rechute (Albers et al., 2017). 

Enfin, l’analyse de l'évolution des Ac anti-Dsg1 et anti-Dsg 3 souligne une cinétique de 

décroissance plus lente chez les patients rechuteurs. De nombreuses études ont démontré 

que l'évolution des Ac anti-Dsg1 et, dans une moindre mesure des Ac anti-Dsg3, était 

corrélée à l'évolution des lésions cutanées et muqueuses du pemphigus (Abasq et al., 

2009; Albers et al., 2017; Harman et al., 2001; Patsatsi et al., 2014). Ainsi, lors de 

l'évaluation du 3éme mois, la persistance d’Ac anti-Dsg1 et/ou anti-Dsg3 avec des taux 
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supérieurs aux seuils prédictifs de rechute (ELISA IgG anti-Dsg1>20 UI/ml et ELISA IgG 

anti-Dsg3>130 UI/ml) précédemment établis (Abasq et al., 2009), permet de fournir une 

valeur prédictive positive de 50% et une valeur prédictive négative de 88% pour la 

survenue d'une rechute.  

Ainsi, notre étude propose deux facteurs prédictifs principaux pour identifier les 

patients présentant un risque élevé de rechute comprenant : i) le score PDAI initial 

reflétant l'activité du pemphigus et ii) l'évolution des Ac anti-Dsg après l’injection initiale 

du RTX. La combinaison de ces deux critères prédictifs donne une sensibilité de 91%, une 

spécificité de 60% ainsi qu’une valeur prédictive positive de 50% et une valeur prédictive 

négative de 94% de risque de rechute après le premier cycle de RTX. Ils fournissent une 

justification biologique pour les perfusions d'entretien de RTX afin de minimiser la 

survenue d'une récidive après le cycle initial. Ces résultats seront utiles pour affiner les 

recommandations des lignes directrices sur l'utilisation du RTX dans le traitement du 

pemphigus. 

Notre laboratoire poursuit actuellement l’étude de ce sous-groupe de patients afin de 

mieux comprendre les liens entre la sévérité du pemphigus, l’évolution des Ac et la 

réponse au traitement par le RTX. Parmi les nombreuses pistes, notre équipe focalise son 

attention sur les auto-Ac et leurs cinétiques. Nous avons, en effet, réussi à développer un 

dosage en Luminex permettant de quantifier finement les sous-classes des IgG des Ac anti-

Dsg3. Dans la grande majorité des études, les Ac anti-Dsg pathogènes appartiennent à la 

sous-classe IgG4 (Allen et al., 1993; Futei et al., 2001), parfois à la sous-classe IgG1 mais 

rarement aux sous-classes IgG2 et IgG3 (Futei et al., 2001; Jones et al., 1988). Nos données 

préliminaires (non présentées) confirment que tous les patients atteints de PV possèdent 

des IgG4 anti-Dsg3. Certains patients présentent également des IgG1, des IgG2 et/ou des 

IgG3. La particularité des patients ayant rechuté dans la première année est la 

combinaison d’au moins trois sous-classe d’IgG comprenant régulièrement l’IgG3, très 

rarement décrite dans les études sur le pemphigus. Parallèlement, les patients ne 

rechutant pas précocement présentent seulement une ou deux sous-classes d’IgG. Cette 

diversification isotypique est peut-être le reflet d’une réponse auto-immune plus 

importante pouvant jouer sur la réponse aux traitements. Elle pourrait également avoir 

influencée la cinétique des courbes des auto-Ac chez les patients ayant rechuté 

précocement après le premier cycle de RTX. Néanmoins, cette décroissance plus lente 
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peut avoir d’autres explications comme la persistance, invérifiable chez l’homme, de 

plasmablastes ou plasmocytes au sein des tissus lymphoïdes (Hiepe et al., 2011; Odendahl 

et al., 2005). Elle pourrait également s’expliquer par une modification du catabolisme des 

IgG auto-immunes pouvant être lié à la glycosylation des Ig ou au FcRn jouant un rôle dans 

le recyclage des IgG et augmentant ainsi leur temps de demi-vie. Aussi, notre équipe 

prévoit l’analyse génétique des polymorphismes du promoteur influençant l’activité 

transcriptionnelle du gène codant pour le FcRn (Akilesh et al., 2007; O’Shannessy et al., 

2017) ainsi que l’étude de la glycosylation des Ac anti-Dsg3. La glycosylation est une 

modification post-traductionnelle des IgG (Zheng et al., 2011), pouvant influencer le rôle 

effecteur de l’Ac en favorisant son action cytotoxique, mais aussi son recyclage via FcRn 

(van de Bovenkamp et al., 2016). Parallèlement, nous souhaitons élargir notre analyse aux 

auto-Ac non-Dsg tels que les Ac anti-Dsc ou anti-mAchR (Amber et al., 2018; Grando, 

2011; Sinha and Sajda, 2018b) qui pourraient agir en synergie avec les IgG anti-Dsg et 

contribuer ainsi au phénotype complexe du pemphigus et éventuellement servir de 

facteur prédictif de rechute.  

Chaque dose de RTX induit de manière similaire un cycle de déplétion des LB suivi de 

leur réémergence. Cette répétition des cycles de RTX a pour objectif d’atteindre la 

déplétion complète et profonde des LB auto-réactifs. Ainsi, la multiplication des cycles de 

RTX a permis de réduire le risque de rechute à 2%. Pourtant, certains patients ont des 

rechutes après la 1ère ou la 2éme dose d’entretien de RTX. Chez les patients du groupe RTX, 

2 patients ont présenté une rechute tardive après le 12éme mois (27%) et 3 patients ayant 

rechuté précocement ont récidivé. Notre équipe approfondie actuellement l’analyse de 

ces patients afin d’identifier des biomarqueurs pouvant servir de facteur prédictif pour 

ces rechutes tardives. Nos observations initiales soulignent que parmi ces 5 patients 

présentant une rechute tardive, deux patients ont une déplétion B incomplète dans le sang 

après les doses d’entretien de RTX et ont développé des HACA (données non présentées). 

Un de ces patients atteint la rémission complète à 24 mois mais rechute juste après. 

L’autre garde une maladie active lors des évaluations à 24 et 36 mois. Ainsi, certaines 

rechutes tardives peuvent s’expliquer par une résistance au RTX comme dans un cas de 

PV précédemment rapporté (Lunardon and Payne, 2012). Aussi, le suivi de la déplétion B 

après chaque perfusion de RTX et la recherche d’HACA en cas de déplétion B incomplète 

sont deux nouveaux critères d’évaluation de la réponse au traitement par RTX dans le 

pemphigus également décrits dans d’autres MAI telles que le lupus érythémateux 
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systémique (Albert et al., 2008), le syndrome de Sjögren (Pijpe et al., 2005) ou le purpura 

thrombopénique immunologique (Goto et al., 2009) permettant d’orienter la prise en 

charge de ces patients vers d’autre stratégies thérapeutique. La résistance au RTX 

n’explique cependant pas l’origine de toutes les rechutes. Elles peuvent être attribuées à 

la persistance de LB auto-réactifs ou à un défaut persistant de tolérance conduisant à la 

réapparition de nouveau clones B spécifiques des Dsg. Cette question est essentielle pour 

le traitement du pemphigus et sa prise en charge à long terme.  

L’efficacité et la tolérance du schéma thérapeutique utilisant le RTX en première 

intention sont actuellement évalué à très long terme. L’ensemble des patients inclus dans 

le protocole RITUX 3 ont été convoqués pour une évaluation plus de 90 mois (entre 7-8 

ans) après le début du traitement. A ce jour, 65 patients sur les 90 inclus dans l’étude 

RITUX 3 ont participé à cette nouvelle évaluation dont 34 patients sur les 46 du groupe 

RTX. Le bilan clinique provisoire souligne que depuis la précédente évaluation à 36 mois, 

7 patients parmi les 34 (20,6%) issus du groupe RTX ont rechuté, après un délai médian 

de 40 mois (39-53). Plus de la moitié de ces patients avait précédemment rechutés au 

cours de l’étude. Deux patients ont toujours une maladie active et 5 ont été retraités par 

le RTX et sont à ce jour en rémission. Ainsi, le risque de rechute après RTX reste présent 

et pose la question des mécanismes immunologiques impliqués dans la rémission et du 

dépistage des patients présentant un risque de rechute afin de permettre un traitement 

préventif. 

2. EVALUATION DE LA REPONSE AUTO-IMMUNE CHEZ LES PATIENTS 

DE L’ETUDE RITUX 3 

Au-delà de ce bilan clinique, l’étude de la réponse lymphocytaire de l’ensemble des 

patients inclus dans l’étude RITUX 3 au cours des traitements a permis d’approfondir la 

compréhension de la réponse auto-immunes du pemphigus et de rendre compte des effets 

des traitements. Le pemphigus est l’une des rares MAI dont la physiopathologie et les 

cibles antigéniques sont caractérisées permettant ainsi une étude fine de la réponse auto-

immune (Schmidt et al., 2019). Le développement du pemphigus est associé à la 

conjonction de nombreux événements très rares impliquant l’émergence puis la 

coopération de LB et de LT auto-réactifs dans un contexte génétique et environnemental 

(Kasperkiewicz et al., 2017; Pan et al., 2015; Pollmann et al., 2018). Aussi, afin de 
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comprendre les mécanismes d’action impliqués dans la rémission à long terme, nous 

avons concentré notre analyse sur la réponse auto-immune en comparant la phase active 

de la maladie à la phase de rémission mais également sur les différences entre les patients 

en rémission complète et incomplète après les injections de RTX. Les données générées à 

partir des patients du groupe CS sont essentielles afin de différencier l’effet clinique des 

effets thérapeutiques. 

L'amélioration spectaculaire de l'état des patients dans le groupe RTX est liée à la 

diminution drastique des taux d’Ac anti-Dsg1 et 3 et est associée à la disparition 

prolongée des ASC anti-Dsg dans le sang des patients. Le RTX étant connu pour épargner  

les cellules plasmocytaires CD20-, plusieurs études s’accordent à penser que les auto-Ac 

anti-Dsg sont certainement produits par des cellules plasmocytaires à courte durée de vie 

qui sont continuellement réapprovisionnées à partir du pool de LB mémoires (Ellebrecht 

and Payne, 2017). Cela suggère également, bien que la tolérance soit perturbée chez les 

patients atteints de pemphigus, permettant la formation de LB auto-réactifs, qu’il existe 

des mécanismes en place pour empêcher leur développement de plasmocytes à longue 

durée de vie. Les travaux antérieurs de Nishifuiji et coll. ont démontré la présence des LB 

mémoires auto-réactifs dans le sang des patients atteints de pemphigus par leur capacité 

à se différencier en ASC après une stimulation antigénique in vitro avec une fréquence 

généralement faible (1,3 à 2,3 ASC anti-Dsg3 pour 105 PBMC) (Nishifuji et al., 2000). Leurs 

fréquences reflètent, dans une certaine mesure, l'activité de la maladie. Notre analyse 

phénotypique des sous-populations de LB a révélé qu’en plus d’une fréquence 

significativement plus élevée de LB spécifiques des Dsg dans le sang des patients atteints 

de pemphigus que chez les témoins sains, la population B anti-Dsg détectée représentant 

de 0,1 à 0,6% des LB totaux (moyenne = 0,2 ±0,1%) est particulièrement enrichie en LB 

mémoires ayant subi une commutation isotypique (CD27+IgG+ : 15,5±3% des LB 

spécifiques des Dsg). Conformément à nos précédentes observations (Colliou et al., 2013), 

la proportion des LB IgG+ anti-Dsg est très faible chez les individus en bonne santé et est 

préférentiellement composée de CD27+IgM+. Ainsi, notre analyse phénotypique complète 

la récente caractérisation des LB mémoires CD19+CD27+ spécifiques de la Dsg3, réalisée 

par l’équipe de Pollmann (Pollmann et al., 2019), en mettant l’accent sur l’importance de 

la commutation isotypique IgG dans le processus physiopathologique du pemphigus. Sans 

pouvoir exclure complétement un risque de marquage aspécifique des protéines 

recombinantes Dsg sur les IgM, ces résultats confortent l’hypothèse d’une auto-réactivité 
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B naturelle non pathogène ne produisant initialement pas d'auto-Ac (Wardemann et al., 

2003). L’émergence de clones B auto-réactifs est d’autant plus vraisemblable que la Dsg3 

n'est pas exprimée de manière centrale dans la moelle osseuse limitant ainsi la délétion 

clonale (Cho et al., 2014). Il est alors probable que lors d’une réponse immune ou via 

d'autres facteurs déclenchants, des clones B anti-Dsg mémoires puissent acquérir la 

capacité à se différencier en ASC pour produire de Ac pathogènes, constituant ainsi la base 

d'une éventuelle rechute de la maladie (Nishifuji et al., 2000; Pollmann et al., 2019).  

Or, la population des LB mémoires est profondément et durablement impactée par le 

traitement car le RTX modifie la répartition des sous-populations de LB après leur 

reconstitution, modifiant l’équilibre entre les LB naïfs et mémoires (Colliou et al., 2013), 

et plus particulièrement au sein de la population B auto-réactive. En effet, nos résultats 

démontrent que la fréquence moyenne des LB CD27+ IgG+ spécifiques des Dsg est réduite 

de 13,5 ± 1,5% à 4,0% ±0,6 (p<0,05). Parallèlement à cette déplétion, plus aucune ASC 

anti-Dsg n’est détectée par ELISPOT chez les patients en rémission complète 36 mois 

après la première injection de RTX. Ces résultats sont à corréler à la diminution des taux 

d’Ac IgG anti-Dsg1 et 3 observée dans le sérum des patients. Seul le patient gardant une 

maladie active 36 mois après les cycles de RTX présente encore des ASC anti-Dsg3 dans 

le sang et un taux élevé d’Ac anti-Dsg3. Ainsi, l’efficacité du traitement RTX dans le 

pemphigus semble bien lié à l’élimination drastique et profonde des LB mémoires IgG+ 

spécifiques des Dsg. Néanmoins, des LB spécifiques des Dsg restent détectables à la même 

fréquence après RTX lors de la reconstitution lymphocytaire, mais ces LB auto-réactifs 

présent majoritairement un phénotype naïf et non commuté de type IgM. Ces résultats 

renforcent l’hypothèse d’un répertoire B naïf naturellement orienté vers l'auto-réactivité 

créant par recombinaison V(D)J à des fréquences rares des IgM anti-Dsg non pathogènes, 

comme les LB VH1-46 (Cho et al., 2014). De plus, l’élévation sérique des taux de BAFF 

constatée chez les patients atteints de pemphigus traités par le RTX (Nagel et al., 2009 et 

Annexe n°3) contribue certainement à la survie de ces clones B naïfs anti-Dsg. En effet, 

l’élévation du taux sérique de BAFF et l'expression de ses récepteurs à la surface des LB 

sont considérés comme des facteurs participant à la rechute post-RTX en favorisant la 

survie et la maturation de nouveaux clones B pathogènes dans la polyarthrite rhumatoïde 

(Becerra et al., 2017; Torre et al., 2010). L'expression de BAFF-R est significativement plus 

faible dans toutes les sous-populations lymphocytaires B chez les patients post-RTX par 

rapport aux témoins sains et aux patients pré-RTX. Certaines études suggèrent qu’après 
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fixation du BAFF, le BAFF-R est internalisé, ce qui expliquerait la diminution de la MFI 

(mean fluorescence intensity) (Sellam et al., 2007). Notre récente analyse du phénotype 

des LB auto-réactifs et non auto-réactifs confirme une diminution de la MFI de BAFF-R à 

la suite du traitement par RTX mais uniquement à la surface des LB non auto-réactifs. 

