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RESUME

Le pemphigus est une maladie auto-immune spécifique de la peau et des muqueuses
médiée par des auto-anticorps (Ac) spécifiques des desmogléines (DSG) 1 ou 3. Ces Ac
pathogenes provoquent la perte d’adhésion cellulaire entre les kératinocytes, aboutissant a des
Iésions érosives cutanées et muqueuses particulierement invalidantes. Le pemphigus se
développe dans un contexte bien particulier mélant prédisposition génétique et facteurs
environnementaux. Le traitement de premicére intention des formes modérée a sévere repose sur
I’utilisation du rituximab (RTX), un Ac monoclonal chimérique anti-CD20 permettant ainsi
I’¢élimination des lymphocytes B, et d’une corticothérapie orale de courte durée. Malgré
I’efficacité redoutable de cette association, un taux de rechutes important persiste,
ére

principalement la 1°° année.

D’abord, nous avons déterminé des facteurs pronostiques de rechute chez les patients
traités par rituximab. Ainsi, la présence d’au moins un des critéres suivants : PDAI > 45 au
diagnostic et/ou la présence d’Ac anti-DSG1 > 20UI/mL et/ou anti-DSG3 > 130UI/mL entre le
3%me et Je 6™ mois permettait de prédire une rechute a court terme avec une VPP de 50% et
une VPN de 94%. Ainsi, dans I’hypothese ou une perfusion additionnelle de RTX permettrait
d’éviter la rechute, le traitement des patients présentant au moins I’un de ces critéres permettrait
potentiellement d’éviter 1 rechute sur 2. Au contraire, le risque de rechute encouru de ne pas
traiter systématiquement un patient qui ne présente aucun de ces critéres serait faible, de 1’ordre

de 5%.

Dans un deuxi¢me temps, dans une analyse transcriptomique longitudinale sur 33 génes
d’intérét, nous avons montré¢ que les LB spécifiques de la DSG présentaient initialement un
profil pro-inflammatoire par rapport aux LB non auto-réactifs, avec une augmentation de la
fréquence d’expression de trois génes codant pour les cytokines IL-1f, IL-12p35 et IL-23p19
ainsi que pour le géne de I’RF5. Etonnamment, le rituximab n’induisait que peu de changement
d’expression génique au sein des LB spécifiques des DSG, a l'exception de I’/L-1f et du CD27
tous deux « down-régulés ». La diminution d’expression transciptomique du marqueur
mémoire CD27 observée au sein des LB autoréactifs, était confirmée en cytométrie, en

corrélation avec I’amélioration clinique.



Ensuite, nous avons étudié la cytokine BAFF, facteur d'activation des cellules B et son
récepteur BAFF-R dans la physiopathologie du pemphigus, a partir de prélévements sanguins
et sérologiques longitudinaux de patients traités par RTX ou par une corticothérapie standard
(CS) a fortes doses. Nous avons montré que les taux sériques basaux de BAFF étaient plus
¢levés chez les patients atteints de pemphigus que chez les donneurs sains et plus
particulierement chez les patients ayant connu une rechute précoce par rapport aux autres. Le
rituximab entrainait une augmentation des taux de BAFF associée a une diminution
d’expression transcriptomique et cytométrique de BAFF-R a la fois sur les LB non-autoréactifs
et autoréactifs. La CS permettait une diminution transitoire des taux sériques de BAFF suivie
d’une ré-ascension lors de la décroissance des doses sous un seuil de 20mg/j, sans modification
de I’expression de BAFF-R dans les cellules B autoréactives et non autoréactives. Ainsi,
l'activation des cellules B autoréactives au début du pemphigus pourrait étre liée a la présence
de taux sériques ¢levés de BAFF et la diminution de I'expression du BAFF-R retarderait le
retour de cellules B mémoires. Inversement, la déplétion incompléte des cellules B et
l'expression persistante de BAFF-R associées a des taux sériques élevés de BAFF pourraient

expliquer le nombre ¢élevé de rechutes chez les patients traités par corticothérapie seule.

Dans un autre travail, nous avons étudié la distribution et I'évolution des sous-classes
d'IgG anti-DSG3 chez les patients atteints de PV, et corrélé leur distribution et leur
pathogénicité in vitro avec I'évolution clinique des patients, avant et apres un traitement par
corticostéroides seuls ou associés au rituximab. La distribution des sous-classes d'IgG anti-
DSG3 était étudiée avec un test ALBIA (Addressable Laser Bead ImmunoAssay) et la
pathogénicité in vitro par un test de dissociation et par un marquage de la DSG3 en
immunofluorescence. Nos résultats ont confirmé la présence majoritaire d’IgG4 anti-DSG3
chez les patients, avec une association a une autre sous-classe dans plus d’un quart des cas. Seul
le RTX permettait de réduire la diversité des sous-classes apres traitement. La présence de >2
sous-classes d'IgG anti-DSG3 au diagnostic était liée a un risque accru de rechutes. Nos tests
de pathogénicit¢ ont souligné I’importance de la concentration en IgG4 anti-DSG3,
principalement lorsqu’il s’agit du seul isotype retrouvé. Au contraire, dans le cas de patients
présentant a la fois des 1gG3 et des IgG4 au diagnostic et uniquement des IgG4 en rémission,
les IgG3 purifiées ont été capables d'induire une acantholyse alors que les résidus purifiés
d'TgG3 ne I'é¢taient pas. Nos résultats démontrent que d'autres IgG anti-DSG3 sont parfois
nécessaires, malgré la présence d'IgG4, pour induire la pathogénicité, principalement lorsque

les IgG4 sont présentes en faible quantité.



Enfin, nous avons étudié I’impact du RTX sur la fréquence, la polarisation et 1’activation
des LT folliculaires helper (Tth) et régulateurs (Tfr) spécifiques de la DSG3 en utilisant un
tétramére HLADRB1-0402 chargé du peptide immunodominant de la DSG3. Au diagnostic,
nous avons montré¢ que les phénotypes des Tth autoréactifs et non autoréactifs des patients
¢taient différents avec une prédominance des phénotypes Tthl* et Tthl7 dans les LT
autoréactifs et, au contraire, un phénotype Tth2 sous-représenté. L'utilisation du RTX n'a eu
aucun effet sur la polarisation des Tth au cours du suivi, malgré I'obtention d'une rémission
clinique chez tous les patients. Nous avons ensuite montré 1'émergence progressive d'une
population Tfr spécifique de 1'Ag aprés l'utilisation de RTX. De plus, ces Tfr émergents
spécifiques de I'Ag surexprimaient significativement les marqueurs d'activation de surface PD1,
ICOS et CD25 par rapport aux Tfh autoréactifs mais aussi par rapport aux Tfr non spécifiques
de l'antigéne. Ainsi, nous avons montré que le rituximab permettait 1'apparition d'une large
population de Tfr hyper-activés spécifiques de 1'Ag qui pourrait expliquer son efficacité a long

terme.






ABSTRACT

Pemphigus is a specific autoimmune disease of the skin and mucous membranes
mediated by autoantibodies (Abs) specific for desmogleins (DSG) 1 or 3. These pathogenic Abs
cause loss of cell adhesion between keratinocytes, resulting in particularly disabling erosive
skin and mucous membrane lesions. Pemphigus develops in a very specific context combining
genetic predisposition and environmental factors. The first-line treatment of moderate to severe
forms of pemphigus is based on the use of rituximab (RTX), a chimeric anti-CD20 monoclonal
Ab that eliminates lymphocytes, and short-term oral corticosteroids therapy. Despite the
exceptional efficacy of this combination, a high relapse rate, mainly in the first year, was

observed.

First, we determined prognostic factors of short-term relapse in patients treated with
rituximab. Thus, the presence of at least one of the following criteria: PDAI > 45 at diagnosis
and/or the presence of anti-DSG1 Ab > 20IU/mL and/or anti-DSG3 Ab > 130IU/mL between
the months 3 and 6 predicted short-term relapse with a PPV of 50% and an NPV of 94%. Thus,
assuming that additional RTX infusion would prevent relapse, treatment of patients with at least
one of these criteria would potentially prevent one in two relapses. On the contrary, the risk of
relapse occurrence by not systematically treating a patient who does not present any of these

criteria would be low, around 5%.

In a second step, in a longitudinal transcriptomic analysis of 33 genes of interest, we
showed that DSG-specific B cells initially exhibited a proinflammatory profile compared with
non-autoreactive B cells, with increased frequency of expression of three genes encoding for
the cytokines IL-1p, IL-12p35, and IL-23p19 as well as the IRF5 gene. Surprisingly, rituximab
induced little change in gene expression within DSG-specific LBs, with the exception of IL-1
and CD27 both "down-regulated." The decrease in transciptomic expression of the memory
marker CD27 observed in autoreactive B cells was confirmed by cytometry, correlating with

clinical improvement.

Next, we studied the B-cell activating factor BAFF cytokine and its receptor BAFF-R
in the pathophysiology of pemphigus from longitudinal blood and serological samples of
patients treated with RTX or high-dose of standard corticosteroids (SC). We showed that basal
serum BAFF levels were higher in pemphigus patients than in healthy donors and especially in

patients with early relapse compared to those without. Rituximab resulted in increased BAFF



levels associated with decreased transcriptomic and cytometric expression of BAFF-R on both
non-autoreactive and autoreactive B cells. CS allowed for a transient decrease in serum BAFF
levels followed by a re-ascension upon dose decrease below a threshold of 20mg/d, with no
change in BAFF-R expression in autoreactive and non-autoreactive B cells. Thus, activation of
autoreactive B cells at the onset of pemphigus could be related to the presence of high serum
BAFF levels and the decrease in BAFF-R expression after rituximab could delay the return of
memory B cells. Conversely, incomplete B-cell depletion and persistent BAFF-R expression
associated with high serum BAFF levels could explain the high number of relapses in patients

treated with corticosteroids alone.

In another work, we studied the distribution and evolution of anti-DSG3 IgG subclasses
in patients with PV, and correlated their distribution and in vitro pathogenicity with the clinical
course of the patients, before and after treatment with CS or combined with rituximab. The
distribution of anti-DSG3 IgG subclasses was studied with an Addressable Laser Bead
ImmunoAssay (ALBIA) and the in vitro pathogenicity by a dissociation assay and by
immunofluorescence staining of DSG3. Our results confirmed the majority presence of anti-
DSG3 IgG4 in patients, with an association with other subclasses in more than a quarter of the
cases. Only RTX reduced the subclasses diversity after treatment. The presence of >2 anti-
DSG3 IgG subclasses at diagnosis was associated with an increased risk of relapse. Our
pathogenicity tests highlighted the importance of anti-DSG3 IgG4 concentration, mainly when
it was the only isotype found. On the contrary, in patients with both IgG3 and IgG4 at diagnosis
and only IgG4 in remission, purified I[gG3 was able to induce acantholysis while purified [gG3
residues were not. Our results demonstrate that other IgGs are sometimes required, despite the

presence of IgG4, to induce pathogenicity, mainly when I1gG4 is present in low levels.

Finally, we studied the impact of RTX on the frequency, polarization and activation of
DSG3-specific follicular helper (Tth) and regulatory (Tfr) T cells using a HLADRBI1-0402
tetramer loaded with the DSG3 immunodominant peptide. At diagnosis, we showed that the
phenotypes of the patients' autoreactive and non-autoreactive Tth cells were different with a
predominance of Tth1* and Tth17 phenotypes in autoreactive T cells and, on the contrary, an
under-represented Tth2 phenotype. RTX had no effect on Tth polarization during follow-up,
despite the achievement of clinical remission in all patients. We then demonstrated the
progressive emergence of an Ag-specific Tfr population after RTX. Moreover, these emerging
Ag-specific Tfr cells significantly over-expressed the surface activation markers PD1, ICOS

and CD25 compared to autoreactive Tth cells but also compared to non-antigen-specific Tfr



cells. Thus, we showed that rituximab allowed the emergence of a large population of hyper-

activated Ag-specific Tfr cells that could explain its long-term efficacy.
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INTRODUCTION

. La Peau

1. Les bases dermatologiques pour comprendre

La peau est un organe dynamique en perpétuelle évolution, elle est constituée de trois
couches principales : I'épiderme, le derme et I'hypoderme (Figure 1). Sa surface représente

presque 2 m? et pese de 4 a 5 kg, soit environ 6% du poids total du corps (Tobin 2006).

Tige capillaire Surface de la peau Jonctions serees Cornéocytes

Derme

Cellule de
Langerhans

- N
Follicule pileux ~ Glande sudoripare Vaisseaux sanguins

Figure 1 : Structure de la peau
Organisation des couches de la peau de la superficie vers la profondeur :
- Epiderme : stratum corneum, stratum granulosum, stratum spinosum, stratum basal et
membrane basale

- Derme contenant les follicules pileux, les glandes sudoripares et les vaisseaux sanguins
(Someya and Amagai, 2019)

A. L’Epiderme

L’épiderme est la couche superficielle de la peau. Elle provient de l'ectoderme au cours
du développement embryonnaire. C’est un €pithélium stratifié, squameux et kératinis¢. 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.



a. Les cellules épidermiques

Quatre types de cellules sont présents au sein de [’épiderme (Figure 2)

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

Kératinocytes
Cellule de Langerhans

w
z
w
=]
&

Lame basale

Mélanocyte Cellule de Merkel

Figure 2 : Cellules épidermiques
Organisation cellulaire de [’épiderme en représentation schématique et coupe histologique
transversale.

Les kératinocytes constituent 80 a 90% des cellules épidermiques. Leur principale
caractéristique est de synthétiser les kératines qui vont former le cytosquelette intracellulaire en
s’associant aux microfilaments d’actine et aux microtubules. Les kératinocytes forment, grace

a leurs cohésions intercellulaires, la barriere physique de 1’épiderme.

Les mélanocytes sont exclusivement situés dans la couche basale de I’épiderme et
synthétisent les mélanines (les phéomélanines et les eumélanines) dans des organites spécialisés
appelés mélanosomes. Ces mélanosomes sont secondairement transférés aux kératinocytes
grace aux dendrites des mélanocytes et responsables de la coloration de la peau indispensable

a la protection contre les UV (Cichorek et al., 2013 ; Wang et al., 2016).

Les cellules de Langerhans sont des cellules présentatrices d’antigénes (CPA) capables
de capter des antigénes cutanés, les appréter et les transporter de la peau jusqu’aux ganglions
lymphatiques régionaux puis de les présenter aux lymphocytes (Langerhans 1868; Le Borgne

et al. 2007; Valladeau 2006).

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

fine (Boulais and Misery 2007; Keymeulen et al. 2009; Moll et al. 2005).



b. La stratification épidermique

Les kératinocytes se répartissent dans quatre couches distinctes (Figure 2) : la couche
basale, la couche épineuse, la couche granuleuse et la couche cornée. Cette stratification
correspond aux changements de forme et d’aspects des kératinocytes pendant leur
différenciation au cours de leur migration de la couche basale germinative vers la couche

superficielle de 1’épiderme.

La couche basale est le compartiment germinatif riche en cellules souches capables de
proliférer et de donner naissance aux kératinocytes. Les cellules basales sont attachées par des
hémidesmosomes a la membrane basale acellulaire qui sépare 1’épiderme du derme et forment
la jonction dermo-épidermique. Une fois que les kératinocytes se sont détachés de la membrane
basale, ils perdent leur potentiel prolifératif. Ces cellules présentent de nombreux desmosomes
qui renforcent les contacts intercellulaires. Les kératinocytes de la couche cornée sont appelés
cornéocytes. Ce sont des cellules mortes et anucléées mais fonctionnelles. C’est 1’étape finale
de transformation des kératinocytes. Ils sont réunis entre eux par des jonctions serrées via les
cornéodesmosomes qui sont progressivement dégradés, c’est le processus de desquamation.
L’¢épithélium se renouvelle donc continuellement. La migration d’un kératinocyte a travers

I’épiderme se fait en 3 semaines (Blanpain and Fuchs 2009; Eckhart et al. 2013; Fuchs 2016).

c. La cohésion épidermique

L’architecture de 1’épiderme repose sur la cohésion interkératinocytaire via des
structures jonctionnelles constituées de complexes multiprotéiques visibles en microscopie

¢lectronique. Ces jonctions participent, a des degrés divers, a la fonction de barricre de la peau.

On distingue différents types de jonctions : les jonctions communicantes, les jonctions
adhérentes, les jonctions serrées et les jonctions d’ancrage. Ces différents types de jonctions
assurent une solidité mécanique par contact entre les cellules ou a la matrice extracellulaire
mais permettent aussi la transmission de signaux de communication nécessaires dans le controle

de la prolifération, de la différenciation et de la polarisation cellulaire.

o Les Desmosomes


https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot119
https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot117
https://biologiedelapeau.fr/spip.php?mot118

Les desmosomes forment la structure d’adhésion majeure des kératinocytes. Ils ancrent
le réseau de filaments intermédiaires a la membrane plasmique. Ils sont présents dans toutes les
couches épidermiques, notamment dans les couches épineuses et granuleuses et prennent le

nom de cornéo-desmosomes dans la couche cornée.

Les desmosomes sont des structures moléculaires complexes organisées autour de
cadhérines desmosomales : les desmogléines (DSG) et les desmocollines (Dsc) (Figure 3). Ces
glycoprotéines transmembranaires possedent des domaines extracellulaires situés dans la
desmoglie. Ils permettent d’assurer 1’adhésion entre cellules voisines en formant des
interactions Ca?* dépendantes homophiles et hétérophiles. La partie intracellulaire de ces
protéines est associée aux plaques desmosomales ou s’inserent les filaments intermédiaires de
kératines. Les protéines composant la plaque desmosomale comprennent la plakoglobine (Pg)
et les plakophilines (Pkp). La liaison au cytosquelette est médiée par des protéines de la famille

des plakines, les desmoplakines (Dp).

Le rdle crucial du desmosome dans le maintien de l'intégrité épidermique a été
largement démontré. Par exemple, le pemphigus a comme caractéristique la production d’Ac
pathogenes ciblant les DSG qui sont des protéines essentielles au desmosome (Amagai et al.

1991).
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Figure 3 : Complexe moléculaire desmosomal
Micrographie électronique d’un desmosome associé a la représentation schématique des principaux
constituants protéiques desmosomaux. Les desmogléines (Dsc) 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 (Johnson et al. 2014).

-Protéines plakine :



e Les cadhérines desmosomales

Les cadhérines desmosomales, regroupant les DSG et les Dsc, sont des glycoprotéines
transmembranaires Ca**-dépendantes. Les domaines extracellulaires assurent l'adhésion, tandis

que les queues cytoplasmiques s'associent aux protéines de la plaque desmosomale (Figure 3).

Il existe, chez I’homme, trois isoformes de Dsc et quatre isoformes de DSG (Green and
Simpson 2007). Les DSG et les Dsc contiennent quatre domaines 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 (Al-Jassar et al. 2013; Cirillo 2016; Delva et al. 2009; Nekrasova
and Green 2013).

Ces cadhérines sont liées entre-elles dans 1’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.

e Les protéines Armadillo

Ces protéines sont les partenaires de liaison cytoplasmique des cadhérines. Dans le
desmosome, elles participent a I’attachement des desmoplakines aux filaments intermédiaires
de kératine et régulent le regroupement des composants desmosomaux. Les protéines présentes

dans les desmosomes sont la Pg, les Pkp 1, 2 et 3 (Figure 3) (Hatzfeld et al. 2014).

o Les desmoplakines

Plusieurs protéines de la famille des plakines, comprenant la Dp, la plectine,
I’envoplakine (Evpl) et la périplakine (Ppl), sont localisées dans les desmosomes. Les plakines
relient les réseaux du cytosquelette a la membrane plasmique. Seule la Dp est indispensable
pour l'adhésion desmosomale. L’Evpl et la Ppl sont plutét impliquées dans les

cornéodesmosomes de la couche cornée.

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

les filaments intermédiaires et la membrane plasmique. 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 est impliquée dans la

liaison avec les filaments intermédiaires (Getsios et al. 2004; Leung et al. 2002).

e Organisation et évolution des protéines desmosomales.

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

différenciation de 1’épiderme (Figure 4).

Famille Famille Famille des
des plakines des Armadillo Cadhérines
Evlp/Ppl =
=
o

Pkp1
Pkp3]

couche couche
granulaire cornée

|

Figure 4 : Expression des protéines desmosomales dans l'épiderme au cours du temps
Représentation schématique des niveaux d'expressions protéiques de chaque molécule du desmosome
dans les quatre couches principales de l'épiderme. Dsc : Desmocolline; DSG : DSG, Dp :
Desmoplakine; Evpl : Envoplakine; Pg : Plakoglobine,; Pkp : Plakophiline et Ppl : Periplakin (Johnson
etal., 2014).
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La différenciation épidermique induit des changements dans I'expression des cadhérines
desmosomales et dans la répartition des Pkp entre le noyau et les jonctions cellulaires. Les
constituants des desmosomes vont étre exprimés de manicre séquentielle. La Dsg2 est présente
exclusivement dans la couche basale. Les Dsc2, Dsc3, et Dsg3 sont trés fortement exprimées
dans la couche basale et sont progressivement remplacées par les Dscl, Dsgl et Dsg4 lors du
déplacement des kératinocytes vers les couches superficielles. De fagon similaire, la Pkp2 est
graduellement remplacée par la Pkpl. L’expression de la Pkp3 et de la Dp reste constante dans
toutes les couches de I’épiderme. L’Evlp et 1a Ppl sont concentrées dans les couches supérieures

de I'épiderme.



B. La jonction dermo-épidermique

La jonction dermo-épidermique (JDE) est caractérisée par la membrane basale, zone de
transition entre 1’épiderme et le derme dont I’intégrité est essentielle a la structure de la peau.
Elle est composée d’un complexe moléculaire permettant un systéme d’accroche entre les
cellules et la matrice extracellulaire. En histologie, elle apparait comme une ligne méandreuse
qui permet d'augmenter considérablement la surface d'échange dermo-épidermique mais aussi

de s'adapter a ses étirements.
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Figure 5 : Structure moléculaire de l'hémidesmosome
Micrographie électronique d’un hémidesmosome associé a la représentation schématique de ses
principaux constituants protéiques (Schmidt et al. 2019).

En microcopie électronique, on distingue 4 sous-régions majeures de la JDE : (i) les
hémidesmosomes, (ii) la lamina lucida, (iii) la lamina densa et (iv) la sub-lamina densa. Les
kératinocytes de la couche basale sont ancrés a la membrane basale par la structure jonctionnelle

hémidesmosomale (Figure 5).

Les filaments de kératine 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, antigéne de la PB également appelé BPAG1. Ces
protéines interagissent avec l'intégrine a6p4 et la BP180, antigene de la PB aussi appelé
BPAG2. Ces protéines transmembranaires se connectent via leurs domaines extracellulaires a

la laminine 332 (ou laminine 5), principale composante des filaments d’ancrage. Ces filaments



d’ancrage traversent la lamina lucida pour se connecter aux fibrilles d’ancrage au sein de la
lamina densa. La sub-lamina densa correspond a la partie la plus superficielle du derme dans
laquelle sont situées des fibrilles d'ancrage de collagene de type VII (Borradori and Sonnenberg

1999; Tsuruta et al. 2011).

Dans les DBALI jonctionnelles (groupe des pemphigoides), plusieurs molécules de la
JDE ont été¢ identifiées comme cibles d’auto-Ac conduisant a la formation de bulles par
décollement de 1’épiderme en un seul bloc (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
¢galement l'antigéne cible chez les patients atteints de pemphigoide gestationnelle et chez des
patients atteints de dermatose bulleuse a IgA linéaire. Dans la pemphigoide des muqueuses, les
auto-Ac peuvent se lier a différents auto-antigénes : principalement la BP180, la laminine-5
mais aussi I’intégrine o634 et le collagéne de type VII. Ce dernier est également l'auto-antigeéne

cible retrouvé dans I'épidermolyse bulleuse acquise.

2. La réponse effectrice dans la peau

La peau joue un rdle immunologique en tant que barriére protectrice passive, mais aussi
via un réseau de cellules effectrices et de médiateurs moléculaires constituant un systéme appelé
« le systéme immunitaire cutané » (SIC) (Abdallah et al. 2017). Ce systéme permet a la fois
une tolérance des cellules du soi et organismes commensaux de 1’épiderme, tout en étant actif
contre les agents pathogenes. Le SIC fait partie d’un réseau dense et structuré de vaisseaux
lymphatiques et sanguins (Chaplin 2010a). Deux systémes de défense se dinguent : I'immunité

innée et I’'immunité adaptative (Figure 6).
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Figure 6 : Barriére immunologique de la peau

Représentation schématique du systeme immunitaire cutané. L'anté-immunité désigne des élements 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 premiere ligne de défense est assurée par le systeme immunitaire inné, barriere efficace contre une
trés grande variété de pathogenes. Cette premiere forme d’immunité est renforcée par l'immunité
adaptative qui est spécifique des micro-organismes ou de molécules étrangeres. CRP : C-reactive
protein ; ILC : Cellule lymphoide innée ; NK : Natural Killer.

A. L’immunite cutanée innée

Le systéme immunitaire inné¢ détecte la présence de micro-organismes et initie les
mécanismes d’élimination des menaces potentiellement infectieuses (Brubaker et al. 2015).
Cette réponse est rapide mais non-spécifique, ce qui peut parfois mener a la dégradation de
tissus sains (Parkin and Cohen 2001). L’immunité innée dispose de cellules (monocytes,
polynucléaires) et de molécules (cytokines, le systéme du complément) capables d’apporter une
réponse rapide aux agressions. Les cellules de I’'immunité innée, comme les DC, les
macrophages, les lymphocytes NK (Natural Killer), les polynucléaires neutrophiles,
¢osinophiles et basophiles portent des récepteurs appelés PRR (Pathogen Recognition
Receptor). Les PRR peuvent reconnaitre de nombreuses molécules exprimées par les agents
pathogénes appelées PAMP (Pathogen Associated Molecular Pattern) ou par des cellules
endogénes endommagées appelées DAMP (Damage Associated Molecular Pattern). Les
PAMPs sont majoritairement des structures conservées entre les pathogenes viraux, bactériens

ou fongiques tels que le lipopolysaccharide (LPS), le peptidoglycane, la flagelline ou les acides
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nucléiques. Les PRR appartiennent a plusieurs familles telles 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).
Ce sont des protéines solubles, transmembranaires ou cytoplasmiques, leur stimulation entraine
I’activation des cellules de I'immunité innée qui sécrétent alors des médiateurs de
I’inflammation tels que I’histamine, des cytokines pro-inflammatoires ou des chimiokines. Ces
médiateurs vont a leur tour activer d’autres types cellulaires comme les cellules endothéliales,
aboutissant a I’initiation de la phase vasculaire de la réponse inflammatoire qui conduit a la
migration cellulaire. Ces cellules sont capables de détruire directement les agents pathogénes
par phagocytose. Lorsque ces mécanismes sont insuffisants pour éliminer ou résoudre
lI'invasion, le systéme immunitaire adaptatif entre en jeu. La coordination entre 1’immunité
innée et I’immunité adaptative est assurée par les CPA. Elles assurent la capture des pathogénes,
I’apprétement de la molécule étrangére appelée « antigeéne » et sa présentation aux lymphocytes
T (LT) via le complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) ainsi que la spécialisation de

I’immunité adaptative.

Le systeme immunitaire cutané présente certaines spécificités comme les cellules de
Langerhans, qui constituent un sous-ensemble unique de CPA professionnelles et qui résident
exclusivement dans la peau, entre les kératinocytes. Les kératinocytes ont également un role
immunologique important dans le SIC. Ils expriment différents PRR et des récepteurs a de
nombreuses cytokines. Ils produisent également diverses cytokines, interleukines et
chimiokines qui jouent un role prépondérant dans le trafic lymphocytaire (Olaru and Jensen
2010). Par ailleurs, les kératinocytes sécrétent des peptides anti-microbiens (PAM) qui
contribuent directement a I’élimination des agents pathogenes (de Jongh et al. 2005). Dans le
derme, le SIC est constitué des cellules lymphoides innées tels que les NK, des macrophages
résidents et des DC dermiques. Les macrophages sont des cellules phagocytaires qui sont
essentielles pour 1'élimination des déchets, tels que les débris cellulaires et les agents
pathogenes. Ils permettent également la production de facteurs de croissance nécessaires a la
réparation tissulaire (Krzyszczyk et al. 2018; Ono and Kabashima 2015). Les DC constituent
une population hétérogene différenciés par des marqueurs de surface spécifiques et par leurs
fonctions. Les DC dermiques aussi appelées DC conventionnelles ou myéloides sont
caractérisées par I’expression de CD11c, du CMH de classe II et par 1’absence des molécules

CD14 et CD16 (Haniffa et al. 2015). Les DC dermiques et les cellules de Langerhans sont les
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sentinelles de la peau capables de de migrer vers les organes lymphoides secondaires pour y

activer les LT naifs et diriger la réponse immunitaire vers la tolérance ou I'immunité.

B. L’immunité cutanée adaptative

Du fait de la faible spécificité de la réponse innée, une seconde réponse appelée réponse
immunitaire adaptative est parfois nécessaire (Chaplin 2010). Les réponses immunes
adaptatives dépendent de récepteurs spécifiques d’Ag présents a la surface des cellules de
I’immunité adaptative (LT et LB) qui sont formés via recombinaison somatique de segments
géniques (Bonilla and Oettgen 2010). L’une des principales caractéristiques du systéme
immunitaire adaptatif est sa capacité a « mémoriser » les rencontres précédentes avec des
pathogenes afin de pouvoir soit repousser une deuxiéme invasion, soit ¢liminer rapidement
'envahisseur récurrent en mobilisant une réponse immunitaire plus rapide et plus efficace
(Cooper and Alder 2006). Les réponses adaptatives se développent souvent via des signaux
issus du systéme immunitaire inné et sont médiées par les LT puis par les LB, deux types
cellulaires originaires de la moelle osseuse (Andersen et al. 2006; Chaplin 2010b). Tandis que
les LB maturent dans la moelle osseuse afin de devenir des cellules productrices d’Ac, les LT
vont migrer dans le thymus afin d’y finirent leur développement. Aprés avoir maturé dans les
organes lymphoides primaires (moelle osseuse et thymus), ces cellules vont ensuite migrer vers
les organes dits lymphoides secondaires tels que les ganglions lymphatiques et la rate afin d’y
rencontrer des Ag et, en présence des signaux adéquats, de développer une réponse immunitaire
adaptée. La rencontre antigénique associée a des molécules de co-stimulation induit une

prolifération et une différenciation en lymphocytes effecteurs ou mémoires.

11 existe plusieurs sous-types de LT, dotés de modes d’actions différents pour lutter contre
les pathogénes. 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 a la
régulation de la réponse immunitaire adaptative par 1’activation des cellules immunitaires. Ils
agissent par des interactions cellulaires et/ou par la production de cytokines (O’Shea and Paul

2010).
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Les LB vont quant a 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 I’ADN
(Acide désoxyribonucléique) de plusieurs segments de genes appelés V (Variabilité), D
(Diversité), J (Jonction) codant pour les domaines variables des chaines polypeptidiques des
TCR et des BCR (Jung and Alt 2004). Ce systéme de recombinaison permet théoriquement la

syntheése d’une infinité de récepteurs différents.

Le répertoire antigénique lymphocytaire peut donc s’adapter a tous types de structures
antigéniques, y compris les antigénes du soi. Le systéme immunitaire est donc susceptible de
générer des LT et des LB auto-réactifs, capables de déclencher une réponse auto-immune. Tout
au long du développement des cellules de I’'immunité adaptative, des mécanismes de sélection
sont présents afin d’éviter le développement de telles maladies auto-immunes (Bonilla and

Oettgen 2010).

3. La tolérance immunologique

Le systéme immunitaire emploie de nombreux mécanismes effecteurs efficaces afin
d’¢éliminer les pathogénes microbiens ou les substances toxiques et allergiques. Il apparait
essentiel que ces réponses soient capables d’éviter la destruction des tissus sains de I’organisme.
Cette capacité a éviter les dommages aux tissus du soi est appelée la tolérance immunologique
et peut étre définie comme 1’absence de réactivité a un Ag du soi, aux Ag du microbiote ou aux

Ag d’un tissu étranger en cas de greffe (Bluestone 2011; Chaplin 2010b).

Le systétme immunitaire est en équilibre constant entre les phénomenes de tolérance
immunologique contre les Ag du soi et les mécanismes d’immunité dirigés contre les agents
pathogenes. Lorsque 1’équilibre est rompu, c'est-a-dire lors de 1'absence de réponses immunes
(immunodéficience, cancer) ou d’une réponse inappropriée et excessive (auto-immunité ou

allergie), certaines maladies peuvent se déclencher (Kyewski and Klein 2006).

Les mécanismes de tolérance peuvent étre différenciés en deux catégories: ceux
appartenant a la tolérance centrale et ceux appartenant a la tolérance périphérique (Figure 7)

(Mathis and Benoist 2004).
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Figure 7 : Représentation schématique des mécanismes d’échappement des lymphocytes T et des
Iymphocytes B auto-réactifs de la tolérance centrale et leur engagement dans la périphérie.

Dans le thymus, les lymphocytes T sont sélectionnés en fonction de leur reconnaissance antigenique. Le
gene Autoimmune regulator (AIRE) permet [’expression de molécules du soi normalement restreintes a
des tissus périphériques dans les cellules épidermiques thymiques médullaires (mTEC). Cette
expression permet d’éliminer une partie des lymphocytes T auto-réactifs et d’en convertir d’autre en
lymphocytes T régulateurs. Néanmoins, une partie des lymphocytes T auto-réactifs vont réussir a quitter
le thymus et a rejoindre la périphérie.

Dans la moelle osseuse, les mécanismes de contréle entourant l'édition du récepteur permettent
d’éliminer une partie des lymphocytes B auto-réactifs. Néanmoins, certaines cellules parviendront tout
de méme en péripherie. De plus, des lymphocytes B non-auto-réactifs peuvent également devenir auto-
réactifs suite au processus d’hypermutation somatique.

Une fois en périphérie, il existe différents mécanismes pour inhiber ces cellules auto-réactives tels que
[’apoptose, ’anergie, ’ignorance et les cellules T régulatrices. mTEC : cellules epithéliales médullaires
thymiques ; aT : lymphocytes T auto-réactifs ; aB : lymphocytes T auto-réactifs ; TR : lymphocytes T
régulateurs ; SHM : processus d’hypermutation somatique

(Theofilopoulos et al., 2017).

A. La tolérance centrale dans le thymus

Dans le cas des LT, les mécanismes de la tolérance centrale vont éliminer de nombreuses
cellules T potentiellement auto-réactives dans le thymus via la sélection négative et vont
sélectionner des thymocytes de haute affinité pour le soi afin de devenir des LT régulateurs

(Treg) (Bluestone 2011).
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a. La sélection négative

Il existe dans le thymus des cellules appelées cellules épidermiques thymiques
médullaires (mTEC : medullary thymic epithelial cells) qui expriment des geénes en théorie
restreints aux tissus périphériques (Palmer 2003). Ces cellules sont capables d’exprimer des
milliers d’Ag spécifiques aux tissus grace a I’expression de deux facteurs de transcription :
autoimmune regulator (AIRE) et FEZ family zinc finger 2 (FEZF2), permettant ainsi la
sélection négative des LT (Anderson and Su 2016; Cosway et al. 2017; Palmer 2003; Pitkdnen
and Peterson 2003). Les cellules mTECs sont des CPA efficaces qui peuvent médier la délétion
des LT auto-réactifs exprimant la molécule CD4 (Palmer 2003). Un autre role fondamental du
facteur de transcription AIRE est sa capacité a promouvoir l'anergie thymocytaire, permettant

de faconner le répertoire des LT régulateurs (Perniola 2018).

b. La sélection des lymphocytes T régulateurs

Le développement des Treg dans le thymus nécessite des interactions de haute affinité
entre le récepteur a I’Ag des cellules T (TCR : T cell receptor) et les peptides présentés par le
CMH de type II des cellules stromales thymiques. Ces derni¢res fournissent ¢galement des
signaux de co-stimulation nécessaires a la différenciation des Treg (Sakaguchi et al. 2010). Il a
¢galement été démontré que la spécificité des TCR pour des auto-Ag est cruciale pour la
différentiation des thymocytes en Treg. En effet, la sélection des Treg est médiée par un niveau
d’auto-réactivité du TCR intermédiaire afin de passer les étapes de sélection négative et positive

(Hsieh et al. 2012).

B. La tolérance centrale dans la moelle osseuse

Pour les LB, la tolérance centrale est composée de mécanismes régulateurs qui se
produisent lors des stades de développement précoce des LB dans la moelle osseuse. A ce stade,
les LB possedent un BCR de type IgM mais ne sont pas encore matures (Nemazee 2017a). Les
LB subissent de nombreux contrdles au cours de leur maturation notamment au moment de
1’édition de leur récepteur (Theofilopoulos et al. 2017). La sélection négative des LB passe par
deux mécanismes : la délétion par apoptose ou 1’édition du BCR. Lorsqu’un LB immature

portant un BCR auto-réactif rencontre son Ag cible, il va entrer dans un état d’anergie de courte
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durée ou les cellules ne pourront pas recevoir de nouvelles stimulations par I’Ag. Les LB auto-
réactifs immatures ne pourront étre secourus de la délétion qu’en réarrangeant une seconde fois
leur BCR, ce phénomeéne est appelé 1’édition du BCR (Sandel and Monroe 1999). Un des
facteurs importants dans la survie des LB transitionnels et matures est le B cell activation factor
of the Tumor necrosis factor (TNF) family (BAFF) via sa fixation sur le récepteur BAFF-R
(BAFF receptor). De plus, une élévation de BAFF sérique est souvent décrite chez des patients

atteints de MAI (Mackay et al. 2003; Schneider and Tschopp 2003).

Au total, la tolérance centrale va permettre d’¢liminer de nombreuses cellules auto-
réactives Néanmoins, certains LT et LB autoréactifs vont échapper aux mécanismes de la

tolérance centrale et circuler en périphérie (Theofilopoulos et al. 2017).

C. La tolérance périphérique

La tolérance périphérique agit sur les LT et les LB matures circulant dans le sang, la

lymphe et les organes lymphoides secondaires (Mathis and Benoist 2004).

Le premier mécanisme de tolérance périphérique est le phénomene d’ignorance.
Certaines parties de 1’organisme dites immuno-privilégiés vont séquestrer leurs Ag derriére des
barri¢res anatomiques (ex : les yeux, le cerveau et les testicules). Les LT et les LB auto-réactifs
reconnaissant ces Ag ne seront pas activés car ils ne pourront pas entrer en contact avec leurs
Ag cibles. Néanmoins, la séquestration de ces Ag peut étre rompue notamment lors de la

destruction de ces tissus et conduire a I’apparition de maladies (Theofilopoulos et al. 2017).

a. La tolérance périphérique des [ymphocytes T

Les mécanismes de tolérance périphérique limitent I’activation des LT matures auto-
réactifs apres leur sortie du thymus. Ces cellules T auto-réactives peuvent étre réfrénées par

anergie ou délétion clonale (Bluestone 2011).
Les mécanismes de tolérance périphérique des LT sont les suivants :

e L’anergie
L’anergie est le phénoméne rendant des LT matures incapables de répondre a une

stimulation suite a la rencontre avec un Ag en I’absence de co-stimulation (Fathman and
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Lineberry 2007). Les cellules ayant migrées récemment du thymus vers la périphérie présentent
une susceptibilité augmentée a 1’anergie en absence d’inflammation. Le statut anergique est
controlé par des molécules régulant négativement le signal TCR proximal (Theofilopoulos et
al. 2017). La voie de co-stimulation Cluster of Différenciation (CD) 28/B7 (B7 = CD80/CD86)
est trés importante afin de prévenir I'induction de 1’anergie (Schwartz 2003). En effet,
I’engagement du TCR en I’absence d’une co-stimulation médiée par la liaison de la molécule
CD28 présente a la surface du LT et des molécules B7 présentes a la surface des CPA n’active
pas la voie du nuclear factor of activated T-cells (NFAT) mais celle des MAP kinases ce qui
empéche la transcription du géne codant I’interleukine (IL)-2. L’anergie est un état de longue
durée qui est, entre autres, associé a des défauts dans la progression du cycle cellulaire. Il n’est

réversible qu’en présence de forts stimuli (Fathman and Lineberry 2007).

e La suppression active

Certains LT CD4" anergiques possédant un phénotype et un programme d’expression
génique distincts peuvent se convertir en Treg. Ces Treg vont alors inhiber les LT CD4" afin
maintenir 'homéostasie immunitaire. Ils agissent sur les LT auto-réactifs en inhibant 1’auto-
immunité et permettent également de modérer 1’inflammation en agissant sur les LT effecteurs
activés (Theofilopoulos et al. 2017; Vignali et al. 2008). Les Treg représentent
approximativement 10% des LT CD4" périphériques. IIs sont caractérisés par I’expression du
récepteur a I’IL-2 CD25 et du facteur de transcription Forkhead box P3 (Foxp3) (Hsieh et al.
2012).