Étonnamment, à la surface des LB spécifiques des Dsg, la MFI de BAFF-R reste équivalente 

à sa valeur initiale. Cette différence d’expression de BAFF-R selon les sous-populations de 

LB après le RTX est certainement le reflet d’un mécanisme de maturation différent au sein 

des LB auto-réactifs pouvant contribuer au maintien de la rémission complète par un 

mécanisme qui n’est pas encore élucidé (Annexe n°3).  

A l’inverse, le traitement utilisant la prednisone seule n'a pas influencé la fréquence ou 

le phénotype des LB anti-Dsg. Les ASC anti-Dsg sont toujours détectables lors des 

périodes de rémission dans le sang des patients issus du groupe CS à des fréquences plus 

faible. La persistance des LB et des ACS IgG anti-Dsg après le traitement par CS est 

certainement à l’origine de la fréquence plus élevées des rechutes lorsque les doses de 

prednisone sont réduites à moins de 20 mg/jour. Dans les études sur les réponses 

grippales, les ASC ont présentes dans la circulation quelques jours après le rappel et 

disparaissent par la suite pour être de nouveau localisées uniquement au sein des tissus 

lymphoïdes secondaires (Cho et al., 2017; Koutsakos et al., 2018). En se basant sur ces 

observations, la présence permanente des ASC anti-Dsg dans le sang des patients atteints 

de pemphigus témoigne de la chronicité de la réponse auto-immune et ne représente 

certainement qu’une petite faction des LB auto-réactifs. 

Grâce à leurs fonctions effectrices, incluant la production de cytokines et la 

présentation de l'antigène, les LB peuvent influencer profondément la formation de CG et 

l’organisation des tissus lymphoïdes mais également moduler les LT et les DC (LeBien and 

Tedder, 2008; Lund and Randall, 2010). Ainsi, en modifiant l’équilibre des sous-

ensembles des LB totaux et des LB spécifiques des Dsg d’un profil effecteur possédant une 

forte proportion de LB mémoires vers un profil riche en LB naïfs, le RTX semble impacter 

l'ensemble du système immunitaire. Les travaux de Eming ont d’ailleurs souligné que la 

déplétion des LB dans le sang des patients atteints de pemphigus entraîne indirectement 

une diminution spécifique et prolongée de la fréquence des LT auto-réactifs sécrétant de 

l’IFN-γ (type Th1) et de l’IL-4 (type Th2) quantifiée après stimulation in vitro par la Dsg3, 

sans pourtant impacter les LT totaux (Eming et al., 2008). Afin de connaitre le ou les 
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mécanismes effecteurs ou régulateurs des LB impliqués dans la régulation de la réponse 

auto-immune, nous avons analysé le profil d’expression génique de 33 gènes d’intérêt 

dans le pemphigus, à l’échelle unicellulaire, entre des LB spécifiques des Dsg et les LB non 

auto-réactifs (Hébert et al., 2019b).  

Nos résultats confirment que les LB spécifiques de la Dsg présentent initialement un 

profil pro-inflammatoire avec la surexpression de trois gènes codant pour les cytokines 

IL-1β, IL-12p35 et IL-23p19 ainsi que pour le gène de l’IRF5. L’augmentation de 

l’expression génique d’IFR5 a également été observée dans le lupus érythémateux 

systémique (Lazzari and Jefferies, 2014). L’IFR5 est un facteur de transcription clé du 

système immunitaire jouant un rôle important dans la modulation de la réponse 

immunitaire, il régule l'expression des cytokines et des chimiokines pro-inflammatoires 

et module la maturité des LB et la production d'Ac (De et al., 2017; Eames et al., 2016). Il 

est intéressant de remarquer que dans un modèle murin, l’IRF5 est associé aux LB ABC 

CD11c+ (Manni et al., 2018). Cette population a été décrite comme augmentée dans de 

nombreuses MAI telles que la sclérose en plaques (Claes et al., 2016), la polyarthrite 

rhumatoïde (Rubtsov et al., 2011) ou le lupus érythémateux systémique (Wang et al., 

2018). Notre caractérisation des LB CD11c+ chez des donneurs sains a démontré que cette 

sous-population de LB est à un stade plus avancé dans la différenciation plasmocytaire 

(Annexe n°4). Nos résultats soulignent également une augmentation de la fréquence des 

LB CD11c+ dans le sang des patients atteints de pemphigus. Les caractéristiques des 

CD11c+ font échos à la récente description dans le pemphigus du sous-ensemble de LB 

CD19fort sur-exprimant des gènes impliqués dans l'activation et la différenciation des LB 

(Liu et al., 2017). Le lien entre les LB anti-Dsg et ces sous-ensembles de LB CD11c+ ou 

CD19hi n’est pas encore établit mais une analyse par ELIPSOT semblable à celle effectué 

par Nicholas et coll. dans le lupus érythémateux systémique (Nicholas et al., 2008) 

permettrait d’établir si la population CD11c+ était enrichie en LB auto-réactifs.  

Étonnamment, l’évolution du profil d’expression génique de ces LB spécifiques des Dsg 

avant et après traitement par RTX montre peu de chargement dans le profil 

transcriptomique à l'exception de l’IL-1β et de CD27. Conformément à nos observations 

phénotypiques, la fréquence de transcription du marqueur CD27 associé aux LB 

mémoires est significativement diminuée après le traitement par RTX aussi bien dans les 

LB spécifiques des Dsg (23 versus 10%, p = 0,03) que dans les LB non auto-réactifs. Ainsi, 
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l’expression de CD27 est le reflet de la modification du rapport entre des sous-populations 

de LB naïfs et mémoires après le traitement par RTX qui est au centre du mécanisme de 

rémission à long terme. Parallèlement à la rémission clinique, chez les patients traités par 

RTX mais également par CS, la fréquence des LB exprimant le transcrit du gène de l’IL-1β 

initialement augmentée dans les LB spécifiques de Dsg des patients atteints de pemphigus 

diminue après traitement (12 verus 1,7%, p = 0,003) pour être proche de celle de la 

population B auto-réactive issu d’individus sains. Cette diminution suggère un potentiel 

rôle de l'IL-1β dans la physiopathologie du pemphigus. L’IL-1β est une cytokine 

principalement produite par des cellules hématopoïétiques telles que les monocytes, les 

macrophages et les DC en réponse au ligand du TLR, à des composants du complément ou 

à d'autres cytokines telles que le TNF-α (Dinarello, 2011; Garlanda et al., 2013). Cette 

cytokine pro-inflammatoire joue un rôle central dans l'immunité innée et dans 

l'inflammation notamment dans la polarisation des LT vers un profil TH17 (Lasigliè et al., 

2011) qui est impliqué dans la physiopathologie du pemphigus (Hennerici et al., 2016; Xu 

et al., 2013). Un taux sérique accru d’IL-1β est observé dans de nombreuses MAI et 

particulièrement dans des pathologies de la peau comme le psoriasis, le lupus 

érythémateux systémique cutané et les DBAI tels la PB et le pemphigus (Cigni et al., 2014; 

Ludwig and Schmidt, 2009; Mee et al., 2006). Notre analyse sérique de l’évolution du taux 

d’IL-1β montre une légère diminution au cours des trois premiers mois de traitement 

dans les deux groupes de patients probablement liée à l’effet de fortes doses de 

prednisone suivi d'une ré-augmentation au taux initial. Une réduction immédiate de l'IL-

1α et de l'IL-1β dans le sérum a été précédemment démontrée chez des patients atteints 

de pemphigus en rémission clinique après une perfusion d'IgIV (Bhol et al., 2001). 

L’implication de l'IL-1β dans la physiopathologie du pemphigus a été également suggérée 

par Feliciani et coll. qui ont démontré que les souris IL-1β KO était moins sensibles au 

transfert passif d'IgG isolées à partir de sérum d'un patient atteint de PV (Feliciani et al., 

2000). Plus récemment, les travaux de Ritvo et coll. ont révélé l’existence d’un axe de l’IL-

1 régulant les réponses du CG, impliquant les récepteurs de l'IL-1 (IL-1R1 et IL-1R2) et 

leurs antagonistes (IL-1Ra) dans le contrôle des Tfh et des Tfr. Ces travaux, ont 

notamment démontré, in vitro, que l’IL-1β active la production d’IL-4 et d’IL-21 par les 

Tfh (Ritvo and Klatzmann, 2019; Ritvo et al., 2017). Ainsi, le rôle direct de l'IL-1β dans 

l'activation des Tfh pourrait contribuer à la production d'Ac pathogéniques et l’effet des 
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traitements sur la sécrétion de cette cytokine par les LB apparait alors comme un point 

de contrôle de la réponse humorale.   

Étrangement, par rapport à nos précédentes observations sur l’influence des Breg dans 

la rémission après RTX (Colliou et al., 2013), nous n'avons pas observé d'augmentation 

de la fréquence des LB exprimant les transcrits des cytokines anti-inflammatoires telles 

que l’IL-10 dans les LB spécifiques Dsg ou les LB totaux qui pourraient contribuer à la 

régulation de la réponse immunitaire (Hébert et al., 2019b). Il est à noter que les LB triés 

ont été directement isolés du sang et analysés sans stimulation, le profil d’expression 

génique est donc le reflet de l’état des LB circulants. Il est vraisemblable que ce profil 

puisse être différent localement dans la peau ou les muqueuses notamment au sein des 

lésions. Seule une analyse des cellules infiltrant les lésions pourrait permettre de 

connaitre le profil cytokinique des LB lors de l’acantholyse. L’essor des nouvelles 

stratégies d’isolement des cellules ainsi que l’évolution des méthodes d’analyse 

transcriptomique permettent maintenant d’envisager une analyse locale de toutes les 

cellules au sein d’une biopsie d’une lésion chez des patients atteints de pemphigus (Hu et 

al., 2016). 

Parallèlement, nous avons étudié rétrospectivement le transcriptome global par puces 

à ADN de tous les LB isolés de patients en rémission complète ou en rémission incomplète 

issus de l’étude RITUX 1 après la restauration du répertoire lymphocytaire B, 6 ans après 

l’injection initiale de RTX (Caillot et al., 2018). Cette analyse a mis en évidence 65 

transcrits dont l'expression est significativement dérégulée chez les patients en rémission 

complète par rapport aux patients en rémission incomplète. Notre analyse 

bibliographique a restreint l’étude à 9 transcrits dont l’expression est associée aux LB ou 

à un contexte auto-immun. Les LB isolés d’un second groupe de patients indépendants et 

des patients nouvellement diagnostiqués pour le pemphigus comprenant des patients de 

l’étude RITUX 3 ont permis de valider par qRT-PCR que les taux d’expression des 

transcrits de KCNN4, du COL4A3 et du COL4A4 sont significativement diminués dans les 

LB des patients en rémission complète par rapport aux patients en rémission incomplète 

(p<0,01). L’expression protéique de KCNN4 est inversement augmentée à la surface des 

LB dans les sous-populations naïves ou mémoires commutées ou non chez les patients 

atteints de pemphigus ayant atteint la complète rémission par rapport aux patients 

nouvellement diagnostiqués. Cette relation inverse entre la quantification de l'ARN et les 
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niveaux de protéines à la surface des cellules est souvent décrite et peut refléter des 

modulations post-transcriptionnelles (Kumar et al., 2016). Le canal potassique KCNN4 

joue un rôle important dans l'activation, la migration et la prolifération cellulaires en 

régulant le potentiel membranaire et la signalisation du Ca2+ (Wulff and Castle, 2010; 

Wulff et al., 2004). L’expression du canal KCNN4 est impliqué dans la différenciation des 

LB du stade naïf  au stade mémoire avec une surexpression à la surface des LB mémoires 

ayant commutés (Wang and Xiang, 2013; Wulff et al., 2004). Plus récemment, des 

altérations épigénétiques des gènes impliqués dans la maturation des LB comprenant 

KCNN4 ont été observées chez des patients atteints de CVID (Common Variable Immune 

Deficiency). Cette maladie est caractérisée par un trouble de la différenciation des LB 

notamment de LB mémoires commutés et est associée dans 25% des cas à des 

manifestations auto-immunes (Rodríguez-Cortez et al., 2015). Au vu de son rôle dans la 

différenciation des LB, le canal potassique KCNN4 semble être impliqué dans les 

mécanismes permettant le maintien de la rémission à long terme après RTX chez les 

patients atteints de pemphigus.  

Nos observations phénotypiques et transcriptomiques confirment que l’efficacité du 

RTX dans le pemphigus va au-delà du processus initial de déplétion. Le déséquilibre de la 

balance naïf/mémoire maintenu à long terme suggère que le traitement par RTX perturbe 

également d’autres processus impliqués dans la maturation des LB et de la commutation 

de classe des IgM en IgG permettant ainsi de maintenir la rémission bien après le retour 

des LB dans le sang des patients. Par conséquent, des signaux immunitaires 

supplémentaires sont nécessaires pour initier l'activation et surtout la maturation des 

clones B auto-réactifs et ainsi, conduire à la différenciation en ASC. La voie d’activation de 

ces LB responsables de la production des IgG anti-Dsg n’est pas encore clairement établit 

mais elle nécessite la coopération de LT comme le souligne les modèles murins de PV 

transgéniques pour le HLA de classe II humain HLA-DRB1*0402 (Eming et al., 2014) ou 

l’impact sur la production d'IgG anti-Dsg3 qu’induit le blocage des interactions entre les 

LB et LT par l’Ac anti-CD40L (Aoki-Ota et al., 2006). La génération de LB mémoires CD27+, 

commutés IgG+ est classiquement liée à la maturation des LB au sein des CG et nécessitent 

une collaboration avec les Tfh (Breitfeld et al., 2000) qui contribuent aux processus 

d’hypermutation somatique et de commutation isotypique (Eto et al., 2011; Ma et al., 

2012; Tangye et al., 2013; Ueno et al., 2015; Zotos et al., 2010). L’implication des Tfh a été 

étudiée dans plusieurs maladies auto-immunes, telles que le lupus érythémateux 
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systémique (Choi et al., 2015), la polyarthrite rhumatoïde (Arroyo-Villa et al., 2014), des 

maladies liées aux IgG4 (Akiyama et al., 2015; Chen et al., 2018) et plus récemment dans 

le pemphigus. En effet, une augmentation de la fréquence de Tfh a été décrite dans le sang 

des patients atteints de PV ainsi qu’une élévation des taux sériques d’IL-21 et d’IL-27 

(Hennerici et al., 2016). Des LT auto-réactifs producteurs d'IL-21 spécifiques de la Dsg3 

ont également été détectés, ce qui suggère leur rôle potentiel dans la pathogenèse du 

pemphigus (Hennerici et al., 2016). Initialement, nous avons constaté que les patients 

atteints de pemphigus de l’étude RITUX 3 présentaient des taux sériques d’IL-21 plus 

élevés que ceux des témoins sains (données non présentées). Parallèlement à la déplétion 

B induite par le RTX, nous avons observé une diminution significative de près de 50% de 

la fréquence des Tfh associée à la réduction des taux sériques en d’IL-21. Une telle 

diminution des Tfh après traitement par RTX a également été rapporté chez des patients 

atteints du syndrome de Sjögren ou du diabète de type 1 (Verstappen et al., 2017; Xu et 

al., 2013) soulignant ainsi l’interdépendance de ces populations. Ainsi, la déplétion des 

précurseurs des LB associée à la réduction des Tfh entraîne probablement une diminution 

de la production des plasmablastes et des plasmocytes à courte durée de vie, ce qui 

pourrait expliquer la disparition durable des Ac anti-Dsg. Après la reconstitution 

lymphocytaire B, la fréquence des Tfh a ré-augmenté pour revenir à sa valeur initiale, mais 

les taux d’IL-21 sont restés faibles. En revanche, nous n'avons pas observé de telles 

variations dans la fréquence des LB ou des Tfh chez les patients du groupe CS. L’évolution 

du taux d’IL-21 montre une légère diminution au cours des premiers mois de traitement 

probablement liée à l’effet de fortes doses de prednisone (Li et al., 2014) suivi d'une ré-

augmentation à sa valeur initiale en parallèle de la ré-ascension des taux d’Ac anti-Dsg.  