Les Treg possedent différents mécanismes leur permettant d’inhiber les cellules auto-
réactives. Par ordre hiérarchique, le premier de ces mécanismes est la privation en IL-2 des LT
effecteurs via la forte expression de CD25 par les Treg (de la Rosa et al. 2004). Le second
mécanisme est la trogocytose, ¢’est-a-dire le transfert de protéines membranaires d’une cellule
a une autre. Les Treg vont ainsi acquérir les molécules B7 fonctionnelles présentes a la surface
des DC. Ce phénomeéne va permettre aux Treg d’empécher la fonction activatrice des DC et
donc de limiter les réponses immunitaires (Gu et al., 2012). Le troisiéme mécanisme des Treg
est leur sécrétion de cytokines inhibitrices telles que I’'IL-10, le transcription growth factor
TGF-B et I'IL-35. Enfin, Treg peuvent inhiber 1’auto-réactivité en contraignant les DC a
produire 1’enzyme indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) via I’interaction entre la molécule co-

stimulatory molecule cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA-4) présente sur les Treg et les
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molécules B7 présentes sur les DC. Cette enzyme IDO permet la production de métabolites pro-
apoptotiques menant a la suppression des LT effecteurs (Mellor and Munn 2004; Vignali et al.

2008).

b. La tolérance périphérique des lymphocytes B

Les LB porteurs d’une IgM de surface migrent dans les organes lymphoides secondaires
afin de finir leur développement. Les mécanismes de tolérance périphérique vont alors se mettre
en place afin de réguler la survie et I’activation des LB apres leur sortie de la moelle osseuse
(Nemazee 2017a). En absence de signaux fournis par les LT ou de signaux inflammatoires, un
LB auto-réactif va soit devenir anergique ou apoptotique soit devenir tolérant. Dans le cas de
réponses T-indépendantes, cette tolérance passe par des co-récepteurs inhibiteurs du BCR
appelés Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins (Siglec) (Duong et al. 2010; Macauley
etal. 2013). Il existe ¢galement des mécanismes complémentaires consistant soit a masquer une
partie des sites de liaison des BCR auto-réactifs des LB anergiques par des glycanes soit a
supprimer [’auto-réactivité des LB par hypermutation somatique (Sabouri et al. 2014).
Néanmoins, ces mécanismes sont réversibles di a la nécessité de répondre a des virus ou a des

micro-organismes qui porteraient des épitopes similaires a ceux du soi (Nemazee 2017a).
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n. Le Pemphigus

Le pemphigus appartient au groupe des dermatoses bulleuses auto-immunes (DBAI)
parmi lesquelles on distingue les DBAI épidermiques (les pemphigus) des DBAI jonctionnelles
ou sous-épidermiques (les pemphigoides). Celles-ci ont un point commun dans leur
présentation clinique qui est I’apparition de bulles et/ou érosions pouvant toucher a la fois la

peau et les muqueuses.

1. Géneralites

A. Différences entre pemphigus et pemphigoides

Les DBAI sont des MAI dites « spécifiques d'organes » et sont associées a la production
d’auto-Ac pathogenes dirigés contre des protéines structurales qui maintiennent les adhérences
cellules-cellules (pemphigus) ou cellules-matrice (pemphigoides) dans la peau et les

muqueuses.

Les DBAI intra-épidermiques ou groupe des pemphigus sont caractérisées par la
production d’auto-Ac dirigés contre des protéines du desmosome, complexe moléculaire
responsable de la cohésion épidermique. Ces auto-Ac entrainent une perte d’adhésion des
kératinocytes, c’est 1’acantholyse. Les principales formes cliniques de pemphigus sont le
pemphigus vulgaire (PV), le pemphigus foliacé ou superficiel (PF) et le pemphigus
paranéoplasique (PPN) (Tableau 1).

Par opposition, les DBAI sous ¢pidermiques ou jonctionnelles (les pemphigoides),
présentent divers auto-Ac dirigés contre des antigénes hémi-desmosomaux de la JDE
responsables de la formation de bulles par décollement de 1I’épiderme du derme en un seul bloc,
conférant a la bulle formée une solidité importante (Figure 8). La pemphigoide bulleuse (PB)
est ’entité la plus fréquente. Les autres de dermatoses auto-immunes jonctionnelles sont la
pemphigoide gestationnelle, la pemphigoide des muqueuses, la dermatose bulleuse a IgA

linéaire et 1'épidermolyse bulleuse acquise (Kridin 2018a) (Tableau 1).
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Figure 8 : Aspects clinique et histologique de pemphigoide bulleuse (PB)
A gauche : Bulles tendues a toit solide de pemphigoide bulleuse

A droite : Coupe histologique de pemphigoide bulleuse montrant un clivage jonctionnel responsable
d’une bulle sous-épidermique.

Dermatoses Maladies Caractéristiques Antigenes cibles
bulleuses (Poids moléculaires)
auto-immunes
Intra-épidermique Pemphigus Bulles dans les couches supérieures de I'épiderme  Desmogléine 1 (160 kDa)
(Groupe des Pemphigus ) folliacé de la peau sans atteinte des muqueuses
Pemphigus Bulles supra-basales dans la peau Desmogléine 1 (160 kDa)
vulgaire et les muqueuses Desmogléine 3 (130 kDa)
Pemphigus Bulles dans la peau et les muqueuses Desmogléine 1 ( 160 kDa)

paranéoplasique

associées a différents types de proliférations
malignes, notamment des hémopathies
Iymphoides

Desmogléine 3 ( 130kDa)
Desmoplakine I (250 kDa)
Envoplakine (210 kDa)
Périplakine (190 kDa)
BPAG1 (230 kDa)

a-2 macroglobuline-like-1
(170 kDa)

Plectine (500 kDA)
Desmocollines 1-3
(105-111kDa)

Sous épidermique
(Groupe des Pemphigoides)

Pemphigoide
bulleuse

Pemphigoide
gestationnelle

Pemphigoide des
muqueuses

Dermatose
bulleuse a IgA
linéaire
Epidermolyse
bulleuse acquise

Bulles sous-épidermiques dans la peau,
rarement dans les muqueuses,
plus fréquemment chez les personnes dgées

Bulles sous-épidermiques dans la peau survenant
lors de la grossesse ou du post-partum

Bulles sous-épidermiques principalement
dans les muqueuses buccales et oculaires

Bulles sous-épidermiques caractérisées par des
dépdts d'IgA linéaires le long de la membrane
basale

Bulles sous-épidermiques dans la peau
et les muqueuses

BPAG1 (230 kDa)
BPAGZ (180 kDa)

BPAG1 (230 kDa)
BPAG2 (180 kDa)

BPAG1 (230 kDa)
BPAG2 (180 kDa)
Collagéne VII (290 kDa)
Laminine-332

Intégrine a634

BPAG2 (180 kDa)
et ses fragments protéolytiques
LABD-1et LABD-97

Collagéne VII (290 kDa)

Tableau 1 : Caractéristiques cliniques et antigéniques des principales dermatoses bulleuses auto-

immunes
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B. Diagnostic

Le diagnostic de pemphigus repose sur I’examen clinique de la peau et des muqueuses,
et sur un examen histologique réalisé sur biopsie d'une Iésion permettant de révéler le niveau
de formation de la bulle épidermique ainsi que la composition d’un éventuel infiltrat
inflammatoire (polynucléaires éosinophiles, polynucléaires neutrophiles...) (Mihai and
Sitaru 2007; Otten et al. 2014). Cependant, la confirmation diagnostic passe par la détection
d'auto-Ac dans la peau ou dans le sérum des malades pour confirmer la nature auto-immune
de la maladie. Les différents examens immuno-pathologiques de routine utilisés pour le

diagnostic sont représentés dans la Figure 9.

Pemphigus Pemphigus
vulgaire foliacé

Caractéristiques
cliniques

Histologie

Immuno-
fluorescence
directe

Immuno-
fluorescence
indirecte :
cesophage de
singe

Immuno-
flucrescence
indirecte : SSS

N

Dsg1
Auto-antigénes ngS Dsg1

Figure 9 : Diagnostic du pemphigus

Examens clinique, histologique et immuno-pathologique par immunofluorescence directe , indirecte
caractéristiques des principales formes de pemphigus (vulgaire et foliacé) (Kneisel Hertl Michael,
2011).
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La mise en évidence des dépodts d’Ig et/ou du fragment C3 du complément sur la peau péri-
lésionnelle par immunofluorescence directe (IFD) est le critére de référence pour le diagnostic de
pemphigus et d’une DBAI en général. Dans le cas du pemphigus, I’IFD montre un marquage qui
dessine une image en résille suivant les jonctions inter-kératinocytaires au sein de I’épiderme dans

le pemphigus.

Les Ac circulants peuvent tre détectés en immunofluorescence indirecte (IFI) en incubant
les sérums des patients sur des substrats épithéliaux tels que la peau humaine, 1'cesophage de singe

ou la vessie de rat.

Les examens sérologiques par dosage immuno-enzymatique (ELISA : enzyme-linked
immunosorbent assay) ou par immuno-blot en utilisant des protéines recombinantes ou des extraits
de tissulaires permettent également de mettre en évidence la présence d’auto-Ac dans le sérum de
malades et aident a la caractérisation de la spécificité des auto-Ac pour discriminer les différentes
DBALI. Ces dosages sont un ¢lément clé du diagnostic et permettent également de mesurer I’activité

de la maladie tout au long du suivi du patient.

2. Les différentes formes de pemphigus

Différentes formes de pemphigus sont décrites en fonction des caractéristiques cliniques,
histologiques et immunologiques. Le PV et le PF sont les formes les plus courantes. D’autres
formes plus rares existent comme le PPN, le pemphigus herpétiforme et le pemphigus a IgA (Joly

and Litrowski 2011).

A. Le pemphigus vulgaire

Le PV est la forme la plus répandue de pemphigus, représentant jusqu'a 70% de tous les
cas de pemphigus. I s'agit généralement d'hommes et de femmes d'dge moyen (entre 40 et 60 ans)
méme si des formes pédiatriques ont €té exceptionnellement décrites (Bastuji-Garin et al. 1995;

Langan et al. 2008; Zillikens et al. 1995).

La présentation clinique classique se caractérise par des ¢érosions muqueuses,

principalement buccales, extrémement douloureuses et responsables d’une dysphagie et d’une
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anorexie avec amaigrissement. Des érosions des muqueuses plus profondes pharyngo-laryngées,

cesophagiennes, génitales, anales et conjonctivales sont également possibles.

L'atteinte cutanée survient généralement aprés ou concomitamment a [atteinte des
mugqueuses. Elle se caractérise par des €rosions croliteuses faisant suite a la rupture de bulles
flasques fragiles, survenant sur une peau saine ou érythémateuse. On retrouve un décollement
épidermique déclenché par le simple frottement de la peau en zone péri-Iésionnelle, c’est le signe

de Nikolsky (Duvert-Lehembre and Joly 2014) (Figure 10).

Te

Figure 10 : Aspects cliniques du pemphigus vulgaire

En haut a gauche : érosions de la muqueuse jugale et du palais
En haut a droite : érosions gingivales du collet dentaire

En bas a gauche : érosions crotiteuses du visage

En bas a droite : larges nappes érosives du dos et du cou
(Schmidt et al. 2019).

Le diagnostic repose donc sur :

- la présence d’un clivage intra-épidermique au-dessus de la couche basale de 1’épiderme

en histologie standard sur peau 1ésé
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- la détection d'IgG liée au tissu avec un schéma intercellulaire dit en « résille » en IFD sur

biopsie en peau péri-1ésionnelle (Figure 11)

Figure 11 : Immunofluorescence directe d’une lésion de pemphigus montrant un marquage IgG « en
résille »
(Schmidt et al. 2019).

- la détection d’auto-Ac circulants sériques se liant aux structures desmosomales des

cellules épithéliales d’cesophage de singe en IFI

- la détection des Ac anti-DSG3 sériques par ELISA. La présence simultanée d’Ac anti-

DSG3 et anti-DSGI est habituellement observée de la forme cutanéo-muqueuse du PV.

Le pemphigus végétant est une variante rare du pemphigus vulgaire dans laquelle la
cicatrisation est associ¢e a la prolifération de 1'épiderme. Les lésions apparaissent généralement
dans les zones axillaire, ombilicale, périanale, inguinale ou encore mammaire. En raison de leur
localisation, les Iésions sont généralement infectées secondairement, ralentissant ainsi la

cicatrisation (Joly and Litrowski 2011; Ruocco et al. 2015).

B. Le pemphigus foliacé ou superficiel

Le PF est la forme superficielle du pemphigus et représente un quart des cas de pemphigus.
I1 se présente sous une forme sporadique (estimée aux USA et en Europe a moins de 1 cas par
million d'habitants) et sous une forme endémique apparentée principalement dans certaines zones
du Brésil (pemphigus braziliensis ou fogo selvagem) et d’ Afrique du Nord (Tunisie) (Hans-Filho

et al. 1999). La forme endémique affecte généralement les adolescents et les jeunes adultes.
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Les patients présentent des lésions cutanées, sans atteinte muqueuse, avec des bulles
flasques et fragiles qui évoluent en plaques érythémateuses hyperkératosiques, préférentiellement
dans les zones cutanées séborrhéiques (cuir chevelu, visage, poitrine, épaules). Les bulles étant
superficielles et fragiles, elles ne sont pas toujours percues (Figure 12). Le signe de Nikolsky est

1a aussi positif.

Figure 12 : Aspects cliniques de pemphigus superficiel
A gauche, en haut a droite et en bas a droite : érytheme finement érosif et squameux (Schmidt et al. 2019).

Le diagnostic repose sur :

- lamise en évidence d’une acantholyse au sein de la couche granuleuse de I’épiderme avec
la formation d’un clivage superficiel dit subcornéal en histologie standard sur peau lésée. Un 1éger
infiltrat inflammatoire compos¢ de polynucléaires éosinophiles peut étre observé dans le derme

superficiel.

- la présence de dépots d'IgG dans I’espace intercellulaire avec une présence accrue au

niveau de 1'épiderme sous-corné en IFD.

- la détection des Ac anti-DSGI sériques par ELISA (dans plus de 90% des cas) qui sont

étroitement corrélés a I’activité de la maladie.
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Le pemphigus érythémateux (également appelé pemphigus Senear-Usher) est une variante
clinique du PF. Les lésions sont localisées sur le visage et se caractérisent par une éruption
érythémateuse squameuse a crolteuse en vespertilio qui ressemble au lupus érythémateux
systémique. En plus des dépdts intercellulaires d'Ac présents dans toutes les formes de pemphigus,
on note la présence de dépots granulaires d'IgG et/ou de C3 le long de la JDE (Joly and Litrowski
2011).

C. Le pemphigus paranéoplasique

Le PPN est une DBAI rare (moins de 5% des cas) et souvent mortelle associée a des
proliférations malignes survenant généralement chez des patients dgés de 45 a 70 ans (Anhalt et

al. 1990).

Le PPN est caractérisé par un grand polymorphisme immunologique et par conséquent

clinique.

En effet, le PPN est caractérisé par la présence d’auto-Ac IgG dirigés contre de nombreuses
protéines du desmosome dont les DSG1 et 3 (160 et 130 kDa) mais aussi contre plusieurs membres
de la famille des plakines tels que les desmoplakines I et IT (250 et 210 kDa respectivement),
I'envoplakine (210 kDa) et la périplakine (190 kDa). Les auto-antigénes peuvent étre aussi des
molécules d'adhésion hémi-desmosomale comme 1’antigéne majeur de la PB BPAG1 (230 kDa)

ou la plectine (500 kDa) (Anhalt et al. 1990; Joly et al. 1994; Oursler et al. 1992).

Ainsi, les I€sions sont trés polymorphiques et touchent le plus souvent la peau et les
mugqueuses a la fois superficielles et profondes (Figure 13). L’atteinte est généralement trés sévere,
associée a une altération de 1’état général du patient. L’atteinte du versant externe des lévres, non
retrouvée dans le PV, est un signe évocateur. Cependant, I’atteinte d'autres localisations
muqueuses inhabituelles telles que celles du nez, du pharynx, du larynx, de I'esophage et des
parties génitales orientent é¢galement le diagnostic. L’atteinte cutanée est volontiers trés sévere et
apparait habituellement secondairement a I’atteinte muqueuse. Les lésions sont polymorphes :
érythéme diffus, 1ésions vésiculo-bulleuses, éruptions lichénoides, papules, plaques squameuses,
érosions ou ulcérations. En plus de I’atteinte cutanéo-muqueuse, le PPN peut affecter ¢galement
'épithélium respiratoire, di a la présence d’auto-Ac ciblant des antigénes indispensables a la
cohésion de celui-ci. Cela entraine alors une pneumopathie obstructive gravissime par décollement

de I’épithélium réalisant un bouchon muqueux des voies respiratoires (Joly 1997).
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Les maladies les plus fréquemment associées au PPN sont le lymphome non hodgkinien et
la leucémie lymphoide chronique, suivie de la maladie de Castleman, du thymome, de la
macroglobulinémie de Waldenstrom, des sarcomes et des carcinomes du pancréas, du célon et de

la prostate (Camisa and Helm 1993).

Figure 13 : Aspect clinique de pemphigus paranéoplasique montrant une stomatite érosive et ulcérative
avec une atteinte caracteéristique du vermillon
(Kasperkiewicz et al. 2017a).

D. Les autres pemphigus

Les autre formes rares de pemphigus déja décrites présentent des aspects cliniques,
histologiques et immunopathologiques différents des formes classiques de PV et le PF (Pollmann

et al. 2018).

a. Le pemphigus herpétiforme

Le pemphigus herpétiforme associe les caractéristiques cliniques de la dermatite
herpétiforme et les caractéristiques immunologiques du pemphigus (Jablonska et al. 1975). Les
patients présentent des Iésions cutanées érythémateuses, vésiculo-bulleuses, pustuleuses ou
papuleuses, associées a un prurit séveére touchant le tronc et les extrémités proximales. Sa
particularité histologique est la présence d’une spongiose a ¢€osinophiles, sans forcément
d’acantholyse associée. Les antigénes cibles sont la DSG1 et moins fréquemment la DSG3.

(Karray and Badri 2018; Porro et al. 2014).

27



b. Le pemphigus a IgA

Il s’agit d’un pemphigus rare caractérisé par la présence d’IgA ciblant les protéines
desmosomales Dscl, DSGI et DSG3 (Wallach et al. 1982). Il se caractérise par la présence de
bulles fragiles et de pustules sur une peau érythémateuse touchant surtout le tronc, les extrémités
proximales et les régions intertrigineuses. L'histologie réveéle une légeére acantholyse tres
superficielle et un infiltrat épidermique de polynucléaires neutrophiles. Les dépdts d’auto-Ac de
type IgA sont détectables en IFD (Hashimoto 2001). Le pemphigus a IgA peut étre séparé en deux
sous-entités : la dermatose intra-épidermique neutrophilique associée aux IgA contre la DSG1 ou
la DSG3 et la dermatose pustuleuse sous-cornée associée aux IgA contre la Dscl (Hashimoto et

al. 1997; Karpati et al. 2000; Yasuda et al. 2000).

c. Le pemphigus médicamenteux

Certains médicament peuvent aggraver voire causer un pemphigus (Korman et al. 1991).
Bien qu’il prenne le plus souvent 1’aspect clinique d’un PF, le pemphigus médicamenteux peut
prendre toutes les formes. L’atteinte des muqueuses est rare. En raison de cette hétérogénéité
clinique, une étiologie médicamenteuse doit €tre systématiquement évoquée devant tout cas de
pemphigus. Les médicaments inducteurs sont : i) les médicaments thiolés d’une part
(pénicillamine, captopril, thiopronine, pyrithioxine) et ii) les médicaments non thiolés d’autre part

(pénicilline, céphalosporine).

3. Epidémiologie

Le pemphigus vulgaire et le pemphigus foliacé représentent 90 a 95% des diagnostics de
pemphigus. Les fréquences relatives de pemphigus vulgaire et de pemphigus foliacé dans une
population varient considérablement d'un pays a l'autre. La fréquence relative du pemphigus
vulgaire varie entre 95% en Arabie Saoudite et 13% au Mali. En Europe et en Amérique du Nord,
le pemphigus vulgaire représente 65 a 90% des cas de pemphigus (Schmidt et al. 2019). Le
pemphigus se manifeste généralement entre 1'age de 45 et 65 ans dans la plupart des populations
avec un age moyen d'apparition plus jeune, encore inexpliqué, d'environ 45 ans en Afrique du Sud

et dans le nord-est de la Chine. Des rapports du Royaume-Uni et de la France ont souligné que
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l'incidence du pemphigus augmente avec l'age (Bernard et al. 1995; Jelti et al. 2019a; Langan et
al. 2008). Dans l'enfance et I'adolescence, le pemphigus est extrémement rare, 1 a 4 % des patients
atteints de pemphigus vulgaire sont 4gés de moins de 18 ans. Le pemphigus foliacé chez les enfants
n'a été décrit que dans des cas isolés, en dehors des zones endémiques, mais dans ces régions,
jusqu'a 30 % des patients ont été signalés comme étant 4gés de moins de 20 ans (Hans-Filho et al.
1999; Hans-Filho et al. 1999; Mintz and Morel 2011). La plupart des études épidémiologiques font
¢tat d'une prédominance féminine avec des ratios hommes/femmes compris entre 1:1-1 et 1:1-7

selon les populations (Hiibner et al. 2016; Kridin 2018b).

L'incidence du pemphigus varie considérablement d'une population a l'autre, allant de 0.6
par million d'habitants par an en Suisse et 0.6 en Finlande, a 8.0 en Grece et 10.0 en Iran. Les
incidences les plus élevées, 16.1 aux USA et 32.0 en Israél, ont été enregistrées dans la population
juive (Tableau 2). La variabilité est trés probablement liée aux différents antécédents génétiques
et aux facteurs déclenchants. Cette notion est soutenue par des observations en Israél et en
Allemagne ; I’Israél ayant une incidence de 3,6 fois supérieure chez les patients d'origine juive que
chez ceux d'origine arabe et I’ Allemagne ayant une incidence 8,8 fois plus élevée chez les patients
d'Europe centrale que chez les patients originaires d'Italie et de Turquie (Hahn-Ristic et al. 2002;
Kridin 2018b). En 2014, la prévalence a été estimée a 95 par million d'habitants pour le pemphigus

vulgaire et a 10 par million pour le pemphigus foliacé (Hiibner et al. 2016).

29



Tableau 2 : Incidence du pemphigus selon les pays

# par ordre alphabétique ; * région(s) définie(s) du pays a (ont) été étudiée(s). n.d., non déterminé.
(Schmidt et al. 2019).

Region® Period Mean age | Incidence (/million/year) Romania® *° | 2001-2007 53 4.0
{years)
Saudi Arabia® | 1990-1999 43 16
Botswana'™™ | 2008-2015 nd. 17 “
Bulgaria® 2 1980-1995 72 47 Serbia® “*** | 1990-2002 56 6.6
p 1991-2010 nd, 4.4
Croatia® 2005-2010 n.d. 3T
South Korea | 2006-2015 n.d. 21
Finland ** 1969-1978 58 0.76 “
France* ' | 1985-1990 52 17 Spain*® 2004-2017 51 4.7
25
2002-2006 62 27 Switzerland * | 2001-2002 62 06
2004-2013 59 1.5 (1.0 in the north, 3.4 in the south) ( Taiwan &7 2002-2009 53 47
» 26, . .
gmmany 1989-1997 n.d. 0.98, entire population (PV) Tunisia® ™ 15 | 1985-1987 28 (PF) 4.0 (PF)
0.77, native Germans (PV) “ 1986-191 a7 67
6.8, Southern Europeans (PV) 1997-2007 50 56
2001-2002 62 0.6
Turkey® **5' | 1998-2004 43 24
Greece® 1985-2004 80 8.0 1998-2009 48 18
India* 2001 44 44 2013-2014 49 47
K% 1996- 71 BPV
lsrael* 2% | 19524972 |nad. 16.1, Jewish v 996-2006 &8 (PV)
2006-2015 55 7.2 (9.6 in Jewish, 3.2 in Arabs) usa* 19721977 &4 4.2, non-Jewish
Iran® 33 1991-2000 38 6.7 32 dJevish
) ¥in alphabetical order; * defined region(s) of the country was (were) studied
1984-2003 42 10.0 n.d., not d ined; PF, i li PV, higus vulgaris
Italy* ** 1982-1996 56 (PV) 6.0 (PV)
Kuwait™® 1991-2002 37 46
Macedonia * | 1990-2004 52 4.4
Malaysia® ¥ | nd. nd. 2.0 (PV)
Mali* nd. 47 29
Poland*™ 2001-2015 55(PV) |37
64 (PF)

Dans certaines zones rurales d'Amérique du Sud (Brésil, nord de la Colombie et Pérou) et

en Tunisie, des incidences beaucoup plus €levées de pemphigus foliacé ont été enregistrées que

dans d'autres régions du monde (Morini et al. 1993). Les cas dits endémiques de pemphigus foliacé

ont ¢ét¢é initialement décrits en 1903 et sa forme la plus étendue au Brésil est connue sous le nom

de fogo selvagem (Warren et al. 2000).

4. Susceptibilités au pemphigus

Le déclenchement d’une réponse auto-immune est souvent multifactoriel, impliquant a la

fois des facteurs de susceptibilit¢é génétiques et environnementaux. Différentes études

épidémiologiques et génétiques sur les formes sporadiques ou endémiques du pemphigus ont

permis de mettre en évidence certains facteurs de susceptibilité au pemphigus.
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A. Pathologies associées aux pemphigus

Le pemphigus vulgaire et le pemphigus foliacé sont associés a diverses maladies, dont
d'autres pathologies auto-immunes, le psoriasis, des troubles neurologiques et psychiatriques, et

certaines tumeurs malignes (Tableau 3).

Associated Pop ber of Statistics cancer”
disease pemphigus/ control Gastrointestinal Germany | PVonly: 860/5,142 | 2.56 (1.85-3.46)"
patients cance
Autoimmune diseases Colon cancer™ Germany | PV only: 860/5,142 2.44 (1.16-3.62)"
Rheumatoid lsrael 110/ 969° p=0.016 Non-melanoma skin | Germany | PF only: 103/588 2.45 (1.43-4.04)"
arthritis™* ** cancel
USA Mot detailed 2.82(1.33-6.00 Chronic inflammatory diseases
Autoimmune thyroid | Israel 110/ 969" p=0.046 Psoriasis™ ©'* Israel 1,985/ 9,874 2.84 (2.09-3.85)"
disease™ 5 T
Taiwan 1,998/ 7,992 7.18 (5.55-9.29)"
USA Not detailed 6.03 (3.53-10.31)*
| ! Ulcerative colitis™ Israel 1,985/9,874 1.9 (1.1-3.3)"
Diabetes mellitus UsSA Mot detailed 5.07 (1.07-23.98)" - -
type | Chranic ubst_ructlvem Israel 1,985/ 9,874 131218
y
i s 4 . 17.4 milli . .55-18,79)™
. Myasthenia gravis USA | 6,406/ca. 17.4 million | 6.92 (2.55-18.79) Neu ical dis .
Systemic lupus Taiwan 1,998/ 7,992 4.46 (1.88-10.6)" 04 .
erythematosus™ Dementia Israel 1,985/ 9,874 1.97 (1.77-2.20)
Siogren's syndrome®” | Taiwan | 1,998/7,992 15.0 (3.16-71.5)"5 Epiepsy™ | ter=et 1,985/ 9,874 178 (1.36-2.3377
N . o ”
Alopecia areata™ Taiwan 1,998/ 7.992 268 (1 26-5.67)5 Parkinson disease’ Israel 1,985/ 9,874 2.09(1.74-2.51)
Bipolar disorders®™ | Israel 1,985/ 9,874 1.7 (1.0-2.9)"
Malignancies poar clagrcers sra ( )
Schizophrenia® Israel 1,985/ 9,874 1.5(1.1-2.2)"
Leukaemia®- 5 USA 6,406/ca. 17.4 million | 1.56 (1.08-2.24)" rzophren! { J
- Others
Israel 1,985/ 9,874 21(1.2-38)"
Diabetes® Canada 295/ Canadian general | 2.20 (1.64-2.87)%
Mon-Hodgkin usa 6,406/ca. 17.4 million | 1.52 (1.15-2.03)"" population
I\.lrnf;|hnmas"""a
: - Hypothyroidism® Canada 295/ Canadian general | 1.53 (1.08-2.10)*
Israel 1,985/ 9,874 1.5 (1.0-2.2)* population
Haematological Germany PV only: 860/5,142 2.10(1.40-3.03)"
malignancies™
Multiple myeloma® Israel 1,985/ 9,874 2.2(1.2-39)"
Oesophageal Israel 1,985/ 9,874 29(1.1-7.4)"
cancer™
Laryngeal cancer™ Israel 1,985/ 9,874 20(1.04.14)
Oropharyngeal Germany PV only: 860/5,142 7.21(2.68-19.9)"

Tableau 3 : Pathologies associées aux PV et PF

Seules les études ayant rapporté une association positive sont présentées, * parents au premier degré, **
Od(ds ratio (intervalle de confiance a 95 %)

(Schmidt et al. 2019).

B. Génétique du pemphigus

A T’instar des autres maladies auto-immunes spécifiques et non spécifiques d'organes, de
nombreux arguments supportent le fondement génétique du pemphigus. Il ne s’agit pas d'un
modele héréditaire mais plutdét d’un modéle «polygénique» avec des mécanismes ajoutés ou

complémentaires de plusieurs génes (Tron et al. 2006).
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a. Susceptibilite HLA

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. Des études ont montré que le PV (Figure 14), le PF et le PPN

sont préférentiellement associés aux alleles HLA de classe II dans divers groupes ethniques.

Les preuves les plus solides du risque de pemphigus vulgaire dans toutes les populations
ont été retrouvée sur les alleles HLA DRB1*04:02 et DQB1*05:03 (Vodo et al. 2018). En fait, la
plupart des patients atteints de pemphigus vulgaire expriment 1'un de ces deux alléles. Dans deux
méta-analyses portant sur 18 études relatives a I'association du pemphigus vulgaire avec les all¢les
des génes HLA-DRBI et HLA-DQBI1 : DRB1*04, DRB1*08, DRB1*14, DQB1*05:03 et
DQB1*03:02 étaient significativement augmentés (Li et al. 2018b; Yan et al. 2012). Au contraire,
la fréquence des alleles DRB1*03, DRB1*07, DRB1*15, DQB1*05:01, DQB1*02, DQB1*06:01
et DQB1*03:03 était diminuée de manicre significative chez les patients par rapport aux controles
sains. Tres récemment, deux études d'association a 1'échelle génomique chez des patients chinois
atteints de pemphigus vulgaire ont identifi¢ DRB1*14, DQB1*05:03 et DRB1*04 comme des
alleles a risque (Gao et al. 2018; Zhang et al. 2019).

Dans les cas du pemphigus foliacé brésilien non endémique mais aussi non endémique,

HLA DRB1*04 était I'allele de susceptibilité le plus fréquemment signalé.
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Morth America
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Figure 14 : Carte mondiale montrant l'association des génes HLA de type II avec le PV dans différentes
populations, regroupées selon les régions géographiques

Le nom de chaque population étudiée est suivi par : 1. Patients/témoins (n). Les numéros entre parentheses
sont les réferences bibliographiques utilisées dans [’article d’ou provient cette figure.

(Vodo et al. 2019).

Le PF est associ¢ de manicre similaire a certains polymorphismes HLA, notamment le
HLA-DRB1*04 et le HLA-DRB1*14 caractérisés a 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 étre principalement liée aux HLA-DRB1*0102, *0404, *0406, *1406, *1601
et DQB1*0302 (Petzl-Erler and Santamaria 1989).

Au vu du rdle des génes HLA de classe II dans la réponse immunitaire adaptative,
l'explication la plus plausible de cette association est que ces alleles associés au pemphigus
conferent aux molécules du CMH la capacité de lier plus efficacement les peptides dérivés des
auto-antigénes et de les présenter aux LT auto-réactifs conduisant les LB auto-réactifs a produire

des auto-Ac pathogénes (Figure 15).
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Figure 15 : Présentation antigénique de la DSG 3 par le CMH de classe 11

Modélisation du sillon de présentation antigenique du peptide de la DSG3 par une cellule présentatrice
d’antigene (CPA) au TCR (T cell receptor) du LT CD4+ par l'intermédiaire du CMH de classe Il 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 a la poche P4 chargée négativement formée par les résidus DRB70 et DRS71 de DRBI1*0402
(Hertl et al., 1998, 2006).

L’hypothese selon laquelle des alleles HLA de classe II favorisent la réponse auto-immune
a été confirmée dans plusieurs travaux sur la réponse proliférative lymphocytaire T vis-a-vis des
peptides de la DSG1 et de la DSG3 obtenue chez des patients pemphigus mais également chez
des donneurs sains présentant les méme haplotypes HLA de susceptibilité (Gebhard et al., 2005;
Hertl et al., 1998). Par ailleurs, les sites de liaison peptidique des molécules HLA-DRBI1 et DQB1
ont montré des caractéristiques structurales identiques dans les poches P1, P4, P6, P7 et P9 de la
molécule HLA (Wucherpfennig et al. 1995). Enfin, la présence d’un AA chargé positivement au
sein des épitopes T de la DSG3 renforce I’adhésion dans la poche P4 chargée négativement (Figure
15). Ainsi, ces molécules HLA présentent une conformation et des charges électriques participant

a leur haute affinité pour les peptides de la DSG3.

b. Susceptibilités non HLA

A ce jour, seul un nombre limité d'études a pu montrer une association entre les génes non
HLA et le PV. La plupart de ces études ont utilisé une approche par génes « suspectés » pour
¢tudier une association possible entre la PV et des génes liés a 1'auto-immunité, principalement des

auto-antigénes, des cytokines et des immunoglobulines connus pour jouer un réle dans la
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pathogenése du PV, comme le TNF-q, 1'IL-6 et I'IL-10 (Feliciani et al. 2000; Giordano and Sinha
2012; Grando 2011). Cependant, les résultats de ces études ont souvent été contradictoires, limités

a des groupes ethniques spécifiques et n'ont pas pu €tre extrapolés a d'autres populations.

Jusqu'a présent, quatre génes non-HLA ont été associés au pemphigus vulgaire dans au

moins deux populations (Gao et al. 2018; Sarig et al. 2012; Vodo et al. 2018):

- DSG3, codant pour l'auto-antigene du pemphigus vulgaire pemphigus vulgaire DSG3 :
deux haplotypes différents dans le gene DSG3 ont été trouvés en association avec le PV chez des
patients britanniques et indiens du Nord, respectivement. 11 est intéressant de noter que les patients
porteurs de I'un de ces deux haplotypes a risque étaient toujours porteurs d'alleles HLA de classe
IT associés au PV, ce qui suggere des effets additifs possibles pour ces deux loci (Capon et al.

2006).

- TAP2, codant pour une protéine impliquée dans le transport des peptides vers les

antigénes HLA de classe |
- IL6, codant pour la cytokine pro-inflammatoire interleukine-6

- ST18, codant pour un facteur de transcription impliqué dans I'inflammation et I'apoptose,
surexprimé dans le tissu cutané du pemphigus vulgaire. En effet, ’expression du géne ST18
stimule l'acantholyse induite par le sérum de PV et la sécrétion de molécules inflammatoires clés,

ce qui soutient un rdle direct de la ST18 dans la pathogenese du PV (Assaf et al. 2021).

C. Les facteurs environnementaux

Outre les traits de susceptibilité génétique, des facteurs environnementaux déclencheurs de
la maladie ont été postulés, comme le prouvent les observations réalisées dans les zones
endémiques ou au sein des familles de patients. De faibles concentrations d'auto-anticorps anti-
DSG sont présentes dans les sérums d'environ la moitié des parents au premier degré cliniquement
non affectés de patients atteints de pemphigus (Ahmed et al. 1993; Brandsen et al. 1997) et dans
le sérum des habitants des zones a forte prévalence de pemphigus foliacé (Warren et al. 2000), ce

qui suggere l'existence de plusieurs facteurs déclenchants.

Le PF endémique brésilien (folgo selvagem) est un exemple qui illustre bien I’interaction
entre les prédispositions génétiques précédemment décrites, et les facteurs environnementaux

(Figure 16). En effet, dans le PF endémique, la protéine salivaire LIM11 de la mouche des sables
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Lutzomyia Longipalpis présente une homologie de séquence avec la DSG1 et est responsable d’une

réaction croisée avec celle-ci (Qian et al. 2012).

Brazil Lo
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IT-::uid:m:'m."J |
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Mato Grosso do Sul |

Figure 16 : Les régions endémiques du folgo selvagem

Les régions endémiques du FS sont situées dans les plans centraux du Brésil. Du fait de la forte prévalence
du FS, pouvant atteindre 3% de la population dans certaines villes, des hopitaux spécialisés s’y sont
installés (Diaz et al. 2020).

Fait intéressant, les individus sains vivants dans les zones endémiques présentent des Ac
anti-DSG1 non pathogénes. Ce sont des IgM et IgG de sous-classe [gG1 dirigés contre le domaine
ECS5 de la DSGI. Les malades, quant a eux, présentent des auto-Ac anti-DSG1 pathogenes de
sous-classe 1gG4 et des IgE se liant aux domaines EC1 et EC2 de la DSG1 impliqués dans la
pathogénése du pemphigus (Warren et al. 2003). La stimulation antigénique initiée par ces facteurs
environnementaux chez des individus génétiquement prédisposés pourrait alors se concrétiser par

une extension épitopique et €tre a 1’origine du processus auto-immun (Aoki et al. 2015).

Dans le pemphigus non endémique, plusieurs facteurs de risque ont ét¢ mis en évidence
comme l'utilisation de médicaments particuliers tels que la pénicillamine et le captopril,
I'exposition a des pesticides, les vapeurs métalliques, les rayons ultraviolets et les radiations
ionisantes, les brilures, les interventions chirurgicales le microbiote (Scaglione et al., 2020) ou

encore les événements stressants (Morell-Dubois et al. 2008).
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Quelques cas de pemhigus ou d’exacerbation suite a une vaccination ont été décrits. C’est
le cas de vaccination contre la grippe, 1'hépatite B, la rage et le tétanos (Berkun et al. 2005; De
Simone et al. 2008; Korang et al. 2002; Yalg¢in and Alli 2007). A noter que plusieurs cas de
rechutes ou exacerbations de pemphigus et méme un cas de 1% poussée de la maladie ont été
rapportés suite a la vaccination contre la Covid-19 (Damiani et al. 2021; Solimani et al. 2021;
Thongprasom et al.). A ce jour, aucune démonstration de causalité entre la survenue ou

exacerbation de pemphigus et la vaccination n’a été établie.