L’analyse cytométrique des fréquences des LT et plus particulièrement des Tfh auto-

réactifs post-traitements des patients présentant le HLA-DRB1*0402 de susceptibilité au 

PV (Veldman et al., 2007) a permis de mettre en évidence des différences significatives 

entre les patients traités uniquement par la prednisone et ceux ayant reçu le RTX. Cette 

étude a permis d’établir, pour la première fois, l’existence de Tfh spécifiques de la Dsg3 

dans le sang de patients atteints de pemphigus. La faible fréquence des Tfh spécifiques de 

la Dsg3 chez les patients du groupe RTX après traitement explique probablement que les 

taux d’IL-21 soient restés bas après le retour des LB et des Tfh, ce qui contribue 

certainement à la persistance du phénotype naïf et non-commuté des LB spécifiques des 

Dsg chez les patients présentant une rémission durable après RTX. Il est intéressant de 
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remarquer que le patient en maladie active persistante après RTX, présentant des taux 

d’Ac anti-Dsg3 élevés et pour lequel des ACS anti-Dsg3 ont été détectées dans le sang, 

présente également une fréquence plus élevée de LT de Tfh spécifiques de la Dsg3 et des 

taux sériques d'IL-21 plus élevés que les patients en rémission complète après RTX.   

En résumé, chez les patients du groups CS, la persistance des LB et des Tfh anti-Dsg est 

certainement à l’origine de la fréquence plus élevée de rechutes lorsque les doses de 

prednisone sont réduites à moins de 20 mg/jour. Cependant, ces travaux montrent 

également que la prednisone agie sur diverses cibles de façon dose dépendante en 

modulant principalement les cytokines clés impliquées dans la physiopathologie du 

pemphigus telles que l’IL-1(Hébert et al., 2019b), l'IL-21 ou BAFF (Kamhieh-Milz et al., 

2018 et annexe n°3) influençant ainsi la production d'auto-Ac (Youinou and Pers, 2010) 

démontré par à la diminution transitoire des taux d’Ac anti-Dsg et de la fréquence des ASC 

anti-Dsg déterminer par ELISPOT. Ces effets ainsi que leur capacité à inhiber l'acantholyse 

en modulant directement l’expression des Dsg dans la peau (Nguyen et al. 2004) justifie 

pleinement la combinaison de la CS à court terme avec le traitement RTX. De plus, nos 

résultats ont clairement montré que l'effet thérapeutique à long terme du RTX dans le 

pemphigus résulte d’effets plus complexe que la simple délétion des LB auto-réactifs 

pathogènes en jouant également sur la coopération cellulaire entre les LB et les Tfh, 

permettant ainsi un blocage du processus de maturation des LB auto-réactifs et de la 

commutation de classe. Bien que la réduction initiale des Tfh spécifiques de la Dsg après 

le traitement par RTX puisse s'expliquer par la déplétion parallèle des LB spécifiques de 

la Dsg, les mécanismes de la déplétion durable de Tfh spécifiques de la Dsg restent 

largement inconnus.  

L’ensemble de nos données posent la question du l’évolution à très long terme du 

répertoire lymphocytaire B et Tfh auto-immun et du risque de générer de nouveaux 

clones pathogènes.  

Nous poursuivons actuellement l’étude des patients 90 mois après la première 

injection de RTX. A 36 mois, la plupart des patients issus du groupe RTX ne présentaient 

plus aucun auto-Ac à l’exception de quelques patients ayant des taux d’Ac anti-Dsg1 (2%) 

et d’Ac anti-Dsg3 (27%) supérieurs aux seuils de positivité. Notre bilan clinico-biologique 

provisoire à 90 mois souligne que 83% des patients ont maintenu une rémission complète 

sans traitement. Cependant, les patients en rémission complète avec des Ac anti-Dsg à 
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M36 présentent un risque de rechute de prêt de 50%. Généralement, il existe une 

corrélation étroite entre les titres d’Ac et l’activité de la maladie (Amagai, 1999; Ishii et 

al., 1997) mais des rémissions cliniques de patients gardant des titres d’IgG anti-Dsg 

élevés ont précédemment été décrites (Abasq et al., 2009; Belloni-Fortina et al., 2009; 

Harman et al., 2001; Ishii et al., 2005). Notre laboratoire s’intéresse particulièrement à 

l’évolution des auto-Ac chez ces patients pour comprendre les différences en termes 

d’isotypes, d’idiopypes ou de pathogénicité afin d’identifier des biomarqueurs pouvant 

servir de facteur prédictif pour ces rechutes tardives. De nombreuse études ont démontré 

que la réponse anti-Dsg est polyclonale avec des Ac ayant des activités pathogènes 

distinctes (Chen et al., 2017; Cho et al., 2019; Payne et al., 2005; Zenzo et al., 2012). Les 

épitopes reconnus par les Ac anti-Dsg détermineraient leur activité pathogène ainsi que 

l’activité de la maladie (Hammers et al., 2018; Sharma et al., 2009; Tsunoda et al., 2003; 

Yamagami et al., 2009b). Toutefois, d’autres facteurs pourraient également influencer la 

pathogénicité des auto-Ac, comme la glycosylation (Zheng et al., 2011) ou une 

combinaison particulière avec des auto-Ac non-Dsg tels que les Ac anti-Dsc ou anti-mAchR 

(Amber et al., 2018).  

L’analyse préliminaire du phénotype des LB totaux confirme la persistance à plus de 

90 mois après la dernière injection de RTX du déséquilibre de la balance LB 

naïfs/mémoires (Colliou et al., 2013). A ce jour, peu d’études ont analysé à si long terme 

et parmi un si grand nombre de patients la reconstitution lymphocytaire B après RTX. Ces 

résultats confirment que le RTX n’entraîne pas seulement une déplétion transitoire des 

LB, mais a un impact à très long terme sur l’homéostasie immunologique. Ces données 

posent la question du renouvellement phénotypique ou fonctionnel du répertoire des LB 

auto-réactifs et donc des mécanismes par lesquels le RTX confère son efficacité clinique à 

très long terme. Nous focalisons actuellement notre attention sur les patients ayant 

rechuté ou non afin d’identifier des facteurs prédictifs de rechutes tardives. Nous pensons 

que la surveillance phénotypique des LB spécifiques des Dsg et en particulier l’émergence 

de LB mémoire CD27+IgG+ ainsi que la détection par ELIPSOT d’ASC IgG anti-Dsg, 

pourraient constituer des outils prédictifs de rechute permettant des interventions 

thérapeutiques préventives chez les patients atteints de pemphigus.  

Parallèlement, nous poursuivons notre collaboration avec le Dr Fazilleau afin 

d’analyser le phénotype des Tfh auto-réactifs anti-Dsg3 en évaluant l'expression des 
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récepteurs aux chimiokines CXCR3 et CCR6 permettant de distinguer les trois sous-

ensembles principaux de Tfh (Tfh1, Tfh2 et Tfh17) (Schmitt et al., 2014). Chacun des sous-

ensembles de Tfh a une capacité distincte à activer les LB. Notre analyse préliminaire du 

phénotype des Tfh spécifiques de la Dsg3 après traitement par RTX ou CS montre une plus 

faible proportion de Tfh1 par rapport au phénotype des Tfh non auto-réactifs. Or, les 

travaux de Morita et coll. ont montré que les LB naïfs sont préférentiellement stimulés 

par les Tfh2 et les Tfh17, mais pas par les Tfh1 (Morita et al., 2011). De plus les Tfh 

spécifiques de la Dsg3 après RTX sont préférentiellement de type Tfh2 alors que ceux 

après CS sont préférentiellement Tfh1*. A notre connaissance, il s’agit de la première 

caractérisation phénotypique de Tfh auto-réactifs dans une MAI chez l’homme. Nos 

observations préliminaires semblent confirmer une altération de l'équilibre au sein des 

Tfh auto-réactifs avec une dominance de Tfh2 par rapport au Tfh1 précédemment décrit 

dans l’ensemble des Tfh comme étant un des mécanismes de modulation de la réponse 

auto-immune dans plusieurs MAI (Akiyama et al., 2015; Arroyo-Villa et al., 2014; Chen et 

al., 2018; Choi et al., 2015b). La caractérisation plus en avant de cette population après 

traitement ainsi que son évolution depuis le début de la maladie semble essentielle pour 

comprendre son implication dans la maturation des LB auto-réactifs dans le pemphigus 

et dans les mécanismes de rémission à long terme. Les Tfh ou plus probablement la 

cytokine IL-21 pourraient potentiellement devenir de nouvelles cibles thérapeutiques 

pour lutter contre le pemphigus (Tavakolpour, 2016).  
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CONCLUSION 
 

L'utilisation en première intention du RTX en association avec la prednisone à court 

terme chez les patients atteints de pemphigus (PF ou PV) modéré à sévère est à la fois 

plus efficace et moins dangereuse qu'un traitement par prednisone seule. Il permet une 

réduction rapide des doses de corticostéroïdes et réduit le nombre d'événements 

indésirables liés au traitement. De plus, les doses d’entretien de 500 mg de RTX après 12 

et 18 mois se sont révélées très efficaces et bien tolérées pour obtenir des rémissions 

cliniques à long terme. Ainsi ces travaux ont concrètement amélioré la vie des patients 

atteints de pemphigus car le schéma thérapeutique utilisant le RTX en première intention 

est maintenant recommandé aux États-Unis et en Europe.  

Nos analyses immunologiques des patients ont permis d’approfondir le mécanisme 

d’action des GC et du RTX. Nos données ont clairement démontré qu’au-delà de la 

déplétion initiale des clones auto-réactifs pathogènes, le RTX entraine une modulation 

profonde du système immunitaire adaptatif chez les patients atteints de pemphigus. En 

effet, le RTX entraine une modification du profil phénotypique et transcriptomique des 

LB spécifiques des Dsg et impacte également les Tfh auto-réactifs, leurs partenaires 

cellulaires dans les centres germinatifs, ce qui explique que la rémission de la maladie 

perdure au-delà de la réapparition des LB dans le sang des patients. Par contre, le taux 

élevé de rechutes chez les patients du groupe CS peut s'expliquer par la persistance des 

LB et des Tfh auto-réactifs qui sont certainement à l’origine de la ré-émergence des Ac 

anti-Dsg observée lors du sevrage entre le 12 éme et les 24éme mois. Néanmoins, les effets 

de la prednisone sur les cytokines et la production d’Ac ainsi que leur capacité à inhiber 

l'acantholyse justifie pleinement la combinaison de la CS à court terme avec le traitement 

RTX. 

Ces résultats confirment le rôle central des LB dans la physiopathologie du pemphigus 

mais soulignent également l’implication des Tfh contribuant probablement aux 

mécanismes de maturation des LB auto-immuns.  
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 ANNEXE N°2 :  

 RITUXIMAB IS AN EFFECTIVE TREATMENT IN PATIENT WITH 

PEMPHIGUS VULGARIS AND DEMONSTRATES A STEROID EFFECT  
 
Chen D.M., Odueyungbo A., Csinady E., Gearhart L., Lehane P., Cheu M., Maho-Vaillant M., Prost-
Squarcioni C., Hebert V., Houivet E., Calbo S., Caillot F., Golinski M.L., Labeille B., Picard-Dahan C., 
Paul C., Richard M.A., Bouaziz J.D., Duvert-Lehembre S., Bernard P., Caux F., Alexandre M., Ingen-
Housz-Oro S., Vabres P., Delaporte E, Quereux G., Dupuy A., Debarbieux S., Avenel-Audran M., D’Incan 
M., Bedane C., Bénéton N., Jullien D., Dupin N., Misery L., Machet L., Beylot-Barry M., Dereure O., 
Sassolas B., Benichou J., Musette P., Joly P., and the French Study Group on Autoimmune Bullous 
Diseases 
 

Accepté dans BJD (Britsh Journal of Dermantology) 

L’essai clinique « RITUX 3 » a montré que l’utilisation du RTX associé à de la prednisone 

à court terme en traitement de première intention chez les patients atteints de pemphigus 

modéré à sévère est à la fois plus efficace et mieux toléré que le traitement de référence 

par la prednisone seule. 

Afin d'obtenir l'approbation des autorités sanitaires pour l'utilisation du RTX dans le 

PV, nous avons collaboré avec le laboratoire Roche pour analyser uniquement les données 

des patients atteints de PV. 

Après 24 mois de traitement, 89,5% des patients atteints de PV traités par le RTX 

associé à de la prednisone à court terme ont obtenu une rémission complète sans 

traitement versus 27,8% des patients traités par la prednisone seule. De plus, les patients 

traités par le RTX ont reçu une dose cumulée de prednisone plus faible et présenter moins 

d’effets indésirables graves ou mettant en jeu le pronostic vital que les patients traités par 

la prednisone seule. 

En conclusion, chez les patients présentant un PV modéré à sévère, le RTX associé à la 

prednisone à court terme s'est avéré plus efficace que la prednisone seule. Ces résultats 

ont mené à l'obtention des approbations réglementaires pour l'utilisation du RTX chez les 

patients atteints de PV aux États-Unis et en Europe. 
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Figure 4. Pemphigus vulgaris (PV). (a) Oral involvement in a patient with severe PV at 

Baseline (PDAI 38) and (b) at Month 4 (PDAI 2) after treatment with rituximab plus 

prednisone. (c) Oral mucosal involvement in a patient with severe PV before and (d) at 

Month 2 after treatment with rituximab plus prednisone.  
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 ANNEXE N°3 :  
  

 MODIFICATIONS OF THE BAFF/BAFF-RECEPTOR AXIS IN PATIENTS 

WITH PEMPHIGUS TREATED WITH RITUXIMAB VERSUS STANDARD 

CORTICOSTEROIDS REGIMEN. 
 