Les infections herpétiques tels que le virus herpes simplex (HSV), le virus d’Epstein-Barr
(EBV) ou le virus de I’herpés (HHV-8), pourraient participer pathogénése du pemphigus d’apres
certaines observations cliniques et expérimentales (Tufano et al. 1999). En effet, les épidermiques
dues au HSV conduiraient a une surexposition de la DSG1 et la DSG3 a I’origine de la production

d’auto- Ac.

5. Physiopathologie du pemphigus

A. Generalites

La physiopathologie du pemphigus a fait I'objet de récentes revues approfondies (Ahmed
et al. 2016; Amber et al. 2018; Kasperkiewicz et al. 2017; Nguyen et al. 2000c; Pollmann et al.
2018; Schmidt et al. 2019; Spindler et al. 2018) . En résumé¢, chez des individus génétiquement
susceptibles, la réaction auto-immune est dirigée par des lymphocytes T et des lymphocytes B
autoréactifs. Les lymphocytes T autoréactifs sont éduqués par des cellules présentatrices
d'antigénes qui présentent des peptides DSG spécifiques via leurs molécules HLA de classe 11
décrites précédemment. Ces lymphocytes T autoréactifs CD4 sont spécifiques des molécules de
DSG et vont stimuler la production d'anticorps spécifiques de la DSG par les cellules B (Hertl et
al. 2006; Kasperkiewicz et al. 2017). L'importance physiopathologique des lymphocytes T dans le
pemphigus vulgaire a également été démontrée in vitro chez des souris transgéniques exprimant
le HLA-DRB1*04:02 et le récepteur CD4 humain, qui, aprés immunisation avec de la DSG3
humaine, ont ét¢ amenées a exprimer des IgG anti-DSG3 humaines avec une activité
acantholytique (Eming et al. 2014). De plus, I’étude récente des populations Tth (folliculaire

helper) autoréactives, populations T CD4 partenaires privilégiés des LB autoréactifs au sein du
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centre germinatif, laisse a penser que celles-ci ont logiquement un role central dans la réponse

auto-immune (Maho-Vaillant et al. 2021).

Les observations cliniques (Hébert et al. 2019; Joly et al. 2017) et expérimentales (Figure
17) prouvent largement la pathogénicité des auto-anticorps contre DSG1 et DSG3 dans le

pemphigus.

Normal lgG Pemphigus lgG Normal lgG

£

Pemphigus lgG

Disease activity

Anti-Dsg1
Other *
4 Anti-Dsg3

Pemphigus IgG

e g Splenocytes
Dsg3-deficient £
mice J \

Rag2-deficient
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Figure 17: Effets pathogénes des auto-anticorps du pemphigus d'aprés les résultats cliniques et
expérimentaux

(A) Le transfert transplacentaire d'auto-anticorps maternels provenant de meres atteintes de PV peut
provoquer des bulles transitoires chez les nouveau-nés (pemphigus néo-natal)(Wu et al. 2009).

(B) Les valeurs ELISA des anticorps sériques anti-DSG sont paralléles a l'activité de la maladie chez
presque tous les patients atteints de pemphigus foliacé et chez la plupart des patients atteints de pemphigus
vulgaire (Hébert et al. 2019; Schmidt et al. 2010).

(C) Dégradation des desmosomes (coloration rouge) dans des kératinocytes en culture apres incubation
avec des IgG provenant de patients (Farb et al. 1978).
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(D) Acantholyse des kératinocytes en culture aprés traitement avec des IgG provenant de patients (Ishii et
al. 2005).

(E) Clivage intra-épidermique (fleche) chez les souris auxquelles on a injecté des sérums de patients ou
des IgG monoclonales murines anti-DSG (Anhalt et al. 1982, Schulze et al. 2012).

(F) Production d'anticorps anti-DSG3 et bulles intra-épidermiques (fleche) induites chez des souris
immunodeéficientes Rag2-KO apres transfert de lymphocytes provenant de souris DSG3-KO immunisées a
la desmogléine 3 (Amagai et al. 2000).

D’apreés Schmidt et al. 2019.

Néanmoins, tous les anticorps anti-DSG ne sont pas pathogenes, ce qui pourrait expliquer
que chez certains patients atteints de pemphigus vulgaire, les concentrations sériques d'anti-DSG3
ne soient pas en corrélation avec l'activité de la maladie et puissent persister jusqu'a la rémission.
Les épitopes pathogenes de la DSG1 et de la DSG3 sont dépendants du Ca2+ et de la conformation.
I1s sont généralement regroupés dans les domaines EC1 et EC2, mais peuvent étre trouvés sur tous

les domaines extracellulaires de la DSG (EC1-5) (Eming et al. 2014; Zenzo et al. 2012).

Contrairement aux pemphigoides dans lesquelles une cascade d'événements comprenant
l'activation du complément et les effets médiés par les récepteurs Fc des anticorps induisent la
formation de bulles sous-épidermiques, des fragments monovalents d'anticorps anti-DSG
dépourvus de la partie Fc peuvent également provoquer une acantholyse in vitro et in vivo (Payne
et al. 2005; Rock et al. 1989). Conformément a ces observations, les auto-anticorps du pemphigus
sont principalement de la sous-classe [gG4 (Funakoshi et al. 2012; Futei et al. 2001; Rock et al.
1989), qui n'active pas le complément, active faiblement les cellules effectrices immunitaires via
sa région Fc et ne s’apparie pas efficacement 'antigéne (Aalberse and Schuurman 2002). Ainsi, la

liaison des auto-anticorps semble pouvoir compromettre directement la fonction desmosomale.

Par ailleurs, le role pathogene d’anticorps non dirigés contre les protéines desmogléines est
suggéré. Pour exemple, I’hypothése du rdle des anticorps anti-Dsc est soutenue par plusieurs
observations : 1) le phénotype clinique d'érosions séveres, la présence d’un clivage supra basal
chez les souris déficientes en Dscl épidermique, et ii) les effets pathogenes des IgG anti-Dsc3 in

vitro (Chen et al. 2008; Rafei et al. 2011).

La contribution des anticorps contre des antigénes non-desmosomaux a la
physiopathologie du pemphigus est quant a elle suggérée par la corrélation des concentrations
sériques d'IgG anti-récepteur de l'acétylcholine de type muscarinique avec la sévérité de la
maladie, la présence d’Ac dirigés contre hSPCA1 (canal calcique) chez la moitié des patients
atteints de PV ou encore et 'effet copathogéne des anticorps anti-mitochondriaux in vitro (Amber

et al. 2018). Ceci sera développé davantage plus loin dans le manuscrit.
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B. L’acantholyse

La séquence exacte des événements dans l'acantholyse médiée par les anticorps anti-DSG
n'a pas encore été complétement élucidée; cependant, trois mécanismes majeurs de liaison des IgG
anti-DSG ont ét¢ identifiés (Figure 18): (i) par le biais d'un obstacle stérique a 1'adhésion trans-
(entre molécules sur des cellules opposées) et cis- (entre molécules sur les mémes cellules) médiée
par la desmogléine; (ii) par la promotion du désassemblage des desmosomes (par regroupement
et/ou endocytose des desmogléines); et (iii) par la stimulation des voies de signalisation qui
peuvent entrer en synergie avec ces mécanismes pour moduler l'adhésion cellulaire des
kératinocytes. En effet, dans le PV, I'endocytose de la desmogléine 3 induite par les IgG est régulée
par la voie de la protéine kinase activée par les mitogénes (MAPK) p38 et son effecteur en aval,
la protéine kinase 2 activée par les MAPK (MK2) (Jolly et al. 2010; Mao et al. 2011; Saito et al.
2012). L'inhibition de p38 ou de MK2 prévient l'acantholyse induite par les IgG du pemphigus
vulgaire et les bulles spontanées induites par les anticorps monoclonaux dans les modeles de souris
a transfert passif (Berkowitz et al. 2006). De la méme facon, p38 régule 1'acantholyse induite par

les IgG du pemphigus foliacé.
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Figure 18 : Mécanismes de I’acantholyse

Les fleches pointillées indiquent que le mécanisme de transduction du signal peut affecter a la fois
l'encombrement stérique et la déplétion de la desmogléine. DAG, diacylglycérol ; DP, desmoplakine ;
HSP27, protéine de choc thermique 27 ; PG, plakoglobine ; PIP2, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate ;
PKC, protéine kinase C ; PKP, plakophiline ; PLC, phospholipase C.

(Kasperkiewicz et al. 2017).

C. Modéles expérimentaux de pemphigus

La recherche scientifique sur le pemphigus dispose désormais de modeles in vitro et in vivo
solides qui ont permis de mieux comprendre les mécanismes auto-immuns régulant la maladie et
plus particuliérement le role de I’immunité adaptative via l'activation des LT et LB auto-réactifs

et I’action des auto-Ac dans le pemphigus.

a. Le test d’acantholyse in vitro

11 s’agit d’un test permettant de reproduire in vitro 1’acantholyse observée histologiquement
in vivo. Cela a été réalisé sur des cultures de peau humaine en présence d’IgG de patients atteints

de PV et de PF, confirmant la pathogénicité des auto-Ac (Hu et al. 1978; Schiltz and Michel 1976).
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L’interprétation est basée sur le nombre de fragments cellulaires obtenus par I’application
d’un stress mécanique et 1’utilisation de dispase sur une culture de kératinocytes en monocouche
(HaCaT) mise en présence d’auto-Ac. Le test permet d’obtenir des scores de dissociation
parfaitement corrélés a la sévérité de la maladie sur des sérums de patients ayant des sévérités

cliniques différentes mais présentant des titres d’Ac similaires par ELISA (Ishii et al. 2005).

b. Les modeéles murins

Plusieurs mod¢les animaux ont ét¢ développés afin d’étudier la physiopathologie du
pemphigus et d’évaluer les stratégies thérapeutiques (Figure 19). Les travaux sont majoritairement

orientés sur I'auto-immunité contre la DSG3 en tant qu'auto-antigéne principal du PV.
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Figure 19 : Modéles murins de pemphigus
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a | Modéle de transfert passif. Des fractions d'IgG a partir de sérums de patients sont injectées par voie
intrapéritonéale ou sous-cutanée a des souris néonatales. La souris développe des bulles qui présentent
une histologie typique observée chez les patients, avec un dépot d'lgG sur les surfaces cellulaires des
kératinocytes et une acantholyse (astérisque).

b | Modele de maladie active.

En haut : Les souris déficientes en DSG3 (DSG3-/-) ne géneérent pas de tolérance contre la DSG3 car celle-
ci n'a jamais été exposée aux cellules immunitaires. Apreés transfert adoptif de [ymphocytes de souris DSG3-
/-, les souris immunodéficientes (Rag2-/-), produisent des anticorps IgG anti-DSG3 et présentent un
phéenotype de PV.

En bas : Le PV est généré par le transfert adoptif de cellules T spécifiques de DSG3 a partir de souris
transgéniques exprimant le TCR spécifique de DSG3 a des souris immunodéficientes. Les cellules T
transférées s'infiltrent directement dans la peau et attaquent les kératinocytes exprimant DSG3, provoquant
une dermatose auto-immune expérimentale, en [’absence d’anticorps anti-DSG3, utile pour analyser les
mécanismes auto-immuns cellulaires médiés par les cellules T.

¢ | Modele humanisé. Dans ce modele, des souris déficientes en CMH de classe Il sont modifiées pour
exprimer le HLA-DRB1*0402 transgénique. Aprés immunisation avec de la DSG3 recombinante humaine,
les souris produisent des anticorps anti-DSG3 humains capables d’induire la formation de bulles dans des
modeles de peau humaine (Kasperkiewicz et al., 2017).

e Transfert passif

Dans un modele de souris néonatales (Balb/c), le transfert passif d’IgG purifiées a partir de
sérums de patients atteints de PV, permet de reproduire un phénotype de pemphigus sur la souris
et ainsi de confirmer la pathogénicité des auto-anticorps IgG (Anhalt et al. 1982) (Figure 19A).

Par la suite, ce modele a permis d’étudier les médicaments qui ciblent l'interaction
anticorps-antigéne et les événements moléculaires observables au sein des kératinocytes. Par
exemple, ce modele a permis de montrer que le transfert passif d’IgG de patients PV a des souris
déficientes en protéine C5 du complément provoque, de la méme manicre, ’apparition de de
Iésions pemhigus-like, suggérant que I’activation de la voie du complément n’est pas utile au
phénomene d’acantholyse (Anhalt et al. 1986). De méme, il a été démontré que des IgG4 anti-
DSGI purifiées a partir de sérums issus de patients atteints PF brésilien endémique, étaient
capables d’induire des érosions cutanées de fagon dose-dépendante (Rock et al. 1989b; Roscoe et
al. 1985). Enfin, il existe désormais un mode¢le a partir de l'inoculation de cellules d'hybridome
AK23 produisant des Ac monoclonaux (Acm) anti-DSG3 a des souris adultes (Tsunoda et al.

2003).

o  Modeéles de maladie active

Des mode¢les de maladie active ont été ¢laborés afin d’étudier les mécanismes aboutissant
la production d’auto-Ac mais permettant aussi d’évaluer les stratégies thérapeutiques ciblant les
cellules T et B autoréactives. Initialement, le probléme principal a été de faire face aux mécanismes
de tolérance émergeant parallelement a la réponse auto-immune (Figure 19B).
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Pour surseoir a cet obstacle, un modele murin a partir du transfert adoptif de splénocytes
de souris DSG3 KO a des souris immunodéficientes (Rag2”") mais exprimant la DSG3 a été
¢laboré (Amagai et al. 2000; Koch et al. 1997). Ce mode¢le a permis de générer une auto-immunité
chez la souris receveuse du fait de I’exposition a la DSG3 endogene de celle-ci en s’affranchissant
d’une tolérance préalable a la DSG3 puisque les lymphocytes transférés n’y avaient jamais été
exposés au préalable. Ce modele murin de pemphigus a aussi mis en évidence le caractere
indispensable des LB et des LT CD4 a la genése du pemphigus puisque la déplétion d’une de ces
deux populations avant transfert annule la réponse auto-immune chez la souris receveuse (Aoki-

Ota et al. 2004).

Des souris transgéniques exprimant un TCR spécifique de la DSG3 peuvent étre aussi
utilisées pour comprendre certains aspects des mécanismes de tolérance et spécifiquement le rdle
des cellules T dans la réponse humorale et I'immunité cellulaire (Takahashi et al. 2011). Ainsi, ces
LT CD4" issues de souris transgéniques provoquent un phénotype sévére de dermatose de

I’interface par une infiltration de LT lorsqu'ils sont transférés chez des souris immuno-déficientes.

o  Modeéles humanisés

Une derniére approche est celle des modeles de souris humanisées. Le plus connu et le plus
utilisé a ce jour est le modéele de souris humanisée pour I'all¢le de prédisposition HLA-DRB1*0402
associé au pemphigus (Eming et al., 2014) (Figure 19C). Des souris déficientes en CMH de classe
I endogéne murine (I-AB”") ont été modifiées pour exprimer de maniére transgénique le HLA-
DRB1*0402. Aprés immunisation avec la DSG3 humaine recombinante, les souris transgéniques
HLA-DRB1*0402 développent une réponse immunitaire dépendante des LT CD4" conduisant a
la production d’IgG humains anti-DSG3. Ces Ac sont capables d’induire in vitro une perte
d'adhésion inter-kératinocytaire et une acantholyse sur des biopsies cutanées humaines.
L’introduction d’un obstacle a la communication T/B par différents Ac monoclonaux anti-CD4,
anti-CD40L ou encore anti-CD20 impacte fortement la production d'IgG anti-DSG3 démontrant
ainsi que I’interaction des LB et des LT est indispensable au déclenchement de la réponse auto-
immune. De plus, cette reconnaissance de la DSG3 par les LT est spécifique des alléles HLA de
classe II de prédisposition, puisque l'immunisation des souris transgéniques avec un peptide de la
DSG3 non reconnu par le HLA-DRB1*0402 (Wucherpfennig et al. 1995) ne conduit pas a une

réponse auto-immune. Ce modele constitue donc un outil précieux pour analyser d’une part les
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interactions entre LT et LB mais aussi entre les peptides de la DSG3 humains et les molécules

HLA associées au PV.

D. Role des auto-anticorps

Le pemphigus est une des rares MAI pour laquelle la pathogénicité des auto-Ac a été
clairement démontrée par des observations et essais cliniques (Abasq et al. 2009; Hébert et al.
2019; Joly et al. 2017) et dans les diverses études expérimentales précédemment décrites. Les
recherches récentes se sont portées sur la compréhension des mécanismes pathologiques des Ac
qui conduit a I’acantholyse mais également sur le role hypothétique des auto-Ac « non DSG » dans
la survenue des lésions, et particulicrement chez les patients ayant une discordance immnuno-

clinique, c’est-a-dire une maladie active malgré I’absence d’Ac anti-DSG.

a. Les anticorps anti-desmogléine

Les profils d'expression intra-épithéliaux de la DSG1 et de la DSG3 sont différents dans la
muqueuse buccale et dans la peau (Amagai 2003; Stanley and Amagai 2006). Dans la peau, la
DSGI est exprimée dans tout I'épiderme mais plus abondamment dans les couches superficielles,
alors que la DSG3 est presque exclusivement exprimée dans les couches cellulaires basales et
parabasales. Dans les muqueuses, la DSG1 et la DSG3 sont toutes deux exprimées mais les taux
de DSGI sont beaucoup plus faibles que ceux de la DSG3. Le profil des auto-anticorps dirigés
contre la DSGI et la DSG3 correspond en grande partie a des caractéristiques cliniques

spécifiques.

Ainsi, les patients atteints de pemphigus foliacé ne présentent essentiellement que des auto-
anticorps anti-DSG1; les patients atteints de pemphigus vulgaire a dominante muqueuse ont
principalement, voire uniquement, des autoanticorps anti-DSG3; tandis que ceux atteints du type

de pemphigus vulgaire cutané ont a la fois des autoanticorps anti-DSG3 et anti-DSGI.

On peut trouver des anticorps IgG anti-DSG1 et anti-DSG3 circulant dans le sérum et se
liant a la surface des kératinocytes de la peau et des muqueuses chez les patients atteints de
pemphigus, méme dans des épithéliums qui semblent normaux. Cependant, 1'application d'une

pression latérale sur cette peau péri-lésionnelle d'apparence normale peut induire des
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bulles/érosions et une division de 1'épiderme (signe de Nikolsky positif), révélant ainsi une

adhésion cellulaire compromise.

b. La théorie de la compensation

La corrélation entre le profil d'autoanticorps et le phénotype clinique peut étre expliquée
physiologiquement par la théorie de la compensation de la DSG, qui repose sur la découverte que
la DSG1 et la DSG3 peuvent se compenser l'une l'autre lorsqu'elles sont co-exprimées dans la
méme cellule et que la fonction adhésive est altérée uniquement dans l'une d'entre elles (Amagai
1999; Mahoney et al. 1999; Stanley and Amagai 2006). La théorie de compensation de la DSG
fournit une base logique pour comprendre comment les auto-anticorps pathogénes induisent le

phénotype des cas typiques de pemphigus vulgaire et de pemphigus foliacé (Figure 20).

Conformément a cette théorie, les toxines exfoliantes produites par Staphylococcus aureus
en cas de syndrome d’épidermolyse staphylococcique ou d’impétigo bulleux, clivent
spécifiquement la desmogléine 1 et ne provoquent ainsi que des bulles superficielles cutanées, la

muqueuse buccale étant épargnée du fait de I’expression de niveaux élevés de DSG3.
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Pemphigus foliaceus
Skin Mucous membrane

Pemphigus vulgaris
Skin Mucous membrane

Figure 20 : La théorie de la compensation de la desmogléine et les sites de formation des bulles dans le
pemphigus

1 signifie desmogléine (DSG) 1 et 3 signifie DSG3. L’antigéne du pemphigus foliacé, la DSGI, est
principalement exprimé dans [’épiderme supérieur tandis que I’antigene du pemphigus vulgaire, la DSG3,
est présent plus profondément dans 1’épiderme. Dans toute zone ou la fonction de DSG1 ou de DSG3 a été
desactivée et ou l'autre DSG n'est pas présente pour compenser, une bulle (représentée par la perte
d'adhérence cellule-cellule) se produit (Hammers and Stanley, 2016).

c. Détail des anticorps anti-desmogléine

Bien que les concentrations sériques d'IgG anti-DSG soient généralement corrélées a
l'activité du pemphigus, certains patients présentent une rémission clinique en gardant des titres
d’IgG anti-DSG ¢levés, ce qui refléte l'existence d’Ac anti-DSG non pathogénes (Abasq et al.
2009b; Belloni-Fortina et al. 2009). Ces IgG anti-DSG non pathogénes ont également été détectés
chez des parents au 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. Ainsi, les individus sains vivants en zone endémique
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présentent des IgG1 dirigées contre le domaine EC5 de la DSG1 alors que les malades présentent

des IgG4 réactives aux domaines EC1/EC2 de la DSG1 (Culton et al. 2008).

e Les isotypes d’immunoglobulines

Comme évoqué précédemment, les modeles murins de pemphigus ont montré que les auto-
Ac anti-DSG pouvaient agir indépendamment de 1’activation du voie du complément (Anhalt et
al. 1986). En effet, les fragments d'Ac monovalents (Fab), bivalents (Fab’2) ou monocaténaires
recombinants (scFV : single chain variable fragment) des 1gG spécifiques des DSG sont capables
d'induire la dissociation des kératinocytes in vitro et in vivo (Espana et al. 1997; Payne et al. 2005;
Rock et al. 1989b). Par conséquent, le fragment Fc des Ac pathogenes du pemphigus ne semble

avoir qu'une importance mineure.

Quant au profil sérologique des patients, il montre essentiellement la présence d’I1gG4 et
IgG1 (96% et 76%, respectivement) en phase active de la maladie, contre environ 10 a 20%
concernant les autres sous classes [gG2 et des [gG3 (Futei et al. 2001; Jones et al. 1988) alors que

les autres isotypes IgE et/ou IgA sont rarement retrouvés (Nagel et al. 2010a; Spaeth et al. 2001).

Fait intéressant, les IgG4 sont, a I’état physiologique, la plus petite fraction (< 5%) des IgG
et présentent de faibles propriétés d'activation du complément ou des leucocytes (Tao et al. 1993).
Considérée comme immunologiquement inerte (Figure 21), I’'IgG4 est d’ordinaire associée a une
fonction anti-inflammatoire survenant généralement aprés une exposition chronique a l'antigéne
(Aalberse et al. 1983). Sa production est stimulée par les cytokines de polarisation Th2 telles que
I’IL-4, ’IL-13 mais également par I’IL-21 ou la cytokine immuno-régulatrice IL-10 (Cho et al.
2015). Sa pathogénicité passe en général par le blocage des interactions protéine/antigeéne cible

(Aalberse et al. 1983).
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Figure 21 : Structures et fonctions des différents isotypes d’IgG

L'effet pathogene de 1'l[gG4 dans le PV a été prouvé dans le modele murin de transfert passif
(Rock et al. 1989). In vitro, 1’'lgG4 est plus pathogene 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, les IgG1 dirigées
contre la DSG1 ou 3 peuvent également contribuer a la pathogénicité via un encombrement
¢galement, suggérant que 1'l[gG4 n’est pas 1'entité pathogene exclusive (Lo et al. 2016).

A propos de la variation des isotypes en fonction du statut clinique des patients, les résultats
divergent dans la littérature. Alors que des travaux ont montré une évolution isotypique avec une
proportion croissante d'IgG1 en phase de rémission (Ayatollahi et al. 2004a; Bhol et al. 1995;
Spaeth et al. 2001), d’autres travaux n’ont pas retrouvé un tel résultat (Dhandha et al. 2012; Futei
et al. 2001). En revanche, les isotypes IgE et IgA des Ac anti-DSG semblent étre associ€s
uniquement a la phase active de la maladie (Nagel et al. 2010a; Spaeth et al. 2001).

e La spécificité antigénique

L’étude des Ac anti-DSG au cours du pemphigus a permis de renseigner certaines de leurs
propriétés (Amagai et al. 1995; Bhol et al. 1995). Ces travaux ont démontré que la réponse anti-
DSG est polyclonale avec des Ac ayant des propriétés distinctes. Il a pu étre réalisé une
cartographie des épitopes immuno-dominants grace a des protéines chimériques de la DSGI et de

la DSG3, montrant ainsi que que les Ac anti-DSG se lient préférentiellement aux épitopes N-
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terminaux des domaines EC1 et EC2 dont la conformation est dépendante du Ca** (Figure 22)

(Didona and Di Zenzo 2018).

A Pemphigus vulgaire

(Serums de 53 patients) Dsg3
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Figure 22 : Régions antigéniques ciblées par les anticorps anti-DSG

Représentation schématique des régions antigéniques reconnues par les auto-anticorps sériques des
patients atteints de pemphigus vulgaire (4) ou de pemphigus foliacé (B) au moment du diagnostic. Le
pourcentage exprimé représente le pourcentage relatif de réactivité (Didona and Di Zenzo 2018, Ohyama
etal. 2002).

La purification d’Acm issus des modeles murins puis de patients atteints de pemphigus a
permis d’établir leur pathogénicité en évaluant leur capacité a provoquer l'acantholyse in vitro et
in vivo. En utilisant le modéle murin de PV généré par immunisation d’une souris DSG3 KO,
I’inoculation des splénocytes dans un modele de souris myélomateuse a permis de générer
plusieurs dizaines d’hybridomes produisant des Acm murins anti-DSG3. Parmi eux, I'Acm murin
AK23 présente une activité hautement pathogeéne en se liant a la partie N-terminale du domaine

EC1 de la desmogléine 3 (Tsunoda et al. 2003).

Les premicres analyses du répertoire B auto-réactif de patients ont pu ensuite étre réalisées
grace a la production d’un certain nombre d’Acm pathogenes et non pathogénes humains anti-
DSG sous forme de fragment d’scFV via la méthode des « phage display », a 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), 1’équipe

de Di Zenzo a caractérisé des Acm anti-DSG3 pathogénes de patients atteints de pemphigus
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(Zenzo et al. 2012). Les épitopes pertinents identifiés dans les modeles murins ont été confirmés
et I’activité pathogéne de ces Acm humains est liée, 1a aussi, a la reconnaissance de la région N-

terminale du domaine EC1 (Yeh et al. 2006).

Les études cristallographiques et biochimiques des cadhérines classiques ont montré que
les domaines EC1 et EC2 constituent l'interface adhésive assurant les interactions trans et cis et
que les Acm anti-DSG pathogénes de patients ou de I’hybridome AK23 se lient directement aux
résidus qui interviennent dans l'interface adhésive (Figure 23) (Boggon et al. 2002). C’est cette
reconnaissance antigénique qui conduit & un encombrement stérique de I’interaction des
cadhérines desmosomales qui d’une part perturbe 1’adhérence du desmosome et d’autre part,
déclenche une signalisation intracellulaire aboutissant a la déstabilisation/internalisation des

desmogléines (Zenzo et al. 2012).

Figure 23 : Modélisation de Uinterface d’adhésion des domaines extracellulaires des cadhérines et des
épitopes ciblés par des anticorps pathogénes anti-DSG3

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. Les sphéres vertes
représentent les ions calcium (Ca’’) permettant aux domaines EC des cadhérines d'adopter une
conformation rigidifiée et fonctionnelle (Boggon et al. 2002; Zenzo et al. 2012).

Néanmoins, les Acm décrits comme non pathogeénes peuvent contribuer a la pathogénicité
par un effet synergique. En effet, lorsque des hybridomes d’ Acm murins reconnaissant différents
épitopes a l'extérieur de l'interface adhésive ont été inoculés en combinaison, les souris

immunodéficientes Rag2”" receveuses ont développé un phénotype pemphigus (Kawasaki et al.
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2006). Ainsi, tous les Ac anti-DSG ont un potentiel pathogene a travers la réticulation de I'antigéne

ou d'autres mécanismes induisant une signalisation (Saito et al. 2012; Yoshida et al. 2017).

L’¢tude des Ac de patients pemphigus par spectrométric de masse a confirmé la
polyclonalité de la réponse anti-DSG. Cependant, certains clones de LB dominants produisent la
plus grande partie des Ac circulants chez chaque patient (Chen et al. 2017a) et ceux-ci peuvent
persister pendant des années avec des variations dans leur répartition. Ainsi, ceci peut en partie
expliquer que les titres des Ac anti-DSG en ELISA ne soient pas toujours corrélés a la sévérité

clinique (Hammers et al. 2018).

e Les anticorps non anti-desmogléine

D’apres les moodeles expérimentaux, il est suggéré que la concentration d'autoanticorps
anti-DSG1 et DSG3 est probablement beaucoup plus élevée que la concentration in vivo chez les
patients. Cela suggere la possibilité que, chez les patients, des auto-anticorps ciblant d'autres
antigénes soient également nécessaires pour provoquer la maladie. Un certain nombre de cas de
PV aigués avec des anticorps anti-kératinocytes positifs par immunofluorescence directe et/ou
indirecte mais des DSG1 et DSG3 négatifs par ELISA ont été rapportés, ce qui indique que le
niveau d'anticorps anti-DSG circulants n'est pas suffisamment détectable dans ces cas ou que des

anticorps non-DSG peuvent a eux seuls étre responsables du développement de la maladie.

Des approches utilisant les puces a protéines suggérent que la diversité des antigenes cibles
au cours du pemphigus est plus vaste qu’attendue (Kalantari-Dehaghi et al. 2013a; Kalantari-
Dehaghi et al. 2011). Outre les cadhérines desmosomales (Ishii et al. 2015; Kljuic et al. 2003),
plus de cinquante auto-antigénes ont ¢été identifiés notamment des récepteurs muscariniques
(mAchR) et nicotiniques (nAchR) de I’acétylcholine (Ach) (Nguyen et al., 2000) et des protéines
mitochondriales (Marchenko et al. 2010).

Contrairement aux auto-anticorps ciblant DSG1 et DSG3, la capacité pathogene des
anticorps non anti-desmogléine reste incertaine. Le développement d'immuno-adsorbeurs
spécifiques de DSG1 et DSG3 semble étre une approche rationnelle pour 1’étude du sérum des
patients atteints de pemphigus présentant une forte activité de la maladie (Langenhan et al. 2014).
Cependant, il a été¢ démontré que les fractions d'autoanticorps dépourvues d'autoanticorps dirigés
contre DSG1 et DSG3 peuvent étre pathogenes et que les fractions IgG comprenant ces anticorps

peuvent provoquer la perte de cohésion dans des conditions ot la DSG3 n'est pas présente (Nguyen
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et al. 2000). Sur la base de ces résultats, il a été proposé qu'une combinaison de différents auto-
anticorps puisse étre nécessaire au développement du pemphigus, au moins chez certains sous-
ensembles de patients. Cependant, d'autres études fonctionnelles utilisant des KO, des anticorps
monoclonaux dérivés de patients pemphigus ou des modeles murins de pemphigus ciblant un seul
antigéne non-Dsg ou non-Dsc font défaut a 1'heure actuelle et seraient certainement nécessaires
pour établir la pertinence des auto-anticorps non-Dsg/Dsc. Seuls les antigénes pour lesquels les

auto-Ac ont fait la preuve d’une éventuelle pathogénicité possible sont décrits.

Les desmocollines

Les desmocollines sont des cadhérines dépendantes du calcium qui jouent un réle important
dans l'adhésion de cellule a cellule de par leur liaison avec les desmogléines afin de structurer le

desmosome.

Un exemple, bien que rare, est le pemphigus Dsc3, dans lequel les auto-anticorps ciblant
Dsc3, méme en l'absence d’anticorps dirigés contre DSG1 ou DSG3, se sont avérés pathogenes in
vitro et in vivo (Mao et al. 2010a; Rafei et al. 2011; Spindler et al. 2009). En accord avec cela, des
souris déficientes en Dsc3 ont développé un phénotype de PV sévére (Chen et al. 2008).
L'ensemble de ces données suggere la nécessité et la suffisance des anticorps ciblant la Dsc3, au
moins dans ces rares cas de PV. Selon les études, la prévalence d’Ac anti-Dsc oscille entre 2 et

20% chez les patients atteints de PV ou PF (Kalantari-Dehaghi et al. 2013b).

Les récepteurs cholinergiques

L'épiderme humain posseéde un systéme cholinergique non neuronal faisant intervenir des
enzymes kératinocytaires impliquées dans la synthése et la dégradation de 1’acétylcholine (ACh),
et des récepteurs nicotiniques et muscariniques de l'acétylcholine (AChR). Les voies de
signalisation de ces récepteurs activent ou inhibent des cascades de kinases régulant I'expression

des molécules d'adhésion cellulaire telles que les cadhérines et les intégrines (Grando 2006).

Les récepteurs muscariniques de l'acétylcholine (mAChR) sont des glycoprotéines
transmembranaires dont certains contrélent les niveaux intracellulaires de Ca2+ dans le
kératinocyte. Des expériences in vitro ont montré que l'activation des mAChR peut prévenir,
arréter et inverser 1'acantholyse médiée par les anticorps du pemphigus (Grando and Dahl 1993).

Des auto-anticorps contre les mAChR ont été identifiés dans le sérum de 85 a 100 % des patients
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atteints de pemphigus (Nguyen et al. 2000c). Une étude sérologique prospective sur 45 patients
atteints de pemphigus suivis longitudinalement pendant 15 mois a étudi¢ la corrélation entre les
titres d'Ac anti DSG1/DSG3, anti-récepteur de I’ACh de type 3 (anti-M3 mAChR) et la sévérité
de la maladie. Ils ont constaté que les titres d'anticorps étaient significativement corrélés a 'activité
de la maladie et que les anticorps anti-M3 mAChR étaient présents dans tous les cas (Lakshmi et

al. 2017).

Les récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine (NAChR) sont des membres de la
superfamille des protéines de canaux ioniques et sont présents a la surface des kératinocytes mais
aussi sur la membrane externe des mitochondries. Ils peuvent contrdler diverses voies induisant
I’apoptose intrinseque (Lykhmus et al. 2014). De plus, les Ac de patients atteints de PV sont
capables de se lier aux nAchR a la membrane cellulaire et mitochondriales et peuvent déclencher

la voie apoptotique impliquée dans I’acantholyse (Chernyavsky et al. 2015) (Figure 24).
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Figure 24 : Schéma hypothétique de l'évolution temporelle des événements pathogénes conduisant a
l'acantholyse dans le pemphigus

Au stade I, les anticorps dirigés contre les récepteurs cellulaires de l'acétylcholine (ACh) bloquent la
signalisation de I'ACh qui maintient la forme polygonale des cellules et l'adhésion intercellulaire. Cela
augmente la phosphorylation des molécules d'adhésion avec leur dissociation ultérieure des unités
d'adhésion et initie également la mort cellulaire programmée via les voies apoptotiques et/ou oncotiques.

Au stade II, le cytosquelette s'effondre et les kératinocytes rétrécissent, ce qui s'accompagne d'un
décollement des morceaux de membrane cellulaire contenant les cadhérines desmosomales, ce qui
déclenche une réponse auto-immune aux antigenes de la desmogléine.

Au stade 1ll, les anticorps anti-desmogléine se fixent a leurs cibles sur la membrane cellulaire des
kératinocytes, empéchant ainsi la formation de nouvelles jonctions intercellulaires.
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(Chernyavsky et al. 2015).

Les protéines mitochondriales

Les protéines mitochondriales jouent un rdéle important dans la fonction cellulaire. Les
patients atteints de pemphigus présentent des Ac qui pénétrent dans les kératinocytes via les FcR
néonataux (Chen et al. 2015) et réagissent contre une grande variété de protéines mitochondriales
(Kalantari-Dehaghi et al., 2011, 2013). Le role pathogéne de ces Ac anti-mitochondriaux dans le
PV a été illustré par une réduction de I’activité acantholytique in vitro et in vivo apres leur
adsorption des IgG de patients atteints de PV (Marchenko et al. 2010). La pathogénicité induite
par ces auto-Ac est également étayée par la diminution des Iésions chez les souris traitées par des
médicaments protecteurs des mitochondries (Kalantari-Dehaghi et al., 2013b). Enfin, ces Ac anti-
mitochondriaux peuvent induire des événements pro-apoptotiques entrainant la libération du
cytochrome C et I’activation de la caspase-9 (Kalantari-Dehaghi et al. 2013¢; Marchenko et al.
2010). Au total, le déclenchement des voies intrinséques de la mort cellulaire par les Ac anti-
mitchondiaux peut compléter les actions pro-acantholytiques des autres auto-Ac concourant a

l'apparition des Iésions.

SPCAL

Le géne ATP2C1 code pour I’enzyme SPCA1 qui est une protéine Mg2+-dépendante
jouant un role dans le transport du Ca2+ intracellulaire. Cette pompe Ca2+ est exprimée dans
l'appareil de Golgi et est impliquée dans le transport des ions calcium et manganese du cytosol
vers la lumiére du Golgi. Les mutations du géne ATP2C1 entrainent une déplétion des réserves de
Ca2+ dans le Golgi et une augmentation du Ca2+ dans le cytosol. Une faible concentration de
Ca2+ dans le Golgi pourrait nuire au traitement post-traductionnel d'importantes protéines
desmosomales telles que DSG et Dsc. En conséquence, 'acantholyse se développe. De telles
mutations ont été retrouvées dans la maladie de Hailey-Hailey, dermatose acantholytique comme
le pemphigus. Compte tenu des similitudes dans le phénotype clinique et du role de la désadhésion
cellulaire dans ces deux maladies, il est tentant de suspecter que les auto-anticorps anti-SPCA1

puissent jouer un role actif dans le PV.

Des auto-anticorps contre la SPCA1 sont observés chez 43% des patients atteints de PV,
contre 8 % chez les témoins appariés (Kalantari-Dehaghi et al. 2013b). Chernyavsky et al. ont

récemment démontré que le transfert passif d’IgG anti-Dsc, anti-récepteur muscarinique de type 3
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(CHRM3) et anti-SPCAT1 pouvait induire un phénotype de pemphigus en synergie, et ce, sans
anticorps ciblant les DSG (Chernyavsky et al. 2019). Un modé¢le de peau humaine in vitro exposée
a des anti-CHRM3 et anti-SPCA1 a aussi développé une acantholyse. Des travaux menés par notre
équipe sont en cours afin de préciser le role des Ac anti-SPCA1 dans la pathogénicité du

pemphigus.

6. La réponse immunitaire au cours du pemphigus

Nous avons montré précédemment qu’il était clairement établi que la perte de fonction
desmosomale, et donc I’acantholyse, était directement liée a la fixation des auto-Ac sur les
desmogléines. Cependant, I’émergence d’auto-Ac anti-DSG n’est que la conséquence d’une perte
de tolérance constituée d’une cascade d’éveénements majeurs parmi lesquels i) la présentation
antigénique aux LT, ii) l'activation et la différenciation des LT auxiliaires (Th: T helper) et T
folliculaires auxiliaires (Tth: T follicular helper) puis iii) ’interaction T/B conduisant a iv)

l'activation et la différenciation des LB en plasmocytes producteurs d’auto-Ac pathogénes (Figure
25).
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Figure 25 : Schéma simplifié des mécanismes cellulaires impliqués dans la physiopathologie du
pemphigus

Schéma de la réponse auto-immune humorale conduisant a de la production d’auto-anticorps (Ac) et a
l"acantholyse dans le pemphigus. La présentation des peptides antigéniques dérivés des DSGes (DSG) 1
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ou 3 est restreinte par le complexe majeur d’histocompatibilité humain (CMH) de classe 11 de susceptibilité
au pemphigus tel que le HLA (Human Leukocyte Antigene) -DRB1*04. Apres activation par le biais du
TCR (T cell receptor) et des signaux de co-stimulation, les lymphocytes T (LT) CD4" naifs vont se
difféerencier en LT « helper » (Th) de type Thi, Th2, Thi7, en lymphocytes T folliculaires helper (Tfh) ou
en lymphocyte T régulateurs de type 1 (Trl). Les Th2 sécréteurs d'IL-4 et spécifiques des DSG sont présents
uniquement chez les patients atteints de pemphigus. Les Th2, Thl7 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¢ a un déséquilibre entre les
différentes populations de Th. En effet, l'lFN-y (interféron) produit par les Thl est capable de supprimer le
développement des Th2. Les Trl étant des acteurs majeurs de tolérance périphérique, ils peuvent également
inhiber [activation des LT par la production d’IL-10 (interleukine). Cependant, I'IL-10 a des effets
complexes et ambivalents et peut favoriser la commutation des Ig vers lisotype IgG4 associ¢ a la
pathogénicité des Ac. Les lymphocytes T CD8" cytotoxiques spécifiques des DSG peuvent étre
exceptionnellement générés et induire une réponse auto-immune cellulaire. Ils sont surtout observés dans
les pemphigus paranéoplasiques (PPN) (Kasperkiewicz et al. 2017b).

A. Role de 'immunité innée

a. Les kératinocytes

En plus de leur réle primordial dans la fonction de barriére physique de la peau, les
kératinocytes constituent une défense immunologique toute aussi importante (Nestle et al. 2009).
[Is possedent des PRR (pattern recognition receptor) qui leurs permettent de moduler
I’environnement chimique et cellulaire de la peau. Ils produisent certaines cytokines ou
chimiokines de maniére constitutive ou induite ce qui leur permet de moduler la réponse
immunitaire (Noske 2018). A 1’état physiologique, les kératinocytes n'expriment pas le CMH de
classe II mais sa présence a été observée dans certaines conditions inflammatoires et notamment
dans le pemphigus (Nickoloff and Turka 1994, Picut et al. 1987). Ainsi, les kératinocytes
participent probablement a I'activation locale des LT par la présentation antigénique mais leur role

précis reste a déterminer.

b. Les cellules présentatrices d’antigene

La peau est un organe trés riche en CPA professionnelles qui jouent un réle clé dans la
spécialisation de I’immunité adaptative. Les DC ainsi que le sous-groupe des cellules de
Langerhans constituent les principales populations de CPA dans 1’épiderme. Les CPA de la peau
sont trés dynamiques et peuvent circuler depuis la peau vers les tissus et les ganglions

lymphatiques drainants via la circulation sanguine (Kim et al. 2001). Elles permettent alors
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I’activation, la stimulation et la polarisation des LT via: i) D’interaction entre le complexe
CMH/peptide et le TCR/CD?3 1ii) les molécules de co-stimulation (CD80, CD86, CD40) qui vont
se lier a leurs ligands correspondants (CD28, CD40L) et iii) la production cytokinique. Tout ceci
aboutit a une expansion clonale des cellules effectrices spécifiques de 1’antigéne capables de

migrer vers 1’épiderme (Jung 2004).

Outre leur réle immunogeéne primordial, les DC peuvent aussi avoir un role dans la
tolérance périphérique. Leur role est dépendant de I'état de maturation et/ou d’activation de la DC
présentant I'antigéne (Lutz and Schuler 2002). Ainsi, une expression insuffisante des molécules de

co-stimulation peut aboutir a 1’anergie des LT auto-réactifs (Khan and Ghazanfar 2018).

Le role des CPA dans le pemphigus est mal connu. Il a cependant été montré que les
patients pemphigus présentaient un infiltrat inflammatoire plus riche en DC que dans la peau saine
(Chiossi et al. 2004; Petzelbauer et al. 1993). Comme évoqué précédemment, des essais in vitro
ont démontré que les CPA de patients mais également d’individus sains HLA-DRB1*0402
peuvent appréter la DSG3 et activer les Th, soulignant ainsi I’importance du type de CMH de
classe II (Hertl et al. 1998b). Enfin, il a été démontré que des LT CD4" de patients pemphigus
peuvent proliférer en présence de lymphocytes NK exprimant les molécules du CMH de classe 11
et le peptide de la DSG3 (Stern et al. 2008; Takahashi et al. 2007). Ces observations préliminaires
soulignent I’importance des cellules de I’'immunité innée dans le controle du devenir de la réponse

adaptative auto-immune dans le pemphigus.

B. Role de I'immunité adaptative

a. Les lymphocytes T dans le pemphigus

Naturellement, du fait des phénoménes de tolérance centrale et périphérique, les LT ne
devraient pas réagir pas contre les auto-antigénes. Pourtant, des LT spécifiques autoréactifs ont été
détectés dans le sang de patients pemphigus mais aussi de porteurs sains exprimant le HLA-
DRB1*0402 (Hertl et al., 1998b). Ces clones T auto-réactifs reconnaissent un ensemble limité de
peptides de la DSG3 situés dans les domaines EC de la DSG3, associés aux HLA-DRB1*0402 et
HLA-DQB1*0503 (Veldman et al. 2004a).

Bien que la DSG1 (Mouquet et al., 2008) et la DSG3 (Skogberg et al. 2015) soient
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
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tolérance centrale par délétion clonale étant imparfaite et incompléte, la neutralisation des LT auto-

réactifs repose sur la tolérance périphérique.

La présentation des peptides par les CPA ainsi que I’environnement cytokinique conduisent
les Th auto-réactifs naifs a se polariser en cellules effectrices selon certaines sous-populations.
Celles-ci sont définies selon des phénotypes et des fonctions spécifiques (O’Shea and Paul 2010)
(Figure 26). Au cours du pemphigus, I’implication des lymphocytes T CD4" Thl et Th2 est plus
décrite mais les Treg et plus récemment les Th17 et les LT folliculaires Helper (Tth) semblent
avoir une importance jusqu’alors sous-estimée (Hertl et al. 2006; Holstein et al. 2021; Kim et al.

2020a; Maho-Vaillant et al. 2021; Pan et al.).
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Figure 26 : Différenciation des lymphocytes CD4" naifs

Représentation schématique de la polarisation des lymphocytes T Helper (Th). Selon [’environnement
cytokinique conditionné par la cellule présentatrice d’antigéne (CPA), le LT CD4" naif se différencie en
Thdetype Thl, Th2, Thi7, Tfh ou Treg. Chaque Th est associe a l’expression d 'un facteur de transcription
« signature » et est caracterisé 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 ; Roryt : Retinoid related orphan receptor y 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.
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e Polarisations Thl et Th2

L’équilibre Th1/Th2 sembler jouer un role crucial dans les réponses immunitaires. Un
environnement riche en IL-12 et IFN-y induit une polarisation de type Th1 sous la dépendance des
facteurs de transcription T-bet (Thox transcription factor) et STAT4 (Signal transducer and
activator of transcription). Les Thl orchestrent la réponse immune a médiation cellulaire
responsable de I’activation des macrophages et des LT CD8" cytotoxiques, privilégiée dans les
réponses anti-tumorales ou antivirales. Les Thl produisent de I’IL-2, de I'IFN-y et du TNF-a et
expriment les récepteurs aux chimiokines CCRS (C-C chemokine receptor type 5) et CXCR3 (C-
X-C chemokine receptor type 3).

A T’inverse, un environnement riche en IL-4 oriente vers la voie Th2 sous la dépendance
des facteurs de transcription STATS et GATA3 (GATA binding protein 3). Les Th2 favorisent la
réponse immunitaire humorale privilégiée lors des réponses contre des pathogenes 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
I’IL-4, de I’IL-5, de L’IL-6, de I'IL-10 et de I’'[L-13 (Luckheeram et al., 2012 ; Zhu and Paul,
2008).

Si les prédispositions HLA au pemphigus contribuent a la reconnaissance des DSG et a
I’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 Thl chez les individus en bonne santé, différente de celle des patients atteints de PV qui
est a prédominance Th2 (Veldman et al. 2003). La réponse Th2 semble donc avoir un role dans la
pathogenése du pemphigus, comme en témoigne I’étude immunohistochimique des infiltrats
lymphocytaires et I’étude de 1’expression des genes des cytokines dans des 1ésions de PV et de PF
(Caproni et al. 2001; Santi and Sotto 2001). La majorité des ¢études réalisées sur les profils
cytokiniques ont également souligné une régulation a 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 pemphigus par rapport
aux contrdles et une diminution du taux d’IFN-y associée au profil Th1 (Bhol et al. 2000; D’ Auria
et al. 1997; Lee et al. 2017; Satyam et al. 2009). Le modele murin de pemphigus va également
dans ce sens avec une prédominance de la réponse Th2 et de la cytokine IL-4 (Takahashi et al.

2009; Takahashi et al. 2008).

60



Ces LT auto-réactifs contribuent, par les signaux tels que les cytokines et les molécules de
co-stimulation, a D’activation des LB naifs auto-réactifs agissant alors comme CPA, leur
différenciation en LB mémoires et en plasmocytes sécréteurs d’Ac. Le rapport Th1/Th2 influence
¢galement la commutation isotypique des Ig. En effet, les cytokines Th1 tels que I’IFN-y favorisent
la commutation vers I’istotype IgG1 tandis que les cytokines Th2 comme I’'IL-4, I’IL-10 et I’'IL-
13 favorisent la commutation vers 1’isotype IgG4 qui est associé a la pathogénicité des Ac anti-
DSG (Armitage et al. 1993). Des travaux ont montré que 1’activité des LT Th2 anti-DSG3 était
liée a I’activité du pemphigus et aux taux d’Ac anti-DSG3 (Rizzo et al. 2005). Ainsi, pendant la
phase aigué 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).

o Les LT régulateurs

Les Treg jouent un role clé dans la tolérance périphérique. Les Treg peuvent étre divisés
en deux sous-groupes : 1) les Treg naturels qui sont sélectionnés par des interactions de haute
affinité dans le thymus (¢7reg) ; ii) les Treg induits qui sont issus de la différenciation des LT
CD4" naifs a la périphérie (pTreg) aprés une présentation antigénique et sous I’influence de I’IL-
10 et du TGF- (transforming growth factor ). Ces deux sous-ensembles de Treg expriment le
facteur de transcription Foxp3 ainsi que la molécule CD25, sous-unité du récepteur de I’IL-2. Les
Treg peuvent exercer une action répressive sur les LT CD4" et CD8", les NK ou les LB. Cela passe
par la production de cytokines immuno-suppressives telles que I’IL-10 et le TGF-$ ou du contact
cellulaire par le biais de molécules immuno-modulatrices comme CTLA-4 (Zhao et al., 2017). 1l
existe un troisieme sous-ensemble de Treg appelés les lymphocytes T régulateurs de type 1 (Trl)

exprimant les molécules CD4+CD25°"FOXP3- et sécrétant de I'IL-10 (Roncarolo et al. 2006).

La fonction régulatrice est fréquemment impactée dans les maladies auto-immunes (Alice
Long and Buckner 2011). Chez les patients PV, les analyses par cytométrie en flux ont révélé que
la proportion de Treg CD4" CD25™" était diminuée par rapport aux témoins sains (Sugiyama et al.
2007). Des Tr1 spécifiques de la DSG3 ont été retrouvés chez des témoins sains porteurs des HLA
de classe II associés au PV, capables de réguler la réponse des LT auto-réactifs. De plus, ces Trl
spécifiques de la DSG3 n'ont été que rarement détectés chez les malades (Veldman et al. 2004b).
L’observation d’un ratio Th2/Tr1 fort chez les patients atteints de PV et d’un ratio faible chez les

témoins sains suggere qu’il peut exister un équilibre physiologique entre les Th2 et les Trl
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spécifiques de la DSG3 nécessaire au maintien de la tolérance périphérique (Veldman et al. 2006).
Récemment, un travail de notre équipe a montré que les patients atteints de PV qui rechutaient
précocement apres utilisation de rituximab avaient un taux de Treg au moment du diagnostic
significativement plus bas que les patients qui allaient maintenir une rémission complete (Mignard

et al. 2020).

La modulation des Treg constitue donc une piste thérapeutique pertinente. Celle-ci a
d’abord été étudi¢e d’apres le modele murin de pemphigus par transfert de splénocytes de souris
DSG3-KO immunisées a la DSG3. Yokoyama et al. ont montré que le transfert adoptif de Tregs
et la déplétion des Tregs endogeénes ont supprimé et augmenté, respectivement, la production
d'anticorps anti-DSG3 (Yokoyama et al. 2011). Dans une autre étude, dans un modé¢le de souris
transgénique HLA-DRB1*04:02 de PV, les cellules Treg périphériques ont ét¢ modulées par
l'utilisation d'anticorps monoclonaux dépléteurs ou expanseurs (superagoniste CD28) de Treg,
respectivement. Les résultats montrent que, in vivo, bien que non significatif, les Treg exercent un
effet régulateur sur la réponse des cellules T induite par la DSG3 et, par conséquent, sur la

formation d'anticorps IgG spécifiques de DSG3 (Schmidt et al. 2016a).

o LesTh17
Les Th17 sont caractérisés par la production d’IL-17A, d’IL-17F, d’IL-21 et d’IL-22 et

I’expression du facteur de transcription RORyt ainsi que des récepteurs aux chimiokines CCR6 et
CCR4 (Harrington et al. 2005). La polarisation vers la voie Th17 est sous I’influence d’un réseau
de cytokines comprenant principalement le TGF-B, I'IL-1P et I’'IL-6. Les Th17 présentent des
propriétés pro-inflammatoires marquées et jouent un role important dans la réponse immune lors

d’infections bactériennes et fongiques (Li et al. 2018a).

Certains travaux suggerent l’implication de la voie Thl7 dans la pathogenése du
pemphigus. Ceux-ci ont montré i) une augmentation de la fréquence des Th17 dans le sang des
patients pemphigus par rapport aux témoins (Hennerici et al. 2016; Holstein et al. 2021; Xu et al.
2013b) : ii) une augmentation des expressions géniques de RORyt et de CCR6 dans le sang mais
aussi dans les biopsies cutanées des patients atteints de PV par rapport aux témoins (Asothai et al.
2015); 1i1) une accumulation de lymphocytes producteurs d’IL-17 dans la peau, en
immunohistochimie, sur biopsies de 1ésions de pemphigus (Arakawa et al. 2009; Holstein et al.
2021) et iv) une augmentation des taux sériques d’IL-17 et d’IL-21 chez les patients atteints de

pemphigus (Asothai et al. 2015; Holstein et al. 2021; Maho-Vaillant et al. 2021; Timoteo et al.
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2017). Alors que les taux d’IL-17 n’étaient pas corrélés aux titres des auto-Ac (Zebrowska et al.,

2017), les taux d’IL-21 I’étaient (Maho-Vaillant et al. 2021).

Les mécanismes d’action des Th17 dans le pemphigus sont mal connus. L hypothése chez
la souris selon laquelle les Th17 pourraient participer a la prolifération des LB et influencer la
commutation isotypique des Ig (Mitsdoerffer et al. 2010; Patakas et al. 2012) a récemment été

renforcée chez ’homme par Holstein et al (Holstein et al. 2021).

o LesTfh

Les Tth constituent un groupe de Th récemment décrits, localisés essentiellement dans les
centres germinatifs (CG) des organes lymphoides secondaires (Breitfeld et al. 2000). C’est dans
ces CG qu’ont lieu les différentes étapes permettant la génération d’auto-Ac de haute affinité
(Crotty 2019). Les Tth produisent de I’'IL-21, leur cytokine « signature », qui agit de facon
autocrine mais qui est aussi indispensable au développement du CG et des plasmocytes (Eto et al.
2011; Zotos et al. 2010). Bien que les Tth puissent produire des cytokines caractéristiques des
autres sous-ensembles Th, ils représentent une lignée distincte dont le développement est défini
par I’expression des facteurs de transcription Bcl-6 (B-cell lymphoma 6 protein) et STAT3 (Ray
etal. 2014; Yu et al. 2009). Les Tth sont caractérisés par une combinaison de molécules effectrices
essentielles a leur développement et a leur fonction comprenant le CXCRS (C-X-C chemokine
receptor 5), des molécules de co-stimulation I[COS, CD40L, CD28, PD-1 (Programmed cell death
1/CD279) (Choi et al. 2011).

Différents mécanismes sont impliqués dans la génération des Tth. D’abord,
I’environnement cytokinique joue un role important ; principalement la présence d’IL-6, mais
aussi I'IL-12, I'IL-21, I’'IL-23, I'IL-27, le TGF-b (Read et al., 2016). Au contraire, I'IL-2 va
favoriser I’expression du facteur de transcription Blimp-1 qui va réprimer 1’expression de Bcl6 et

bloquer la différentiation en Tth (Ballesteros-Tato et al. 2012).

L'intensit¢ du signal des TCR joue un réle important dans la différenciation des
lymphocytes T. En effet, Fazilleau et al. ont montré que les lymphocytes T auxiliaires présentant
la liaison spécifique entre le peptide et le CMH de classe II la plus intense et la diversité de jonction
des TCR la plus restreinte se développent préférentiellement dans le compartiment Tth spécifique

de l'antigeéne (Fazilleau et al. 2009).
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L'interaction avec les cellules dendritiques est généralement nécessaire pour la
différenciation des Tth mais n'est pas suffisante. La différenciation des cellules Tth est donc un
processus multifactoriel en plusieurs étapes. La différenciation des cellules Tth nécessite
généralement deux CPA : les DC et les cellules B (Crotty 2014). Les DC sont généralement
nécessaires pour la différenciation précoce des cellules Tth naifs en pré-Tth, tandis que les cellules
B sont nécessaires pour les événements ultérieurs et la maturation compléte des cellules Tth au
sein des CG. Des signaux similaires sont fournis par les DC et les lymphocytes B, mais les
lymphocytes B sont généralement incapables d'amorcer les réponses des lymphocytes T CD4+ en
raison de la rareté des lymphocytes B spécifiques de I'antigeéne (et donc présentant I'antigéne) au
début de la réponse immunitaire, contrairement aux DC. De plus, les DC se localisent
principalement dans les zones de lymphocytes T et ont donc le plus de chances d'interagir avec les
lymphocytes T CD4+. Néanmoins, les cellules B sont d'excellents producteurs d'un large éventail
de cytokines, notamment 1'[L-6 qui facilite la différenciation des cellules Tth (Karnowski et al.

2012).

Lors de I'amorgage par les DC, les cellules T CD4+ recevant des signaux inducteurs de
cellules Tth régulent a la hausse Bcl6 (Choi et al. 2011). Cela facilite I'expression du récepteur de
chimiokine CXCRS5 et la répression de Blimp-1 et CCR7 entre autres molécules, permettant la
migration vers la frontiere T-B (Figure 27). Ces cellules Tth en cours de différenciation migrent

et interagissent avec les cellules B (Figure 28).
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Figure 27 : Différenciation des LT CD4 naifs
La différenciation des cellules CD4 naives en Tfh est induite par les CD en présence d'antigenes et de
signaux provenant du microenvironnement. La difféerenciation des Tfh par rapport aux cellules non-Tfh est

précoce, en fonction de l'équilibre entre les signaux inducteurs et inhibiteurs. Les Tfh précoces se
différencient ensuite en cellules GC-Tfh.
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Figure 28 : Circulation et localisation des cellules Tfh

Processus de différenciation des cellules Tfh mettant en évidence les chimiokines nécessaires au trafic des
cellules T CD4+ dans les zones T et B. L'expression des récepteurs de chimiokines a la surface des cellules
T joue un réle décisif dans la migration des cellules Tfh. CXCL13 est le ligand de CXCRS et est sécrété par

les follicules et les centres germinatifs des organes lymphoides secondaires. En revanche, CCL19 et
CCL21, les ligands de CCR7, sont fortement présents dans la zone T.
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Les signaux supplémentaires émis par les cellules B apparentées du CG, via notamment les
connexions ICOS:ICOSL et TCR:CMH/peptide, favorisent la différenciation terminale des Tth et
le développement des CG (Crotty 2019) (Figure 29). Au sein des CG, les Tth contribuent a la
survie, a la prolifération, a I’hypermutation somatique, a la commutation isotypique et a la
différenciation des LB spécifiques de l'antigéne (Ma et al. 2012; Tangye et al. 2013; Ueno et al.
2015).
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Figure 29 : Génération des cellules Tfh

L'amorcgage initial des cellules T CD4+ naives par les CD induit ['expression de Bcl-6 et CXCRS ; ceci
nécessite des interactions ICOS/ICOS-L. Les CD peuvent produire de l'IL-6 et de I'[L-27, qui favorisent
l'expression de Bcl-6 ainsi que la production d'IL-21 par les cellules T CD4+, d'une maniere dépendante
de STAT3. La relocalisation médiée par CXCR)5 des cellules pre-Tfh Bcl-6+CXCR5+ a la frontiere entre
les cellules T et les cellules B permet des interactions avec les cellules B spécifiques de l'Ag. Le programme
Tfh est ensuite imprimé avec les cellules B dans le CG. Les interactions dépendent de la formation de
conjugaisons stables entre cellules T et cellules B, qui nécessite une signalisation intrinséque aux cellules
T CD4+ via des récepteurs d'association SAP (CD84) et impliqgue CD40L/CD40, ICOS/ICOS-L et
CD28/CD86. L'IL-21 produite par les cellules Tfh peut agir de maniére autocrine pour maintenir les
cellules Tfh a divers stades de différenciation. De méme, I'lIL-6 dérivée des cellules B, et peut-étre I'IL-27,
pourraient contribuer au maintien des cellules Tfh. Les cellules Tfh médient la différenciation des cellules
B du CG en cellules mémoire et plasmocytaires via l'apport de CD40L et d'IL-21 (d’aprés Ma et al. 2012).

L’analyse des Tth chez I’Homme a été facilitée par la caractérisation de Tfh CD4" CXCRS5"

mémoires circulants (cTth) dans le sang qui partagent les propriétés fonctionnelles des Tth
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(Simpson et al. 2010). Ces cTth comprennent plusieurs populations présentant des phénotypes et
des fonctions différentes selon leur polarisation. En utilisant I'expression des récepteurs aux
chimiokines CXCR3 et CCR6 classiquement associés aux Thl et Th17, les cTth peuvent étre
classés en trois principaux sous-ensembles : 1) les Tthl exprimant le CXCR3, le facteur de
transcription T-bet et produisant de I'IFN-y ; ii) les Tfth17 exprimant le CCR6, le facteur de
transcription RORyt et produisant de I’'IL-17A et de I’'[L-22 et iii) les Tth2 (CXCR3/CCR6)
exprimant le facteur de transcription GATA3 et produisant de 1’'[L-4, de I'IL-5 et de I’IL-13
(Schmitt et al. 2014).

Ces sous-ensembles de Tfh produisent tous de I'L-21. Cependant, il existe une
hétérogénéité de chacun d’eux quant a leur capacité d'activation des LB. Les travaux de Morita et
al sur la dermatomyosite juvénile ont démontré que les LB naifs sont stimulés par les Tth2 et
Tth17, mais pas par les Tthl. De plus, ces différents sous-ensembles de Tth semblent jouer des
roles différents dans la biologie du CG en régulant notamment la commutation isotypique des Ig.
Ainsi, les Tth2 favorisent la sécrétion d'IgG et d'IgE, tandis que les Tth17 induisent la production
d'IgG et d'IgA (Morita et al. 2011). Ces résultats suggerent que les Tth influencent de différentes

facons 1'immunité humorale.

Il existe maintenant des preuves convaincantes que la dérégulation des Tth contribue a la
pathogenese de MAI telles que le lupus érythémateux systémique (Choi et al. 2015; Kim et al.
2018), la polyarthrite rhumatoide (Arroyo-Villa et al. 2014) ou la maladie associée 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 a une altération de 1'équilibre des sous-ensembles Tth avec une

dominance des Tth2 et/ou Tth17 par rapport aux Tthl.

Comme évoqué précédemment, les LB a 1’origine des auto-Ac anti-DSG pathogénes dans
le pemphigus sont majoritairement commutés vers 1’isotype [gG4 et sont aussi hypermutés et de
haute affinité (Cho et al. 2014; Ellebrecht et al. 2018), ce qui suggére I’implication des Tth dans
le processus de différenciation. De plus, sur un modele murin de PV par transfert adoptif de
splénocytes (cf plus haut), le blocage de I’interaction T/B par un Acm anti-CD40L administré
avant le transfert adoptif, permet d’induire une tolérance prolongée illustrée par I’inhibition de la
production d’auto-Ac et la prévention des lésions cutanées (Aoki-Ota et al. 2006). Fait intéressant,
I’utilisation de cet Acm apres transfert adoptif ne permettait pas d’induire cette tolérance. Une
autre étude plus récente a montré une fréquence plus élevée de cTth dans le sang des patients
pemphigus par rapport aux donneurs sains mais aussi une ¢lévation des taux des sériques d’IL-21
et [L-27 associée aux Tth. Dans ce méme travail, des LT auto-réactifs producteurs d'IL-21 ont
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¢galement été mise en évidence par ELISPOT apres stimulation ex vivo avec de la DSG3

(Hennerici et al. 2016).

Par ailleurs, il a été découvert des formations dermiques proches des CG appelées
structures lymphoides tertiaires sur des biopsies de 1ésions de pemphigus. Celles-ci associent,
comme un CG, la présence de LB, de plasmocytes a IgG spécifiques des DSG et des LT CD4".
Ces LT CD4" infiltrant la peau produisent de I’IL-21 mais également de I'I[L-17. Cependant, ils
n’expriment pas le Bcl-6 ou le CXCRS comme des Tth classiques (Yuan et al. 2017a). Partant de
ce constat, de la topographie préférentielle des lésions initiales et observées lors des rechutes et
enfin de I’efficacité des traitements topiques dans certaines formes de pemphigus ; Zou et al. ont
mis en évidence la présence de cellules T résidentes mémoires (Trm) CD69+CD103+CCR7- dans
la peau des patients PV qui ont un phénotype transcriptomique de « cellules B-helper » c’est-a-
dire proche de celui des Tth et qui sont capables d’induire localement la production d’Ac anti-
DSG sous la dépendance de I'IL-21, elle-méme dépendante de I’expression du facteur de

transcription IRF4 (Zou et al. 2021) (Figure 30).
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Figure 30 : Localisation et mécanismes régissant l’action des lymphocytes T résidents mémoires dans
les lésions cutanées de pemphigus
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Récemment, dans un modéle murin de PV établi par transfert adoptif de cellules
immunitaires provenant des ganglions lymphatiques ou de la rate de souris DSG3-/- greffées par
de la peau exprimant DSG3, vers des souris Ragl-/- ; les cellules Tth de souris et les cellules T
CD4+ des PBMC de patients PV ont été analysées (Kim et al. 2020b). Parmi les cellules T CD4+
du modéle murin, les cellules Tth ICOS+ étaient associées a la différenciation des cellules B et
¢étaient nécessaires a l'induction de la maladie. Puis, en utilisant un tétramére du CMH de classe 11,
les cellules Tth ICOS+ spécifiques de la DSG3 se sont avérées €tre associées a la production
d'anticorps anti-DSG3, méme en l'absence de transfert de cellules B. Chez les patients PV, la
fréquence des cellules T CD4+ mémoire I[COS+CXCR5+PD1+ était corrélée au niveau d'auto-
anticorps et le traitement avec un Acm anti-ICOS permettait de diminuer le niveau d'Ac anti-DSG3

et retarder la progression de la maladie in vivo.

Une analyse post hoc de I’étude Ritux 3, réalisée par notre équipe, a montré que le
rituximab induisait une diminution significative des cellules B mémoire commutées IgG
(C27+IgG+) spécifiques de la DSG3 illustrée par la disparition des cellules sécrétrices d’ Ac (ASC)
anti-DSG3 apres traitement. Grace a un marquage tétramérique peptide-HLADRB1x0402, nous
avons pu identifier des Tth anti-DSG3 circulants, et observer leur diminution apres rituximab,
parallélement aux ASC anti-DSG3. Ces résultats suggerent que la réponse durable observée apres
rituximab dans le pemphigus pourrait reposer, en partie, sur la diminution des Tth anti-DSG3, qui
conduirait a 1’absence de renouvellement prolongé¢ des cellules B autoréactives mémoires

commutées IgG, puis a la disparition des ASC anti-DSG3 (Maho-Vaillant et al. 2021).

Hennerici et al. ont montré une augmentation des cellules Tth chez les patients pemphigus,
parallélement a des concentrations plasmatiques croissantes d'IL-21, produite par les Th17 et Tth.
De plus, ils ont pu détecter des cellules T autoréactives spécifiques de la DSG3 produisant de I'[L-
21 lors d'une stimulation ex vivo avec la DSG3, suggérant que les cellules T autoréactives

productrices d'IL-21 sont impliquées dans la pathogenése du pemphigus (Hennerici et al. 2016).

Holstein et al. ont montré par I'analyse du transcriptome de biopsies cutanées de patients
PV une signature immunitaire dominée par I'lL-17A chez les patients. Une expression accrue d'IL-
17A et des cytokines associ¢es a également été détectée par PCR quantitative. Ils ont ensuite
montré que les patients avaient des fréquences augmentées de Tth17 et Th17 qui étaient corrélées
aux niveaux de LB mémoires spécifiques de la DSG, et que les patients PV en phase active

présentaient des niveaux plus élevés de Tth17 spécifiques a la DSG3. Des expériences de coculture
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ont finalement révélé que les cellules Tth17 étaient principalement responsables de 1'induction de

la production d'auto-anticorps par les LB (Holstein et al. 2021).
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o Les Tfr

Les cellules T CD4+ régulatrices folliculaires (Tfr), sont une population de Treg exprimant
le facteur de transcription Bcl6 et le récepteur de chimiokine CXCRS qui se localisent
principalement dans les CG apres une infection ou une immunisation. Des études ont proposé une
régulation des Tth par ce sous-ensemble de Tfr partageant les caractéristiques des Treg et

exprimant donc le Foxp3 (Chung et al. 2011; Linterman et al. 2011a; Wollenberg et al. 2011).

Au départ, il était établi que les Tfr se formaient apres exposition a 1’Ag, lorsque des
précurseurs Foxp3+ cooptent la voie de différenciation des cellules Tth, acquérant un phénotype
de type Tfh qui inclut I'expression de Bcl-6, CXCRS, PD-1 et ICOS. Bien que les cellules Tfr
partagent certaines caractéristiques des cellules Tth, elles n'expriment pas les « molécules
auxiliaires » des cellules B, a savoir 1'L-21, I'IL-4 et le CD40L, qui sont caractéristiques des
cellules Tth. En revanche, en plus de Foxp3, les cellules Tfr expriment une série de protéines
typiques des cellules Treg, telles que Blimp-1 et CTLA-4 (Chung et al. 2011; Linterman et al.
2011b; Wollenberg et al. 2011) (Figure 31).

Une étude a montré que les cellules Tfr étaient spécifiques de 1'Ag immunisant, qu'il
s'agisse d'un Ag du soi ou du non-soi. Ce travail a également révélé que les cellules Tfr pouvaient
dériver de cellules Treg induites dans la périphérie (pTreg) en plus des cellules Treg dérivées du

thymus (¢7reg), via la signalisation PDL1 (Aloulou et al. 2016).

Il a été suggéré que les cellules Tfr suppriment les réponses immunitaires excessives,
comme celles qui se produisent dans le cadre de 'autoréactivité, grace a un processus médié par le
corécepteur inhibiteur CTLA-4 (Sage et al. 2014; Wing et al. 2014). Cependant, le role des cellules
Tfr dans la régulation de la sélection des lymphocytes B spécifiques de 1'antigéne au sein du CG
n'est actuellement pas claire. Le paradigme existant suggere que les cellules Tfr sont inhibitrices
et freinent les réponses globales du CG, y compris les réponses des cellules B spécifiques de
l'antigéne (Botta et al. 2017; Clement et al. 2019; Sage et al. 2016; Wing et al. 2014; Wu et al.
2016). Cependant, certains travaux n'ont signalé aucun effet évident sur les réponses d'anticorps
spécifiques de l'antigéne en l'absence de cellules Tfr (Fu et al. 2018). A ce jour, le role précis des

Tfr n’est donc pas complétement ¢élucidé.
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Figure 31 : Molécules de base exprimées par les cellules Tfh et Tfr

Les cellules Tfh et Tfr agissent a l'intérieur des CG (a gauche) et s'y localisent, avec les cellules B des CG,
grdce a l'attraction de CXCLI13, qui se lie a CXCR5 a la surface des cellules Tfh, Tfr et B. Les fonctions
des cellules Tfh et des cellules Tfr impliquent l'expression de diverses molécules et la sécrétion de facteurs
solubles (a droite). Toutes ces fonctions ne sont pas exclusives aux cellules Tfh et Tfr (Aloulou et al., 2019).

b. Les lymphocytes B dans le pemphigus

Les LB sont les seules cellules capables de se différencier en cellules sécrétrices en ASC
appelées plasmablastes ou plasmocytes. Outre cette fonction, les LB assurent également
I'homéostasie immunitaire par la présentation antigénique et 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 1'lL-6, I'IFN-y et le TNF ou
au contraire les rétreindre par leur capacité a produire de I’IL-10 (Lund and Randall 2010). Les
cytokines dérivées des LB sont essentielles pour l'ontogenése, I'homéostasie et 1’organisation
structurelle des organes lymphoides secondaires en particulier dans la formation du CG, ainsi que
pour le développement de tissus lymphoides tertiaires ectopiques (LeBien and Tedder 2008). Les
LB sont, par conséquent, les acteurs principaux de la réponse humorale et sont au coeur de la
réponse auto-immune dans le pemphigus. Ce role central a été conforté par les premiers essais
thérapeutiques utilisant 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 (Ahmed et al. 2006; Cianchini et al. 2007; Joly et al. 2007).
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Comme décrit plus haut, I’analyse histologique des 1ésions cutanées de patients pemphigus
montre un infiltrat lymphocytaire B dermique faible, la présence de plasmocytes et de LT suspectés
d’étre des Tth puisque producteurs d’IL-21 (Yuan et al. 2017a). Les LB constituant cet infiltrat
lymphocytaire B tissulaire, bien que faible, étaient capables de secréter des IgG anti-DSG. Dans
le sang de patients pemphigus, la stimulation antigénique in vitro par la DSG3 permet aux LB
mémoires CD27+IgG+ anti-DSG de se différencier en ASC (Nishifuji et al. 2000). Dans ce méme
travail, les auteurs ont montré chez la souris cette fois, 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,
suggérant ainsi que les auto-Ac circulants ne représenteraient qu’une petite portion des LB auto-
réactifs. Lors des périodes d’activité de la maladie, ceux-ci semblent étre libérés vers la circulation

périphérique ; leur taux circulant devenant ainsi un reflet de l'activité de la maladie.

Ces quinze dernieres années, 1’étude des sous-populations lymphocytaires B a été affinée
grace a I’analyse des effets du traitement par RTX chez des patients pemphigus (Joly et al. 2007).
La molécule cible, le CD20, est uniquement exprimée sur les LB, qui vont donc étre éliminés dans
les jours suivant la perfusion de RTX. Cependant, le CD20 n’est pas exprimé sur les progéniteurs
des LB ni sur les plasmocytes, permettant d’une part, la reconstitution lymphocytaire B et d’autre
part, le maintien de I’immunité humorale issue des plasmocytes (Riley and Sliwkowski 2000).
Notre équipe a démontré que le RTX entraine une déplétion profonde ; quasi- voire totale, des LB
circulants, et pour une durée allant de 6 a 9 mois. Cette déplétion s’accompagne d’une diminution
des taux d’IgG anti-DSG isolée, sans diminution de I’'immunité humorale contre les réponses anti-
infectieuses et notamment vaccinales, excepté concernant les IgM (Colliou et al., 2013; Mouquet
et al., 2008). Cette diminution spécifique peut s’expliquer par le fait que les IgM sont
principalement produites par les plasmablastes et plasmocytes a courte durée de vie, alors que les
IgG sont produites par des plasmocytes a longue durée de vie (Manz et al. 2004). L’effet du RTX
sur le taux des IgG anti-DSG semble indiquer que les IgG anti-DSG émanent des cellules
plasmocytaires a courte durée de vie continuellement réapprovisionnées a partir du pool de LB
mémoires, lui-méme impacté par le RTX car exprimant le CD20. Cela pourrait également
expliquer I’obtention de nombreuses rémissions sérologiques prolongées aprés RTX (Ellebrecht

and Payne 2017a; Joly et al. 2017a; Maho-Vaillant et al. 2021).

Le retour des LB apres le traitement par RTX est caractérisé par la présence de LB naifs,
présentant transitoirement un phénotype transitionnel (CD19*CD24°"CD38™™). Ainsi, le ratio LB
naifs/LB mémoires est modifi¢ et ceci, de facon prolongée (Colliou et al. 2013b). Notre équipe a

étudi¢ la fréquence des LB circulants spécifiques de la DSG1 et de la DSG3 par cytométrie en flux
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grace a I'utilisation de protéines recombinantes ainsi que I’expression de leurs Ig de surface (IgM,
IgG). Chez les patients en rémission complete aprés RTX, nous observons une disparition presque
compléte des LB IgG" anti-DSG circulants, corrélée a une diminution du taux d’IgG anti-DSG
alors que les LB IgM" spécifiques des DSG sont toujours détectables. Sur le long terme, 1’effet
bénéfique du traitement par RTX semble étre associé a un blocage de la maturation des LB et du
processus de commutation isotypique d'IgM a IgG. Nous avons également mis en évidence chez
les patients en rémission compléte que la population résurgente de LB transitionnels est sécrétrice

d’IL-10. Elle pourrait donc jouer un role dans 1’effet tolérogéne du RTX.

o L’homéostasie B

Tout au long de leur développement, les LB sont soumis a des sélections positives et
négatives pour assurer 1'établissement d'un répertoire lymphocytaire B tolérant au soi. L’intensité
de I'engagement du BCR est un facteur important dans la sélection négative des LB conduisant a
I’apoptose, a la réédition du BCR ou a I’anergie. En revanche, la sélection positive liée a la survie
et/ou a I’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 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 a certains clones
B un avantage s¢lectif (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
I'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 étre clivées par protéolyse pour produire des formes solubles. Ils
sont produits par des cellules my¢loides, telles que les DC, les polynucléaires neutrophiles, les
monocytes, les macrophages (Nardelli et al. 2001). BAFF peut se lier a 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 a 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). TACI est
essentiel pour les réponses des LB aux antigénes T indépendants (Figgett et al. 2013), pour la

régulation de I'expansion des LB (Seshasayee et al. 2003) et pour la commutation isotypique en
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particulier vers l'isotype IgA (Zhang et al. 2015). BCMA fournit les signaux essentiels a 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 rhumatoide (Cheema et al. 2001), le syndrome de Sjogren (Groom et al. 2002) ou
encore la PB (Asashima et al. 2006a), le taux de BAFF est élevé dans le sérum des patients. Celui-
ci peut étre corrélé avec les titres des auto-Ac. Ces études suggerent que BAFF joue un role
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. 2006a).

Ainsi, la présence de LB anti-DSG pourrait résulter d’une sélection négative réduite et/ou
d’une sélection positive plus importante conduisant a un répertoire naif orienté¢ vers l'auto-

réactivité.

e Le répertoire antigénique 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.