Hébert V., Maho-Vaillant M., Golinski M-L., Petit M., Riou G., Boyer O., Joly, P., et Calbo, S. 

En préparation   

L’étude RITUX 3 comparant le RTX à la CS dans le traitement du pemphigus a montré 

une supériorité du RTX avec un faible taux de rechutes à long terme. Une des hypothèses 

pouvant expliquer les rechutes après RTX dans les maladies auto-immunes serait 

l’élévation du taux de BAFF sérique induite par la déplétion lymphocytaire B et la 

sensibilité à cette cytokine des LB auto-réactifs ré-émergents.  

L’objectif de cette étude est d’étudier l’axe BAFF/BAFF-R sur les LB auto-réactifs 

spécifiques des Dsg et les LB non auto-réactifs chez des patients atteints de pemphigus 

traités par RTX ou CS afin de comprendre le faible taux de rechute à long terme après RTX. 

Nous avons réalisé un suivi longitudinal des taux sériques de BAFF par ELISA chez les 

patients de l’étude RITUX 3 et étudié l’expression phénotypique du BAFF-R sur les LB 

auto-réactifs et les LB non auto-réactifs avant et après traitement par RTX ou par CS.  

Initialement, les taux sériques de BAFF des patients atteints de pemphigus sont 

légèrement plus élevés que ceux des donneurs sains. Après chaque perfusion de RTX, les 

taux sériques de BAFF ont augmenté parallèlement à la déplétion des LB. Après le retour 

des LB à 36 mois, les taux sériques de BAFF sont restés significativement plus élevés que 

la valeur initiale. L’analyse phénotypique des LB auto-réactifs et non auto-réactifs montre 

une diminution de la MFI de BAFF-R suite au traitement par RTX mais uniquement à la 

surface des LB non auto-réactifs. Étonnamment, à la surface des LB spécifiques des Dsg, 

la MFI de BAFF-R est restée équivalente à sa valeur initiale. Chez les patients du groupe 

CS, les taux de BAFF baissaient transitoirement de façon dose-dépendante sans influencer 

la fréquence des LB. Aucune modification de la MFI de BAFF-R n’a été observée avant er 

après 12 mois de traitement par la prednisone (doses >20 mg/jour) à la surface les LB 

auto-réactifs et non auto-réactifs. 
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En conclusion, l’axe BAFF/BAFF-R est fortement impacté par le RTX. Des études 

suggèrent qu’après fixation du BAFF, le BAFF-R est internalisé, ce qui expliquerait que la 

MFI soit diminuée. La différence d’expression de BAFF-R selon les sous-populations de LB 

après le RTX est certainement le reflet d’un mécanisme de maturation différent au sein 

des LB auto-réactifs pouvant contribuer au maintien de la rémission complète par un 

mécanisme qui n’est pas encore élucidé. 
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Abstract 

 

Introduction: 

Rituximab (RTX) has been demonstrated to be highly effective in the first-line treatment of 

pemphigus with especially a low rate of long-term relapse. RTX-induced increase of BAFF 

could explain relapses after RTX in autoimmune diseases. We studied the BAFF/BAFF-

Receptor (BAFF-R) axis on autoreactive LB (DSG+) and non-self-reactive LB (DSG-) in 

pemphigus patients treated with RTX or corticosteroids (CS).  

Methods: 

 We longitudinally analysed serum BAFF levels by ELISA in 88 patients (45 RTX, 43 

CS) and 28 healthy donors (HD). We analysed the transcriptomic and cytometric profiles of 

BAFF-R expression in DSG+ LB and in DSG- LB in 10 patients before and after RTX or CS, 

and in 7 healthy donors (HD). 

Results: 

 Pemphigus patients had higher serum BAFF levels at baseline compared to HD: 308 ± 

13 pg/mL vs 252 ± 28 pg/mL, p=0.037. Frequencies of DSG+ LBs expressing BAFF-R in qPCR 

did not vary after RTX (before: 6.3%, after: 10.5%; p=0.2) nor CS (before 6.3%, after 2.5%; 

p=0.18) as well as the mean fluorescence intensity (MFI) after RTX (before: 2992 ± 258, after: 

2688 ± 319, p=0.47) or CS (4100 ± 595, 3927 ± 259, p= 0.32) treatment. BAFF-R protein 

expression was decreased in DSG- LB after RTX (2537 ± 233.9 vs 1527 ± 169.1, p<0.01) but 

not in CS arm. 

Conclusion: 

 Decreased BAFF-R protein expression after RTX in DSG- B cells, returning to healthy 

donors’ levels, would not be able anymore to bring the cooperation necessary to autoreactive B 

cells proliferation to induce a relapse. 
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Introduction 

Pemphigus is a severe autoimmune disease affecting the skin and mucosa, which is 

characterized by autoantibodies directed against desmosomal adhesion  proteins: desmoglein 1 

(DSG1) and desmoglein 3 (DSG3).While anti-DSG1 and anti-DSG3 autoantibody deposits  

play a key role in the  pathogenesis of skin and mucosal lesions of pemphigus (Abasq et al. 

2009; Cheng et al. 2002; Fitzpatrick and Newcomer 1980; Hebert et al. 2018), the mechanisms 

by which anti-DSG antibodies are induced remains partially unknown. 

The B-cell activating factor (BAFF) from the tumor necrosis factor (TNF) superfamily has 

been identified as an important factor for B cell survival. It plays an important role in regulating 

class switch recombination, in the selection of autoreactive B cells, as well as long-lived plasma 

cells antibody production (Brink 2006; Nagel et al. 2009b; Thien et al. 2004). BAFF exists into 

two different forms: a transmembrane protein or a soluble protein, which is secreted after 

cleavage from the cell membrane (Bodmer et al. 2002; Mackay et al. 2003). BAFF is mainly 

expressed and produced by monocytes, macrophages and dendritic cells (Litinskiy et al. 2002). 

Three receptors almost exclusively present on B cells have been described: TACI 

(transmembrane activator and calcium modulator and cyclophilin ligand interactor), BCMA 

(B-cell maturation antigen) and BAFF-R (BAFF receptor) (Mackay et al. 2003). The BAFF-R 

has been identified as the key receptor involved in promoting B cell survival (Gross et al. 2001; 

Schiemann et al. 2001). BAFF-R is a transmembrane protein expressed on the majority of 

peripheral blood B (Sims et al. 2005). Binding of BAFF to BAFF-R activates the classical and 

the noncanonical NF-κB signaling pathways, resulting in the expression of a series of 

downstream genes that are essential for B cell survival (Claudio et al. 2002; Enzler et al. 2006; 

Sasaki et al. 2006). Occupation of BAFF-R by BAFF in resting B cells delivers pro-survival 

signals, particularly to early naive B cell populations (Rodig et al. 2005). In humans, 

homozygous deletion of the BAFF-R-encoding gene results in severe B lymphopenia caused 

by the interruption of B cell development at a transitional B cells stage (Warnatz et al. 2009). 

In contrast, in mice, homozygous deletion of the BAFF-encoding gene stops B cell growing at 

the stage of transitional B cells (Schiemann et al. 2001), whereas overexpression of BAFF 

results in the development of autoimmune manifestations close to those found in human 

systemic lupus erythematosus (Mackay et al. 1999). Moreover, a correlation between BAFF 

levels and disease severity has been shown in systemic lupus erythematosus (SLE) and 

rheumatoid arthritis (RA), reinforcing the role of B cells in these diseases (Cheema et al. 2001; 

Zhang et al. 2001).  
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Rituximab (RTX), a chimeric anti-CD-20 antibody targeting B cells, has demonstrated its 

efficacy in RA and SLE. However, a high rate of relapses is observed after treatment, therefore 

needing to repeat infusions of RTX. It has been hypothesized that this high relapse rate after 

RTX might be due to the increase of serum BAFF levels, which promotes the recovery of auto-

reactive B cells, that avoid from competitive elimination, thus leading to the occurrence of a 

clinical relapse (Lavie et al. 2007; Lesley et al. 2004; Thien et al. 2004). Mechanisms implicated 

in the control of auto-antibody-mediated autoimmune diseases by RTX are not completely 

understood. Indeed, antibodies producing cells do not express the CD20 molecule and therefore 

are not directly targeted by RTX. One has hypothesized that the major efficacy of RTX in 

pemphigus was related to the almost complete destruction of the B cell pool including pre-

plasma cells producing pathogenic anti-desmoglein IgG antibodies but also by an increased 

number of IL-10-secreting transitional B cells (Colliou et al. 2013).   

Using blood samples collected in pemphigus patients included in a randomized study which 

compared the first line use of RTX versus a standard high dose corticosteroid (CS) regimen 

(Joly et al. 2017), we assessed the evolution of BAFF serum levels, and BAFF-R phenotype 

and mRNA expression in autoreactive DSG-specific B cells and non-autoreactive B cells in 

pemphigus patients treated with the two above mentioned regimens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



            Annexes  

-329- 
 

Methods 

Princeps study 

In the original study, 90 newly-diagnosed pemphigus patients were randomly assigned to 

receive a standard regimen of CS versus RTX associated with a short-term CS regimen. Patients 

in the RTX group were treated with the autoimmune regimen (two infusions of 1000 mg of 

RTX at day 0 and day 15) and a maintenance treatment corresponding to two infusions of 

500mg at Month 12 and Month 18. They also received an initial low dose of prednisone, 0.5 to 

1mg/kg/d, depending on initial pemphigus severity (moderate versus severe), which was 

rapidly tapered over 3 to 6 months. Patients assigned in the standard oral CS group were given 

an initial high dose of prednisone, 1 to 1.5mg/kg/day, with a progressive tapering over 12 to 18 

months, depending on initial pemphigus severity. 

Patients 

Blood samples from RTX treated patients were analysed before (D0) and 36 months after 

the RTX infusion (M36), after the B lymphocytes return. Blood samples from CS-treated 

patients were analyzed before, 12 months (M12) and 24 months (M24) after the start of CS 

therapy in order to have still-treated patients. The pemphigus disease area index (PDAI) was 

used to assess the pemphigus severity.  

We performed a longitudinal follow-up of BAFF sera levels by ELISA in 88 patients (45 

treated with RTX, 43 treated with CS) and 28 healthy donors (SD). We analysed the 

transcriptomic and cytometric profiles of BAFF-R expression in DSG+ LB after single-cell 

sorting and in DSG- LB in 10 patients before and after RTX or CS, as well as in 7 healthy 

donors (HD). 

Desmoglein-specific B-cell staining 

In order to analyze desmoglein 1 and desmoglein 3 specific B cells, PBMCs were extracted 

from whole venous blood using Ficoll-Hypaque (LymphoprepTM, Oslo, Norway). Then, B 

cells were isolated using Dynabeads Untouched Human B-cells kit (InvitrogenTM, Carlsbad, 

USA) according to the manufacturer’s instruction. Then, purified B cells were incubated for 30 

min at 4°C with histidine-tagged recombinant DSG1 or DSG3 (30 ng/µl).  

First, cells were incubated with Fc Blocking Reagent (eBioscience) prior to staining. For 

live cell analyses, dead cells were excluded by staining with LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead 

Cell Stain (Life Technologies). Then, the phenotype of B-cells was determined by flow 

cytometry with anti-human antibodies directed against IgG (BD Biosciences), CD19, CD27, 
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IgM, BAFF-R and TACI (BD Biosciences). Anti-histidine coupled with phycoerythrin (R&D 

Systems) was used to identify desmoglein-specific B cells. Data were collected by FACS ARIA 

III (BD Biosciences) and analyzed with FlowJo software 10 (TreeStar). 

a) One-cell sorting and pre-amplification 

DSG-specific single B cells were sorted by FACS ARIA III into 96-well plates containing 

10µL Platinum Taq polymerase and SuperScript III reverse transcriptase (Invitrogen), a mixture 

of Taqman primer-probes at 0.2× concentration specific for the transcripts of interest 

(supplementary) and CellsDirect qRT-PCR buffer (Invitrogen). Immediately following cell 

sorting, samples were centrifuged, incubated at 55 °C for 10 min, and subjected to 20 cycles of 

PCR (50 °C 15 min then 95 °C for 15 s for the reverse transcription, followed by 20 cycles of 

95 °C 15 s and 60 °C 4 min for amplification). Subsequent preamplified single-cell cDNA was 

stored at −20 °C until analysis. 

b) Real-time qPCR 

After ¼ dilution in TE buffer, each cDNA sample was then separated into 48 separate 

reactions for further qPCR using the BioMark 48.48 dynamic array nanofluidic chip (Fluidigm, 

Inc.). Briefly, following hydraulic chip priming, 48 preamplified cDNA samples were mixed 

with a mild detergent loading solution to allow capillary flow, and the samples were added to 

a 48.48 nanofluidic chip (Fluidigm, Inc.) along with 38 individual Taqman primer-probe 

mixtures listed in supplementary Table 1 (Applied Biosystems) specific for individual 

transcripts of interest. The chip was then thermocycled through 40 cycles and fluorescence in 

the FAM channel was detected using a CCD camera placed above the chip, normalized by ROX 

(6-carboxy-X-rhodamine) intensity. One hundred CD19+ cells and no-cell wells were used as 

positive and negative controls respectively. To limit potentially biased measurement, cells with 

less than 2 expressed genes among the 5 control genes (HPRT1, B2M, GUSB, TUBB and 

GAPDH) were excluded from the analysis. Data were analyzed using Real Time PCR Analysis 

software with or without normalization of the Ct value for each gene using GAPDH as 

calibrator gene. We considered that the cell expressed the gene if the Ct value was < 40 and if 

the expression curve was a sigmoid. However, positive control wells containing 100 CD19+ 

cells showed detectable expression levels of all tested cytokine genes. The amount of RNAs 

contained in one cell was therefore possibly too low. We analyzed qPCR results in frequency 

of cytokine gene expressing B cells and in ∆CT value between different groups. 
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Serum BAFF ELISA 

The concentration of BAFF in sera of patients (42-RTX and 26 CS-treated patients) were 

determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), using the DuoSet kit from R&D 

Systems (Minneapolis, MN, USA), according to the manufacturer’s instructions. The Baff level 

was measured at day 0, 90, 180, 365, 730 and M36. 

Statistical analysis 

GraphPad Prism 7 was used to create the figures. Correlations are assessed using Pearson’s 

rank correlation coefficient. The Wilcoxon paired and unpaired t-test, and the One-way 

ANOVA with Dunnetts post-test were used. p<0.05 was considered significant. 
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Results 

Measurement of serum BAFF  

Using sandwich ELISA, we measured the levels of BAFF in the sera of 88 patients with a 

newly diagnosed and untreated pemphigus (73 pemphigus vulgaris (PV) and 15 pemphigus 

foliaceus (PF)), and 37 healthy donors. Serum BAFF levels (mean+/- SD) were significantly 

higher in pemphigus patients at baseline than healthy donors (308 ± 13 pg/mL and 252 ± 28 

pg/mL, p=0.037) (Figure 1A). We did not evidence any correlation between baseline serum 

BAFF levels and the PDAI pemphigus severity score (r = 0.16; p = 0.53) (Figure 1B).  

We then measured longitudinally serum BAFF levels during the follow-up of patients in 

both treatment groups (RTX versus standard CS regimen) and determined simultaneously the 

percentage of CD19+ peripheral blood B cells among total lymphocytes.  

Figure 2 shows a strong inverse evolution between the number of blood CD19+ B cells and 

serum BAFF levels in patients from the RTX group.  Indeed, serum BAFF levels significantly 

increased after each RTX infusion (Day 1, Month 12 and Month 18) while the number of blood 

B-cells dropped down dramatically (Figure 2A). Interestingly serum BAFF levels decreased 

between Month 9 and Month 12, and at Month 36, corresponding to partial and complete 

recovery of blood B-cells, respectively. 

In patients from the standard CS group, we observed a transient but significant decrease of 

serum BAFF levels during the first three months of treatment (273.2 pg/ml vs 194.2 pg/ml, 

p=0.0002), corresponding to the time during which patients received the highest doses of 

prednisone (Figure 2B).  Serum BAFF levels then progressively increased from Month 3 to 

Month 36 (273.2 pg/ml vs 388 pg/ml) (p<0.0001) compared to baseline level, during tapering 

of prednisone doses and after stopping CS.  

Transcriptomic and phenotypic analyses of BAFF-R on patients’ blood B cells before and 

after treatment 

Ten patients from the RTX group, 10 patients from the CS group, and 7 healthy donors were 

used for these analyses. Samples were collected at baseline and at the Month 36 evaluation in 

patients from the RTX group. We studied samples collected at baseline and at the M12 

evaluation in patients from the CS group for two reasons: i) many patients from the CS group 

have been secondarily treated with RTX due to persistent disease activity and no patients from 

this group were already treated with RTX at this date ii) patients still had medium to high-dose 

of corticosteroids at this date. Since 3 out of 10 patients from the CS group had persistent 
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disease activity at the Month 12 evaluation, we then compared the results of transcriptomic and 

phenotypic analyses in this latter group. 

Assessment of autoreactive B cells 

We first analysed mRNA expression of the BAFF-receptor in one-cell sorted DSG-specific 

autoreactive B cells collected from 10 patients at baseline, and after RTX or standard CS 

treatment. The percentage of DSG-specific blood B cells with detectable BAFF-R mRNA did 

not vary significantly after treatment both in the RTX group (12/115, 10.5%) and in the standard 

CS group (3/120, 2.5%), compared to baseline (12/191, 6.3%; p =0.20 and p=0.18, respectively) 

(data not shown).  

Then, we measured the mean fluorescence intensity (MFI) of BAFF-R on autoreactive B 

cells using flow cytometry. In accordance with the absence of variation of BAFF-R mRNA 

expression in autoreactive DSG+ B-cells after treatment, we did not observe any significant 

variation of BAFF-R proteomic expression on autoreactive B cells between samples collected 

at baseline and those collected after treatment, both in patients from the RTX group (2992 ± 

258.vs 2688 ± 319; p=0.46) nor in those treated by CS alone (4754 ± 407 vs 4771 ± 715; 

p=0.22), whichever the  patients’ clinical status  after treatment was (complete remission versus 

disease activity) (Figures 3A and 3B). 

Expression of BAFF-R mRNA is decreased in non-autoreactive B cells after RTX  

To explain the surprising absence of relapse in most patients after RTX whereas they had 

persistent high BAFF levels with unchanged transcriptomic expression and proteomic 

expression of BAFF-R after treatment, we performed proteomic analyses on non-autoreactive 

B cells, hypothesizing that the effect of RTX on non-autoreactive B-cells could lead to a 

regulator effect on autoreactive B-cells.  

The mean fluorescence intensity of BAFF-R in non-autoreactive B cells measured by flow 

cytometry decreased significantly after RTX from 2537 ± 234 at baseline to 1527 ± 169 at 

Month 36 (p=0.004); this latter value being even lower than that observed in HD (3126 ± 305; 

p=0.006) (Figure 4A). However, MFI did not vary significantly in CS-treated patients between 

samples collected at baseline and those collected at Month 12, regardless of whether patients 

had persistent disease activity or were in CR (Figure 4B). 
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Discussion 

The present study suggested the role / involvement of the BAFF/BAFF-R axis on B cells in 

the long-term efficacy of RTX in pemphigus patients as previously suggested in other 

autoimmune diseases, such as RA and SLE (Becerra et al. 2017; de la Torre et al. 2010 ; Lan et 

al. 2012). It has been suggested that increased BAFF serum level might decrease the threshold 

for autoreactive B cell survival and expansion, thus promoting autoantibody production.  

We first found from a large sample of 90 pemphigus sera, that baseline BAFF serum levels 

of pemphigus patients were significantly higher than those measured in HD, which was not 

observed in the study by Asashima et al (Asashima et al. 2006).  

Evolution of BAFF serum levels was inversed the number of circulating B cells in 

pemphigus patients, as previously reported in other autoimmune diseases (Kreuzaler et al. 

2012). Two mechanisms have been suggested to explain increased BAFF level after RTX 

treatment in rheumatic arthritis (Lavie et al. 2007): first, a mechanistic depletion of BAFF-

binding B cells; second, a depletion of BAFF receptors which is followed by a positive 

transcriptional regulation of BAFF in monocytes. 

Interestingly this elevation of BAFF serum level was only observed in patients from the RTX 

group. Indeed, conversely, we observed a transient decrease of BAFF serum levels in patients 

from the standard CS regimen group, which was mainly observed at the initiation of treatment 

when patients received high doses of prednisone. Then, we observed a re-increase of BAFF 

serum levels during tapering of prednisone doses.  

We found that RTX did not modify the BAFF/BAFF-R axis on re-emerging autoreactive B 

cells, as demonstrated by the stable expression of BAFF-R mRNA in PCR analysis, and BAFF-

R expression by flow cytometry on autoreactive desmoglein-specific B cells between samples 

collected at baseline and at Month 36 after RTX treatment. Thus, effect of RTX on 

BAFF/BAFF-R axis from auto-reactive B cells hardly explained the long-term remission. 

Surprisingly, we observed that the high expression of BAFF-R on the surface of non-

autoreactive B cells from pemphigus patients decreased after RTX treatment to levels close to 

those observed in healthy donors. This modulation of the BAFF/BAFF-R axis on re-emerging 

non-autoreactive B cells seems likely related to a RTX effect, since we did not observe these 

modifications in patients treated with CS alone, regardless of whether they were in complete 

remission or still with an active disease.  
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Our findings suggest that the activation of non-autoreactive B cells at the onset of 

pemphigus, related to proteomic BAFF-R expression, might facilitate the pathogenicity of   

autoreactive B cells. Furthermore, the decrease of BAFF-R expression induced by RTX on re-

emerging non autoreactive B cells from pemphigus patients might decrease the binding of 

BAFF to these cells despite the presence of high BAFF serum levels, and consequently their 

activation and capacity to bring cooperation for autoreactive B cell proliferation and 

pathogenicity (Hertl et al. 2011; Mouquet et al. 2008; Nagel et al. 2009) but also T cells.  

Our work has some limitations. First, we were not able to perform transcriptomic and 

cytometric analyses in relapsing patients from the RTX group, since most of them relapsed 

during the year after the initial cycle of RTX (Joly et al. 2017) and therefore had very low 

numbers of circulating B cells, not allowing to sort autoreactive B cells.  

Despite the fact that our technique allowed to sort DSG1 and DSG3 B cells, we had to pool 

DSG1 and DSG3 autoreactive B cells in qPCR analyses, due to the very low number of sorted 

cells.  

We performed qPCR on one-cell sorted B cells only in autoreactive B cells because of the 

very low number of these cells in the patients’ peripheral blood even before RTX. Thus, the 

one-cell sorting technique allowed us to precisely determine the proportion of autoreactive B 

cells with detectable BAFF-R mRNA, and the level of expression on each cell. We didn’t 

practice transcriptomic analyses on one-cell sorted non-autoreactive B cells since we thought 

that the weak number of cells we could sort wouldn’t be representative to this very larger 

population.   

Finally, we did not sort autoreactive B cells depending on their surface immunoglobulins 

(IgM or IgG) due to the very low frequency of autoreactive B cells in peripheral blood (<0.1% 

of total B cells), in particular in frozen blood samples. However, to the best of our knowledge 

no study has demonstrated various levels of BAFF-R expression according to B cells 

differentiation stages. 

Overall this study suggests the involvement of the BAFF/BAFF-R axis in the long-lasting 

efficacy of RTX in pemphigus patients. In particular, RTX decreases the BAFF-R expression 

on non-autoreactive B cells, which might not be able in turn to cooperate with autoreactive B 

cells to induce their proliferation and pathogenicity. 
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Figure and legends 

Figure 1: BAFF level in serum of pemphigus patients. 

Panel A: Comparison of serum BAFF levels between healthy donors and pemphigus 

patients at baseline. Panel B: Correlation between the baseline PDAI pemphigus severity score 

and serum BAFF levels in newly diagnosed pemphigus patients. Means are compared using the 

Wilcoxon unpaired t-test. *p <0.05. Correlations are assessed using Pearson’s rank correlation 

coefficient.  
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Figure 2: Course of CD19+ B cells frequencies and serum BAFF level from pemphigus 

patients, according to treatment regimens. 

Panel A: Determination of mean percentage of CD19+ B cells (red curve) among 

lymphocytes by flow cytometry (n=18) and mean serum BAFF levels (blue curve) measured 

by ELISA in patients treated with Rituximab (n=45). Arrows correspond to rituximab infusions. 

Panel B: Determination of mean percentage of CD19+ B cells (red curve) among lymphocytes 

by flow cytometry (n=18) and mean serum BAFF levels (blue curve) measured by ELISA in 

patients treated with standard corticosteroids regimen (n=43). Means are compared using one-

way ANOVA followed by Dunnett post-hoc test compared to baseline: *p <0.05, **p <0.01 

***p <0.001 . 
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Figure 3: Phenotypic analyses of BAFF-R on autoreactive B cells of pemphigus 

patients before and after treatments. 

Panel A: Left: example of MFI of BAFF-R expression measured by flow cytometry on 

CD19+DSG+ B cells in one patient treated with rituximab: red area: before treatment; blue area: 

Month 36 after treatment. Right: Mean fluorescence intensity (MFI) of BAFF-R expression 

measured by flow cytometry on CD19+ DSG+B cells in 11 patients treated with rituximab. Panel 

B: Left: example of MFI of BAFF-R on CD19+ DSG+ B cells expression measured by flow 

cytometry in one patient treated with corticosteroids: red area: before treatment; blue area: 

Month 12 after treatment. Right: MFI of BAFF-R on CD19+ DSG+ B cells expression measured 

by flow cytometry in 11 patients treated with corticosteroids for 12 months. Means are 

compared using the Wilcoxon paired t-test. 
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Figure 4: Phenotypic analyses of BAFF-R on non-autoreactive B cells of 

pemphigus patients before and after treatments. 

Panel A: Left: example of MFI of BAFF-R expression measured by flow cytometry on 

CD19+ DSG- B cells in one patient treated with rituximab: red area: before treatment; blue area: 

Month 36 after treatment. Right: Mean fluorescence intensity (MFI) of BAFF-R expression 

measured by flow cytometry on CD19+ DSG- B cells in 11 patients treated with rituximab. Panel 

B: Left: example of MFI of BAFF-R on CD19+DSG- B cells expression measured by flow 

cytometry in one patient treated with corticosteroids: red area: before treatment; blue area: 

Month 12 after treatment. Right: MFI of BAFF-R on CD19+ DSG- B cells expression measured 

by flow cytometry in 11 patients treated with corticosteroids for 12 months. Means are 

compared using the Wilcoxon paired t-test**p <0.01. 
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Golinski M-L., Demeules M., Derambure C., Riou G., Maho-Vaillant M., Boyer O., Joly P. et 

Calbo S. 

En préparation   

Notre équipe a identifié le marqueur membranaire CD11c chez un sous-groupe de LB 

incapables de produire de l’IL-10 (Lin et al., 2014). Cette population de LB CD11c+ a été 

décrite comme augmentée dans de nombreuses MAI telles que la sclérose en plaques 

(Claes et al., 2016) ou la polyarthrite rhumatoïde (Rubtsov et al., 2011).  

L’objectif de cette étude est de mieux caractériser cette sous-population de LB. 

Nous avons étudié le phénotype et le transcriptome des LB CD11c+ chez des donneurs 

sains et effectué des tests fonctionnels in vitro. Enfin, nous avons étudié cette sous-

population dans le pemphigus. 

Nos données ont démontré que les LB CD11c+ constituent une sous-population 

distincte des LB et enrichie en LB mémoire sur-exprimant les gènes impliqués dans 

l'activation et la présentation antigénique. Les LB CD11c+ ont une capacité à se 

différencier plus rapidement en ASC suggérant un stade plus avancé dans la 

différenciation plasmocytaire. Enfin, les patients atteints de pemphigus présentent 

initialement une fréquence de LB CD11c+ augmentée qui diminue après traitement par 

RTX.  

Par conséquent, notre analyse des LB CD11c+ présentant des propriétés d'activation 

permet d’identifier une population de LB pouvant contribuer à la production d'IgG dans 

le pemphigus et qui pourrait représenter une nouvelle cible pour l’immunothérapie. 

  

 ANNEXE N°4 :  
  

 CD11C+ B CELLS ARE MAINLY MEMORY CELLS PRONE TO 

DIFFERENTIATE INTO ANTIBODY-SECRETING-CELLS 
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Summary 

CD11c+ B cells are not only a feature of autoimmunity. From healthy donors’ blood, we 

show that CD11c+ B cells are mainly memory B cells prone to differentiate into antibody 

secreting cells that accumulate with age, independently of gender.  