Les recombinaisons VDJ

La recombinaison somatique des génes VDJ codant pour les chaines lourdes et 1égeres de
I’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 a des génes
fonctionnels a 1’aide des enzymes de recombinaison RAG-1 et RAG-2. Les réarrangements des
genes des Ig s’effectuent dans un ordre séquentiel, avec le réarrangement des chaines lourdes en
premier, suivi par le réarrangement des chaines légeres. Les réarrangements générent une grande
diversité, grace a un grand nombre de combinaisons possibles entre les différents segments V(D)J
(supérieure a 10°), mais aussi grace a 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 geénes réarrangés (Desiderio et al. 1984). A la fin de
la recombinaison, si le réarrangement V(D)J conduit a une Ig non fonctionnelle ou ayant une

affinité potentielle pour des auto-antigenes, le LB peut subir une réédition du BCR. Il s’agit d’une
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recombinaison supplémentaire du géne de la chaine 1égere afin de générer une Ig fonctionnelle
non auto-réactive (Mostoslavsky et al. 2004; Nemazee 2017b; Radic et al. 1993). L’assemblage
productif des chaines lourdes (H) et 1égeres (L) permet I'expression d’une IgM a la membrane des
LB nouvellement générés. Apres des différenciations supplémentaires et I’expression de 1’IgD, les
LB émergeants migrent vers des organes lymphoides secondaires, ou ils initient la phase du

développement dépendante de I'antigéne.

L ’hypermutation somatique

L’ hypermutation somatique est un processus qui consiste a modifier, par des mutations, les
locus de la région variable réarrangée de I’Ig pour générer un répertoire B diversifié de haute
affinit¢ (Papavasiliou and Schatz 2002). Ce processus se produit majoritairement dans la zone
sombre du CG ou les centroblastes expriment fortement I’enzyme AID (Muramatsu et al. 2000).
Ces modifications sont retrouvées majoritairement dans les régions hypervariables des CDR
(complementarity-determining regions). A 1’issue de ce processus, les LB ayant augment¢ l'affinité
de leur BCR pour l'antigéne sont sélectionnés positivement par les CD folliculaires et les Tth dans

la zone claire du CG.

La commutation isotypique

La commutation isotypique correspond a un réarrangement irréversible de 1’ADN
permettant de changer d’isotype (IgM ou IgD en IgG, IgA ou IgE) afin de produire des Ac de
méme spécificité €pitopique mais aux propriétés effectrices diversifiées. Il peut se produire a
l'intérieur ou a l'extérieur des CG. 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 1’interaction du CD40 au CD40L exprimé sur des LT activés et/ou
I’engagement du BCR et/ou des voies de signalisation de TLR, induisent la commutation
isotypique par I’expression de I’ AID (Zan and Casali 2015). En synergie avec les stimuli primaires,
une combinaison spécifique de cytokines telles que I'IL-2, I’'IL-4, I’'IL-6 I’'IL-10, I'TL-13, I’IL-21,
I’INF-a et/ou le TGF-B (Defrance et al. 1992; Gascan et al. 1991; Péne 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.
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Les voies de la commutation isotypique menant aux IgG4 présentent un intérét fondamental
pour la pathogenése du pemphigus. Les études in vitro sur les LB ont suggéré 1’implication de
I’'IL-4, I’IL-10, ’IL-13 et/ou du TGF-B dans la commutation vers I’lgG4. (Gascan et al. 1991;
Jeannin et al. 1998; Péne et al. 2004; Punnonen et al. 1993; Tsuboi et al. 2012). Ces observations
sont en concordance avec la réponse de type Th2 jusqu’alors privilégiée dans le pemphigus

(Gebhard et al. 2005; Veldman et al. 2003).

e Lerépertoire B anti-DSG

La caractérisation d’un répertoire B est actuellement basée sur la détermination des
fréquences d’utilisation de certains segments des génes VDJ, I’analyse des mutations, 1’étude de
I’idiotype en particulier du CDR3, I’identification des isotypes ainsi que 1’¢tude de la relation
clonale et I’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 ’EBV (Zenzo et al. 2012) ou par la génération d’hétérohybridomes (Qian et al.
2007). En parallele, ’analyse génétique de ces répertoires a permis de mieux comprendre la

maniére dont les clones B anti-DSG se développent et se diversifient en sous-clones.

Dans le pemphigus, l'analyse génétique a montré que les Ac anti-DSGI1 et anti-DSG3
utilisent préférentiellement certains génes V pour la chaine lourde (VH) et plus particuliérement
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 antigéne (Qian et al. 2007).
Identifiés chez des patients non apparentés, certains clones B utilisant le gene VH1-46 présentent
peu de mutations somatiques, voire aucune mutation pour acquérir une auto-réactivité vis-a-vis de
la DSG3 (Cho et al. 2014). Il a donc été proposé que ces clones B anti-DSG3 portant le géne VH1-
46 apparaissent naturellement. Ils peuvent survivre et échapper a la délétion ou a I'anergie car la
DSG3 n'est pas exprimée de maniere centrale dans la moelle osseuse, son expression est limitée a
la périphérie aux épithéliums stratifiés, de sorte que les LB ne rencontrent probablement pas
suffisamment d'antigéne de la DSG3 pour subir une délétion clonale (Cho et al. 2016). Ces clones

pourraient étre importants au début du développement de 1’auto-immunité du pemphigus.

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
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dans les familles VH3 et/ou VH4 (Mouquet et al. 2008b). Aprées leur premiére prise de RTX, les
patients en rémission compléte présentent un répertoire B normal de type gaussien. En phase active
de la maladie, I'analyse des séquences des CDR3 a démontré la présence de séquences hautement

récurrentes.

Le criblage a haut débit des LB anti-DSG chez les patients atteints de PV a confirmé la
prédominance des lignées 1gG4, suivie par des IgAl, IgG1 et I[gA2. L'analyse phylogénétique de
ces clones B anti-DSG a montré que la plupart des clones B anti-DSG de type 1gG4 n'ont pas de
relation clonale avec les autres sous-classes IgA1, IgG1 et [gA2. Les IgG1 évoluent vers des IgAl
puis vers des [gA2 mais ne sont pas a I’origine des IgG4. Les clones d'IgA réagissent avec les cinq
domaines EC des DSG, tandis que les IgG4 reconnaissent préférentiellement ’EC1. Ainsi, malgré
la coexistence d'auto-Ac IgGl1 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 (Ellebrecht

et al. 2018).

Ces observations confortent I’hypothése d’un répertoire B naif naturellement orienté vers
l'auto-réactivité créant par recombinaison V(D)J a des fréquences rares des IgM anti-DSG non
pathogenes. Cela corrobore nos observations sur 1’effet a long terme du RTX sur la diminution du
nombre de LB IgG anti-DSG mais pas celui des IgM chez les patients en rémission compléte par

rapport a des patients ayant un pemphigus récemment diagnostiqué (Colliou et al. 2013b).

La présence de clones auto-réactifs IgM ne semble donc pas étre suffisante pour induire
une auto-immunité cliniquement parlante. Par conséquent, des signaux immunitaires
supplémentaires sont nécessaires pour initier 1'activation des clones B auto-réactifs et conduire a
la différenciation en ASC. La voie d’activation de ces LB responsables de la production des IgG
anti-DSG n’est pas encore clairement établie car il reste difficile de déterminer si ces ASC
pathogenes sont dérivés d'une réponse extra-folliculaire ou au sein d'un CG voire des deux voies
en parallele. 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 a une rechute. Mais si 1’origine des LB anti-DSG pathogénes
est un événement ponctuel périphérique, I’¢limination 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

aprés un traitement par corticothérapie et mycophénolate mofétil (Hammers et al., 2015). Cette
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¢tude n’a détecté qu’un seul nouveau clone B au cours du temps suggérant que I’émergence de LB
IgG anti-DSG n’est pas un processus fréquent, ni continu (Hammers et al. 2018). De plus, I’un de
ces patients a été traité par RTX en deuxiéme intention. Apres 4 perfusions, plus aucun clone IgG
auto-réactif n’est détecté. L’observation de 1’absence de clone B anti-DSG a ¢été confortée chez
deux autres patients atteints de PV en rémission compléte longue aprés RTX soulignant qu’une
déplétion compléte des LB pathogénes est possible. Ces résultats corroborent nos données
cytométriques sur la baisse de fréquence dans le sang des LB IgG anti-DSG apres le traitement par
RTX (Colliou et al. 2013b). Néanmoins, nous avons constaté dans cette étude a 5 ans que de
nombreux patients (80%) ont rechuté apres un seul cycle d’injection de RTX. Il est probable que
des LB anti-DSG nichés dans la peau (Yuan et al. 2017a), dans la moelle osseuse et/ou les organes
lymphoides secondaires ne soient pas totalement ¢liminés par un seul cycle de RTX. Ces cellules
pourraient proliférer et se différencier en ASC entrainant une élévation des titres d’Ac anti-DSG

généralement constatée lors des rechutes (Ellebrecht and Payne 2017a).

e Les fonctions effectrices des LB

Le role des LB dans les MAI est largement associé a la production d’auto Ac. Cependant,
l'auto-immunité est plus complexe et met en jeu les autres fonctions des LB a savoir la production
de cytokines, de chimiokines et la présentation antigénique. Les LB peuvent donc influencer
profondément la réponse auto-immune, notamment par leurs interactions directes ou indirectes

aves les LT et les CD et ainsi moduler I’organisation des structures lymphoides.

Dans le pemphigus, la présence de structures lymphoides a été suggérée devant la présence
de cellules sécrétrices d’IL-21 (Yuan et al. 2017a). Ces organes lymphoides tertiaires cutanés
pourraient permettre 1'activation locale des LT auto-réactifs et ainsi le développement de LB auto-
réactifs, pouvant favoriser I’inflammation locale (Iwata et al. 2009). 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 et récidives dans certaines

zones (Debes and McGettigan 2019).

Dans les tissus ou dans les ganglions lymphatiques, la génération de CG repose sur des
interactions entre les Tth et les LB qui sont indispensables a la différenciation des Tth par la
présentation antigénique, la sécrétion des cytokines (I’IL-6 et I'[L-27) et I’expression des
molécules de co-stimulation (ICOSL, CD84) (Deenick et al. 2010; Ma et al. 2012). L’ importance

de la présence des LB au développement des Tth a été indirectement démontrée par la diminution

79



de la fréquence de Tth aprés I’administration de rituximab dans plusieurs MAI (Zhao et al. 2017;
(Xu et al. 2013a) ; Zhao et al. 2017) et trés récemment dans le pemphigus par notre équipe,

notamment sur la population de Tth auto-réactifs (Maho-Vaillant et al. 2021).

En effet, les LB sont capables, via leur BCR, d’internaliser un antigéne pour ensuite le
présenter aux LT auxiliaires grace a 1’expression du CMH de classe II (Janeway et al. 1987,
Lanzavecchia 1985). Ils peuvent alors influencer la polarisation des LT et la formation des LT
mémoires grace aux signaux de co-stimulation et la production de cytokines. La sécrétion de
cytokines par les LB semble, quant a elle, régulée par le microenvironnement cytokinique ainsi
qu’une combinaison d’événements incluant sa signalisation BCR et/ou TLR et/ou CD40 (Duddy

et al. 2004; Vazquez et al. 2015).

Eming et al. ont montré dans le pemphigus que I’utilisation de rituximab permet une
diminution de la fréquence de LT auto-réactifs de type Thl producteurs d’IFN- y et Th2
producteurs d’IL-4, aprés stimulation in vitro par la DSG3, sans diminution de la fréquence des
LT non spécifiques (Eming et al. 2008a). Dans le méme temps, notre équipe a mis en évidence
I’émergence d’une population de LB secrétant de I’'IL10 apres rituximab, et qui a la faculté de

réguler la réponse auto-immune (Breg) (Colliou et al. 2013Db).

e Les lymphocytes B régulateurs

Les Breg représentent une sous-population de LB capables de réguler la réponse auto-
immune via la production d'IL-10 (Fillatreau et al. 2002; Lin et al. 2014; Oleinika et al. 2019). La
voie d’induction des Breg la plus décrite met en jeu I’engagement du BCR et une co-stimulation
via le TLR9 et/ou le CD40 (Bouaziz et al. 2010; Mauri and Bosma 2012) mais aussi
I’environnement cytokinique dans lequel se différencient les LB (Giordani et al. 2009; Huang et
al. 2017; Menon et al. 2016; Rosser et al. 2014; Yang et al. 2010; Yoshizaki et al. 2012).
Actuellement, les populations Breg comprennent des LB transitionnels CD24°" CD38%" (Blair et
al. 2010; Flores-Borja et al. 2013), des LB mémoires CD24°" CD27" (Iwata et al. 2011; Lin et al.
2014), des LB CD25"CD71" (van de Veen et al. 2013) et les plasmablastes CD27™ CD38"
(Masson et al. 2015; Matsumoto et al. 2014). Cette hétérogénéité du phénotype des Breg conforte

I'hypothese selon laquelle les Breg seraient « induits » et non pas spécifiques d’une lignée.

Les Breg sont ainsi capables de : 1) inhiber la prolifération des LT (Bouaziz et al. 2010), i)
moduler la production de cytokines pro-inflammatoires par les LT, iii) supprimer la polarisation

Th1 (Blair et al. 2010) et Th17 (Flores-Borja et al. 2013), iv) convertir les LT CD4" en iTreg ou
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en Trl (Flores-Borja et al. 2013; Kessel et al. 2012), v) contrdler le phénotype des DC en réprimant
leur profil pro-inflammatoire (Lemoine et al. 2011; Morva et al. 2012). Il a été aussi démontré que
les Breg pouvaient réprimer le développement des Tth au profit des Tfr (Achour et al. 2017).
Comme évoqué plus haut, la fonction régulatrice des LB est associée a la production d'IL-10 mais
d'autres cytokines ont récemment été décrites comme anti-inflammatoires telles que I’IL-35 (Shen
and Fillatreau 2015), le TGF-B (Nouél et al. 2015). Enfin, les Breg peuvent également moduler les
réponses adaptatives par 1’expression de PD-L1, ligand du récepteur de mort PD-1 sur les LT
(Khan et al. 2015) ou encore induire l'apoptose via une expression accrue de FasL (Hahne et al.

1996).

D’un point de vue fonctionnel, la diminution de la fréquence de Breg et/ou de leur capacité
régulatrice ont été décrites dans de plusieurs MAI telles que le LES (Wang et al. 2014), la
polyarthrite rhumatoide (Xu et al. 2017), le psoriasis (Hayashi et al. 2016) ou encore la SEP
(Lemoine et al. 2011).

Notre équipe a mis en évidence, chez des patients pemphigus suivis plusieurs années apres
I’administration de rituximab, que les patients maintenant une rémission compléte avaient une
proportion de de LB transitionnels CD24°" CD38™" sécréteurs d’IL-10 plus élevée que les patients
ayant une maladie considérée comme active (Colliou et al. 2013b). L’émergence de Breg a
¢galement été montrée chez des patients pemphigus en rémission compléte apres traitement par

IglV (Kabuto et al. 2016) ou corticothérapie orale (Kabuto et al. 2017).

Au contraire, un contingent particulier de LB incapable de produire de I’IL-10 et exprimant
le marqueur CD1 1c constitue une sous-population distincte des LB et enrichie en LB mémoire sur-
exprimant les génes impliqués dans 1'activation et la présentation antigénique. Les LB CD11c+ ont
une capacité a se différencier plus rapidement en cellules présentatrices d’Ac, suggérant un stade
plus avancé dans la différenciation plasmocytaire. Dans le pemphigus, les patients atteints
présentent initialement une fréquence de LB CD11c+ augmentée et qui diminue aprés traitement

par rituximab (Golinski et al. 2020).

7. Les Traitements

A D'instar de nombreuses MAI, la corticothérapie systémique a longtemps été la

base du traitement du pemphigus. Son utilisation, dans les années 1950, a changé le pronostic du
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pemphigus, permettant de diminuer la mortalité¢ a 1 an de 75% a 30%. Le principal inconvénient
de I'utilisation d’une corticothérapie générale au long cours, comme c’est le cas dans le cadre
d’une MAI chronique comme le pemphigus, est la survenue d’effets indésirables dits « cortico-
induits » séveres comme le diabéte, I’hypertension artérielle, la prise de poids,
I’immunodépression anti-infectieuse. Afin de limiter ces effets indésirables, les dermatologues ont
essay¢ de leur associer certains traitements immunosuppresseurs a visée d’épargne cortisonique
tels que 1’azathioprine, le mycophénolate mofétil ou encore le méthotrexate, sans preuve d’un réel
intérét. Depuis une quinzaine d’années, le rituximab, s’est progressivement imposé comme le

traitement de référence du pemphigus, le plus souvent en association aux corticoides.

A. Les glucocorticoides (GC)

Les GC exercent leur influence par le biais de trois mécanismes d’action comprenant des
effets génomiques directs et indirects et non génomiques (Stahn and Buttgereit 2008). Les GC
diffusent a travers les membranes cellulaires pour se lier aux récepteurs des glucocorticoides (GR)

cytoplasmiques, qui sont exprimés de maniere ubiquitaire (Nicolaides et al. 2010).

Les GC agissent 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 1’apoptose. Ces
mécanismes expliquent, en partie, I’inhibition de I’activité cellulaire observée avec les GC en
particulier dans les cellules impliquées dans I’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 manicre synthétique, les GC peuvent orienter les DC vers un phénotype tolérogéne par
une faible expression du CMH de classe II, des molécules co-stimulatrices et des cytokines (IL-
1B, IL-6) influencant 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 Thl 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).
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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 I’expression des geénes codant pour la cytokine immuno-
modulatrice IL-10 liée aux fonctions des Breg (Franco et al. 2019). Enfin, le traitement par GC
provoque une diminution du taux de BAFF (Hébert et al. 2021; 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-dépendants et [D’efficacité clinique des molécules
thérapeutiques nécessite généralement I’utilisation de doses ¢levées et prolongées. Cependant, une
dose cumulée élevée de GC est associée a différents effets indésirables tels que 1’ostéoporose, la
myopathie cortisonique, le glaucome, 1I’hyperglycémie, I’hyperlipidémie, le surpoids ou encore le

diabéte et des maladies cardio-vasculaires (Caplan et al. 2017; Kridin 2018c).

Actuellement, ’HAS recommande de commencer le traitement des patients atteints de
pemphigus modérés a séveres par de la prednisone/prednisolone a la dose initiale de 0,5 a 1 mg/kg
par jour en association au rituximab, et ce pour une durée de 3 a 6 mois (Jelti et al. 2019b; Joly et
al. 2017). Les patients répondent généralement a cette thérapie dans un délai de deux a trois

semaines.

L'administration systémique de GC dans le pemphigus permet d'obtenir en quelques jours
un contrdle 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 a une transcription accrue des DSG et d'autres molécules d'adhésion cellulaire dans les
kératinocytes (Nguyen et al., 2004). De plus, I'utilisation des GC, méme en monothérapie, permet

une diminution des taux d’auto-Ac (Abasq et al. 2009b; Barnadas et al. 2015).

L’efficacit¢ des GC dans le pemphigus est bien démontrée (Almugairen et al. 2013;
Harman et al. 2002) mais son utilisation est limitée par la survenue d’effets indésirables

potentiellement graves, qui dictent maintenant le pronostic de la maladie (Kridin et al. 2017).

B. Le rituximab (RTX)

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
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des LB. Le CD20 s’observe pendant le développement des LB du stade pré-B au stade B mature
puis son expression diminue sur les plasmablastes pour disparaitre totalement de la surface des
plasmocytes (Riley and Sliwkowski 2000). Par conséquent, le RTX épargne les progéniteurs B et
les plasmocytes, ce qui permet notamment de ne pas endommager la mémoire immunitaire a long

terme.

Le fragment Fab du RTX d’origine murine se lie a la molécule CD20 et le fragment Fc
d’origine humaine permet le recrutement des différents effecteurs du systéme immunitaire
aboutissant a la déplétion des LB (Reff et al. 1994). Son mécanisme d’action repose sur I’induction
d’apoptose, sur 1’activation des processus de cytotoxicité dépendante du complément et par
I’ADCC dépendante des FcyR a la surface des granulocytes, des macrophages et des NK (Boross
and Leusen 2012; Maloney et al. 2002) (Figure 32).

Cytotoxicité
dépendante du complément (CDC)

,/}"""" Site de fixation
| \ Complexe . L

[ /| membranaire
- (CAM)

P

FeyRIll

Structure de I'Anticorps

Régions variable murines

] Régions
constantes
| humaines

Anticorps chimérique 1gG1

Cytotoxicité cellulaire :
dépendante des anticorps 020
(ADCC)

Activation 4
des casy /
Apoptose RITUXIMAB

Figure 32 : Structure et mécanismes d’action du rituximab
(Maloney 2012).

Initialement, le rituximab était utilisé dans le traitement des hémopathies lymphoides telles
que les lymphomes B non-hodgkiniens, les lymphomes B diffus a grandes cellules et la leucémie
lymphoide chronique (Plosker and Figgitt 2003). Il a ensuite été utilisé dans le traitement des
maladies auto-immunes comme la polyarthrite rhumatoide, la vascularite a ANCA, et plus
récemment le pemphigus et les autres dermatoses bulleuses auto-immunes (DBAI) (Cohen et al.

2006; Stone et al. 2010).
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Dans les DBALI, I’utilisation du rituximab a d’abord été rapportée dans les années 2000
chez des patients atteints de formes séveres de pemphigus, cortico-dépendantes ou cortico-
résistantes ainsi que dans les pemphigus résistants aux immunosuppresseurs conventionnels
(Ahmed et al. 2006; Arin et al. 2005; Cianchini et al. 2012; Joly et al. 2007; Lunardon et al. 2012).
Certaines données immunologiques 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 arrét de la restitution du pool
de plasmablastes /plasmocytes auto-réactifs conduit a 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
naifs (Mouquet et al. 2008). En raison de I’interaction étroite entre les LB et les LT, la déplétion
de LB induite par le RTX impacte la présentation antigénique, la production de cytokines ainsi
que les co-signaux d’activation nécessaires aux LT, entrainant indirectement la réduction des LT
auto-réactifs (Eming et al. 2008a). Le déséquilibre LB naifs/LB mémoires est maintenu sur le long
terme méme 5 ans aprés la premiére injection de RTX. Le nombre de LB IgG™ spécifique des DSG
est fortement diminué chez les patients en rémission compléte par rapport a des patients
nouvellement diagnostiqués pour le pemphigus contrairement au LB IgM"™ suggérant qu’un
blocage dans le processus de commutation isotypique participe a 1’effet bénéfique du traitement
par RTX (Maho-Vaillant et al. 2021). En outre, I’émergence de cellules régulatrices pourrait avoir

un role dans I’effet immunosuppresseur du RTX (Colliou et al. 2013) (Figure 33).
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Figure 33 : Mode d'action du RTX dans le pemphigus

Le RTX induit une déplétion des cellules B et des cellules B mémoires.

De plus, le RTX diminue significativement la fonction des cellules T, en déplacant les cellules B
présentatrices d'antigenes. Les patients qui obtiennent des réponses durables présentent un rapport cellules
B naives/cellules B mémoires plus élevé. Les cellules B régulatrices (Breg) et les cellules T régulatrices
(Treg) sont également augmentées et inhibent les cellules B mémoires spécifiques de la DSG3.

Au contraire, les patients présentant des rechutes précoces apres un retour des LB ont un ratio cellules B
naives/mémoire diminué. La réapparition de cellules T autoréactives, spécifiques de DSG3, contribue a
l'activation des cellules B autoréactives et a la production ultérieure d'lgG anti-DSG.

Les rechutes sont fréquentes aprées la reconstitution des LB, de 40 a 80% selon la durée du
suivi (Ahmed et al. 2015; Ahmed et al. 2009; Colliou et al. 2013b; Joly et al. 2007). Il a été
démontré que les rechutes apres le RTX étaient associées aux mémes clones B anti-DSG que ceux
observés dans le phase active (Hammers et al., 2015). Cela suggere que les rechutes peuvent étre
liées a une déplétion incompléte des clones B anti-DSG, notamment ceux situés dans des

« niches » non atteignables par le RTX (Nishifuji et al. 2000; Yuan et al. 2017a).

Le taux de rechutes est inversement corrélé au nombre de perfusions regues de RTX
(Colliou et al. 2013; Kim et al. 2017). En effet, les études utilisant plusieurs cycles de RTX
n’observent que peu de rechutes (Ahmed et al. 2015; Ahmed et al. 2009; Kim et al. 2011) mais au

prix d’un risque iatrogéne majoré. La rechute de la maladie est désormais la principale
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préoccupation du clinicien, étant donné 1’exceptionnelle efficacité du traitement d’attaque. Le but
est maintenant de trouver un moyen d’anticiper la rechute afin de proposer un traitement préventif
par une perfusion additionnelle de RTX puisqu’il a ét¢ montré que, suite a une rechute, que la ré-
administration de RTX pouvait entrainer une amélioration voire une rémission a long terme

(Colliou et al. 2013; Kim et al. 2017).

Ces résultats plaident en faveur d’une utilisation du RTX répétée en plusieurs cycles des

les premiers signes de la maladie puis, si possible, avant les premiers signes de rechute.

Un essai randomisé contr6lé multicentrique frangais mené par notre équipe a ensuite
démontré la supériorité du rituximab associé a de petites doses corticoides oraux par rapport a la
corticothérapie standard a fortes doses chez les patients atteints de pemphigus nouvellement
diagnostiqués, en termes d’efficacité mais également de tolérance, grace a son effet d’épargne
cortisonique (Joly et al. 2017) (ANNEXE 1). Grace a cette étude, le rituximab a obtenu par la FDA
(agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux) en juin 2018 puis par I'EMA
(agence européenne des médicaments) en mars 2019 une autorisation de mise sur le marché dans
le traitement des pemphigus modérés a séveres. Ainsi, il est maintenant indiqué en France en
premiére intention dans le traitement des pemphigus vulgaires modérés a sévéres seul ou en

association a une corticothérapie orale et/ou locale.

- Contre-indications et précautions d’emploi

Les contre-indications au rituximab sont une hypersensibilité connue au rituximab, une
infection sévére et/ou évolutive, un antécédent de cancer solide de moins de 5 ans ou de cancer
viro-induit, un déficit immunitaire sévere, une insuffisance cardiaque sévere (New York Heart

Association Classe IV) ou une maladie cardiaque sévere non controlée.

Avant de débuter le traitement, les patients doivent étre a jour de leurs vaccinations et une
vaccination anti-grippale (annuelle) et anti-pneumococcique (tous les 5 ans) sont recommandées.
Les vaccins vivants sont contre-indiqués pendant le traitement par rituximab. Les vaccins doivent
étre effectués au maximum 15 jours avant de débuter le traitement par rituximab et 4 semaines
pour les vaccins vivants. Une double vaccination contre le SARS-CoV?2 est recommandée avant
la premiére injection de rituximab et une troisiéme dose est recommandée chez les patients ayant

déja recu du rituximab depuis moins de 18 mois.
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En cas d’association du rituximab & un autre traitement immunosuppresseur (méthotrexate,
mycophénolate mofétil), il est recommandé une prophylaxie anti-pneumocystose systématique par

trimétoprime 800 mg-sulfaméthoxazole 160 mg (BACTRIM®) une fois par jour.

Un arrét des antihypertenseurs est recommandé 12 heures avant la perfusion, du fait de

I’effet potentiellement hypotenseur du rituximab.

Concernant les femmes en age de procréer, aucun risque malformatif n’a été décrit.
Cependant, une contraception efficace est recommandée pendant le traitement et jusqu’a un an
apres le traitement du fait d’un risque de faiblesse de I’immunité chez I’enfant a naitre pendant les
6 premiers mois de vie. Actuellement, il n’existe aucune donnée sur le retentissement d’un
traitement par rituximab sur la fertilité mais un avis auprés d’un Centre d'Etudes et de Conservation
des Oeufs et du Sperme (CECOS) peut étre nécessaire pour discuter un prélévement d’ovocytes

ou de sperme avant traitement.

- Posologie et modalités d’administrations

Traitement d’attaque :

La posologie initiale de rituximab administrée dans le pemphigus vulgaire est de deux
perfusions de 1g par voie intraveineuse espacées de 2 semaines d’intervalle (soit JO et J14). Il
s’agit de la posologie administrée dans la plupart des pathologies auto-immunes, contrairement

aux hémopathies lymphoides ou la posologie est de 375mg/m? une fois par semaine.

Traitement d’entretien :

Une perfusion d’entretien de 500 mg doit étre administrée aux 12°™ et 18°™ mois. En effet,
certaines ¢tudes ont souligné I’intérét de réaliser des perfusions d’entretien de rituximab pour

prévenir la survenue de rechutes ultérieures (Joly et al. 2017).

Selon les taux d’anticorps anti-desmogléines 1 et 3 et I’évaluation clinique 3 mois apres le
premier cycle de rituximab (soit 1g a JO et J14), une nouvelle perfusion de rituximab peut étre
administrée au 6°™ mois afin de prévenir la survenue de rechutes (Jelti et al. 2019¢; Mignard et al.

2020).

- Effets indésirables
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Réactions a la perfusion

Les réactions a la perfusion se caractérisent par les symptdmes suivants : tachycardie,
hypotension, douleur thoracique, rash cutané, prurit, céphalées, vertiges et malaise. Une
surveillance rapprochée pendant la perfusion est donc nécessaire. Ces réactions a la perfusion
surviennent principalement lors des premicres perfusions et régressent rapidement apres 1’arrét de
I’administration de rituximab. Ils seraient la conséquence d’une réaction anaphylactique a la
composante murine de 1’Ac. Dans la majorité des cas, un traitement par corticoides et anti-
histaminiques permet une reprise de la perfusion avec un débit plus lent et sans récidive des
symptomes. Un arrét complet des perfusions est rarement nécessaire. Une pré-médication par voie
intraveineuse avec du paracetamol 1g, de la diphenhydramine 5 mg, et de la méthylprednisolone
100 mg est systématiquement prescrite une heure avant la perfusion de rituximab afin de réduire

le risque d’effets indésirables (Hébert and Joly 2018).

Autres effets indésirables

Le rituximab induit une déplétion des lymphocytes B circulants débutant dans les 3 jours
apres la perfusion. Le taux de lymphocytes B est ensuite indétectable jusqu’au 6°™ mois aprés la
premiére perfusion de rituximab et les perfusions d’entretien au 12°™ et au 18°™ mois permettent
une disparition compléte des lymphocytes B jusqu’au 24°™ mois. Cette déplétion des lymphocytes
B entraine une majoration du risque d’infections. Le répertoire de lymphocytes B se reconstitue
progressivement entre 6°™ et 9™ mois aprés la derniére perfusion, bien que le taux de
lymphocytes B circulants reste trés bas jusqu’a 2 ans apres la derniére perfusion. La réalisation de
perfusions de rituximab en traitement d’entretien ne semble pas augmenter le risque de survenue

d’infections (Hébert and Joly 2018).

Les autres effets indésirables principalement rapportés sont les réactions anaphylactiques,
les décompensations de pathologies cardiaques pré-existantes, et les toxidermies a type de nécrose
épidermique toxique (NET). Certains cas de réactivations virales et de leucoencéphalopathies
multifocales progressives (LEMP) ont été décrits, extrémement rares cependant dans le cadre des
maladies auto-immunes et principalement en cas de traitement répété et associ¢ a d’autres

immunosuppresseurs (Hébert and Joly 2018).
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C. Les autres traitements utilisés :

Des adjuvants immunosuppresseurs, le plus souvent 'azathioprine ou le mycophénolate
mofétil, peuvent étre utilisés en association aux GC pour leurs effets épargneurs cortisonique, bien
que seuls quelques essais cliniques randomisés aient prouvé leur efficacité qui reste malgré tout

moindre que celle observée avec le RTX (Atzmony et al. 2015; Werth et al. 2021).

Chez les patients réfractaires au traitement initial ou présentant des contre-indications aux
corticoides, des options thérapeutiques de deuxiéme intention ciblant les auto-Ac ou les LB sont
recommandées. Les traitements tels que I’injection d’IglV (Enk et al. 2016), la plasmaphérese
(Sendergaard et al. 1997; Tan-Lim and Bystryn 1990) ou I’immunoadsorption des IgG
(Meyersburg et al. 2012) permettent une réduction trés rapide des auto-Ac dans le sérum des

patients avec souvent réponse clinique rapide mais transitoire.

D. Les traitements émergents :

De nombreux traitements sont a I’essai dans le pemphigus ciblant des acteurs différents de

la pathogénicité de la maladie (Figure 34).
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Figure 34 : Mécanismes d’action des thérapies émergentes pour le traitement du pemphigus

(Ref didona et al. 2019).

a. Les traitements ciblant les LB autres que le RTX

Bien que le RTX ait considérablement amélioré le pronostic global du pemphigus, un échec
du traitement ou une rechute précoce peuvent étre observés. Comme nous 1’avons dit, le RTX est
un anticorps monoclonal chimérique, dont la composante murine serait responsable des réactions
allergiques observées pendant la perfusion. Cependant, il est également responsable de 1'apparition
d'anticorps humains anti-chiméres (HACAT), qui peuvent potentiellement limiter 1'efficacité du
médicament (Lunardon and Payne 2012). Au cours des derniéres années, différents anticorps
monoclonaux ciblant le CD20 ont été développés. Les Acm anti-CD20 de deuxiéme génération
différent du RTX en ce qu'ils sont humanisés ou entierement humains, ce qui leur permet d'étre
moins immunogenes (Du et al. 2017). Parmi les anticorps monoclonaux anti-CD20 de deuxi¢me
génération, I'ofatumumab a été le premier a €tre autorisé. Il s'agit d'un anticorps monoclonal anti-
CD20 qui cible la partie extracellulaire du CD20 proche de la membrane des cellules B, ce qui
entraine une cytotoxicité dépendante du complément plus puissante que celle du RTX (Karlin and
Coiffier 2015). L'ofatumumab a démontré son efficacité chez un patient atteint de pemphigus, chez

qui le RTX perd de son efficacité, vraisemblablement en raison de 'apparition du HACAT (Rapp
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et al. 2018). Malheureusement, un essai contr6lé randomisé de I'ofatumumab dans le pemphigus a
été prématurément interrompu en raison de restrictions financiéres. De méme, Ellebrecht et al. ont
décrit un succes thérapeutique avec le veltuzmab sous-cutané chez un patient atteint de pemphigus
qui n'avait obtenu qu'une rémission partielle avec le RTX (Ellebrecht et al. 2014). Le veltuzumab
est un anticorps monoclonal humanis¢ anti-CD20 qui posséde des régions déterminantes
complémentaires similaires a celles du RTX, mais une avidité de liaison et un effet sur la
cytotoxicité dépendante du complément 2,7 fois supérieurs a ceux du RTX. Il peut également Etre
administré par voie sous-cutanée, ce qui entraine des effets secondaires moins importants que le

RTX par voie intraveineuse (Du et al. 2017).

D'autres traitements intéressants comprennent le belimumab et 1'atacicept, un anticorps
IgG1 humain monoclonal et une protéine de fusion recombinante entiérement humaine, qui ciblent
respectivement BAFF et un ligand induit par la prolifération (APRIL), qui sont impliqués dans la
différenciation des cellules B dans les plasmocytes produisant des anticorps (Hébert et al. 2021;
Kaul et al. 2016; Stohl 2017). Il convient de mentionner qu'un anticorps monoclonal antirécepteur
BAFF (VAY736) fait I'objet d'un essai multicentrique randomisé, en aveugle partiel, contrélé par

placebo (NCT01930175) (Musette and Bouaziz 2018).

Les inhibiteurs de la kinase de Bruton (BTK) constituent également une thérapie
prometteuse ciblant les cellules B dans le pemphigus. La BTK est un membre de la famille des
kinases Tec, qui est principalement exprimée sur les cellules B, a I'exclusion des plasmocytes
producteurs d'anticorps. L'activation de la BTK aprés reconnaissance de I'antigéne par le BCR
active différentes molécules en aval, notamment p38MAPK, MEK/ERK et NFkB, dont les signaux
associés sont des régulateurs clés de la survie, de la prolifération, de la maturation et de la
présentation de I'antigéne des cellules B (Corneth et al. 2016; Crofford et al. 2016). Les inhibiteurs
de BTK tels que l'ibrutinib ont montré des réponses cliniques impressionnantes chez les patients
atteints de tumeurs malignes a cellules B, mais sont également prometteurs pour le traitement des
troubles auto-immuns. En particulier, il a ét¢ démontré que la suractivation de BTK entraine l'auto-
immunité en augmentant la production d'auto-anticorps et le changement de classe, en favorisant
le « dialogue croisé » entre les cellules B-T et la perte de tolérance des cellules B périphériques
(Crofford et al. 2016). De plus, l'expression accrue de BTK dans les cellules B induit la
différenciation des cellules auxiliaires folliculaires T, dont on a montré qu'elles étaient impliquées
dans la pathogenése du pemphigus. Fait intéressant, I'ibrutinib a été utilisé avec succés dans deux
cas de PNP associés a des tumeurs malignes a cellules B (Ito et al. 2018; Vidal-Crespo et al. 2017).
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L'efficacité du PRN1008, un inhibiteur oral de la BTK, est actuellement évaluée dans le cadre d'un

essai clinique (NCT02704429).

Les anticorps monoclonaux ciblant les cellules CD19+ (une molécule de surface des
cellules B qui est également exprimée sur les plasmocytes produisant des anticorps), tels que
l'inebilizumab, constitueraient une stratégie efficace dans le pemphigus, étant donné que la
persistance de plasmablastes a longue durée de vie produisant des auto-anticorps IgG anti-DSG
fait probablement partie des mécanismes de résistance de la maladie au traitement par RTX

(Musette and Bouaziz 2018).

b. Récepteur chimérique d'auto-anticorps (CAR)-cellules T

La thérapie par cellules T a récepteur d'antigene chimérique (CAR) a montré une efficacité
remarquable dans les hémopathies malignes (Salter et al. 2018). Actuellement, deux thérapies par
cellules CAR-T dirigées contre le CD19, le tisagenlecleucel et l'axicabtagene ciloleucel, ont été
approuvées pour le traitement de la leucémie lymphoblastique aigué réfractaire/récidivante et des
lymphomes agressifs a cellules B. L'activité antitumorale remarquable des cellules CAR-T dans
les hémopathies malignes a récemment conduit a étudier 1'application clinique potentielle de cette
thérapie dans les tumeurs solides (gliome, mélanome); un scénario intéressant a également été
proposé dans les maladies auto-immunes (Flemming 2016). La thérapie cellulaire CAR-T est un
exemple de thérapie par transfert adoptif de cellules : les cellules T dérivées du patient sont
modifiées ex-vivo pour exprimer un CAR, qui permet la reconnaissance sélective de l'antigéne
d'intérét et la destruction consécutive, sans restriction du CMH, des cellules porteuses de I'antigene

(Wegner 2017).

Les CAR sont des protéines de fusion dont la structure comprend trois domaines : (i) le
domaine extracellulaire, qui consiste en un fragment variable a chaine unique et sert de domaine
de reconnaissance de l'antigéne ; (ii) le domaine transmembranaire ; et (iii) le domaine
intracellulaire, qui consiste en la chaine zéta ({) du CD3, un composant du récepteur endogene des
cellules T (Dai et al. 2016). Dans les CAR de deuxi¢me et troisieme générations, le domaine
intracellulaire est li¢ a des molécules costimulatrices, en particulier 4-IBB et CD28, qui favorisent
la survie et la prolifération des cellules CAR-T apres la reconnaissance de l'antigéne, ce qui se

traduit par une plus grande efficacité clinique (Long et al. 2018). La production de cellules CAR-
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T nécessite différentes étapes. En bref, la protéine CAR est clonée dans des plasmides lentiviraux
ou rétroviraux. Les vecteurs viraux sont ensuite transfectés dans des lignées cellulaires de
conditionnement afin d'obtenir de grandes quantités de plasmides porteurs de CAR. Les cellules T
du patient, obtenues par leucaphérese, sont incubées avec le vecteur viral, qui pénétre dans les
cellules et introduit 'ARN codant pour le CAR. Ce dernier est rétro-transcrit dans I'ADN et
s'intégre de maniere stable dans le génome des cellules T. La protéine CAR peut alors étre
transcrite et traduite et finalement exprimée a la surface des cellules T. Les cellules CAR-T sont

finalement expansées, concentrées et cryoconservées pour étre ensuite réinjectées au patient.