 

Abstract 

CD11c+ B-cells are detected in the blood of healthy individuals, but they have been reported 

to be increased in autoimmune diseases. We aimed to characterize CD11c+ B cells from healthy 

donors by flow cytometry, microarray analysis, in vitro functional assays, and by measuring 

their frequency in patients with pemphigus, a rare skin autoimmune diseases. Here we report 

that CD11c+ B cells are a distinct subpopulation of B cells, enriched in the memory sub-

population even if their phenotype is heterogeneous, with overexpression of genes involved in 

B cell activation and antigen presentation. Upon activation, CD11c+ B cells can differentiate 

into antibody-secreting-cells and CD11c could be up-regulated in CD11c- B cells. Finally, we 

showed that patients with pemphigus, an autoimmune disease mediated by B cells, have a 

decreased frequency of CD11c+ B-cell after treatment, relative to baseline. Our findings could 

help to identify a B-cell population that may represent novel targets for immunotherapy. 
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Introduction 

Integrins are a family of heterodimeric cell adhesion receptors with function in cell 

migration, survival, and proliferation (Schittenhelm et al., 2017). CD11c (ITGAX gene) is the 

integrin αX chain protein, which combines with the β2 chain (CD18; ITGB2 gene). The 

CD11c/CD18 complex binds complement iC3b coated particles to induce phagocytosis (Rosen 

and Law, 1990), cell adhesion molecules (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-4 and VCAM-1) 

(Blackford et al., 1996; Ihanus et al., 2007), LPS (Ingalls and Golenbock, 1995), collagen and 

fibrinogen (Garnotel et al., 2000; Loike et al., 1991). CD11c is abundantly expressed on 

monocytes, granulocytes, on tissue macrophages, on a subset of dendritic cells and at low level 

on neutrophil, but can be expressed as well on a subset of B cells, T cells and NK cells, with 

expression level varying from dim to bright (Kamp et al., 2012). Recently, CD11c+ B cells were 

reported to be expanded in autoimmune disease like rheumatoid arthritis (RA) (Rubtsov et al., 

2011), Sjogren’s syndrome (Saadoun et al., 2013), multiple sclerosis (Claes et al., 2016) and 

systemic lupus erythematosus (SLE) (Wang et al., 2018), or after malarial infection (Weiss et 

al., 2009). With age, in mice and in women with RA, CD11c+ B cells accumulate and are thus 

named age-associated B cells (ABC) (Rubtsov et al., 2011). However, CD11c+ B cells are found 

in young healthy individual as well (Lin et al., 2014). This broad range of conditions could 

explain why cell surface expression of CD11c+ B cells has been reported to be heterogeneous 

and could be: CD27+ memory cell (Rubtsov et al., 2011), double negative IgD-CD27- (Weiss 

et al., 2009), CD21low (Saadoun et al., 2013) and T-bet+ (Li et al., 2016; Wang et al., 2018) or 

T-bet-, at least in mice (Du et al., 2019). In addition, we reported previously that following 

TLR9 and BCR stimulation, CD11c+ B cells from healthy donors (HD) were unable to secrete 

IL10 (Lin et al., 2014), while IL10 is one of the highest mRNA expressed found in CD11c+ B 

cells from SLE patient (Wang et al., 2018). These broad range of phenotype could reflect their 

state of activation depending on the disease characteristics or the age. 

In this study, to characterize more precisely CD11c+ B cells from HD, we compare the 

phenotype, the frequency correlated with age, the gene expression profile, the mRNA cytokines 

expressed and the differentiation into plasma cells for CD11c+ versus CD11c- B cells. 

Altogether, our study demonstrates that CD11c expression is enriched in memory B cells, even 

if CD11c expression was detected on every B cells subpopulation tested, which explains their 

highest ability to differentiate into antibody secreting cells. Moreover, we report an increase of 

the frequency of CD11c+ B cells from blood in Pemphigus, an autoantibody mediated disease 

targeting the skin and the mucous membranes, which decreases following treatment. Finally, 
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we show that CD11c upregulation is under the control of B cell receptor (BCR) stimulation but 

antagonized by TLR co-stimulation. 
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Materials and methods  

Phenotyping of PBMCs 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated from buffy coats obtained via the 

blood bank using Ficoll-Paque density gradient centrifugation (GE Healthcare). Phenotype 

analysis were performed with the cytometer FortessaTM (Becton Dickinson) using the 

following markers: LIVE/DEAD® Fixable Blue Dead Cell Stain (Invitrogen), CD19-PE-Cy7 

(clone Hib19, eBioscience), CD11c-PE or APC (clone Bu15, Biolegend), IgA-VioBright-FITC 

(clone IS11-8E10, Miltenyi), CD27-BV421 (clone M-T271, Becton Dickinson), IgD-AF700 

(clone IA6-2, Becton Dickinson), CD38-PerCP-Cy5.5 (clone HIT2, Becton Dickinson), CD24-

PE-CF594 (clone ML5, Becton Dickinson), IgG-BV510 (clone G18-145, Becton Dickinson), 

IgM-BV605 (clone G20-127, Becton Dickinson), CD138-BV711 (clone MI15, Becton 

Dickinson), CD45-BV785 (clone HI30, Sony) and CD20-APC (clone 2H7, Sony). 

In order to confirm microarray datas, PBMC from 5 different HD were labeled with the 

following antibodies: CD19-PeCy7, CD11c-PE or APC, CD1c-BV421 (clone L161, 

Biolegend), CD58-PeCy5 (clone TS2/9, Biolegend), CD84-PE (clone CD84.1.21, Biolegend), 

CD27-BV421, CD86-BV510 (clone IT2.2, Biolegend), CD95-FITC (clone DX2, Biolegend), 

CD6-FITC (clone BL-CD6, Biolegend), CD200-BV605 (clone OX104, Biolegend), CD80-

BV650 (clone 2D10, Biolegend), CD21-PE (clone HB5, eBioscience) CD274-BV711 (clone 

29E.2A3, Biolegend) and CD68-PerCP-Cy5.5 (clone Y1/821, Biolegend). All cytometry data 

were analyzed using FlowJo software (TreeStar Inc). Fluorescence-minus-one controls were 

used to compensate all flow cytometry data (Tung et al., 2007). Twenty-eight patients who 

participated in the Ritux 3 clinical trial were included in the present study (ClinicalTrials.gov 

number, NCT00784589). 

Isolation of CD11c+ B cells 

B cells were isolated from PBMC using Dynabeads Untouched Human B cells kit (Life 

Technologies) following the manufacturer’s instruction. More than 90% of the isolated cells 

were CD19+. B cells were suspended at 10.106 cells per ml in cold buffer and further stained 

with LIVE/DEAD Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit (Life Technologies), anti-CD19 Pe-Cy7 

(clone HIB19, Biolegend) and anti-CD11c APC (clone BU15, Biolegend). CD11c+ and CD11c- 

CD19+ B cells were sorted using BD FACSAria III 4-Laser (BD Biosciences) (Fig. S2). 
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In vitro culture of B cells 

CD11c+ and CD11c- B cells were cultured at a cell density of 1.106 cells per ml in RPMI-

1640 supplemented with 10% FBS, 2mM L-glutamine, 100U/mL penicillin and 100μg/mL 

streptomycin (all reagents from ThermoFisher scientific). B cells were left unstimulated or 

stimulated with 3µg/ml CpG-B 2006 (InvivoGen), 10µg/ml Goat Anti-Human IgA IgG IgM 

(H+L) (anti-Ig; Jackson ImmunoResearch Laboratories) or 1µg/ml R848 for 48 h at 37oC with 

5% CO2. For plasmocytes differentiation and antibody production assay, CD11c+ and CD11c- 

B cells were cultured at a cell density of 2.105 cells per ml in above media and were stimulated 

with 6µg/ml CpG-B 2006, 50ng/ml IL-21 and Staphylococcus Aureus Cowan I cells (SAC, 1X; 

Pansorbin cells, Calbiochem) for 7 days at 37oC with 5% CO2, unless precise. Quantity of IgM 

and IgG secreted were measured by ELISA (READY-SET-GO! Kit, eBioscience). 

RNA preparation 

Total RNAs from CD11c+ or CD11c- B cells of 15 HD (5 donors for transciptome analysis 

and 10 donors for qPCR) were extracted with RNeasy Mini kit according to the manufacturer’s 

recommendations (Qiagen). The quality and quantity of isolated mRNAs were assessed using 

the 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies) and the Nanodrop device (Thermo Scientific). 

Only RNA samples with a minimal RNA integrity number of 7 were used for subsequent 

experiments. All RNA samples had a RIN ≥ 8.2 ± 0.4.  

Microarrays 

Whole human genomic DNA microarrays were used to perform one-colored gene expression 

profiling (4x44K Whole Human Genome, Agilent Technologies). One hundred ng for each 

CD11c+ or CD11c- B cells sample from 5 HD were labeled by Cyanine-3 according to the 

manufacturer’s instructions (Low Input QuickAmp Labeling Kit, Agilent Technologies). 

Hybridization was performed at 65°C for 17 hours using hybridization kit (Agilent 

Technologies). After wash steps, microarrays were scanned with a 5µM pixel size using the 

DNA Microarray Scanner GB (Agilent Technologies). Image analysis and extraction of raw 

were performed with Feature Extraction Software 10.5.1.1 (Agilent Technologies). For 

normalization process, data were shift to 75 percentile and baseline transformed by median off 

all samples. Only spots which passed these quality controls on 100% of arrays in at least one 

of two conditions (CD11c+ or CD11c-) were selected for further analysis. Hierarchical 

clustering was performed with Pearson coefficient metric and Wards linkage to build the 

transcripts and sample dendrograms. Data were in agreement with the guidelines for Minimum 
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Information About a Microarray Experiment and were deposited in the database of the National 

Center for Biotechnology Information’s Gene Expression Omnibus 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Data are accessible using the following accession 

number: GSE112515. Non-uniform spots and saturated spots or spots with intensities below 

the background were not taken into account.  

Functional analysis of microarrays 

Data from transcriptomic analysis were analyzed with GeneSpring GX V.13.0 (Agilent 

Technologies). Paired Student’s t-test (p-value < 0.05) with Benjamini Hochberg correction to 

check the False Discovery Rate (FDR) was used to determine the statistical significance in gene 

expression levels between CD11c+ and CD11c- B cells. The Gene Ontology (GO) analysis was 

used to investigate the biological processes, molecular function or cellular localization enriched 

in the transcripts list showing a significant fluctuation in gene expression between CD11c+ and 

CD11c- B cells. P value was computed by standard hypergeometric distribution. The 

GeneSpring Single Experiment Analysis (SEA) bio-informatics tool was used for 

computational analysis to identify potential curated canonical pathways with setting parameters 

(reactome and GenMAPP for pathway source), which are enriched in the differentially 

expressed transcripts list, using WikiPathways database (http://www.wikipathways.org). The 

significance of the association between the genes and the pathways was measured by Fisher’s 

exact test (minimal number of entities in pathways ≥ 6 and p value ≤ 0.001). Text mining was 

performed with GeneSpring GX V.13.0 (direct interactions with relation score ≥ 9 and relation 

types chosen (binding, expression, member, metabolism, promoter binding, protein 

modification, regulation, transport)).  

Quantitative Real-Time Polymerase Chain Reaction (qPCR) 

Three nanograms of each RNA sample were retro-transcribed and pre-amplified in 96-wells 

plate containing 0.2µL Platinum Taq polymerase and SuperScript III reverse transcriptase 

(Invitrogen), a mixture of Taqman primer-probes specific for the transcripts of interest (Table 

S2) and 5µL CellsDirect qRT-PCR buffer (Invitrogen). After centrifugation, samples were 

incubated at 50°C for 15 min for the reverse transcription, followed by 20 cycles of 95°C 15 s 

and 60°C 4 min for amplification. Subsequent pre-amplified cDNA was stored at -20°C until 

analysis. After ¼ dilution in TE buffer, each cDNA sample was then separated into 48 separate 

reactions for further qPCR using the BioMark 48.48 dynamic array nanofluidic chip (Fluidigm, 

Inc.) as described in (Hebert et al., 2019). Wells with no-RNA were used as negative controls. 

Data were analyzed using Real Time PCR Analysis software with normalization of the Ct value 
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for each gene using the mean of 5 housekeeping genes (GAPDH, β2-M, TUBB, GUSB and 

HPRT1) as calibrator. We considered that gene was expressed if Ct value was < 40 and 

expression curve was a sigmoid. To compare expression level between samples, a standard 

curve was first created with a pool of cDNA from all samples. From this pool, serial dilutions 

were performed and qPCR values were assigned arbitrary values (6 points ranging from 100 to 

0.4). Level of gene expression for samples were obtained using this standard curve. 

Statistical analyses 

All experiments were performed using at least three different cell cultures or blood donors 

in independent experiments. GraphPad Prism 7 was used to create the figures. Student’s t-test 

and the Wilcoxon paired t-test were used to assess normally distributed data and non-normally 

distributed data respectively. One-way ANOVA with correction by Bonferonni’s post-test, two-

way ANOVA with correction by Sidak’s post-test, and one-way ANOVA with Dunnetts post-

test were used. p<0.05 was considered significant. 
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Results  

Phenotyping of human CD11c+ B cell in blood of healthy individuals 

CD11c+ B cells phenotype were studied by flow cytometry from blood of healthy 

individuals, in an age group between 20 and 70 years and with an equivalent number of men 

and women. CD11c expression’s level is equivalent on monocyte and on B cell, fluctuating 

from dim to bright (Fig. 1a) and the percentage of CD19+CD11c+ varies from 2.9 to 54.7% (Fig. 

1a and S1b; mean 18.7±14.7, n=30). CD11c+CD27+ B cells have been described to accumulate 

in aged women with RA (Rubtsov et al., 2011). In our study, CD11c+ B cells frequency is 

significantly different for HD belonging to different groups of age (Fig. 1b; age 20-35: mean 

6.8 ± 2.9%, age 35-50: mean 13.3 ± 3.3%, age 50-70: mean 35.2 ± 13.8%, p<0.0001) and there 

is a positive correlation between the frequency of CD11c+ B cells and the age (p <0.0001; 

Pearson correlation r = 0.85) but this is independent of gender (data not shown). By using a 10 

colours phenotyping approach, CD11c+ B cells are significantly enriched in the switched 

memory population (CD27+IgD-: mean 24.4 ± 12.2% for CD11c- versus mean 61.7 ± 9.1% for 

CD11c+, p<0.0001) and in the unswitched memory population (CD27+IgD+: mean 5.7 ± 3.3% 

for CD11c- versus mean 16.1 ± 5.4% for CD11c+, p<0.0001) (Fig. 1c and 1d). CD11c+ B cells 

proportion is decreased in the naïve (CD27-IgD+: mean 48 ± 12.7% for CD11c- versus mean 

11.9 ± 6.9% for CD11c+, p<0.0001) and in the double negative population (CD27-IgD-: mean 

21.9 ± 9.7% for CD11c- versus mean 10.3 ± 6.9% for CD11c+, p<0.0001). No significant 

frequency differences are observed for plasmablast (CD38++CD24-: mean 0.5 ± 0.7% versus 

mean 0.3 ± 0.4%, p>0.1) and for transitional B cell population expressing CD11c or not 

(CD24hiCD38hi: mean 1.1 ± 1.1% versus mean 2.3 ± 2.3%, p=0.8596, n=30). 

Among CD11c+ B cells, a small population, bright for CD19 and CD11c can be observed 

(mean 1.6 ± 1.1%; range 0.4-5%, n=30, Fig. S1a and b). Interestingly, by comparison with the 

frequency of CD11c+ cells, CD11chi population is enriched in the naïve (mean 23.7 ± 18.5%, 

p<0.0001) and the unswitched memory population (mean 30.2 ± 13.4%, p<0.0001), and 

decreased in the switched memory population (Fig. S1c; mean 37.8 ± 17.9%, p<0.0001), 

suggesting a retrograde control of CD11c expression following B cell ontogeny and 

differentiation. No significant difference was observed between CD11chi and CD11c+ 

frequency for the transitional, the double negative and the plasmablast population (respectively 

mean 1.5 ± 1.6%, 8.8 ± 8.4% and 0.6 ± 1.1%). To note, CD11chi B cells have a higher proportion 

of larger cells than the CD11c+ and the CD11c- B cells (Fig S1d). Therefore, CD11c is detected 

in every B cell subpopulation analysed suggesting a role in every stage of mature B cell 



            Annexes  

-356- 
 

development with however an enrichment in antigen-experienced B cells, which accumulate 

with age, independently of gender. 