Récemment, Ellebrecht et al. ont créé un "récepteur d'auto-anticorps chimérique" (CAAR),
dont le domaine extracellulaire était constitué¢ de fragments de DSG3 (Ellebrecht et al. 2016)
(Figure 35). I1 a été démontré que les cellules T modifiées pour exprimer le CAAR DSG3 ciblent
sélectivement les cellules B humaines anti-DSG3 in vitro. Les anticorps anti-DSG3 dérivés de
sérums de patients n'ont pas aboli 1'activité des cellules CAAR-T. Dans un modéle murin de PV,
les cellules CAAR-T ont réduit les anticorps IgG pathogeénes et amélioré la sévérité de la maladie.
Hormis la possibilit¢ que les cellules CAAR-T DSG3 puissent potentiellement cibler les
kératinocytes exprimant les desmocollines et les desmogléines, qui se lient physiologiquement a
DSG3, les auteurs n'ont pas observé de toxicité significative contre les kératinocytes. Enfin, les
auteurs ont signalé¢ une activité similaire contre les lymphocytes B anti-DSG3 entre les cellules
CAAR-T et les cellules CAR-T CD19+, ce qui suggére que le ciblage sélectif des lymphocytes B
autoréactifs n'entraine pas une réduction de l'efficacité du traitement. Plus récemment, dans un
modele murin de PV actif avec production d'IgG anti-DSG3, le CAAR-T DSG3 a inhib¢ les
réponses anticorps contre les épitopes DSG3 pathogenes et la liaison des auto-anticorps aux tissus

épithéliaux, ce qui a conduit a la résolution clinique et histologique des 1ésions (Lee et al. 2020).
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Figure 35 : Structure de I’anti-DSG3 CAAR T
(Ellebrecht et al. 2016).

Un avantage majeur de la thérapie par cellules CAAR-T dans le PV implique la possibilité
de cibler les cellules B mémoires, responsables de la rechute observée aprés les thérapies anti-
CD20. Un deuxieéme avantage de la thérapie par cellules CAAR-T est une immunosuppression
réduite, puisque les cellules B normales ne sont pas censées étre tuées. Comme les cellules B auto-
réactives dans le pemphigus ne représentent qu'un sous-ensemble mineur des cellules B totales, il
est peu probable que le traitement par cellules CAAR-T puisse entrainer des effets indésirables

graves comme cela a été observé dans le cadre onco-hématologique.

Une limitation potentielle de la thérapie par cellules CAAR-T DSG3 dans le pemphigus
est l'auto-immunité induite par les IgG non seulement contre DSG3 mais aussi contre la DSG1. 11
a été démontré que les patients présentant un PV pouvaient éventuellement rechuter sous forme de
PF (ou vice versa). Ces résultats soulignent I'importance de cibler simultanément les cellules B
réactives DSG1 et DSG3. L'un des principaux défis de la thérapie cellulaire CAR-T dans le cancer
est la capacité¢ des cellules néoplasiques a s'échapper en régulant a la baisse l'expression de
l'antigeéne cible. Une nouvelle stratégie pour surmonter la perte de 1'antigéne tumoral consiste a
modifier les cellules T individuelles avec deux molécules CAR distinctes (CAR a double signal)

ou avec une molécule CAR contenant deux domaines de liaison différents, appelée CAR en tandem
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(Wang et al. 2017; Zah et al. 2016). Ainsi, une stratégie similaire pourrait étre adoptée pour

développer des cellules T CAR ciblant en méme temps les cellules B réactives DSG1 et DSG3.

Enfin, une autre perspective thérapeutique intéressante consisterait a développer des
cellules CAR-Treg pour réguler a la baisse la réaction immunitaire en cours contre la DSG

(Schmidt et al. 2016b; Zhang et al. 2018).

Les cofits exorbitants constituent une autre limite de la thérapie par cellules CAAR-T dans

le pemphigus.

c. Cibler le récepteur Fc néonatal dans le pemphigus

Le FcRn est un récepteur impliqué dans le transport des IgG de la mére au feetus.
Différentes ¢études ont cependant montré que le FcRn joue également un role critique dans la
régulation de I'homéostasie des IgG ; par conséquent, lorsque les IgG entrent dans les cellules
exprimant le FcRn, la liaison IgG-FcRn dans les endosomes évite la dégradation des IgG et permet
le recyclage et la libération ultérieure des IgG dans l'espace extracellulaire. Le blocage de
l'interaction entre le FcRn et les auto-anticorps pathogénes dans les maladies auto-immunes
pourrait ainsi accélérer le catabolisme des auto-anticorps pathogeénes (Sesarman et al. 2010). Il est
intéressant de noter que les kératinocytes expriment le FcRn (Cauza et al. 2005). En effet,
différentes études ont démontré un réle critique du FcRn dans le pemphigus. Les souris dépourvues
de FcRn ne développent pas d'acantholyse par transfert passif d'anticorps anti-DSG (Li et al. 2005).
L'efficacité thérapeutique des IglV peut étre au moins en partie attribuée a la saturation du FcRn,
permettant une dégradation plus rapide des auto-anticorps anti-DSG (Li et al. 2005). Une étude
récente a démontré que le FcRn induit I'entrée d'anticorps anti-mitochondriaux, qui sont également
présents dans les sérums de pemphigus et contribuent au rétrécissement des kératinocytes dii aux
dommages mitochondriaux. Dans cette étude, le blocage du FcRn a aboli la capacité des sérums
de PV a provoquer le décollement des kératinocytes in vitro (Chen et al. 2015). Dans l'ensemble,
ces ¢tudes soulévent des preuves d'un bénéfice potentiel du ciblage du FcRn dans le pemphigus.
En 2018, les résultats d'une premiére étude randomisée en double aveugle contre placebo sur
l'efgartigimod, un antagoniste du FcRn, incluant 62 volontaires sains, ont montré que le
médicament était efficace pour réduire les taux d'IgG d'environ 75% apres plusieurs doses
(Ulrichts et al. 2018). Le traitement a été bien toléré et aucun événement indésirable grave n'a été

enregistré. Une étude de phase II évaluant la sécurité et 'efficacité de I'ARGX-113, un fragment
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Fc dérivé d'1gGl humaine se liant au FcRn chez des patients atteints de PV et de PF est
actuellement en cours (NCT03334058).

d. Cibler les cellules T et le « crosstalk » entre les cellules T et B dans le

pemphigus

Nous avons montré que les cellules T autoréactives jouent un rdéle important dans la
physiopathologie du pemphigus et que les résultats divergent quant a I’implication des différentes
polarisations et plus particulierement les voies Th2 et Th17 (Echigo et al. 2006; Hennerici et al.
2016; Holstein et al. 2021). Concernant la voie Th2, plusieurs travaux suggérent I’implication de
cette voie sous différentes approches : 1) les patients atteints de PV développaient une réponse de
type Th2 prédominante contre DSG3 (Schmidt et al. 2018); i1) une augmentation d'IL-4 sérique a
été trouvée chez les patients atteints de pemphigus et iii) la présence d'IgE ciblant DSG3 chez des
patients atteints de pemphigus (Nagel et al. 2010b). Il est intéressant de noter que le dupilumab,
un anticorps monoclonal ciblant 1'lL-4, s'est récemment révélé efficace dans la pemphigoide
bulleuse, une maladie dans laquelle les cellules Th2 ciblant la protéine BP180, et les IgG et IgE
contre la BP180 jouent également un rdle pathogene important (Kaye et al. 2018). Aucune étude
n'a encore examiné l'efficacit¢ du dupilumab dans le pemphigus méme si les preuves

pathogéniques suggérent que le médicament pourrait étre d'un bénéfice potentiel.

Parall¢lement a l'activation des cellules T effectrices, on observe dans le pemphigus une
régulation négative marquée des cellules Treg exprimant Foxp3 et spécifiques de la DSG. Dans
des expériences sur souris, les cellules Treg créées chez des souris DSG3-/- et transférées chez des
souris atteintes de PV ont été capables de réduire la production d'auto-anticorps (Yokoyama et al.
2011). Ainsi, l'amélioration des fonctions Treg dans le pemphigus semble étre une stratégie
prometteuse pour restaurer la tolérance immunitaire perdue contre la DSG. La perfusion de cellules
T régulatrices polyclonales autologues est actuellement étudi¢ée dans le cadre d'un essai

multicentrique ouvert de phase 1 chez des patients atteints de PV et de PF (NCT03239470).

Comme mentionné précédemment, le RTX a un effet inhibiteur sur la co-stimulation des
cellules B et T autoréactives dans le pemphigus par la déplétion des cellules B qui agissent comme
cellules présentatrices d'antigénes (Eming et al. 2008b; Maho-Vaillant et al. 2021). Dans ce
processus, on pense que l'interaction entre le CD40 exprimé a la surface des cellules B et le CD40L
exprimé a la surface des cellules T joue un réle essentiel. Il est intéressant de noter que le ciblage

du CD40L a démontré son efficacité dans un modele de PV chez la souris. Plus précisément, des
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souris Rag2 KO exprimant la DSG3 et traitées avec un anticorps monoclonal ciblant CD40L n'ont
pas développé de PV apres avoir recu des splénocytes de souris DSG3 KO immunisées a la DSG3
(Aoki-Ota et al. 2006). Toutefois, cet effet régulateur ne s'est pas produit lorsque I'anticorps
monoclonal a été administré apres le transfert des splénocytes, ce qui suggere que le ciblage de la
communication T/B peut étre un outil efficace pour prévenir les récidives de la maladie chez les

patients qui ont déja obtenu une rémission.

e. L’hypothese d’un traitement local

Vinay et al. ont rapporté le cas de 3 patients présentant des Iésions de PV orales réfractaires
aux immunosuppresseurs, y compris le RTX intraveineux, chez qui des injections intralésionnelles
de RTX ont conduit a une amélioration clinique significative, suggérant un effet
immunomodulateur local du médicament (Vinay et al. 2018). Un article de Yuan et al. a démontré
une accumulation de LB spécifiques de la DSG3 et de la DSG1 dans la peau des lésions de
pemphigus (Yuan et al. 2017). De plus, ils ont montré que la peau peut servir d'organe lymphoide
tertiaire dans lequel I’interaction entre les cellules T CD4+ productrices d'IL-21 et d'IL17A et les
LB conduit a la production locale d'auto-anticorps anti-DSG par des LB auto-réactifs. Il est
possible que la formation de cet organe lymphoide tertiaire dans la peau puisse contribuer a la
résistance des 1ésions de pemphigus aux traitements immunosuppresseurs, y compris le RTX. La
découverte de Yuan et al. peut également fournir une explication plausible a 'utilisation réussie
du RTX intralésionnel dans les lésions de pemphigus oral observées par Vinaj et al. Il est
intéressant de noter que la sécrétion d'IL-21 est associée a I'activation de JAK1 et JAK3. Ainsi, le
tofacinib, un inhibiteur de JAKI1 et de JAK3, a été suggéré comme un traitement possible du

pemphigus.
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OBJECTIFS

L’Etude Ritux 3 a clairement que le rituximab associé a une corticothérapie orale de courte
durée était plus efficace que la corticothérapie standard a fortes doses. De plus, la répétition des

perfusions permet un effet prolongé permettant ainsi de diminuer la survenue de rechutes tardives.

Au moment de débuter cette these, les objectifs ont été établis a partir des problémes et

questionnements auxquels les dermatologues faisaient face dans la prise en charge du pemphigus.

Ainsi la premiere problématique rencontrée était la survenue de rechutes fréquentes
(>20%) chez les patients la premiére année apres I’introduction du traitement. Nous avons donc,
en comparant les données cliniques, sérologiques et cellulaires des patients rechuteurs et nons
rechuteurs de I’étude Ritux 3, essayer de déterminer des facteurs prédictifs de rechute a court terme

(Article n°1).

Parralélement a ce premier travail, des données de la litérature émergaient quant a la
possiblie implication de la cytokine BAFF dans les MAI et plus particulierement dans le
pemphigus, illustré notamment par le lancement d’un essai de phase II utilisant un antagoniste du
BAFF-récepteur dans le pemphigus. Certains travaux suggéraient méme un rdle particulier de
BAFF dans les rechutes apres utilisation de rituximab dans les MAI. Ainsi, nous avons concentré
ce second travail sur I’implication de I’axe BAFF/BAFF-R en utilisant les données sérologiques
de BAFF circulant, et les données transcriptomiques et cytométriques de I’expression du BAFF-R
au sein des LB autoréactifs avant et apres traitement par rituximab ou corticoides seuls (Article

n°2).

La seconde problématique majeure issue des résultats de 1’étude Ritux 3 et d’autres travaux
ayant utilisé¢ le RTX dans le pemphigus est d’expliquer les phénomenes de rémission complete
prolongée observée chez bon nombre de patients, méme plusieurs années apreés la dernicre
perfusion de RTX. L’objectif a alors ét¢ de trouver ¢éléments permettant de répondre a cette
question et a la problématique pratique qui en découle a savoir, comment expliquer/prédire les

rechutes a long terme ?
Pour y répondre, nous avons :

- Procédé a une analyse transcriptomique de certains genes d’intérét sur des LB auto-

réactifs et non auto-réactifs en cellule unique, avant et aprés traitement par RTX (Article n°3).
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- Etudié la répartition des sous-classes d’isotype IgG anti-DSG3 en fonction des traitements

recus et du statut clinique (Article n°4).

- Ftudié¢ I’évolution sous traitement par RTX, en termes de fréquence et de niveau
d’activation, des lymphocytes Tfh et Tfr auto-réactifs chez les patients présentant le

HLADRB1*0402 de susceptibilité au PV (Article n°5).
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RESULTATS

I. Article 1 : Pronostic factors of relapse in patients treated by Rituximab in first line
treatment of pemphigus

Mignard C, Maho-Vaillant M, Bénichou J, Joly P, Hébert V
Journal of the American Medical Association of Dermatology, 2020

Nous avons montré¢ dans 1’étude précédente que le rituximab associé a une corticothérapie
orale de courte durée était plus efficace que la corticothérapie orale standard a fortes doses avec
un taux de rémission compléte a 2 ans de 89% contre 34% et un taux de rechute a 24 mois de 23%

(11/46 patients) contre 46% (20/44 patients), respectivement.

Fait remarquable, 9 des 11 rechutes observées aprés 2 ans de traitement dans le bras
rituximab sont survenues durant la premiere année aprés le début du traitement, et plus
particuliérement entre les 6™ et 12°™ mois, c’est-a-dire entre le début de la reconstitution
lymphocytaire B et I’administration de la 1°° perfusion d’entretien de rituximab a M12. Aussi,
nous pensions qu’une perfusion additionnelle de rituximab a 6 mois pouvait permettre d’éviter ces

rechutes du fait de la cinétique observée des LB chez les rechuteurs.

Ainsi, nous avons donc tenté de déterminer des facteurs pronostiques de rechute chez les
patients traités par rituximab. Nous avons montré que la présence d’au moins un des critéres
suivants : PDAI > 45 au diagnostic et/ou la présence d’Ac anti-DSG1 > 20UI/mL et/ou anti-DSG3
> 130UI/mL entre le 3°™ et le 6°™ mois permettait de prédire une rechute a court terme avec une
VPP de 50% et une VPN de 94%. Ainsi le traitement des patients présentant au moins I’un de ces
critéres permettrait potentiellement d’éviter 1 rechute sur 2. Au contraire, le risque de rechute
encouru de ne pas traiter systématiquement un patient qui ne présente aucun de ces criteéres serait

faible, de 1’ordre de 5%.
Ce travail a conduit a une modification des recommandations frangaises en ce sens et

I’é¢tude observationnelle PRERi (Pemphigus Relapse Ritux) est en cours afin de valider ces

modifications de bonnes pratiques.
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IMPORTANCE Rituximab and short-term corticosteroid therapy are the criterion standard
treatments for patients with newly diagnosed moderate to severe pemphigus.

OBJECTIVE To examine factors associated with short-term relapse in patients with pemphigus
treated with rituximab.

DESIGN, SETTING, AND PARTICIPANTS This post hoc analysis of a randomized clinical trial
(Comparison Between Rituximab Treatment and Oral Corticosteroid Treatment in Patients
With Pemphigus [RITUX 3]) conducted from January 1, 2010, to December 31, 2015, included
patients from 20 dermatology departments of tertiary care centers in France from the RITUX
3 trial and 3 newly diagnosed patients treated according to the trial protocol. Data analysis
was performed from February 1to June 30, 2019.

EXPOSURE Patients randomly assigned to the rituximab group in the RITUX 3 trial and the 3
additional patients were treated with 1000 mg of intravenous rituximab on days O and 14 and
500 mg at months 12 and 18 combined with a short-term prednisone regimen.

MAIN OUTCOMES AND MEASURES Baseline (pretreatment) clinical and biological
characteristics (Pemphigus Disease Area Index [PDAI] score, ranging from 0-250 points, with
higher values indicating more severe disease) and changes in anti-desmoglein (DSG) 1and
anti-DSG3 values as measured by enzyme-linked immunosorbent assay during the 3 months
after rituximab treatment were compared between patients with disease relapse and those
who maintained clinical remission during the first 12 months after treatment. The positive and
negative predictive values of these factors were calculated.

RESULTS Among 47 patients (mean [SD] age, 54.3 [17.0] years; 17 [36%] male and 30 [64%)]
female) included in the study, the mean (SD) baseline PDAI score for patients with relapsing
disease was higher than that of the patients with nonrelapsing disease (54 [33] vs 28 [24];
P =.03). Atmonth 3, 7 of 11 patients with relapsing disease (64%) vs 7 of 36 patients with
nonrelapsing disease (19%) had persistent anti-DSG1 antibody values of 20 IU/mL or higher
and/or anti-DSG3 antibody values of 130 IU/mL or higher (P = .01). A PDAI score of 45 or

higher defining severe pemphigus and/or persistent anti-DSG1 antibody values of 20 IU/mL or
higher and/or anti-DSG3 antibody values of 130 IU/mL or higher at month 3 provided a
positive predictive value of 50% (95% Cl, 27%-73%) and a negative predictive value of 94%
(95% Cl, 73%-100%) for the occurrence of relapse after rituximab.

CONCLUSIONS AND RELEVANCE The findings suggest that initial PDAI score and changes in
anti-DSG antibody values after the initial cycle of rituximab might help differentiate a
subgroup of patients with high risk of relapse who might benefit from maintenance rituximab
infusion at month 6 from a subgroup of patients with low risk of relapse who do not need
early maintenance therapy.

TRIAL REGISTRATION NCTO0784589
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emphigus is a rare, life-threatening autoimmune blis-

tering disease that involves the skin and mucosa in

which pathogenic IgG antibodies are directed against
desmosomal transmembrane glycoproteins: desmoglein (DSG)
3 and 1.1 Initial severity of skin and oral mucous membrane
lesions is correlated with anti-DSG1 and anti-DSG3 antibody
levels, respectively.” High-dose oral corticosteroids that are
sometimes associated with immunosuppressive drugs (aza-
thioprine and mycophenolate mofetil) have been the main-
stay of treatment for a long time.®>

In the past decade, more than 1000 patients with severe
recalcitrant or relapsing cases of pemphigus have been treated
with rituximab, an anti-CD20 monoclonal antibody. The effi-
cacy and safety of rituximab as first-line treatment in pa-
tients with moderate to severe forms of pemphigus have been
recently demonstrated in alarge randomized clinical trial (Com-
parison Between Rituximab Treatment and Oral Corticoste-
roid Treatment in Patients With Pemphigus [RITUX 3]) in which
90 patients were randomly assigned to receive a standard regi-
men of corticosteroids vs rituximab associated with a short-
term corticosteroid regimen.!® In that trial, the 2-year rate of
complete remission while not receiving therapy was 89% in
the rituximab arm vs 34% in the standard corticosteroid arm.
After 24 months of follow-up, 11 relapses (23%) occurred in the
rituximab arm vs 20 relapses (46%) in the standard cortico-
steroid regimen arm. Relapses have been consistently re-
ported in the literature in patients who received an initial cycle
of rituximab without maintenance infusions during their
disease.'”?!In the RITUX 3 trial, only 3 of the 11 relapses (27%)
in the rituximab group occurred after the 2 maintenance in-
fusions at months 12 and 18, whereas 8 of 11 relapses (73%) oc-
curred between months 6 and 12, which might suggest a clini-
cal benefit of a first maintenance infusion at month 6 in some
patients.

The aims of the present study were to evaluate factors as-
sociated with short-term relapse of pemphigus and to iden-
tify a subgroup of patients who might benefit from an addi-
tional infusion of rituximab at month 6 after the initial cycle
of rituximab. Because of the cost and immunosuppressive ef-
fect of rituximab, the identification of factors associated with
early relapse may inform the risk and benefit considerations
of an additional infusion of rituximab and its use only in pa-
tients with a high risk of relapse.

Methods

Study Design and Participants

This secondary analysis of a randomized clinical trial uses
data obtained from patients from 20 dermatology depart-
ments of tertiary care centers in France in the rituximab
group of the RITUX 3 trial, conducted from January 1, 2010,
to December 31, 2015, and from 3 patients with newly diag-
nosed pemphigus who underwent first-line treatment with
rituximab according to the same regimen outside the RITUX
3 trial. Patients with newly diagnosed pemphigus were
treated with 1 infusion of 1000 mg of intravenous rituximab
on days O and 14 and 1 infusion of 500 mg at months 12 and

JAMA Dermatology May 2020 Volume 156, Number 5

Factors Associated With Short-term Relapse of Pemphigus After Rituximab First-line Therapy

Key Points
Question What are the factors associated with short-term relapse

in patients with pemphigus who receive rituximab as first-line
therapy?

Findings This post hoc analysis of a randomized clinical trial that
included 47 patients treated with rituximab as first-line therapy
identified 2 factors associated with early relapse: a baseline
Pemphigus Disease Area Index score of 45 or higher
corresponding to severe pemphigus, and persistent
anti-desmoglein 1antibody enzyme-linked immunosorbent assay
level greater than 20 IU/mL and/or anti-desmoglein 3 antibody
enzyme-linked immunosorbent assay level greater than 130 1U/mL
3 months after rituximab treatment. These factors had a positive
predictive value of 50% and a negative predictive value of 94% for
the occurrence of early relapse.

Meaning The findings suggest that these 2 factors might help
differentiate a subgroup of patients with high risk of relapse who
might benefit from maintenance rituximab infusion at month 6
from a subgroup of patients with low risk of relapse who do not
need early maintenance therapy.

18 combined with a short-term prednisone regimen (0.5
mg/kg daily for moderate pemphigus and 1 mg/kg daily for
severe pemphigus). At the time of the study, classification
of pemphigus severity was based on the criteria of Harman
et al.” Severe pemphigus was defined as skin involvement of
more than 5% of the body surface area, significant mucosal
involvement defined as more than 10 mucosal erosions, dif-
fuse gingivitis or confluent large erosions, or involvement of
2 or more mucosal sites. The initial prednisone dose was
maintained for 1 month and thereafter gradually reduced
after achievement of disease control, with the aim to stop
prednisone therapy after 3 months in patients with moder-
ate pemphigus and after 6 months in patients with severe
pemphigus. Data analysis was performed from February 1 to
June 30, 2019. The CPP Nord-Ouest Ethics Committee
approved the study. All patients provided written informed
consent.

Clinical and Immunologic Settings

Clinical data (age, sex, body mass index [calculated as
weight in kilograms divided by height in meters squared],
and pemphigus type) and pemphigus severity were
recorded from patients’ case report forms and patients’
medical files. Baseline pemphigus severity was assessed
using the Pemphigus Disease Area Index (PDAI) score.??
This score was created by a panel of international experts to
provide an objective measurement of pemphigus activity.2*
It takes into account the number of skin and mucosal
lesions, their extent, and the number of anatomical skin and
mucosal areas involved. The PDAI activity score ranges from
0 to 250 points (120 points for skin, 10 for scalp, and 120 for
mucosal activity). Cutoff values of 15 and 45 points have
been proposed to define mild, moderate, and severe types
of the disease.?? The PDAI score has high interrater reliabil-
ity and is therefore a robust tool to accurately assess pem-
phigus activity.>* A relapse was defined as the reappearance
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of at least 3 new lesions in a month that did not heal sponta-
neously within 1 week.?* Short-term relapse was defined as
a relapse that occurred during the first year after the initial
cycle of rituximab.

Anti-DSG1 and anti-DSG3 antibody values were mea-
sured using a commercially available DSG enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) (EUROIMMUN Desmoglein
test, Medizinische Labordiagnostika) according to the
manufacturer’s instructions. Blood samples were collected
on days 0, 30, 90, 180, 270, and 360. Peripheral blood
mononuclear cells were isolated from whole blood by Ficoll-
Paque gradients (GE Healthcare Lifescience) and cryopre-
served. The phenotype of the peripheral blood mono-
nuclear cells was determined by flow cytometry with
monoclonal antibodies against CD19 phycoerythrin, CD4
electron-coupled dye, CD3 phycoerythrincyanin 5, and CD8
fluorescein isothiocyanate (Beckman Coulter) for T and
B cells and CD4 peridinin chlorophyll protein, CD25
phycoerythrin, and CD127 fluorescein isothiocyanate (eBio-
science, Becton Dickinson, and Beckman Coulter) for
regulatory T cells. B cells were defined as CD19%, T cells
were defined as CD3*CD4", and regulatory T cells as
CD4*CD25MCD127'°Y. Rituximab serum concentrations
were measured using a commercially available ELISA
(LISA-TRACKER Duo Rituximab, Theradiag) on days 30, 60,
90, and 180 after initial treatment with rituximab.

Statistical Analysis

To determine factors associated with short-term relapse
after rituximab therapy, we compared baseline (pretreat-
ment) clinical characteristics of age, sex, type of pemphigus
(pemphigus vulgaris vs pemphigus foliaceus), type of
involvement (skin, mucosal, or both), and PDAI severity
score between patients who maintained complete remission
for the first year of treatment and those who experienced
disease relapse during the first year after the initial cycle of
rituximab. Then we compared the evolution of anti-DSG1
and anti-DSG3 antibody values during the 6-month period
after rituximab treatment between patients who maintained
complete remission and those who experienced disease
relapse during the first year.

To determine the sensitivity, specificity, and positive
and negative predictive values of anti-DSG antibodies and
PDAI score, we used previously published cutoff values.
The cutoff value for the PDAI score differentiating severe
from nonsevere pemphigus was determined from the study
conducted by Boulard et al?? (severe pemphigus was
defined by a PDAI score >45).22 According to the study by
Abasq et al,?* cutoff values of 130 IU/mL for anti-DSG3 anti-
bodies and 20 IU/mL for anti-DSG1 antibodies were used
because they provide high positive predictive values (84%
for anti-DSG3 and 79% for anti-DSG1) and negative predic-
tive values (81% for anti-DSG3 and 84% for anti-DSG1) for
the occurrence of mucosal and skin relapses.?® To evaluate
these cutoff values from the literature on the present series
of patients with pemphigus, a receiver operating character-
istic curve was calculated. A cutoff value of 20 IU/mL for
anti-DSGI1 antibodies and 120 IU/mL for anti-DSG3 antibod-
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ies gave optimal sensitivity and specificity. These cutoff val-
ues were equal for anti-DSG1 antibodies (20 vs 20 IU/mL)
and close for anti-DSG3 (120 vs 130 IU/mL) to those reported
by Abasq et al.?* Positive and negative predictive values of
factors associated with relapse were calculated based on the
23% rate of relapse observed in patients assigned to the
rituximab arm in the RITUX 3 trial.

We also compared rituximab serum concentrations de-
pending on time (from day 14 to day 180) between patients with
relapsing and nonrelapsing disease (area under the concen-
tration-time curve) by the trapezoidal method (Prism soft-
ware, version 7; GraphPad Software Inc). We compared the pro-
portions of B cells, CD4 T cells, and regulatory T cells between
patients with relapsing and nonrelapsing disease from base-
line to the month 6 evaluation using Prism software (2-way
analysis of variance with Sidak posttest).

The Fisher exact test was used to compare qualitative vari-
ables, and the t test or Mann-Whitney test was used to com-
pare quantitative variables. For all tests, 2-sided P < .05 was
considered to be statistically significant. All analyses were per-
formed with R statistical software, version 3.5.1 (R Founda-
tion for Statistical Computing).

|
Results

Baseline Characteristics and Clinical Course

A total of 47 patients (mean [SD] age, 54.3 [17.0] years; 17 [36%]
male and 30 [649%] female) 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 after the initial infusion of 2 g of ri-
tuximab, 11 of the 47 patients (23%; 95% CI, 13%-39%) expe-
rienced relapse, including 2 patients with pemphigus folia-
ceus and 9 patients with pemphigus vulgaris, after a median
delay of 219 days (interquartile range, 154-277 days). All re-
lapses occurred after month 6. There were 6 mucosal, 3 cuta-
neous, and 2 mucocutaneous disease relapses.

Mean (SD) age (50.10 [18.12] vs 55.58 [16.34] years;
P =.30), sex (5 [45.525] male and 6 [54.5%] female vs 12
[33.3%] male and 24 [66.7%] female; P = .49), mean (SD)
body mass index (24.9 [3.9] vs 24.8 [3.7]; P = .37), type of
pemphigus (9 [81.8%] vs 31 [86.1%] with pemphigus
vulgaris vs 2 [18.2%] vs 5 [13.9%] with pemphigus foliaceus;
P = .66), and median (range) delay between disease onset
and first rituximab infusion (94 [35-563] days vs 112
[2-1604] days for cutaneous involvement, P = .47 vs 84
[27-324] days vs 123 [14-605] days for mucosal involvement,
P = .75) were not significantly different between patients
with disease relapse vs those without relapse (Table).
Patients with disease relapse had an initially more severe
pemphigus than those without relapse (mean [SD] baseline
PDAI score, 54 [33] vs 28 [24]; P = .03) (Table). Accordingly,
6 of the 11 patients with disease relapse (55%) had severe
pemphigus (baseline PDAI score =45) vs 5 of the 36 patients
without relapse (14%) (P = .01).
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Table. Baseline Clinical Characteristics of Patients With Relapsing and Nonrelapsing Disease®

Relapsing Disease (N = 47)

Characteristic Yes No PValue
Patients 11(23.4) 36 (76.6) NA
Age, mean (SD), ¥ 50.10(18.12) 55.58 (16.34) 30
Sex
Male 5(45.5) 12(33.3) 49
Female 6(54.5) 24 (66.7)
BMI, mean (SD) 249(3.9) 24.8(3.7) 37
Type of pemphigus
Vulgaris 9(81.8) 31(86.1) .66
Foliaceus 2(18.2) 5(13.9)
Initial presentation
Mucosal 1(9.1) 8(22.2) 66
Cutaneous 2(18.2) 6(16.7) =99 o .
Abbreviations: BMI. body mass index
Mucocutaneous 8(72.7) 22(61.1) 72 (calculated as weight in kilograms
PDAI score, mean (SD) 54.41(33.3) 28.5(23.9) .03 divided by height in meters squared);
Delay between disease onset Ntﬁ. not applicable; PDAI, Pemphigus
and first rituximab infusion, median (range), d Disease Area Index.
Cutaneous involvement 04 (35-563) 112 (2-1604) 47 # Data are presented as number
Mucosal involvement 84 (27-324) 123 (14-605) 75 (percentage) of patients unless

otherwise indicated.

Anti-DSG Antibodies

Mean anti-DSG1 values decreased from 257 IU/mL at baseline
to 20 IU/mL at month 3 and 7 IU/mL at month 6, and mean anti-
DSG3 values decreased from 850 IU/mL at baseline to 88 [U/mL
at month 3 and 38 IU/mL at month 6 (Figure 1). 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 compared the mean anti-DSGI and anti-DSG3 antibody
levels at baseline and at the month 3 evaluation between the
subgroups of patients with relapsing and nonrelapsing
disease.

Mean (SD) anti-DSGI antibody values were not signifi-
cantly higher in patients with relapsing disease compared with
those with ongoing remission at baseline (520 [747] IU/mLvs
245[280]IU/mL; P = .28)and month 3 (46 [76] TU/mLvs 16 [42]
IU/mL; P = .28). Similar findings were observed for anti-DSG3
antibodies at baseline (1444 [1525] IU/mL vs 914 [1114] TU/mL;
P =.35) and month 3 (193 [280] IU/mL vs 80 [133] IU/mL;
P=.27).

Band T Cells

B Cells

Atbaseline, patients who had disease relapse had a higher mean
percentage of CD19" B cells than did patients with nonrelaps-
ing disease (22.11% vs 9.80%; P < .001) (Figure 2A). Complete
B-cell depletion was observed in patients with relapsing and
nonrelapsing disease at the month 1 evaluation after ritux-
imab treatment. At month 6, the frequency of B cells was still
close to O in patients with relapsing and nonrelapsing disease
(0.07% vs 0.16%; P > . 99).

T Cells
The mean percentage of CD4" T cells measured from baseline

to month 6 was not significantly different between patients
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with relapsing and nonrelapsing disease (Figure 2B). The per-
centage of CD25™ CD127"°" regulatory T cells at baseline was
higher in patients without disease relapse than in those with
disease relapse (5.71% vs 2.91%, P < .001). However, the dif-
ference between the 2 subgroups was no longer statistically
significant after rituximab treatment (month 6: 4.7% vs 3.6%,
P = .35) (Figure 2C).

Rituximab Serum Concentrations

Rituximab serum concentrations in samples measured from
day 30 to day 180 were not significantly different between pa-
tients with relapsing and nonrelapsing disease (area under the
curve: 3056 [95% CI, 2261-3851] vs 3062 [95% CI, 1956~
4168)) (Figure 3).

Factors Assaociated With Relapse

Atbaseline, a PDAIscore of 45 or higher (corresponding to se-
vere pemphigus) had a positive predictive value of 55% (95%
CI, 23%-83%) for the occurrence of a relapse during the 12-
month period after the initial cycle of rituximab treatment. Pa-
tients with a PDAI score less than 45 had a high negative pre-
dictive value (86%; 95% CI, 71%-95%) for the absence of
relapse.

Atmonth 3, according to the study by Abasq et al,?® cut-off
values of 130 IU/mL for anti-DSG3 antibodies and 20 IU/mL for
anti-DSGI antibodies were used because they provide high posi-
tive predictive values (84% for anti-DSG3 and 79% for anti-DSG1)
and negative predictive values (81% for anti-DSG3 and 84% for
anti-DSG1) for the occurrence of mucosal and skin
relapses. At month 3, 7 of the 11 patients with disease relapse
(649) had antibody values higher than 20 [U/mL for anti-DSG1
and/or 130 IU/mL foranti-DSG3 vs 7 of the 36 patients (19%) who
had persistent clinical remission (P = .01).
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This set of 2 criteria (ie, baseline PDAI score =45 and/or per-
sistent anti-DSG1 antibody levels 220 [U/mL and/or anti-
DSG3 antibody levels =130 TU/mL) 3 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 pre-
dictive value of 50% (95% CI, 27%-73%), and a negative pre-
dictive value of 942 (95% CI, 73%-100%) for the occurrence
of a relapse after the initial cycle of rituximab treatment.

|
Discussion

This study identified 2 factors associated with short-term re-
lapse after initial treatment with rituximab: the initial PDAI
score, which reflects the severity of pemphigus, and the evo-
lution of anti-DSG antibody values 3 months after the initial
cycle of rituximab. These findings are important because ri-
tuximab has been recently approved as first-line treatment of
moderate to severe pemphigus.2® The set of criteria identi-
fied in the present study provided a 50% positive predictive
value. Assuming that a maintenance infusion of rituximab at
month 6 would be consistently effective, our results suggest
the possibility of treating 2 patients with a maintenance infu-
sion of rituximab at month 6 to avoid relapse in 1 patient. Con-
versely, the 94% negative predictive value indicates that a
maintenance infusion of rituximab could be avoided in ap-
proximately half of the patients treated with first-line therapy.
Avoiding early relapse after an initial cycle of rituximab is also
important because 20% of patients experienced relapse be-
tween months 6 and 12 in a clinical trial,'® whereas only a few
relapses (3 of 11) occurred between month 12 and the end of
the study at month 24.

The PDAI score was reported as an easy-to-use and ro-
bust tool to accurately assess pemphigus severity, with high
interrater reliability and good correlation over time with other
markers of pemphigus severity.?>2* Qur findings suggest that
initial pemphigus severity might be associated with early
relapse after first-line treatment with rituximab because pa-
tients with disease relapse had a 2-fold higher baseline PDAI
severity score compared with patients without disease re-
lapse during the 12-month period after the initial cycle of ri-
tuximab. Patients with a PDAIscore of 45 or higher had a posi-
tive predictive value of 55% for the occurrence of a relapse
during the year after the initial infusion of rituximab, whereas
those with a PDAT score less than 45 had an 86% negative pre-
dictive value for the absence of relapse after rituximab therapy.

A change in anti-DSGI1 and, to a lesser degree, anti-DSG3
antibody levels has been reported to correlate with the course
of pemphigus skin and mucosal lesions.”*>-2%28 Despite the fact
that the number of circulating B lymphocytes was close to O
from 3 to 6 months after the initial cycle of rituximab treat-
ment in patients with and without disease relapse, we ob-
served that patients with relapse had higher anti-DSG1 and anti-
DSG3 antibody levels at the month 3 evaluation than did those
without relapse after rituximab therapy. This time point was
chosen because it is often used by practitioners to assess the
epithelialization of skin and mucosal lesions after the delay of
action of rituximab and because measurement of anti-DSG an-
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Figure 1. Anti-Desmoglein (DSG) 1and Anti-DSG3 Antibody Values
During the 24-Month Period After Initial Treatment With Rituximab
in Patients With Relapsing and Nonrelapsing Disease
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ELISA indicates enzyme-linked immunosorbent assay; R, rituximab infusions;
arrows, relapses; and error bars, SDs.

tibodies at month 3 allows a new, early infusion of rituximab
to be scheduled if necessary.

Owing to the poor specificity of anti-DSG3 antibody level,
we used cutoff values corresponding to 20 IU/mL for
anti-DSG1 and 130 [U/mL for anti-DSG3, which have been re-
ported to provide high positive and negative predictive val-
ues for the occurrence of skin and mucosal relapses,
respectively.?® These cutoff values were close to those that we
calculated using a receiver operating characteristic curve. The
persistence of anti-DSG1 antibody values of 20 IU/mL or higher
and/or anti-DSG3 antibody values of 130 TU/mL or higher at the
month 3 evaluation provided a positive predictive value of 50%
and a negative predictive value of 88%, which were close to
those calculated from the initial PDAI score. Despite the dif-
ference between baseline anti-DSG1 and anti-DSG3 antibody
values not reaching statistical significance, which was likely
related to the low number of patients with relapse, the mean
baseline anti-DSG1 and anti-DSG3 antibody values from pa-
tients with disease relapse (520 anti-DSG1 antibodies and 1444
anti-DSG3 antibodies) were almost twice as high as those ob-
served in patients without relapse (245 anti-DSG1 antibodies
and 914 anti-DSG3 antibodies). Additional studies are needed
to validate whether baseline anti-DSGI and anti-DSG3 anti-
body values are a significant indicator of relapse.
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Figure 2. Frequencies of CD19* B Cells, CD4" T Cells, and Regulatory T (Treg) Cells in Peripheral Blood Lymphocytes During Follow-up
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Figure 3. Comparison of Rituximab Serum Concentrations
Between Patients With Relapsing and Nonrelapsing Disease
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We assessed changes in peripheral blood B lymphocyte
counts after treatment with rituximab because early B-cell re-
covery has been reported to precede the occurrence of a clini-
cal relapse in some autoimmune diseases, in particular rheu-
matoid arthritis.??>! We observed that at baseline, the mean
percentage of peripheral blood CD19" B cells was higher in pa-
tients with disease relapse than in those who maintained clini-
cal remission. However, the significance of this finding is un-
certain because we were not able torecord patients’ blood cell
counts and therefore were unable to determine the absolute
number of blood B lymphocytes. Nevertheless, patients with
relapsing and nonrelapsing disease had complete B-cell deple-
tion during the first 3 months after rituximab treatment.

The CD4" T-cell frequency was not different between pa-
tients with relapsing and nonrelapsing disease in our study, un-
like the study by Albers et al,* which found that relapses were
associated with a lower number of circulating CD4" T cells.
However, in that study, T-cell counts were measured in pa-
tients previously treated with corticosteroids and or immu-
nosuppressants, which induce T-cell lymphopenia; thus, one
may hypothesize that the lower rate of CD4 T cells observed

JAMA Dermatology May 2020 Volume 156, Number 5

in patients with relapsing disease from their study was at least
partly associated with the cumulative dose of corticosteroids
and/or immunosuppressants previously received by these pa-
tients. Conversely, in the present study, a higher frequency of
regulatory T cells was found in patients with nonrelapsing dis-
ease compared with those with relapsing disease, which is in
accordance with regulatory mechanisms previously de-
scribed in autoimmune diseases.*? Differences in serum con-
centrations of rituximab between patients with relapsing and
nonrelapsing disease also were not found, which is in accor-
dance with the absence of an association between the detec-
tion of rituximab human antichimeric antibodies and the oc-
currence of relapses reported in a recent study.*?

The interest of using multiple infusions of rituximab dur-
ing the initial phase of treatment** or as maintenance therapy
has been suggested in previous studies.®**® Sanchez et al*® re-
ported that maintenance infusions of rituximab (1 g every 6
months) for patients with clinical remission until negative se-
rum anti-DSG antibody titers was associated with the main-
tenance of long-lasting complete remission, with good
tolerance.?® Although there is increasingly more evidence that
maintenance therapy with rituximab is useful to maintain com-
plete remission, the exact modalities of this maintenance
therapy remain to be determined. However, despite the short-
term tolerance of these maintenance regimens using mul-
tiple infusions of rituximab appearing to be good, the use of
repeated infusions of rituximab beyond 4 cycles may be costly
and may be associated with prolonged B-cell depletion that is
probably avoidable in some patients.

The rapid tapering of corticosteroid doses, which was
planned in the protocol to demonstrate the interest of first-
line treatment with rituximab, may have been associated with
the occurrence of relapses after 6 months, which in addition
corresponded to the time of B-cell recovery. Many clinical data
are available from dermatologists to support the rapid taper-
ing of corticosteroid doses without rituximab leading to a high
rate of relapses, justifying the progressive tapering of cortico-
steroid doses (and consequently the high cumulative doses of
corticosteroids); this treatment strategy was widely recom-
mended in the treatment of pemphigus before the use of ri-
tuximab. Nevertheless, despite this rapid tapering of cortico-
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steroid doses, the relapse rate in the rituximab arm was twice
aslowasthat observed in the standard corticosteroid arm (24%
vs 45%), in which patients were initially prescribed high cor-
ticosteroid doses that were then progressively tapered.

Limitations

The main limitation of our study was the low number of pa-
tients with relapsing disease. However, the present study was
a post hoc analysis of a randomized clinical trial that was pri-
marily designed to assess the rate of complete remission while
not undergoing therapy, and the relapse rate was a secondary
end point. Despite the number of patients with short-term re-
lapse beinglow (n = 8), this number corresponds to almost 20%
of patients receiving rituximab as first-line therapy. Thus, the
potential prevention of these relapses is a major consider-
ation totake into account in the treatment of patients with pem-
phigus. Nevertheless, we cannot exclude the possibility that
the low number of patients with relapsing disease might not
have led to the identification of other factors associated with

Original Investigation Research

relapse. This study focused on short-term relapses, which can
be considered another limitation. We are currently studying
the long-term outcomes in patients from the RITUX 3 trial and
have observed that two-thirds of patients who experienced a
long-term relapse previously had a short-term relapse within
the first 12 months after the start of rituximab treatment, thus
reinforcing interest in identifying those patients with the high-
est risk of short-term relapse to offer them a maintenance in-
fusion of rituximab at month 6.

|
Conclusions

The presence of at least 1 of the 2 factors associated with re-
lapse of pemphigus may help identify a group of patients with
high risk for relapse who may benefit from a maintenance in-
fusion of rituximab at month 6. Additional studies are needed
to determine the optimal doses of maintenance therapy with
rituximab.
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II.  Article 2 : Modifications of the BAFF/BAFF-Receptor axis in patients with
pemphigus treated with rituximab versus standard corticosteroid regimen

Hébert V, Maho-Vaillant M, Golinski ML, Petit M, Riou G, Boyer O, Musette P, Calbo S, Joly P.

Frontiers in immunology, 2021

Le facteur d'activation des cellules B (BAFF) est une cytokine déterminante pour la survie
des cellules B, la commutation isotypique, la sélection B autoréactive ou encore la survie des
plasmocytes a longue durée de vie. Autant d’étapes clés dans I’activité d’une maladie auto-immune

et du pemphigus.

Par ailleurs, un taux de rechute élevé a été régulierement rapporté dans la littérature chez
les patients atteints de pemphigus qui n'ont recu qu'un seul cycle de rituximab, ainsi que dans
d'autres maladies auto-immunes. On a émis I'hypothése que certaines rechutes apres rituximab
pourraient étre dues a l'augmentation des taux sériques de BAFF, qui pourrait favoriser le retour

des cellules B auto-réactives.

Dans ce travail, nous avons donc étudi¢ le role de BAFF et son récepteur BAFF-R dans la
physiopathologie du pemphigus, a partir des prélevements sanguins et sérologiques longitudinaux

de notre cohorte de patients de 1’étude Ritux3.

Nous avons d’abord montré que les taux sériques basaux de BAFF étaient plus élevés chez
les patients atteints de pemphigus que chez les donneurs sains et plus particulierement chez les
patients ayant connu une rechute précoce par rapport aux autres. Ensuite, nous avons observeé que
le rituximab et la corticothérapie orale a fortes doses avaient des effets distincts sur I'axe
BAFF/BAFF-R. En effet, le rituximab entrainait une augmentation des taux de BAFF associée a
une diminution d’expression transcriptomique et cytométrique de BAFF-R a la fois sur les LB
non-autoréactifs et autoréactifs. La corticothérapie orale permettait quant a elle une diminution
transitoire des taux sériques de BAFF suivie d’une ré-ascension lors de la décroissance des doses
sous un seuil de 20mg/j, sans modification de I’expression de BAFF-R dans les cellules B

autoréactives et non autoréactives.

Nos résultats suggerent que l'activation des cellules B autoréactives au début du pemphigus
pourrait étre liée a la présence de taux sériques ¢levés de BAFF et que la diminution de l'expression
du BAFF-R apres rituximab retarderait le retour de cellules B mémoires, se traduisant par une

période assez longue d'activité légere du pemphigus apres rituximab. Inversement, la déplétion
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incomplete des cellules B et I'expression persistante de BAFF-R associées a des taux sériques
¢levés de BAFF pourraient expliquer le nombre élevé de rechutes chez les patients traités par

corticothérapie seule.
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The efficacy of the B-cell-depleting agent rituximab has been reported in immune diseases
but relapses are frequent, suggesting the need for repeated infusions. The B-cell
activating factor (BAFF) is an important factor for B cell survival, class switch
recombination and selection of autoreactive B cells, as well as maintaining long-lived
plasma cells. It has been hypothesized that relapses after rituximab might be due to the
increase of serum BAFF levels. From the Ritux3 trial, we showed that baseline serum
BAFF levels were higher in pemphigus patients than in healthy donors (308 + 13 pg/mL
versus 252 + 28 pg/mL, p=0.037) and in patients with early relapse compared who didn’t
(368 + 92 vs 297 + 118 pg/mL, p=0.036). Rituximab and high doses of CS alone have
different effects on the BAFF/BAFF-R axis. Rituximab led to an increase of BAFF levels
associated to a decreased mRNA (Day 0: 12.3 + 7.6 AU vs Month 36: 3.3 + 4.3 AU,
p=0.01) and mean fluorescence intensity of BAFF-R in non-autoreactive (Day 0: 3232 vs
Month 36: 1527, mean difference: 1705, 95%Cl: 624 to 2786; p=0.002) as well as on
reappearing autoreactive DSG-specific B cells (Day 0: 3873 vs Month 36: 2688, mean
difference: 1185, 95%CI: -380 to 2750; p=0.20). Starting high doses of corticosteroids
allowed a transitory decrease of serum BAFF levels that re-increased after doses tapering
whereas it did not modify BAFF-R expression in autoreactive and non-autoreactive B cells.
Our results suggest that the activation of autoreactive B cells at the onset of pemphigus is
likely to be related to the presence of high BAFF serum levels and that the decreased
BAFF-R expression after rituximab might be responsible for the delayed generation of
memory B cells, resulting in a rather long period of mild pemphigus activity after rituximab
therapy. Conversely, the incomplete B cell depletion and persistent BAFF-R expression
associated with high BAFF serum levels might explain the high number of relapses in
patients treated with CS alone.

Keywords: Pemphigus, BAFF - B-cell activating factor, BAFF-receptor, rituximab, Corticosteroid
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INTRODUCTION

Pemphigus is, in most cases, mediated by anti-desmoglein (DSG) 1
and anti-DSG3 autoantibodies (1, 2). The B-cell activating factor
(BAFF) is an important factor for B cell survival, class switch
recombination, selection of autoreactive B cells and maintaining
long-lived plasma cells (3, 4). The BAFF-receptor (BAFF-R),
expressed on the majority of B cells, is the key receptor involved
in promoting B cell survival (5). In mice, overexpression of BAFF
results in the development of autoimmune manifestations (6). In
human, a correlation between BAFF levels and disease severity has
been shown in several auto-immune diseases (7-9), leading to
belimumab (an anti-BAFF-R monoclonal antibody) approval in
systemic lupus erythematosus (SLE) by the Food and Drug
Administration. Anti-BAFF-R monoclonal antibodies (mAb) are
currently being tested in pemphigus.

The Ritux3 trial showed that first-line treatment with rituximab
(RTX), an anti-CD20 mAb, combined with a short-term regimen of
corticosteroids (CS) was more effective and safer than a standard
regimen of long-term CS (10). Despite a rather low (12 of 46) relapse
rate in the RTX group compared to the CS group (20/44), most of
relapses (9/12) occurred quite early in the RTX group during the
first 12 months after the start of treatment, whereas relapses in the
CS group occurred more regularly during patients” follow-up (7
during the 1* year and 13 during the 2™ year after the start of
treatment). A high relapse rate has been consistently reported in the
literature in patients with pemphigus who received only one cycle of
rituximab (11-14), as well as in other auto-immune diseases. It has
been hypothesized that some relapses after rituximab might be due
to the increase of serum BAFF levels, which could promote the
recovery of auto-reactive B cells (4, 15).

We used samples collected from patients treated with RTX or oral
CS alone in the Ritux 3 trial to longitudinally assess the BAFF/BAFE-
R axis. For this, we studied: i) serum BAFF levels, ii) BAFF-R mRNA
in bulked total B cells and one-cell sorted autoreactive B cells, and
iii) BAFF-R phenotypic expression in both treatment groups.

METHODS

Clinical Trial

Ninety newly-diagnosed pemphigus patients were randomly assigned
to receive a standard regimen of CS versus RTX associated with a short-
term regimen of CS. 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 RTX of 500 mg at Month 12 and Month 18. They also received an
initial dose of prednisone of 0.5 to 1 mg/kg/day, depending on initial
pemphigus severity (moderate versus severe), which was rapidly
tapered over 3 to 6 months. Patients assigned to the standard oral CS
group were given an initial dose of prednisone of 1 to 1.5 mg/kg/day,
with a progressive tapering over 12 to 18 months, depending on initial

pemphigus severity.

Patients
Blood samples from RTX-treated patients were analyzed before
(Day 0) and 36 months after the initial rituximab infusion

(Month 36), after recovery of B lymphocytes. Blood samples
from CS-treated patients were analyzed before (Day 0), 12
months (Month 12) and 24 months (Month 24) after the start
of CS therapy in order to perform biological analyses in patients
still receiving CS treatment. The pemphigus disease area index
(PDALI) score was used to assess pemphigus severity.

We performed a sequential analysis of serum BAFF levels by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) in 88 patients (45
treated with RTX, 43 treated with CS), and 37 healthy donors (HD).
We analyzed the transcriptomic and cytometric profiles of BAFF-R
expression in cell sorted autoreactive DSG+ B lymphocytes, and in
DSG- whole B lymphocytes from 10 patients before and after
treatment with RTX or CS, as well as in 7 HD.

Desmoglein-Specific B-Cell Staining

In order to analyse DSG1 and DSG3 specific B cells, peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were extracted from venous blood using
Ficoll-Hypaque (Lymphoprepm, Oslo, Norway). Then, B cells were
isolated using Dynabeads Untouched Human B-cells kit
(Invitrogenm, Carlsbad, USA) according to manufacturer’s
instructions. Then, purified B cells were incubated for 30 minutes
at 4°C with histidine-tagged recombinant DSG1 or DSG3 (30 ng/pl).

Flow Cytometry Analysis

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, IgM,
BAFF-R and TACI (BD Biosciences). Anti-histidine coupled
with phycoerythrin (R&D Systems) was used to identify DSG-
specific B cells. Data were collected by FACS ARIA III (BD
Biosciences) and analyzed with Flow]Jo software 10 (TreeStar).

One-Cell Sorting and Pre-Amplification
DSG-specific single B cells were sorted by FACS ARIA I1I into 96-
well plates containing 10 pL Platinum Taq polymerase and
SuperScript III reverse transcriptase (Invitrogen), a mixture of
Tagman primer-probes at 0.2xconcentration specific for the
transcripts of interest and CellsDirect qRT-PCR buffer
(Invitrogen). Immediately following cell sorting, samples were
centrifuged, incubated at 55°C for 10 minutes, and subjected to
20 cycles of Polymerase Chain Reaction (PCR) (50°C for 15
minutes then 95°C for 15 seconds for the reverse transcription,
followed by 20 cycles of 95°C for 15 seconds and 60°C for 4
minutes for amplification). Subsequent pre-amplified single-cell
cDNA was stored at —20°C until analysis.

Real-Time Quantitative Polymerase

Chain Reaction

After % dilution in TE buffer, each cDNA sample was then separated
into 48 separate reactions for further quantitative Polymerase Chain
Reaction (qQPCR) using the BioMark 48.48 dynamic array nanofluidic
chip (Fluidigm, Inc.). Briefly, following hydraulic chip priming, 48
pre-amplified cDNA samples were mixed with a mild detergent
loading solution to allow capillary flow, and the samples were added
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to a 48.48 nanofluidic chip (Fluidigm, Inc.) along with 38 individual
Tagman primer-probe mixtures listed in along with 38 other
individual Tagman primer-probe mixtures (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 RNA contained in one cell was therefore
possibly too low. We analyzed qPCR results in frequency of cytokine
gene expressing B cells between different groups.

BAFF Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
The concentration of BAFF in patients’ serum (42 RTX-treated
and 26 CS-treated patients) was determined using ELISA:
DuoSet kit from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA),
according to the manufacturer’s instructions. BAFF levels were
measured at Days 0, 90, 180, 365, 730 and Month 36.

Statistical Analysis

Prism software was used for statistical analysis. Fisher exact test was
used to compare the frequencies, the T-test to compare patients
before and after treatment and one-way Anova for multiple
comparisons. A p value of less than 0.05 was considered
significant for all analyses.

RESULTS

BAFF Levels in Pemphigus Patients

Using serum samples from 88 patients and 37 healthy donors (HD),
we first showed that serum BAFF levels (mean + SD) measured at
baseline were significantly higher in pemphigus patients than in HD
(308 + 13 pg/mL vs 252 * 28 pg/mL, p=0.037) (Figure 1A).
Moreover, we showed that patients who further relapsed during
the 12 months after the start of treatment had significantly higher
serum BAFF levels than patients who did not relapse (368 £ 92 vs
297 + 118 pg/mL, p=0.036) (Figure 1B). A ROC curve showed that
a BAFF level 2300 pg/mL provided a sensitivity of 54.8%, a
specificity of 92.9%, and a 98% negative and a 28% positive
predictive value for the occurrence of relapse during the first year
after the start of treatment (AUC=0.70; 95% CI: 0.57-0.83; p=0.019),
regardless of the treatment group (RTX or CS alone).

Evolution of the BAFF/BAFF-R Axis

After Rituximab

Serum BAFF levels evolved inversely to the percentage of CD19+
blood B cells in patients from the RTX group. Serum BAFF levels

started to decrease from Day 180 to Day 360, and from Day 730
to Day 1096, corresponding to periods of recovery of blood B
cells (Figure 2).

BAFF-R mRNA relative expression and BAFF-R protein
expression were first studied in total B cells from 11 pemphigus
patients. BAFF-R mRNA expression decreased after RTX
treatment from 12.3 + 7.6 AU at Day 0 to 3.3 £ 43 AU at
Month 36, p=0.01, which corresponded to values close to those
measured in HD (2.2 + 2.1 AU) data not shown. The mean
fluorescence intensity (MFI) of the BAFF-R protein in total B cells
also decreased significantly after RTX from 3232 at Day 0 to 1527
at Month 36 (mean difference: 1705, 95% CI: 624 to 2786;
p=0.002), the values measured at Month 36 were even lower
than those measured in HD (Figure 3A).
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FIGURE 1 | (A) Comparison of serum BAFF levels between healthy donars
and pemphigus patients at baseline. (B) Comparison of baseline serum BAFF
levels between short-term relapsing patients and non-relapsing patients. Blue
circles represent rituximab-treated patients. Red squares represent
corticosteroids-treated patients. *p < 0.05.
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We then assessed BAFF-R mRNA expression in one-cell sorted
autoreactive B cells collected at baseline (n=191 cells) or after RTX
(n=115 cells). MFI was measured in bulked autoreactive B cells from
the same 11 patients. While we did not evidence significant
modifications of BAFF-R mRNA expression after treatment (Day 0:
12/191 (6.3%) vs Month 36: 12/115, (10.5%); p =0.20), we observed a
non-statistically significant decrease of BAFF-R phenotypic
expression on reappearing autoreactive DSG-specific B cells relative
to baseline samples (from 3873 at baseline to 2688 at Month 36, mean
difference: 1185, 95% CI: -380 to 2750; p=0.20) (data not shown),
which was reminiscent to that observed in the whole B cell population.

Evolution of the BAFF/BAFF-R Axis After
Corticosteroids Alone
Treatment with high doses of CS alone led to a transient but significant
decrease of serum BAFF levels during the first three months after the
start of treatment (273.2 pg/mL vs 1942 pg/mL, p=0.0002), when
patients received the highest doses of prednisone (Figure 2). Serum
BAFF levels then re-increased from Day 90 to the end of the study,
when prednisone doses were tapered under 20 mg/day.

mRNA and cytometric MFI expression of BAFF-R in total B cells
did not show significant variations after CS treatment (mRNA
expression: 2.2 + 2.1 AU vs 10.1 £ 5.4; p=0.32; phenotypic
expression: 3232 vs 4100, mean difference: 898, 95% CI: -2463 to
667; p=0.43). Longitudinal transcriptomic and cytometric analyses
were then performed in one-cell sorted autoreactive B cells collected
at baseline (n=191 cells) and after CS (n=120 cells), and in bulked
autoreactive B cells, respectively. No significant modification of
BAFF-R mRNA expression (12/191 (6.3%) vs 3/120, (2.5%);
p=0.18), or phenotypic expression (3873 vs 4771, mean
difference: -868, 95% CI: -2086 to 650; p=0.24) (Figure 3B) was
evidenced between autoreactive cells collected at baseline and those
collected after CS treatment.

DISCUSSION

In this study, we showed for the first time, in a significantly larger
cohort than in previous studies, that pemphigus patients had
higher BAFF serum levels than healthy donors (16, 17).
Moreover, early-relapsing patients had higher baseline serum
BAFF levels than patients who did not relapse during the first
year of follow-up, regardless of the treatment used. Interestingly,
we calculated that patients who had a baseline serum BAFF level
<300 pg/mL had a 98% chance of remaining in clinical remission
during the first year of treatment. Both groups of patients treated
with RTX or corticosteroids who further short-term relapsed had
a higher baseline mean serum BAFF level than patients who did
not further relapse, although these differences did not reach
statistical significance and may due to a weak number of relapses
(data not shown).

We showed that RTX and high doses of CS alone had different
effects on the BAFF/BAFF-R axis. As expected, the evolution of
serum BAFF levels was negatively correlated with blood B cell
count in the RTX group and serum BAFF levels started to
decrease when B cells started to return. Interestingly, most
relapses observed in the RTX group occurred precisely during
that time when B cells were in presence of the highest BAFF

serum levels (10, 18). On the contrary, CS alone led to a transient
decrease of serum BAFF levels, followed by a re-increase after CS
doses were tapered under 20 mg/day, corresponding to the time
period during which most patients relapsed.

Our findings suggest that a combined therapy associating anti-
CD20and anti-BAFF monoclonal antibodies might be of interest in
pemphigus. These biologics, which work through complementary
mechanisms, might result in an enhanced depletion of circulating
and tissue-resident autoreactive B lymphocytes when administered
together. In particular, it would make sense to use anti-BAFF
therapy when B cells start to return, when serum BAFF levels are
still very high, i.e. around the sixth month after the initial RTX
infusion. The therapeutic regimen currently proposed to prevent
short-term relapses after the initial cycle of RTX in pemphigus, is to
perform additional RTX infusions whose exact time interval after
the initial cycle, dosage and number are not clearly determined.
Another strategy to prevent these short-term relapses might be to
combine RTX maintenance infusion and anti-BAFF therapy, or to
use anti-BAFF therapy alone as maintenance therapy. A phase-3
study is currently conducted to evaluate and compare the efficacy
and tolerance of subcutaneous injections of belimumab in
association to 2 cycles of RTX or a placebo in patients with SLE,
after promising results in refractory SLE (19, 20).

Second, we showed that RTX led to decreased mRNA and
phenotypic expression of BAFF-R in non-autoreactive B cells.
Such a modification has already been reported in total B cells
from patients with rheumatoid arthritis and idiopathic
thrombocytopenic purpura (21, 22). We also observed a
decrease of BAFF-R phenotypic expression on reappearing
autoreactive DSG-specific B cells, which likely did not reach
statistical significance due to the limited number of sorted DSG-
specific B cells. Nevertheless, one can hypothesize that the
decreased BAFF-R expression after RTX might be responsible
for the delayed generation of memory B cells, resulting in a rather
long period of mild pemphigus activity after RTX therapy.
Interestingly, these modifications of the BAFF/BAFF-R axis
seem likely related to a specific effect of RTX, since we did not
observe these modifications in patients treated with CS alone, in
whom we did not observe any modification in BAFF-R expression.

The main strength of this work is the high number of sera in which
BAFF dosages were longitudinally performed in particular in patients
treated with RTX, which is currently the mainstay of treatment for
moderate to severe types of pemphigus. Our principal limitation was
the low number of autoreactive B cells that could be analyzed due to
the rarity of this cell population in patients’ blood, and the quite long
time after which some frozen samples were analyzed, which further
lowered the number of auto-reactive cells that we were able to study.
In particular, a higher number of sorted autoreactive B cells would
have allowed us to reach a statistically significant difference, notably
regarding the under-expression of the BAFF-receptor by recovering
autoreactive B-cells,

Overall, these findings suggest that the activation of
autoreactive B cells at the onset of pemphigus, is likely related
to the presence of high BAFF serum levels. Furthermore, the
decrease of BAFF-R expression observed in recovering B cells
after RTX might prevent the binding of BAFF to these cells,
resulting in a decreased activation of B cells despite the presence
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of high BAFF serum levels. Conversely, the incomplete B cell
depletion and persistent BAFF-R expression associated with high
BAFF serum levels might explain the high number of relapses in
patients treated with CS alone.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The original contributions presented in the study are included
in the article. Further inquiries can be directed to the
corresponding author.

ETHICS STATEMENT

Ethical review and approval was not required for the study on
human participants in accordance with the local legislation and

institutional requirements. The patients/participants provided
their written informed consent to participate in this study.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

VH: Conceptualization, Investigation, Writing — original draft.
MM-V: Investigation. M-LG: Investigation. MP: Investigation.
GR: Software. OB: Resources. PM: Methodology. SC: Methodology.
PJ: Writing - review & editing. All authors contributed to the article
and approved the submitted version.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors are grateful to Nikki Sabourin-Gibbs, Rouen
University Hospital, for her help in editing the manuscript.

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

May 2021 | Volurme 12 | Article 666022

117



Hébert et al. BAFF/BAFF-R Axis in Pemphigus
REFER ENCES 15. Lesley R, Xu Y, Kalled SL, Hess DM, Schwab SR, Shu H-B, et al. Reduced
Competitiveness of Autoantigen-Engaged B Cells Due to Increased

1. Hammers CM, Stanley JR. Mechanisms of Disease: Pemphigus and Bullous Dependence on BAFF. Immunity (2004) 20(4):441-53. doi: 10.1016/51074-
Pemphigoid. Annu Rev Pathol (2016) 11:175-97. doi: 10.1146/annurev- 7613(04)00079-2
pathol-012615-044313 16. Nagel A, Podstawa E, Eickmann M, Miiller H-H, Hertl M, Eming R.

2. Hebert V, Boulard C, Houivet E, Duvert Lehembre S, Borradori L, Della Torre R, Rituximab Mediates a Strong Elevation of B-Cell-Activating Factor
et al. Large International Validation of ABSIS and PDAI Pemphigus Severity Associated With Increased Pathogen-Specific IgG But Not Autoantibodies
Scores. ] Invest Dermatol (2018) 139(1):31-7. in Pemphigus Vulgaris. J Invest Dermatol (2009) 129(9):2202-10. doi:

3. Brink R. Regulation of B Cell Self-Tolerance by BAFF. Semin Immunol (2006) 10.1038/jid.2009.27
18(5):276-83. doi: 10.1016/j.smim.2006.04.003 17. Asashima N, Fujimoto M, Watanabe R, Nakashima H, Yazawa N, Okochi H,

4. Thien M, Phan TG, Gardam S, Amesbury M, Basten A, Mackay F, et al. et al. Serum Levels of BAFF are Increased in Bullous Pemphigoid But Not in
Excess BAFF Rescues Self-Reactive B Cells From Peripheral Deletion and Pemphigus Vulgaris. Br ] Dermatol (2006) 155(2):330-6. doi: 10.1111/j.1365-
Allows Them to Enter Forbidden Follicular and Marginal Zone Niches. 2133.2006.07305.x
Immunity (2004) 20(6):785-98. doi: 10.1016/j.immuni.2004.05.010 18. Mignard C, Maho-Vaillant M, Golinski M-L, Balayé P, Prost-Squarcioni C,

5. Smulski CR, Kury P, Seidel LM, Staiger HS, Edinger AK, Willen L, et al. Houivet E, et al. Factors Associated With Short-term Relapse in Patients With
BAFF- and TACI-Dependent Processing of BAFFR by ADAM Proteases Pemphigus Who Receive Rituximab as First-line Therapy: A Post Hoc
Regulates the Survival of B Cells. Cell Rep (2017) 18(9):2189-202. doi: Analysis of a Randomized Clinical Trial. JAMA Dermatol (2020) 156
10.1016/j.celrep.2017.02.005 (5):545-52.

6. Mackay F, Woodcock SA, Lawton P, Ambrose C, Baetscher M, Schneider P, 19. Teng YKO, Bruce IN, Diamond B, Furie RA, van Vollenhoven RF, Gordon D,
et al. Mice Transgenic for Baff Develop Lymphocytic Disorders Along With et al. Phase III, Multicentre, Randomised, Double-Blind, Placebo-Controlled,
Autoimmune Manifestations. ] Exp Med (1999) 190(11):1697-710. doi: 104-Week Study of Subcutaneous Belimumab Administered in Combination
10.1084/jem.190.11.1697 With Rituximab in Adults With Systemic Lupus Erythematosus (SLE): BLISS-

7. Emmerich F, Bal G, Barakat A, Milz ], Miihle C, Martinez-Gamboa L, et al. BELIEVE Study Protocol. BM] Open (2019) 9(3):e025687. doi: 10.1136/
High-Level Serum B-cell Activating Factor and Promoter Polymorphisms in bmjopen-2018-025687
Patients With Idiopathic Thrombocytopenic Purpura. Br | Haematol (2007) 20. Kraaij T, Arends E], van Dam LS, Kamerling SW A, van Daele PLA, Bredewold
136(2):309-14. doi: 10.1111/j.1365-2141.2006.06431 x OW, et al. Long-Term Effects of Combined B-cell Immunomodulation With

8. Mackay F, Sierro F, Grey ST, Gordon TP. The BAFF/APRIL System: An Rituximab and Belimumab in Severe, Refractory Systemic Lupus
Important Player in Systemic Rheumatic Diseases. Curr Dir Autoimmun Erythematosus: 2-Year Results. Nephrol Dial Transplant (2020).
(2005) 8:243-65. doi: 10.1159/000082106 doi: 10.1093/ndt/gfaal 17

9. Vincent FB, Morand EF, Schneider P, Mackay F. The BAFF/APRIL System in 21+ Becerra E, Scully MA, Leandro MJ, Heelas EO, Westwood J-P, De La Torre I,
SLE Pathogenesis. Nat Rev Rheumatol (2014) 10(6):365-73. doi: 10.1038/ et al. Effect of Rituximab on B Cell Phenotype and Serum B Cell-Activating
nrrheum.2014.33 Factor Levels in Patients With Thrombotic Thrombocytopenic Purpura. Clin

10. Joly P, Maho-Vaillant M, Prost-Squarcioni C, Hebert V, Houivet E, Calbo S, et al. Exp Immunol (2015) 179(3):414-25. doi: 10.1111/cei.12472
22. de la Torre I, Moura RA, Leandro MJ, Edwards |, Cambridge G. B-Cell-

11.

12

13.

14.

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 Lancet Lond Engl (2017) 389
(10083):2031-40.

Cianchini G, Corona R, Frezzolini A, Ruffelli M, Didona B, Puddu P.
Treatment of Severe Pemphigus With Rituximab: Report of 12 Cases and a
Review of the Literature. Arch Dermatol (2007) Aug 1143(8):1033-8. doi:
10.1001/archderm.143.8.1033

Chang Y, Chen X, Wang M, Zhu X. A 10-Year Retrospective Cohort Analysis
of Rituximab for the Treatment of Pemphigus in a Chinese Population. ] Am
Acad Dermatol (2021). doi: 10.1016/j.jaad.2020.12.062

Mahmoudi H, Tavakolpour §, Balighi K, Farid AS, Nili A, Jan D, et al. Rituximab
in Practice: Clinical Evaluation of Patients With Pemphigus After Rituximab
Administration. Dermatol Ther (2021) 34(1):e14633. doi: 10.1111/dth.14633
Shimanovich I, Baumann T, Schmidt E, Zillikens D, Hammers CM. Long-
Term Outcomes of Rituximab Therapy in Pemphigus. | Eur Acad Dermatol
Venereol JEADV (2020) 34(12):2884-9. doi: 10.1111/jdv.16561

Activating Factor Receptor Expression on Naive and Memory B Cells:
Relationship With Relapse in Patients With Rheumatoid Arthritis
Following B-cell Depletion Therapy. Ann Rheum Dis (2010) 69(12):2181-8.
doi: 10.1136/ard.2010.131326

Conflict of Interest : The authors declare that the research was conducted in the
absence of any commercial or financial relationships that could be construed as a
potential conflict of interest.

Copyright © 2021 Hébert, Maho-Vaillant, Golinski, Petit, Riou, Boyer, Musette, Calbo
and Joly. This is an open-access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (CC BY). The use, distribution or reproduction in other
forums is permitted, provided the original author(s) and the copyright owner(s) are
credited and that the original publication in this journal is cited, in accordance with
accepted academic practice. No use, distribution or reproduction is permitted which
does not comply with these terms.

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

May 2021 | Volume 12 | Aricle 666022

118



1. Article 3 : Modifications of the transcriptomic profile of autoreactive B cells from
pemphigus patients after treatment with rituximab or a standard corticosteroid
regimen

Hébert V, Petit M, Maho-Vaillant M, Golinski ML, Riou G, Derambure C, Boyer O, Joly P,
Calbo S

Frontiers in immunology, 2019

Les travaux précédemment mentionnés ont permis d’une part de montrer que le rituximab
¢tait nettement supérieur a la corticothérapie orale, et d’autre part d’en affiner un peu plus son
utilisation en tentant d’améliorer son principal point faible, a savoir un taux de rechute précoce

relativement élevé (>20%).

Ce travail et les autres qui suivront auront pour unique et méme but de comprendre les
mécanismes immunologiques qui régissent les périodes d’activité et de rémission du pemphigus,

a partir des préleévements sanguins et sérologiques de 1’étude Ritux 3.

Dans I’article qui va suivre, nous nous sommes intéressés a 1’expression transcriptomique
au sein des cellules B spécifiques et non spécifiques de la desmogléine, et a I’échelle unicellulaire,
d’un panel de 33 genes d’intérét préalablement déterminé d’apres la littérature. Ces genes faisaient
majoritairement référence a des cytokines pro-inflammatoires et a des marqueurs d'activation
exprimés par les LB. Le but était d’essayer de caractériser plus précisément ce qui différencie les
LB auto-réactifs des LB non auto-réactifs et comment évoluent ces populations en fonction du

traitement recu, rituximab + corticothérapie orale faible ou corticothérapie orale forte.

Nous avons montré que les LB spécifiques de la DSG présentaient initialement un profil
pro-inflammatoire par rapport aux LB non auto-réactifs, avec une augmentation de la fréquence
d’expression de trois génes codant pour les cytokines IL-1f, IL-12p35 et IL-23p19 ainsi que pour
le géne de 'IRF5. Etonnamment, le rituximab n’induisait que peu de changement d’expression
génique au sein des LB spécifiques des DSG, a I'exception de I'IL-1B et du CD27 tous deux
« down-régulés ». Chez les patients du bras corticoides, on observait une diminution de la
fréquence d’expression des génes codant pour I'IL-1B et I'[L-23pl19 apres traitement. La
diminution d’expression transciptomique du marqueur mémoire CD27 observée au sein des LB

autoréactifs, était confirmée en cytométrie, en corrélation avec la rémission clinique.

Nous avons montré que les LB spécifiques des DSG ont un profil d'expression génique

différent de celui des LB non auto-réactifs et que le RTX et la CS ont des effets distincts sur
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l'expression des genes des LB spécifiques des DSG. Les diminutions d’expression de I’IL-1f (dans
les deux bras) et du marqueur mémoire CD27 (propre au bras rituximab) étaient corrélées a

I’activité du pemphigus.
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Modifications of the Transcriptomic
Profile of Autoreactive B Cells From
Pemphigus Patients After Treatment
With Rituximab or a Standard
Corticosteroid Regimen

Vivien Hébert?*, Marie Petit', Maud Maho-Vaillant "2, Marie-Laure Golinski "2,
Gaétan Riou', Céline Derambure?, Olivier Boyer', Pascal Joly? and Sébastien Calbo’

T INSERM 1234, Normandie University, Rouen, France, Z Department of Dermatology, Rouen University Hospital,
MNomandie University, Rouen, France, * INSERM U1245, Normandie University, Rouen, France

Pemphigus Vulgaris is an autoimmune disease of the skin and mucous membranes,
which is due to the production of pathogenic autoantibodies targeting desmoglein (DSG)
1 and 3, which are adhesion proteins of the keratinocytes. Rituximab is an anti-CD20
mAb which induces a prolonged depletion of blood B cells. We recently showed that
rituximab was more effective than a standard oral corticosteroid (CS) treatment, allowing
90% of patients to achieve complete remission (CR). Additionally, we showed that
DSG-specific-B (DSG positive) cells were still detectable during the B cell recovery which
follows the initial rituximab-induced B cell depletion, even in patients in CR. In order to
characterize DSG positive B cells in patients in CR after rituximab or CS treatment relative
to those detectable at baseline in patients with an active pemphigus, we studied the
expression profile of 31 genes of interest related to inflammatory cytokines, TNF receptors
and activation markers. Using quantitative Polymerase Chain Reaction performed on
one cell with a microfluidic technique, we found that patients’ autoreactive B cells
collected at baseline had a significantly higher expression of genes encoding for IL-1B,
IL-23p19, and IL-12p35 pro-inflammatory cytokines and the IRF5 transcription factor,
than non-autoreactive B cells. Surprisingly, the gene expression profile of DSG positive
B cells collected after rituximab treatment in patients in CR was close to that of DSG
positive B cells at baseline in patients with active pemphigus, except for the IL-1p and
the CD27 memory marker genes, which were under-expressed after rituximab compared
to baseline. Conversely, we observed a decreased expression of genes encoding for
IL-18 and IL-23p19 in patients treated with CS relative to baseline. This study showed
that: () DSG positive autoreactive B cells have a different gene expression profile than
non-autoreactive B cells; (i) rituximab and CS have different effects on the genes’
expression in autoreactive DSG positive B cells from pemphigus patients.

Keywords: pemphigus, rituximab, corticosteriods, autoreactive B cell, transcriptomic analysis
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INTRODUCTION

Pemphigus is a rare life-threatening autoimmune blistering
disease involving the skin and mucosa, leading to erosions and
major weight loss, which severely impair patients’ quality of
life (1-5). It is characterized by the production of pathogenic
autoantibodies directed against two desmosomal proteins
involved in keratinocyte adhesion: desmoglein 1 (DSG1) and
desmoglein 3 (DSG3) (1, 6). DSG3 is mainly found in deep skin
epidermal layers and mucosa, while DSG1 is present throughout
the epidermis. Anti-DSG3 antibodies (Abs) are observed in
pemphigus vulgaris (PV) with mucosal involvement, and anti-
DSG1 Abs are observed in patients with pemphigus foliaceus
(PF) and those with PV and skin involvement. Binding of anti-
DSG Abs to their target antigen results in a loss of keratinocyte
adhesion, leading to the so called “acantholysis” phenomenon,
which results in the formation of skin and mucosal blisters (7-9).

Until recently, high-dose of oral corticosteroids (CS)
sometimes associated ~with immunosuppressive  drugs
(azathioprine, mycophenolate mofetil) were the mainstay
of pemphigus treatment (10). A recent large randomized
controlled study (RCT) from our group demonstrated the
interest of the first line use of rituximab in pemphigus (11). A
large difference was evidenced in the primary outcome: 89% of
patients in the rituximab + short term CS arm were in complete
remission oft therapy after 2 years, compared with 34% of
patients treated with prednisone alone (p < 0001).