Gene expression profile 

 To better define the cellular characteristics of CD11c+ B cells, we next conducted a 

microarray analysis of CD11c+ versus CD11c- B cells from 5 HD blood. After negative 

selection using magnetic bead, purified B cells from buffy coat were sorted based on CD11c 

expression using BD FACS Aria III. Purity of CD11c+ and CD11c- B cells was checked after 

each sorting and was mean 95.3% (± 3.4%) and mean 99.3% (± 0.4%) respectively (Fig. S2).  

In order to identify the differentially expressed genes (DEG) between paired CD11c+ and 

CD11c- B cells, total RNA were hybridized on whole human genome microarrays, by one-color 

technology and analyzed with GeneSpring GX V.13.0 (Agilent Technologies). After 

elimination of spikes and flagged probes, 19,905 probes which passed the quality filters were 

detected in all samples. Out of 19,905 transcripts, a fold change cut-off of 2 between CD11c+ 

and CD11c- samples identified 1894 transcripts. In order to highlight the most discriminant 

transcripts, we reduce the transcripts’ list to 654 by applying a fold change cut-off of 3. After 

paired t-test with Benjamini–Hochberg correction for multiple testing (p < 0.05), 643 DEG 

were significantly identified. The hierarchical clustering for the 643 DEG results in a perfect 

separation of CD11c+ and CD11c- B cells (Fig. S3a). These results show that CD11c+ and 

CD11c- B cells are extremely different according to gene expression profiles. After duplicate 

probes, pseudogenes and uncharacterized locis removal, 307 DEG are up-regulated and 205 are 

down-regulated in CD11c+ compared to CD11c- B cells (Fig. S3b and table S1).  

GO analysis was performed with the 512 DEG and identified 145 biological process which 

are mainly regulation of cell activation (GO:0050865; p=7.44.10-12), regulation of 

multicellular organismal process (GO:0051239; p=5.41.10-11), regulation of immune system 

process (GO:0002682; p=1.83.10-9), regulation of cell adhesion (GO:0030155; p=1.49.10-8) 

and response to stimulus (GO:0050896; p=2.25.10-9). In order to find molecular functions 

enriched in these DEG set, Wiki and KEGG pathways analysis were performed using the SEA 

tool from GeneSpring software and DAVID Bioinformatics Resources (Huang da et al., 2009). 

Pathways related to TLR signaling (WP1449-45049, p=4.2.10-4; WP75-46210, p=0.001; 

KEGG 04620, p=0.029) (Fig. 2), inflammatory response (WP453-41201, p=1.02.10-5), cell 

adhesion molecules (KEGG 04514, p=0.021), FoxO signaling pathway (KEGG 04068, 

p=0.034) and cytokine signaling pathway (KEGG 04060, p=0.04) were listed. Therefore, 
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CD11c+ B cells have a clear distinctive gene expression profile related to active immune 

response. 

Differential expression of CD1c, CD58, CD68, CD84, CD86, CD27, CD274, Fas and 

CD200 on human CD11c+ B Cells. 

 Out of 512 DEG, we selected 12 transcripts coding for cell surface receptors: CD6 and 

CD200 are under-expressed, and ITGAX (CD11c), CD1c, CD84, CD68, CD27, Fas (CD95), 

CD80, CD58, CD274 and CD86 are over-expressed in CD11c+ B cells. Principal Component 

Analysis (PCA) (Component 1 = 81.48% and Component 2 = 9.48% of total variance) (Fig. 3a) 

and hierarchical clustering (Fig. 3b) perform with this minimal combination of 12 transcripts 

are sufficient to perfectly discriminate CD11c+ from CD11c- B cells.  

We then evaluated by flow cytometry if these 12 markers could discriminate CD11c+ from 

CD11c- B cells as suggested by the microarray data. We find that CD11c+ B cells from PBMC 

overexpressed CD86, CD58, CD95, CD27, CD68, CD84 and CD1c in comparison with CD11c- 

B cells (Fig. 3c), even if expression level for each marker is heterogeneous, which suggests a 

CD11c+ B cells sub-population specific level of expression. On the other hand, CD200 

expression is lower for a fraction of CD11c+ B cells compared to CD11c- B cells (Fig. 3d). No 

differences are observed for CD274, CD80 and CD6 which are weakly expressed by B cells 

(Fig. 3c and 3d). Therefore, differences observed at the mRNA expression level between 

CD11c+ and CD11c- B cells is confirmed at the protein level for 8 (CD86, CD58, CD95, CD27, 

CD68, CD84, CD1c and CD200) out of 11 markers, but expression of these markers are not 

strictly associated with the CD11c+ B cells population. However, text mining from 

bibliographic data performed with NLP algorithm shows that 9 out of 12 cell surface receptors 

(CD11c, CD1c, CD27, CD58, CD68, CD80, CD86, CD95 and CD274) are connected and form 

a functional network associated with CD11c (Fig. 4). 

Cytokine profile of CD11c+ B Cells 

In order to characterize the cytokines expressed by CD11c+ and CD11c- B cells, we analyzed 

the expression of 25 cytokines known to be secreted by B cells, in addition of 5 housekeeping 

genes, 7 surface markers and 1 transcription factor (Table S2), using Biomark HD real time 

PCR. Sorted B cells from 10 new HD, different from the 5 HD investigated in the microarray 

studies, were analyzed. EBI3, IL7, IL1, IL12p40, IFNBaff and IL10 are found significantly 

upregulated, while IL6, IL15, IL23p19 and BCMA are found significantly downregulated in ex 

vivo purified CD11c+ B cells (Fig. 5a and b). qPCR results confirm the significant differential 
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expression results obtained by microarray for EBI3 and IL6 with a fold change > 3 (Table S1), 

and for IL7, IL15 and IL23p19 with a fold change > 2 (data not show). No significant 

differences are observed between CD11c+ and CD11c- B cells for the following genes: April, 

TNF IL1RA, IL12p35, TNFβ, Trail, TGFβ2, CD19, Taci and BAFF-R (data not shown). IL2, 

IL5, IL9, IL13, IL17A, IL17F, IL27p28 and IL21 mRNA were not detected by qPCR. 

The surface marker’s genes CD27, CD11b and CD11c (p<0.001) as well as the transcription 

factor IRF5 (p<0.05) were also significantly overexpressed in CD11c+ B cells (Fig. 5c), which 

confirm microarray data for CD27 and CD11c with a fold change > 3 (Table S1), and for CD11b 

and IRF5 with a fold change > 2 (data not show). Although these qPCR results on new donors’ 

sample confirm largely the microarray data, cytokines’ genes overexpressed in CD11c+ B cells 

are pro inflammatory (IFN, EBI3, IL1, IL12p40), anti-inflammatory (EBI3, IL10), but play 

a role in B cells survival (IL7, Baff, IL10), activation and differentiation (IL1, IFN) as well 

as in isotype switching (EBI3, IFN, IL10) (Lund, 2008; Stone et al., 2019; Vazquez et al., 

2015).  

Differentiation of CD11c+ B Cells into Plasma Cells 

 CD11c+ B cells are enriched in the memory sub-population and overexpressed IRF5 

which is involved plasma cells differentiation in mice and human (De et al., 2017; Lien et al., 

2010). Therefore, in order to assess their ability to differentiate into antibodies secreting cells, 

CD11c+ and CD11c- were cultured with or without stimulation (CPG + SAC + IL21) for 7 days. 

Plasmablasts and plasmocytes differentiation were evaluated by flow cytometry by 

CD27+CD38+CD138- and CD27+CD38+CD138+ expression, respectively (Fig. 6a) (De et al., 

2017). Mean 31 % (± 10%) CD11c+ B cells differentiate into plasmablasts versus mean 7% (± 

2.7%) for CD11c- B cells (n=6; p<0.05), and mean 8% (± 2.6%) CD11c+ B cells differentiate 

into plasmocytes versus mean 1% (± 0.2%) for CD11c- B cells (n=6; p<0.04). Interestingly, 

even for a longer stimulation time of 9 days, no more CD11c- B cells upregulate CD138 and 

differentiate into plasmocytes (data not show). On the opposite, for a shorter stimulation time 

of 5 days, mean 29% (± 17.1%) CD11c+ B cells differentiate into plasmablasts versus mean 

6.3% (± 2.4%) for CD11c- B cells, and mean 3.1% (± 2.7%) CD11c+ B cells differentiate into 

plasmocytes versus 0% (± 0%) for CD11c- B cells (n=3; p>0.3, data not show). Then, IgM and 

IgG secretion were measured by ELISA. After 7 days of stimulation, CD11c- B cells secrete 

1.3 time less IgM and 2.8 time less IgG than CD11c+ B cells (Fig. 5c; for IgM, CD11c-: mean 

18.6 ± 9.5 ng/ml; CD11c+: mean 24.5 ± 6 ng/ml, n=7, p=0.011; for IgG, CD11c-: mean 0.6 ± 

0.3 ng/ml; CD11c+: mean 1.7 ± 0.3 ng/ml, n=7, p=0.0002). As early as after 5 days of 
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stimulation, CD11c- B cells secrete 2.7 time less IgM and 1.4 time less IgG than CD11c+ B 

cells (for IgM, CD11c-: mean 10 ± 5.8 ng/ml; CD11c+: mean 27.1 ± 10.3 ng/ml, n=4, p=0.014; 

for IgG, CD11c-: mean 1 ± 0.5 ng/ml; CD11c+: mean 1.4 ± 0.3 ng/ml, n=4, p=0.0093). Without 

stimulation, neither CD11c- nor CD11c+ B cells upregulate CD138 (data not shown) nor 

produce IgM or IgG (Fig. 6c). Therefore, upon stimulation, CD11c+ B cells are prone to 

differentiate into antibody secreting cells, especially plasmocytes, with a higher frequency of 

immunoglobulin class switched, which is probably due to the higher frequency of memory B 

cells in the CD11c+ B cells subpopulation. 

Higher frequency of CD11c+ B cells in Pemphigus patients before treatment 

CD11c+ B cells have been associated with autoimmune diseases (Claes et al., 2016; Rubtsov 

et al., 2011; Saadoun et al., 2013; Wang et al., 2018). Pemphigus is an autoimmune disease 

affecting skin and mucous membranes, with pathogenic autoantibodies directed against 

desmogleins 1 and 3 (Dsg1 and Dsg3). We therefore evaluated the frequency of CD11c+ B cells 

in patients with active pemphigus vulgaris (PV) in comparison to HD. Patients with active PV 

have not a significant higher frequency of CD11c+ B cells (p>0.05) than HD (Fig. 7a). However, 

Patients’ age range from 19 to 79 years old, and Fig. 1b shows a significant difference of 

CD11c+ B cells between age groups. We therefore compared CD11c+ B cells per age groups 

and found that patients with active PV have a significant higher frequency of CD11c+ B cells 

than HD in age group 20-35 and 50-70, but not for the age group 35-50 (Fig. 7b). High 

frequency of CD11c+ B cells has been associated to high auto antibody titre (Jenks et al., 2018; 

Wang et al., 2018). For patients with active PV, percentage of CD11c+ B cells is not correlated 

to anti-Dsg1 or anti-Dsg3 antibodies titre in serum (Fig. 7c). We recently showed that first-line 

Rituximab treatment allowed achieving an 89% rate of complete remission (CR) off therapy at 

month 24 in pemphigus patients (Joly et al., 2017). Patients were then evaluated at month 36 

when B cells were detectable in blood. Interestingly, PV patients in incomplete remission have 

a higher frequency of CD11c+ B cells than before treatment, while 11/14 patients in complete 

remission have a decreased frequency of CD11c+ B cells than before treatment at day 0 (Fig. 

7d). Interestingly, 2 out 3 PV patient with a higher frequency of CD11c+ B cells than before 

treatment relapse few months after analysis. Therefore, CD11c+ B cells frequency increases 

during active pemphigus, decreases after healing and may increase as an indicator of disease 

activity.  
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Upregulation of CD11c upon BCR stimulation 

 We next addressed if CD11c- B cells could upregulate CD11c upon activation. Purified 

CD11c- B cells were cultured without stimulation or with different stimulus: CpG (TLR9 

agonist), anti-Ig, CPG + anti-Ig, R848 (TLR7/8 agonist), R848 + anti-Ig for 48 hours. CD11c 

expression was measured by qPCR and flow cytometry. TLR9 or TLR7 stimulation does not 

upregulated CD11c, while BCR stimulation upregulate CD11c at the protein and mRNA level 

(Fig. 8a and b). Interestingly, the combine stimulation TLR + anti-Ig inhibit CD11c 

upregulation induced by BCR stimulation alone, at the protein and mRNA level for TLR9, 

while only at the protein level for TLR7. Therefore, CD11c upregulation is controlled by BCR 

stimulation but can be counteracted by TLR7 or TLR 9 co-stimulation. 
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Discussion  

An unusual B cell subset characterized by CD11c expression has been described to be 

enriched in patients with autoimmune diseases as RA (Rubtsov et al., 2011), Sjogren’s 

syndrome (Saadoun et al., 2013), multiple sclerosis (Claes et al., 2016) and SLE (Wang et al., 

2018), as well as during infections or in aged individuals (Rubtsov et al., 2011; Weiss et al., 

2009). This broad range of condition could explain why markers used to characterize this 

population have varied. Moreover, these B cells can be found in healthy controls as well (Lin 

et al., 2014). In our study, we aim to characterize CD11c+ B cells from HD blood.  

We were able to confirm in our study that the percentage of CD11c+ B cells increased with 

age regardless of gender (Fig. 1b), as in mice in which CD11c+ B cells accumulate and are 

named ABC (Rubtsov et al., 2011). Phenotypic analysis show that the CD11c+ B subpopulation 

is significantly enriched in switched and unswitched memory B cells, while CD11c- B cells are 

mainly naive or double negative B cells (Fig. 1d), thus confirming Rubtsov but not Wang’s data 

(Rubtsov et al., 2011; Wang et al., 2018). However, by following Wang’s gating strategy on 

CD11chi B cells, we could observe a significant decrease of switched memory, a significant 

increase of unswitched memory and naïve B cells in comparison with CD11c+ B cells but not 

the double negative B cells as Wang reported, which could be specifically expanded in SLE 

(Fig. S1) (Wang et al., 2018). On the other hand, we show that CD11c is expressed by every B 

cell subpopulation analyzed and CD11c+ B cells do not have a distinct phenotypic marker. This 

is why, in order to identify a unique surface marker and transcription signature, a microarray 

analysis was performed between CD11c+ and CD11c- B cells purified from 5 HD.  

CD11c+ B cells are extremely different from CD11c- B cells with 512 DEG with a fold 

change above 3. However, none of the cell surface markers coding gene found differentially 

expressed by microarray can strictly discriminate CD11c+ from CD11c- B cells by flow 

cytometry because of their heterogeneous expression (Fig. 3c). To note, CD11c+ B cells are 

often characterized by low or negative expression of CD21 (Claes et al., 2016; Rubtsov et al., 

2011). Interestingly, gene expression of CD21 was found downregulated in CD11c+ B cells 

with only a 2.3-fold change (p=0.0045) and was not included in our analysis. However, CD21 

expression analyzed by FACS revealed that less than 10% of CD19+CD11c+ were CD21low/- in 

blood of HD (data not shown).  

In addition, wikipathways and GO analyses identify in CD11c+ B cells an enrichment in cell 

activation and adhesion, TLR signaling and inflammatory response. Indeed, CD80 and CD86 

costimulatory molecule expression are increased in CD11c+ B cells from HD, at the mRNA 
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level, that was confirmed at the protein level for CD86 (Fig. 3c). This result is supported by 

studies showing that expression of costimulatory molecules increase in ABCs (Claes et al., 

2016; Rubtsov et al., 2011; Rubtsov et al., 2015; Wang et al., 2018; Wehr et al., 2004). 

Interestingly, CD200 is downregulated on CD11c+ B cells (Fig. 3d), which by binding to 

CD200-R can immunosuppress monocyte (Jenmalm et al., 2006), while CD58 is upregulated, 

which by binding to CD2 results in adhesion and activation of T cells (Leitner et al., 2015). 

Moreover, TLR7 signaling has been shown to be crucial for CD11c+ B cells development in 

mice (Rubtsov et al., 2011; Rubtsov et al., 2013) and TLR9 was upregulated in CD11c+ B cells 

of SLE patients (Wang et al., 2018). Here, we demonstrated that TLR7/8 or TLR9 stimulation 

of purified CD11c- B cells was not sufficient to upregulated CD11c expression (Fig. 8). On the 

other hand, upregulation was more efficient by BCR stimulation. Surprisingly, combine 

stimulation BCR + TLR inhibit CD11c expression at the protein and mRNA level for TLR9, 

and only at the protein level for TLR7 stimulation. Therefore, if TLR signaling is an important 

signaling pathways as highlighted by the microarray analysis, TLR signaling does not seem to 

be crucial for CD11c upregulation on human peripheral B cells. 

Interferon regulatory factor (IRF) 5 is a transcription factor that can induce IFNγ mRNA 

transcription (Barnes et al., 2001) and regulates IgG class switching in B cells (De et al., 2017; 

Savitsky et al., 2010). qPCR analysis showed IRF5 gene overexpression by CD11c+ B cells 

(Fig. 5c). This result is in agreement with a study conducted in mice showing that IRF5 

participates in the emergence of ABCs in systemic autoimmunity (Manni et al., 2018). 

Activation of TLR7 and 9 induce IRF5 translocation in nucleus, thus leading to the IFN and 

other pro-inflammatory cytokine genes transcription (Manni et al., 2018). Indeed, we have 

shown a significant increase in IFNγ gene expression as well as IL1β, IL7, IL12p40 (Fig. 5a). 

IL7, BAFF and April play an important role in the B cells development and survival (Vazquez 

et al., 2015). Moreover, an excess of BAFF has been linked to the development of autoimmune 

disorders that are thought to be due to the inappropriate survival of highly self-reactive B cells 

(Kalled, 2005; Mackay et al., 1999; Schneider et al., 1999; Thien et al., 2004). On the other 

hand, transcriptomic and qPCR analyses shows EBI3 (Epstein-Barr virus-induced gene 3) gene 

expression levels increase in CD11c+ B cells (Fig. 5a), which is a subunit of the cytokine IL27 

(Pflanz et al., 2002). Interestingly, IL-27 and IFN can induce B cell intrinsic T-bet expression 

which regulate Ig class switching and is required for formation of long-lived antibody secreting 

cells (Stone et al., 2019; Yoshimoto et al., 2004). 
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Similarly to what has been described in SLE patients by Wang et al., gene expression levels 

of IL6 are decreased and the IL10 gene expression is increased in CD11c+ compared to CD11c- 

B cells (Fig. 5) (Wang et al., 2018). Although IL6 is a pro-inflammatory cytokine, it has 

nevertheless been demonstrated in mice that lack of IL6 can lead to immune defects (Bao and 

Cao, 2014; Samoilova et al., 1998). IL10 is known for its anti-inflammatory properties but it 

helps as well B cells differentiation and survival. Moreover, we reported previously that IL10 

secretion from HD CD11c+ B cells following TLR9 and BCR stimulation was not detected (Lin 

et al., 2014), suggesting that IL10 could be all consumed by B cells activated and differentiating 

into antibody secreting cells. IL21 is important as well for B cell differentiation (Recher et al., 

2011), and IL21R was reported to be upregulated in CD11c+ B cells from SLE patients (Wang 

et al., 2018). In our study, IL21R and IL21 are not a DEG and IL21 was not detected by qPCR.  

Furthermore, TBX21 gene encoding the T-bet protein is overexpressed in CD11c+ B cells, 

confirming data from several studies particularly in mice, which have demonstrate that ABC 

express high levels of CD11c and the transcription factor T-bet (Barnett et al., 2016; Hao et al., 

2011; Isnardi et al., 2010; Rubtsova et al., 2017; Rubtsova et al., 2013). Although the 

transcription factor T-bet is not usually expressed by B cells (Cruz-Guilloty et al., 2009; 

Townsend et al., 2004), several studies demonstrate that it has a role in Ig class switching (Liu 

et al., 2003; Peng et al., 2002). Moreover, Rubtsov et al. showed that CD11c+ T-bet+ B cells 

were more effective in presenting Ag than other B cells subpopulations in vitro and in vivo in 

elderly mice (Rubtsov et al., 2015). 

Previous described features of CD11c+ B cells that we do not confirm in our study may be 

the consequence of the disease, not the intrinsic properties of these cells. Although it is difficult 

to conclude on the pro-inflammatory profile of CD11c+ B cells, there is evidence of increased 

gene expression of cytokines involved in survival and differentiation into antibody secreting 

cells. CD11c+ B cells could therefore be activated cells, with an increased antigenic presentation 

capacity, and prone to differentiate to plasma cells. These hypothesis is supported by our results 

showing a higher ability of CD11c+ B cells to differentiate into plasma cells (defined by CD138 

expression) compared to CD11c-, remaining at the plasmablast state (CD27+CD38++) (Fig. 6). 

However, we did not correlate the auto antibodies titers in pemphigus patients with the 

frequency of CD11c+ B cells (Fig. 7c) which suggests that others factors influence antibodies 

secretion. Interestingly, we observe that upon treatment, frequency of CD11c+ B cells decrease 

for pemphigus patients in remission but raise for patients in relapse (Fig. 7d). 
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In summary, our study characterizes the CD11c+ B cells in healthy humans. CD11c is 

expressed by every B cell subpopulation but it is enriched in the memory one, which are antigen 

experienced cells, with a superior capacity for plasmocytes differentiation and Ig secretion. The 

accumulation of CD11c+ B cells, which therefore occurs naturally with age, could promote the 

emergence of autoimmunity. 
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Figure and legends 

Figure 1: Phenotyping of human CD11c+ B cells. 

PBMCs are stained with anti-CD45, CD19, CD11c, CD27, CD38, CD24 and IgD. Dead cells 

are excluded by Live/Dead staining and blood lymphocyte population is gated to determine the 

percentage of different B cells subsets. (a) Expression level, proportion of CD19+ B cells 

expressing CD11c and gating strategy are shown to study CD19+CD11c- and CD19+CD11c+. 

(b) Percentage of CD11c+ B cells for donors between 20 to 35, 35 to 50, and 50 to 70 years old 

(n=10 for each group). Significant difference is determined by one-way ANOVA with 

correction by Bonferonni’s multiple comparison test. Correlation of percentage of CD11c+ B 

cells with age of donors, for woman (open circle) and male (black square) is assessed using 

Pearson’s rank correlation coefficient (p<0.0001, R2=0.6276). (c) CD27, IgD, CD24 and CD38 

expression in subpopulation CD19+CD11c- and CD19+CD11c+, (d) and proportion of 

transitional B cells (CD24hiCD38hi), naïve (CD27-IgD+), switched memory (CD27+IgD-), 

unswitched memory (CD27+IgD+), double negative (CD27-IgD-) and plasmablast 

(CD38++CD24-) for n= 30 HD are shown. Significant difference was determined by two-way 

ANOVA with correction by Sidak’s multiple comparison test. ***p<0,001, ****p<0,0001. 
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Figure 2: Regulation of toll-like receptor signaling pathway (Homo sapiens) (WP1449 

45049 WikiPathway). 

In the 643 differentially expressed mRNA between CD11c+ and CD11c- B cells, there was 

significant enrichment of mRNA involved in TLR signaling pathway (p value = 4.2.10-4). The 

p value was determined by standard hypergeometric distribution. This enrichment involved 21 

mRNA (12 mRNA for fold change >2 (yellow), and 9 mRNA for fold change >3 (orange)). 

Arrows indicate if genes are upregulated (red) or downregulated (green). 
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Figure 3: Minimal combination of 12 cell surface markers perfectly discriminate 

CD11c+ from CD11c- B cells. 

(a) Principal component analysis of 10 samples (paired CD11c+ and CD11c- B cells from 5 

HD) performed with gene expression level (fold change) of the 12 mRNA corresponding to cell 

surface markers among the 512 transcripts differentially expressed between CD11c+ (red dots) 

and CD11c- (blue dots) B cells. Component 1: 81.48%; component 2: 9.48%. (b) Hierarchical 

clustering shows that minimal combination of 12 transcripts is sufficient to perfectly 

discriminate CD11c+ from CD11c- B cells. (c) and (d) FACS analysis of CD11c+ (red 

histograms) and CD11c- (blue histograms) is performed to validate this combination of markers 

at the protein level (one representative result of three independent experiments is presented).  
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Figure 4: gene network analysis showing association between DEG. 

Text mining performed with NLP algorithm shows that 9 out of 12 cell surface receptors are 

connected. Circles with + and – symbols represent positive and negative regulations 

respectively. Symbols (blue, red and purple squares, triangles and circles) shows different 

modes of relations like binding, expression and regulation. 
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Figure 5: Cytokine profile of CD11c+ B cells.  

(a) Quantitative PCR analysis of CD11c+ and CD11c- B cells from 10 HD is performed to 

measure EBI3, IL7, IL1β, IL12p40, IFNγ, Baff, IL10, (b) IL6, IL15, IL23p19, BCMA, (c) 

CD27, CD11b, CD11c and IRF5 gene expression levels. Relative expression levels of 

transcripts were normalized with mean expression of 5 housekeeping genes (HPRT1, β2M, 

GUSB, TUBB and GAPDH). Bar graphs show mean ± SEM of relative expression. Means are 

compared using the Wilcoxon paired t-test: *p <0.05; **p <0.01. 
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Figure 6: CD11c+ B cells differentiate into antibody secreting cells.  

To evaluate their ability to differentiate into antibodies secreting cells, purified CD11c+ and 

CD11c- B cells were cultured with or without stimulation (CPG + SAC + IL21). Cells and 

supernatants are analyzed at day 7. (a) Gating strategy is shown to study plasma cells 

(CD38+CD27+) and plasmocytes (CD38+CD138+) (one representative result of 3 independent 

experiments is presented). (b) Bar graphs show mean ± SEM of % CD38+CD27+ and % 

CD38+CD138+. Significant differences are determined using student’s t-test (n=3; *p<0.05). 

(c) IgG and IgM secretion are measured by ELISA (n=7). Bar graphs show mean ± SEM of 

quantity of antibodies (ng/ml). Significant difference is determined by two-way ANOVA with 

correction by Sidak’s multiple comparison test. *p <0.05; ***p<0.001. 
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Figure 7: Higher frequency of CD11c+ B cells in blood of pemphigus patients before 

treatment.  

(a) Percentage of CD19+CD11c+ B cells for HD (n=52) and PV patients (n=28) is determined 

as in figure 1. Means are compared using the Wilcoxon paired t-test and are non-significate. (b) 

Percentage of CD19+CD11c+ B cells for HD and PV patients are compared for different age 

groups: 20 to 35, 35 to 50, and 50 to 70 years old (n=10 for HD per each group; n=7, n=9 and 

n=12 for PV per respective groups). Significant difference is determined by two-way ANOVA 

with correction by Sidak’s multiple comparison test. *p <0.05; ****p<0.0001. (c) Correlations 

between anti-Dsg1 or anti-Dsg3 antibodies and CD11c+CD19+ B cells percentage are assessed 

using Pearson’s rank correlation coefficient. (p value ns, R2=0,0007809 for anti-Dsg1; p value 

ns, R2= 0,03692 for anti-Dsg3) (d) PV patients were separated in incomplete or complete 

remission 36 months after treatment; Percentage of CD11c+CD19+ B cells is measured by flow 

cytometry for each PV patients before and after treatment. Significant differences are 

determined using Wilcoxon’s t-test are non-significate. 
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Figure 8: Upregulation of CD11c upon BCR stimulation. 

CD11c expression was measured after defined stimulation on purified CD11c- B cells (a) by 

flow cytometry (one representative result of 3 independent experiments is presented) and (b) 

by qPCR (n=4). Bar graphs show mean ± SEM of relative CD11c expression. Means are 

compared using one-way ANOVA followed by Dunnett post-hoc test: *p <0.05, **p <0.01. 
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Figure Supplemental 1: Phenotyping of CD19hiCD11chi B cell in blood of healthy 

individuals 

PBMCs are stained similarly as in Figure 1 (a) Gating strategy is shown to study percentage 

of CD19hiCD11chi. (b) Percentage of CD11c+ and CD11chi B cells in blood of HD are shown 

(n=30). (c) Proportion of transitional B cells (CD24hiCD38hi), naïve (CD27-IgD+), switched 

memory (CD27+IgD-), unswitched memory (CD27+IgD+), double negative (CD27-IgD-) and 

plasmablast (CD38++CD24-) for CD11c+ and CD11chi B cells are shown. Significant difference 

was determined by two-way ANOVA with correction by Sidak’s multiple comparison test. 

****p<0.0001 (d) Forward scatter histograms overlay for CD19+CD11c- (grey), CD19+CD11c+ 

(dark grey) and CD19+CD11chi (black) is shown. Line represents gating strategy to determine 

Geo Mean fluorescence intensity, which are respectively 0.98, 10.8, 11.3, x 104.  
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Figure Supplemental 2: Sorting of CD11c+ and CD11c- B cells. 

Purified B cells by negative selection using magnetic beads were stained with Live/Dead 

dye, anti-CD19 PerCP and anti-CD11c APC antibodies. CD11c+ and CD11c- CD19+ B cells 

were sorted using FACS Aria III. Purity of CD11c+ and CD11c- B cells was checked after each 

sorting. 
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Figure Supplemental 3: Gene expression profiling of CD11c+ and CD11c- B cells.  

Ten samples of CD11c+ and CD11c- B cells from 5 different HD were hybridized on 4 × 44 

K whole human genome microarrays. (a) Volcano plot resulting from the paired t-test with the 

Benjamini–Hochberg correction for estimation of the false discovery rate (p < 0.05 and fold 

change 3). Six hundred and forty-three differentially expressed transcripts between CD11c+ 

and CD11c- B cells are identified. Fold change (FC) is the ratio of relative abundance of 

transcripts in CD11c+ versus CD11c- B cells. (b) Hierarchical clustering (Pearson coefficient 

metric and Wards linkage) is used to obtain the transcripts and sample dendrograms, resulting 

in a perfect separation of CD11c+ and CD11c- B cells samples. Three hundred and seven 

transcripts were up-regulated and 205 down-regulated.  
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