Rituximab is a chimeric murine-human monoclonal antibody
that binds to the CD20 antigen of B-lymphocytes (anti-CD20
mAb), which is expressed by pre-B-cell and pre-plasma cells. A
stop in the renewal of the plasma cell pool is thought to be one
of the main mechanisms of the short-term action of rituximab
(12, 13). However, the long-term clinical course of pemphigus
patients treated with rituximab has not been extensively assessed
yet. In particular, apart from a reversal of the naive/memory B-
cell ratio, the long-term evolution of reappearing DSG1- and
DSG3-specific B cells after rituximab treatment remains largely
unknown (14). Furthermore, the effects of oral CS on DSG
specific-B cells in pemphigus patients has not been studied yet.

In addition to producing antibodies, B cells secrete multiple
cytokines with pro- or anti-inflammatory functions, which can
either enhance or downregulate the immune response. Since
understanding the long-term modifications of the DSG-specific
autoimmune B cell response after rituximab treatment might
improve the way we use this drug, we longitudinally analyzed
the transcriptomic and phenotypic profiles of one-cell sorted
autoreactive DSG-specific B cells from patients with a newly
diagnosed pemphigus (during the active phase of disease) and
after treatment with rituximab or a standard CS regimen,
and compared these results with those observed from non-
autoreactive B cells.

RESULTS
Baseline Analysis

Using quantitative polymerase chain reaction (qPCR), we
analyzed the single cell mRNA expression of 33 genes

encoding for membrane markers, cytokine receptors or
transcription factors (Table SI) which are known to be expressed
in B cells from 20 patients. Among them, nine pemphigus
patients were treated by rituximab and assessed at baseline and
at Month 36 (18 months after the last rituximab infusion); all
of them were in complete remission at M36. Eleven pemphigus
patients were treated by oral corticosteroids and assessed at
baseline and Month 12, after tapering of CS doses; five of these
11 patients were in clinical complete remission at Month 12.
The 20 patients had a pemphigus vulgaris with either isolated
mucosal invelvement or skin and mucosal involvement. Clinical,
biological, and immunoclogic characteristics of patients are
presented in Tables 1, 2. Finally, we performed a transcriptomic
analysis in seven out of 14 healthy donors (HD) who were studied
with phenotypic analyses. Indeed, DSG1-positive (Figure 1A)
and DSG3-positive (Figure 1B) B cells were detectable in HD,
although at a lower frequency than in the 20 patients with active
pemphigus (DSG1 positive 0.11 vs. 0.20%, p < 0.001; DSG3
positive 0.10% vs. 0.20%, p < 0.001).

We first compared the baseline gene expression between
non-autoreactive DSG-negative B cells (201 single cells) and
autoreactive DSG-positive B cells (191 single cells) from
pemphigus patients. We observed that the mRNA of 11 genes
(IL-2, IL-5, IL-9, IL-12p40, IL-13, IL-17F IL-21, IL-27p28, IENy,
TGF B2, and APRIL) was not detected at baseline neither in DSG-
positive, nor in DSG negative B cells from pemphigus patients,
whereas all housekeeping genes were detected. Therefore, these
latter genes were not further analyzed. The 22 remaining genes
detected were used to realize a heat map representing the
ACT expression of these genes between autoreactive and non-
autoreactive B cells at baseline (Figure 1C).

At baseline, autoreactive DSG-positive and non-autoreactive
DSG-negative sorted B cells showed distinct mRNA expression
profiles for the three pro-inflammatory cytokine genes 1L-1f,
1L-12p35, IL-23p19, and for the transcription factor IRF5 gene
which were found to be overexpressed by the DSG-positive
relative to the DSG-negative B cell populations (Figure 1D),
whereas no difference of expression of these four genes was
evidenced between DSG-positive (107 single cells) and DSG-
negative (69 single cells) B cell populations from HD (data
not shown).

Longitudinal Analyses in Patients Treated

With Rituximab

We performed a longitudinal analysis by flow cytometry in the
nine rituximab-treated pemphigus patients previously analyzed
by qPCR. Frequency of DSGI1-positive and DSG3-positive
autoreactive B cells did not vary significantly between baseline
and Month 36 when patients were in complete remission (DSG1
positive: 0.20% vs. 0.22%, p = 0.67; DSG3 positive 0.23% vs. 0.25,
p = 0.61; Figures 2A,B).

We then analyzed the expression of selected genes in 306
single DSG-positive B cells from the nine rituximab-treated
pemphigus patients, including 191 sorted-cells from blood
samples collected at baseline and 115 sorted-cells from samples
collected at Month 36 after RTX treatment. One hundred
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TABLE 1 | Clinical and biological characteristics of patients from the rituximab group.

Age Treatment Type of Severity ELISA anti-DSG1 ELISA anti-DSG3  Clinical status at ELISA anti-DSG1 ELISA anti-DSG3
pemphigus Ab value at DO Ab value at DO M36 Ab value at M36 Ab value at M36

51 RTX Mucosal Moderate 30 750 Complete remission <20 80

45 RTX Mucosal Severe <20 360 Complete remission =20 =20

63 RTX Mucosal Savere <20 2,050 Complete remission <20 111

28 RTX PV skin + Severs 330 120 Complete remission <20 555
mucosa

76 RTX Mucosal Severe <20 530 Complete remission <20 157

80 RTX PV skin + Severe 410 1,805 Complete remission =20 =20
mucosa

52 RTX PV skin + Severe 260 4,000 Complete remission <20 =20
muUcosa

64 RTX PV skin + Severe 200 131 Complete remission <20 <20
mucosa

48 RTX PV skin + Severe 356 176 Complete remission <20 <20
mucosa

TABLE 2 | Clinical and biological characteristics of patients from the standard corticosteroids (CS) group.

Age Type of Severity ELISA anti-DSG1 ELISA anti-DSG3 Clinical status at ELISA anti-DSG1 ELISA anti-DSG3
pemphigus Ab value at DO Ab value at DO M1i2 Ab value at M12 Ab value at M12
76 PV skin + mucosal Severe 107 2,400 Complete remission <20 =20
54 PV skin + mucosal Severe 1,960 179 Complete remission <20 =20
66 PV skin + Mucosal Savere 27 3,350 Complete remission <20 126
48 PV skin + mucosa Severe 176 760 Complete remission <20 <20
33 PV skin + mucosa Severe 60 143 complete remission <20 <20
79 PV skin + mucosa Severe 1,110 553 Incomplete <20 =20
remission
45 PV skin + mucosa Severe 156 5,217 Incomplete 30 1040
remission
61 PV skin + mucosa Severe 170 1,750 Incomplete <20 550
remission
71 PV skin + mucosa Severe 665 225 Incomplete 77 <20
remission
58 PV skin + mucosa Savere 1,070 1,065 Incomplete <20 =20
remission
58 PV skin + mucosa Severe 214 1,979 Incomplete <20 128
remission

and seven single DSG-positive B cells from the seven healthy
individuals were used as controls (Figure 3).

Interestingly, the expression of the IL-18 gene in DSG-positive
B cells, which was higher at baseline in pemphigus patients than
in healthy individuals (12 vs. 6%, p = 0.048), returned to normal
values after rituximab treatment (12 vs. 4%, p = 0.039). We also
observed that, whereas the frequency of expression of the CD27
memory marker gene in desmoglein-positive B cells collected
trom pemphigus patients at baseline was close to that observed
in healthy individuals (23 vs. 17%, p = 0.24), the CD27 gene
expression decreased from baseline to Month 36 in pemphigus
patients treated with rituximab (23 vs. 10%, p = 0.03).

Surprisingly, we did not observe any statistically significant
variation in the frequency of the other genes studied between
samples collected from pemphigus patients at baseline and after
rituximab treatment.

In non-autoreactive desmoglein-negative B cells, rituximab
treatment did not induce modification of gene expression for the
pro-inflammatory cytokine IL-1f (2 vs. 4.1%, p = 0.73) whereas
it induced a decreased frequency of expression of the CD27
memory marker gene (15.1 vs. 6.9%, p = 0.04; Figure 4).

Longitudinal Analyses in Patients Treated

With Corticosteroids Alone

We performed a longitudinal flow cytometry analysis in the
same 11 corticosteroids-treated pemphigus patients previously
analyzed by qPCR. In these 11 CS-treated patients, 311 single
DSG-positive cells were isolated including 191 sorted-cells from
samples collected at baseline and 120 sorted-cells from samples
collected at Month 12. This Month 12 evaluation was chosen
because patients still received low doses of prednisone at this
time point.

Frontiers in Immunology | www.frontiersin.org

August 2019 | Volume 10 | Article 1794

123



Hébert et al. B Cells From Pemphigus Patients

A 0.4 1 il | B 0.8 L i |
L 1 ) 1
2% 03 o £% 06 .
ES .-' gm
- 2 i ) L " 3 1
ig 0.2 . T 92 0.4 »
g g o [ § g
SE 017 u® < E 021 o® F ;.
_-¢._ a
s L ]
0.0 LS T 0.0 r T
HD Pemphigus Patients HD Pemphigus Patients
c
DSG- B cells (-
1 0 BAFF-R (TNFRSF13C)
I | | BCMA (TNFRSF17)
I Lo |I [ I : Co14 (ITCAM)
CD1lc (ITGAX)
e o w. o, "r'..m' rh Y S
| | | T
R T "R ¥ |||| Al II| Mo o |" '” | | ||||||| Hoon ms™
L | ! | |'||| 1y ! | 111 mm
I I L1 | | _ iin
' '1'|* || &l |'|‘ . o III s ': R T Loty igw
ek omn |\,| woint dom ||I 111 s
R woo' a0 en bl I | bimr g s o
I . Wy N [ T y NP | Ton (TNFSFIO)
D

|_| 3 DSG-negative B cells

-positive B cells
154 " p

—

L ﬂl H[

N

g
N o -a::“ &
N N

Frequency of gPCR-detected
B cells (%)

FIGURE 1 | (A,B) Percentage of autoreactive DSG1-positive (CD19+DSG1+) B cells (A) and DSG3-positive B cells (CD19+DSG3+) (B) among total B cells (CD194)
collected in 14 healthy donors and 20 pemphigus patients at baseline. Median with interquartile range were compared using the Mann-Whitney t-test. (C) Intensity of
gene expression in one-cell sorted DSG-positive B cells (in gray n = 191 cells) and non-autoreactive DSG-negative B cells (in white, n = 201 cells) from pemphigus
patients. The color intensity in each sorted cell depended on the ACT value relative to GAPDH house-keeping gene exprassion. Non-detected genes in one-cell
qPCR were excluded from the map. (D) Comparison of the baseline frequencies of cells expressing the IL-1p, IL-12p35, IL-23p19 genes, and the transcription factor
IRF5 gene between DSG-positive autoreactive B cells (gray columns, n = 191 cells) and non-autoreactive DSG-negative B cells (white columns, n = 201 cells) from
pemphigus patients. Frequencies were compared using the Fisher's exact test.

After treatment with systemic corticosteroids (Figure 5), IL- In non-autoreactive desmoglein-negative B cells (Figure 6),
1B gene was downregulated (12-1.7%, p = 0.003) allowing to  corticosteroids treatment induced non-significant variations of
return to values close to those observed in HD. Although the  the IL-23p19, IL-1f, and CD27 genes, as other genes from the
baseline gene expression of the pro-inflammatory cytokine IL-  panel studied.
23p19 in desmoglein-positive B cells from patients was close to
that detected in healthy individuals (12.5 vs. 15%, p = 0.59), Assessment of the CD27 Memory Marker
we observed a downregulation of the gene after corticosteroids ~ in Autoreactive B Cells After Rituximab
treatment (125 vs. 1.2%, p < 0.005). We did not observe  To extend the results of our transciptomic analysis, we studied
significant variation in the expression of the other genes studied,  the evolution of the CD27 expression on the cell surface of
including the CD27 memory marker gene (baseline: 23.5% vs. ~ DSG-positive and DSG-negative B cells during treatment with
after CS treatment 26.6%, p = 0.48). rituximab or corticosteroids. According to the findings from
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FIGURE 2 | Percentage of autoreactive DSG1-positive B cells
(CD194+-DSG1+4) (A) and DSG3-positive B cells (CD19+D3G3+) (B) among
total B cells (CD19+) collected in pemphigus patients at baseline and at
Month 36 after rituximab treatment. Means £ standard deviations were
compared using the Wilcoxon paired test.

transcriptomic analyses, we observed a significant decrease in the
frequency of memory CD194-CD274 autoreactive DSG-positive
and DSG-negative B cells after rituximab treatment (Figure 7A),
that were not observed in patients treated with CS alone without
rituximab (Figure 7B).

ELISA Assays

In order to evaluate the consequences of the decreased IL-
1B gene expression in DSG-positive B cells from pemphigus
patients whether they were treated with corticosteroids or
rituximab, we performed longitudinal dosages of serum IL-1f
using ELISA assay.

We observed a non-significant decrease of serum IL-18 ELISA
values in pemphigus patients during the first 3 months of
treatment, that was secondarily followed by a re increase of serum
levels to baseline values when corticosteroids doses were tapered
during patients’ follow-up (Figure 8).
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FIGURE 3 | Frequency of cells with detectable mRNA encoding for IL-1p and
CD27 in one-cell sorted desmoglein-positive autoreactive B cells from healthy
donors (white columns n = 107 cells) compared to pemphigus patients before
treatment (gray columns, n = 191 cells) or after rituximab treatment (black
columns, n = 115 cells). Frequencies were compared using the Fisher's

exact test.
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FIGURE 4 | Frequency of cells with detectable mRNA encoding for the IL-1p
and CD27 genes in one-cell sorted desmoglein-negative B cells from healthy
donors (white columns, n = 69 cells) and pemphigus patients at baseline (gray
columns, n = 201 cells) and after rituximab treatment (black columns, n = 106
cells). Frequencies were compared using the Fisher's exact test.

Finally, the IL-23p19 cytokine, whose gene expression was
downregulated after CS treatment in autoreactive B cells, was
also analyzed by ELISA. No significant variation in the IL-23p19
serum level was detected in pemphigus patients whether they
were treated with rituximab or CS alone (data not shown).
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FIGURE 5 | Frequency of cells with detectable mRNA encoding for IL-1B,
IL-23p19, and CD27 in one-cell sorted desmoglein-positive from healthy
donors (white columns, nm = 107 cells) compared to pemphigus patients
befora treatment before (gray columns, n = 191 calls) and after CS treatment
(black columns, nm = 120 cells). Frequencies were compared using the Fisher's
exact test.
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FIGURE 6 | Frequency of cells with detectable mRNA encoding for IL-18,
IL-23p19, and CD27 in one-cell sorted desmoglein-negative B cells from
healthy donors (white columns, n = 69 cells), and pemphigus patients at
baseline before treatment (gray columns, n = 201 cells) or after corticosteroids
treatment (black columns, n = 123 cells). Frequencies were comparad using
the Fisher's exact test.

DISCUSSION

In this study, we assessed the transcriptomic profiles of 33 genes
of potential interest in pemphigus on one-cell sorted autoreactive
B cells collected from pemphigus patients at different stages
of their disease, in particular during the acute phase of the
disease, and after two treatments (systemic corticosteroids alone
or associated with rituximab) which were compared in a
randomized controlled trial (11).

This methodology has several major interests. First, it allowed
to study ex vivo autoreactive B-lymphocytes, since pemphigus
is one of the rare autoimmune diseases in humans in which
autoantibodies directed against DSG are pathogenic (15). Second,
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FIGURE 7 | (A) Percentage of memory B cells among non-desmoglein
specific, desmoglein 1-specific (DSG1+), and desmogelin three-specific
[DSG3+) B cells before (white columns) and after treatment with rituximab
(black columns). (B) Percentage of memory B cells among non-desmoglein
specific, desmoglein 1-specific (DSG1+), and desmogelin 3-specific (DSG3+)
B cells before (white columns) and after treatment with corticosteroids (gray
columns). Means + standard deviations were compared using the Wilcoxon
paired test.

auto-reactive DSG positive B cells are the pre-stage of antibody-
secreting plasma cells, which cannot be easily studied ex vivo
in humans. Third, the one-cell sorting assays are likely relevant
since a very low number of circulating autoreactive B cells in the
peripheral blood are enough to trigger the disease, as we showed
in the baseline analyses. To the best of our knowledge, this single-
cell transcriptome analysis of autoreactive cells is the first one
performed in patients with an auto immune disorder.

We first evidenced that the transcriptomic profiles of
autoreactive and non-autoreactive B cells collected during the
active phase of disease were different. Four out of the 31 genes
studied (IL-1B, IL-12p35, IL-23p19, IRF5) were overexpressed
in autoreactive relative to non-autoreactive B cells. The most
surprising finding in this study was the observation that
in addition to the fact that DSG-positive B cells are still
detectable after rituximab treatment, arguing against a simple
deletion mechanism, the gene expression profile of DSG-positive
autoreactive B cells collected after rituximab treatment in patients
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FIGURE 8 | Longitudinal analysis of mean serum IL-1p level in rituximab
(black) and corticostercids-treated (gray) patients. Means + standard emor of
the mean were compared with baseline level in each group (RTX and CS)
using one-way analysis of variance followed by Bonferroni post-hoc test.

in complete remission was actually pretty close to that of DSG-
positive B cells collected at baseline in patients with active
pemphigus, except for the IL-1p and the CD27 genes, which were
downregulated after rituximab compared to baseline.

The downregulation of the CD27 memory marker gene
observed in transcriptomic analysis was confirmed by flow
cytometry, which showed a lower expression of the CD27 protein
at the cell surface of autoreactive B cells after rituximab as well
as in non-autoreactive B cells. Thus, the decreased expression
of the CD27 gene after rituximab was not specific for DSG-
positive B cells. However, the decreased expression of the CD27
marker reflects the blockage of B cell maturation, leading to
a prolonged repopulation with naive B cells, and a delayed
reappearance of memory B cells. It has been suggested that
autoantibodies are produced by a transitory subpopulation of
autoreactive plasmablasts which are continuously refund from
autoreactive switched memory B cells (CD20+IgG+CD27+)
(13, 16). Thus, changes in CD27 expression which correlates
with the disappearance of circulating DSG-positive IgG(+) B
lymphocytes are likely responsible for the decreased production
of anti-DSG autoantibodies, that contributes to the long lasting
clinical remission of the disease after rituximab treatment (14).
Another argument which supports this hypothesis is the fact that
by using an ELISPOT assay, we showed that DSG3+4+CD27+ B
cells but not DSG3+CD27— B cells are able to differentiate into
antibody secreting cells after 72h of stimulation by IL-2 and
R848, a TLR7 and eight ligands (still unpublished data). This
mechanism was specifically related to rituximab, since it was not
observed in patients treated with CS alone, whether they were in
complete or incomplete remission.

Conversely, changes in CD27 do not influence the production
of alloreactive antibodies which are produced by long-lived
plasma cells which do not express the CD20 marker, explaining
the absence of modification of total serum IgG levels in after
rituximab in most patients.

We also observed that the expression of the IL-1p gene in
DSG specific B cells, which was higher in baseline samples from
pemphigus patients than in healthy individuals, and returned

to normal values after rituximab or oral CS treatment, whereas
no modification was observed in non-autoreactive desmoglein-
negative B cells. This observation might suggest the potential
role of IL-1B in the pathogenicity of pemphigus, since the
downregulation observed in autoreactive B cells paralleled
disease remission, whether patients were treated with rituximab
or oral CS. Indeed, IL-1p is a pro-inflammatory cytokine mainly
produced by hematopoietic cells such as blood monocytes, tissue
macrophages and skin dendritic cells in response to TLR ligand,
activated complement components or other cytokines such as
TNF-a and [L-1 itself (17, 18). In our work, we observed a slight
decrease of serum IL-1p during the first 3 months of treatment in
both CS- and RTX-treated groups, which was likely related to the
effect of high doses of CS. It was then followed by a re-increase
of serum levels to baseline values when corticosteroids doses
were tapered. The role of IL-1p has previously been suggested by
Feliciani et al. who demonstrated that an IL-1p KO mouse model
was less susceptible to passive transfer of IgG isolated from the
serum of a PV patient. Moreover, Increased concentrations of IL-
la and IL-1P were detected in the serum of untreated PV patients
with active disease relative to healthy controls. Additionally, the
in vivo and in vitro production of IL-la and IL-1p decreased in
patients in clinical remission after treatment with IVIG. Finally,
IL-1B promotes Th17 polarization, which correlates with disease
activity (19-24).

Since the frequency of autoreactive B cells in pemphigus
patients was surprisingly only doubled compared to healthy
donors, it is likely that the different gene expression profiles of
IL-1f and CD27 play a major role in the onset of pemphigus by
promoting the emergence/appearance of DSG + CD27+ IgG+
B memory cells, which were only detected in pemphigus patients
but not in healthy individuals.

Despite the fact that we observed a difference in the baseline
expression of the IL-12p35 between DSG-positive and DSG-
negative B cells, we did not observe significant modification
in RNA expression in patients in complete remission after
rituximab, nor variation in the serum concentration of TL-12p35
during patients’ follow-up, which does not support a major role
for IL-12p35 in the healing of RTX-treated patients.

We did not analyse the serum concentration of cytokines
relevant for B cell activation such as BAFE APRIL, or IL-
6, because we did not observe any modification of the gene
expression of these cytokines by autoreactive DSG-positive B cells
in our transcriptomic analyses.

Overall, this study showed that self-reactive and non-self-
reactive B cell populations from pemphigus patients do not
express the same genes during the acute phase of the disease,
in particular genes encoding for IL-1f, IL-12p35, IL-23p19, and
IRF5. Additionally, DSG-positive autoreactive B cells can still
be observed in patients in complete remission, even in those
treated with rituximab, when blood B-lymphocytes reappeared
after the initial rituximab-induced depletion. Surprisingly, the
gene expression of autoreactive DSG-positive B cells in remitted
patients was close to that observed at baseline, except for the
CD27 gene which was downregulated in patients treated with
rituximab, and the IL-1p gene, which was down regulated in both
treatment groups, likely related to the effect of oral CS.
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METHODS
Clinical Study

In the randomized controlled trial, 90 newly-diagnosed
pemphigus patients were randomly assigned to receive a
standard regimen of CS vs. rituximab associated with a short-
term CS regimen. Patients in the rituximab group were treated
with the autoimmune regimen (two infusions of 1,000 mg of
rituximab at day 0 and day 14) and a maintenance treatment
corresponding to two infusions of 500 mg at Month 12 and
Month 18. They also received an initial medium dose of
prednisone, 0.5-1 mg/kg/day, depending on initial pemphigus
severity (moderate vs. severe), which was rapidly tapered over
3-6 months. Patients assigned in the standard oral CS group
were given a higher initial dose of prednisone, 1-1.5 mg/kg/day,
with a progressive tapering over 12-18 months, depending
on initial pemphigus severity. Patients who participated in
the Ritux 3 clinical trial were included in the present study
(Clinical Trials.gov number, NCT00784589).

Patients

Blood samples from rituximab-treated patients were analyzed at
baseline before treatment (Day 0) and after 36 months of follow-
up, since we had to wait for the recovery of blood B-lymphocytes
after the repeated infusions of rituximab at Day 1 and Month
12 and Month 18. Blood samples from CS-treated patients were
analyzed before treatment and at Month 12 at which time patients
in the standard CS group were still treated with oral CS.

Serum Auto-Antibody Titers and Cytokine

Levels

Titers of IgG antibodies against DSG1 and three were measured
by a DSG enzyme-linked immunosorbent assay test (ELISA)
with 1:100 diluted serums (EUROIMMUN, Germany, Liibeck).
Serum levels of IL-1p and 11-23p19 were quantified by
ELISA (RD and ebioscience, respectively), according to the
manufacturer’s protocol.

Phenotyping of Desmoglein-Specific B
Cells

In order to analyse DSGl and DSG3 specific B cells, B
cells were isolated using Dynabeads Untouched Human B-
cells kit (Life Technologies) 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/pl). 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), anti-human antibodies directed against
CD19, CD27, IgM (BD Biosciences). Anti-histidine coupled with
phycoerythrin (R&D Systems) was used to identity desmoglein-
specific B cells.

One-Cell Sorting and Pre-amplification

DSG-positive single B cells were sorted using FACS ARIA III
into 96-well plates containing 10pL Platinum Taq polymerase
and SuperScript III reverse transcriptase (Invitrogen), a mixture

of Tagman primer-probes at 0.2x concentration specific for
the transcripts of interest (Table SI) and CellsDirect qRT-PCR
buffer (Invitrogen). Immediately after cell sorting, samples were
centrifuged, incubated at 55°C for 10 min, and subjected to 30
cycles of PCR (50°C 15min then 95°C for 155 for the reverse
transcription, followed by 30 cycles of 95°C 155, and 60°C 4 min
tfor amplification). Subsequent pre-amplified single-cell cDNA
was stored at —20°C until analysis.

Real-Time qPCR

After % 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 pre-amplified
cDNA samples were mixed with a mild detergent loading
solution to allow capillary flow. Samples were then added
to a 48.48 nanofluidic chip (Fluidigm, Inc.) along with 38
individual Tagman primer-probe mixtures listed in Table SI
(Applied Biosystems) specific for individual transcripts of
interest, allowing a combination of each sample to mix with
each probe in every possible combination (a total of 2,304
reactions). 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. A well containing 100 CD19+
cells and a well without cell were used as positive and negative
controls, respectively. To limit potentially biased measurement,
cells with <2 expressed genes among the five 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 sorted cells expressed a gene if the Ct (threshold
of detection) value was < 40 and if the detection curve was
a sigmoid. Eleven genes were found to be unexpressed by
single B cells including IL-2, IL-5, IL-9, IL-12p40, IL-13, IL-
17F, IL-21, 1L-27p28, IENy, TGFB2, and APRIL. This absence
of detection was due to a too low RNA amount since positive
control wells containing 100 CD19+ cells showed detectable
expression levels of all tested cytokine genes. We compared
the frequency of cytokine gene expressing B cells using qPCR
between treatment groups.

ACt Analysis
The ACt analysis allows to determine the intensity of
the gene of interest expression in cells by comparing
its threshold of detection (Ct) with the Ct of the
housekeeping gene.

Statistical Analysis

Statistical comparison of the frequency of gene expressing cells
was performed with Fisher’s exact test. Statistical comparison
of percentages of autoreactive B cells in flow cytometry were
calculated using the Mann-Whitney ¢-test to compare healthy
donors and pemphigus patients; and using the Wilcoxon #-test
to compare patients before and after treatment. All analyses were
performed using the GraphPad Prism Software. A p-value <0.05
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was considered as significant. The #, xx, %% refer to statistical
values explained in the legends.
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IV. Article 4 : The diversity of anti-DSG3 IgG subclasses in pemphigus patients’ serum
has a major impact on pemphigus activity and is predictive of relapses in rituximab-
treated patients
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Dans ce travail, nous avons émis I'hypotheése que le niveau et la distribution des sous-

classes d'IgG anti-DSG3 au cours de I'évolution du pemphigus pouvaient étre impliqués dans la
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persistance de l'activité de la maladie ou dans I'obtention d'une rémission clinique, et pourraient
expliquer la persistance paradoxale des anticorps anti-DSG3 chez certains patients en rémission
clinique durable. Nous avons donc étudi¢ la distribution et I'évolution des sous-classes d'IgG anti-
DSG3 chez les patients atteints de PV a l'aide d'un test ALBIA, et avons corrélé la distribution des
sous-classes d'IgG anti-DSG3 avec 1'évolution clinique des patients inclus dans 1'essai Ritux 3.
Ensuite, nous avons analysé la pathogénicité in vitro des sérums correspondants en utilisant des

tests de dissociation des kératinocytes et d'immunofluorescence.

Comme évoqué, les isotypes d'anticorps anti-DSG3 les plus fréquemment détectés étaient
les IgG4 seuls ou en association avec les IgG1 (16,7 %), les IgG2 (8,3 %) et les [gG3 (10,0 %). La
plupart des sérums des patients en rémission clinique ne contenaient qu'une seule sous-classe d'IgG
anti-DSG3 (principalement 1gG4), alors que la majorité des sérums des patients en maladie active
présentaient au moins 2 sous-classes d'anti-DSG3 différentes, dont 1'l[gG4. Le RTX,
conformément a son excellente activité clinique, a permis de réduire le nombre moyen de sous-
classes d'IgG anti-DSG3 alors que la corticothérapie orale seule non. La présence de >3 sous-
classes d'IgG anti-DSG3 au diagnostic, principalement en cas de présence d'IgG3, permettait de

prédire une rechute avec une VPP de 62,5% et une VPN de 92%.

Ensuite, nous avons confirmé in vitro que les IgG4 anti-DSG3 pouvaient étre pathogeénes
a elles seules, en fonction de leur taux. Concernant les patients en rémission clinique malgré la
persistance d'IgG4 seuls, nous avons montré que leurs auto-Abs étaient toujours pathogénes in
vitro a condition que leur taux soit artificiellement réaugmenter a celui observé au diagnostic. Dans
certains cas, notamment en cas de présence d’I1gG3 et de faibles taux d’IgG4, les IgG3 anti-DSG3
avaient un effet pathogéne et leur élimination permettait de supprimer l'activité pathogéne du

sérum.

Ces résultats montrent que des sous-classes d'IgG anti-DSG3 autres que les IgG4 sont
fréquemment détectées chez les patients atteints de pemphigus actif. En particulier, les IgG3 anti-

DSG3 ont une activité pathogeéne in vitro.
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Abstract

Introduction: We studied the distribution and evolution of anti-DSG3 IgG subclasses in
patients with PV, and correlated their distribution and in vitro pathogenicity with the clinical

course of patients.

Methods: Sera of PV patients from the Ritux3 trial were analyzed at baseline and after
treatment with corticosteroids (CS) alone or combined with rituximab (RTX). We longitudinally
studied the distribution of anti-DSG3 IgG subclasses with an ALBIA (Addressable Laser Bead
ImmunoAssay) assay. The in vitro pathogenicity of corresponding sera was assessed using a

dispase-dissociation test and by immunofluorescence staining of DSG3.

Results: 65 patients were assessed at baseline (33 treated with RTX and 32 treated with
CS). Relapses occurred in 21.2% patients treated with RTX and 62.5% patients treated with CS.
The most frequently detected isotypes of anti-DSG3 Abs were IgG4 either alone (36.7%) or with
IgG1 (16.7%), I1gG2 (8.3%), and 1gG3 (10.0%). Most sera from patients in CR contained only one
anti-DSG3 IgG subclass (mainly 1gG4), while 75.0% of sera from patients in active disease had
>2 anti-DSG3 subclasses. RTX allowed to reduce the mean number of anti-DSG3 IgG subclasses
whereas CS not. The presence of >3 anti-DSG3 IgG subclasses, mainly in case of presence of
IgG3, predicted a relapse with a PPV of 62.5% and a NPV of 92%. We confirmed that anti-DSG3
IgG4 alone could be pathogenic. For patients in CR despite the persistence of 1gG4 alone, we
showed that their auto-Abs were still pathogenic in vitro when the titer was corrected from the one
at baseline. In some cases, anti-DSG3 IgG3 Abs had an in vitro pathogenic effect, and their
removal suppressed the pathogenic activity of this serum.

Conclusion: These results showed that anti-DSG3 IgG subclasses other than IgG4 are
frequently detected in patients with active pemphigus. In particular, anti-DSG3 IgG3 are

pathogenic activity in vitro.
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Introduction

Pemphigus vulgaris (PV) is a potentially life-threatening autoimmune blistering disease
caused by IgG autoantibodies directed against desmoglein (DSG) 1 and DSG3 (1). The binding of

anti-DSG auto-antibodies (Abs) impairs desmosomal function.

Clinically, the initial severity of pemphigus foliaceus (PF) and PV is correlated with anti-
DSGI and anti-DSG3 Ab serum levels, respectively (2—4). Moreover, the evolution of anti-DSG1
Abs and to a lesser degree anti-DSG3 Abs can predict the evolution of disease activity(5,6).
Indeed, while a re-increase or persistent high levels of anti-DSG1 Abs are closely correlated with
the occurrence of skin relapses, anti-DSG3 Abs are less specific. In particular, anti-DSG3 Abs can

be occasionally observed in some PV patients in clinical remission (4,5,7-10).

A preferential use of certain IgG subclasses has been identified in pemphigus patients.
Classically, anti-DSG3 1gG4 Abs are predominantly found in PV sera from patients with active
disease, followed by IgG1, and occasionally IgG2 and IgG3 (11-15). In humans, the IgG4 subclass
is the smallest IgG fraction (< 5 %) and has paradoxically weak complement activation properties
(16). The pathogenic effect of anti-DSG IgG4 Abs has been demonstrated in a PV mouse model
(17), as well as in vitro assays (18). Additionally, it has been demonstrated that anti-DSG IgG1
may also contribute to the pathogenic effect of pemphigus sera (19). Finally, the potential
pathogenic effect of anti-DSG IgG2 and IgG3 subclasses has never been assessed in pemphigus.

The evolution of anti-DSG IgG subclasses according to the patient’s clinical status has
provided controversial results in the literature. While some studies reported a switch from IgG4 to

IgGl1 in patients in clinical remission (7,20,21), other studies did not find such results (15,22).

We hypothesized that the level and distribution of anti-DSG3 IgG subclasses during the
course of pemphigus may be implicated in the persistence of disease activity or achievement of
clinical remission, and might explain the paradoxical persistence of anti-DSG3 Abs in some
patients in sustained clinical remission. Thus, we studied the distribution and the evolution of anti-
DSG3 IgG subclasses in patients with PV using a sensitive Addressable Laser Bead Immuno Assay
(ALBIA), and correlated the distribution of anti-DSG3 IgG subclasses with the clinical course of
patients included in the Ritux 3 trial. Finally, we analyzed the in vitro pathogenicity of

corresponding sera using keratinocyte dissociation and immunofluorescence assays.
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Patients and methods

Population of patients

We analyzed the sera from 33 and 32 PV patients assigned to the rituximab (RTX) and
standard corticosteroids (CS) arms of the Ritux 3 trial, respectively (23).

The longitudinal analysis was performed in 26 of these 65 PV patients (9 treated with RTX
and 17 treated with CS) corresponding to those who had persistent anti-DSG3 Abs measured using
the Euroimmun ELISA assay, whether or not they relapsed. Additionally, sera from 36 healthy
donors (HD), 6 PF, 9 patients with bullous pemphigoid (BP) and 5 PV patients with negative anti-

DSG3 Abs after RTX treatment were used as negative controls.

Determination of the 1gG subclasses of serum anti-DSG3 Abs

Sera from patients were analyzed before treatment at baseline, after treatment and at the
time of relapse if applicable. To detect and quantify anti-DSG3 Abs IgG subclasses, we developed
an ALBIA-DSG3, which consisted of coupling human recombinant DSG3 protein to fluorescent
beads (LiquiChip Ni-NTA Beads; Qiagen) according to the manufacturer's protocol. To determine
the isotype of serum anti-DSG3 Abs, DSG3-coated beads were incubated with sera diluted at
1:150, then incubated with anti-IgG1 (1:125), anti-IgG2 (1:125), anti-IgG3 (1:200) or anti-IgG4
(1:200) biotinylated secondary antibody (SouthernBiotech), and finally with streptavidin-R-
phycoerythrin (Qiagen). The mean fluorescence intensity (MFI) was determined on a Bio-Plex
apparatus using Manager software version 4.0 (Bio-Rad). Negative control with no serum and
positive control [_hnti-DSG3 Calibrator of ELISA kit (euroimmun)[_] were included in every
assay. The anti-DSG3 Ab levels were determined with the following formula:
(MFIserem/MFICalibratery x 100, in which the calibrator was the anti-DSG3 positive control previously
mentioned that was use on every 96-well plates and set arbitrarily to 100 arbitrary units (AU). For
each isotype, we considered a positivity threshold corresponding to + 3 standard deviations relative

to the mean value obtained from the sera of 36 HD.

IeG purification with AKTA-Start

Purification of IgG was performed by affinity chromatography, using AKTA-Start. The
HiTrap protein G column (GE Healthcare) was equilibrated with 10 mL of Phosphate buffer saline
(PBS) 1X, at pH 7.4. The 1/5 pre-diluted sera were added and IgG were eluted using glycine buffer
0.1M, pH 2.7, followed by neutralization with 1M Tris pH 9. Analyses were performed using
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UNICORN 7.0 software to collect IgG-containing fractions. Purified IgG were quantified using

BCA protein assay kit (Pierce™) according to the manufacturer’s instructions.

Keratinocyte Dissociation Assay

HaCaT cells were cultivated in 24-well-plates with DMEM + GlutaMAX (Gibco)

containing ImM CaClz in a humidified atmosphere (5 % COz) at 37°C. Twenty-four hours after
reaching confluency, positive control AK23 (10pg/mL), HD IgG (50pg), PV IgG (50ug) or IgG-
depleted fractions collected from IgG-specific affinity purification (50ug) were added and
incubated for 24 hours. The amount of IgG was adjusted for the level of anti-DSG3 Abs in some
patients. Subsequently, the cells were treated with dispase solution (2.4 U/ml; Sigma) at 37°C until
monolayers were released from plates. Monolayers were stained with crystal violet (Sigma
Aldrich) and subjected to mechanical stress by pipetting 7 times with a 1 mL pipette. Cell
fragments were fixed, photos were taken from each well and cell fragments were counted

manually. All experiments were performed in triplicate.

Immunofluorescence assays

HaCaT cells were cultivated on 4-chamber Labteck with 50 000 cells per cm? in
DMEM + GlutaMAX (Gibco) containing 10 % fetal bovine serum and 1mM CaClz per chamber
until they reached at least 75 % confluency. Cells were washed and incubated for 20 hours with
50ug of HD IgG, PV IgG or IgG-depleted fractions collected from IgG-specific affinity
purification. Then, cells were fixed with 100 % ethanol for 10 minutes, permeabilized with 0.3 %
Triton for 10 minutes and washed after each step. Rat serum diluted at 1 % was used for blocking.
Cells were then incubated with a primary rabbit antibody anti-DSG3 coupled to Alexa-Fluor® 647
(Santa Cruz) for 90 minutes in the dark under slow agitation. Cells were finally washed, dried for
15 minutes and one drop of mounting medium with DAPI (Invitrogen) was added per condition.

Photos were taken using a multiphoton confocal microscope Leica TCS SPS.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA). Correlations were assessed using Pearson’s rank correlation coefficient. The
number of anti-DSG3 IgG subclasses were compared between relapsing and non-relapsing patients

using the Student’s t-test. In PV patients with exclusively anti-DSG3 IgG4 Abs, the level of anti-
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DSG3 IgG4 at baseline and during the evolution was compared using paired t-test. Differences

were considered significant when p<0.05.
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Results

Patients
Out of the 90 patients of the Ritux 3 trial, 18 patients with PF were excluded, as well as 7
PV patients whose sera were not available. Thus, sera from 65 patients were assessed at baseline

(33 treated with RTX and 32 treated with CS).

The longitudinal analysis was performed in 26 of these 65 PV patients (9 treated with RTX
and 17 treated with CS) corresponding to those who had persistent anti-DSG3 Abs measured using
the Euroimmun ELISA assay, whether or not they relapsed.

One or more relapses occurred in 7 of 33 (21.2%) patients treated with RTX and 20 of 32
(62.5%) patients treated with the standard CS regimen. Among the 20 patients with persistent
active disease after CS treatment, only 10 sera still contained anti-DSG3 Abs and thus could be
analyzed. The distribution of anti-DSG3 IgG subclasses was also analyzed according to the
patients’ clinical status, i.e.: in patients who achieved CR (n = 16: 9 after RTX treatment and 7
after CS treatment) and in patients who were in active disease (n = 17: 10 CS-treated patients in

persistent disease activity and 7 early-relapsing patients in RTX arm) (Figure 1).

Validation of the anti-DSG3 ALBIA test
We first assessed the specificity and sensitivity of our ALBIA for the detection of anti-DSG3
IgG subclasses. For this, we compared anti-DSG3 ALBIA performed with anti-DSG3 Abs
containing sera from 65 PV patients with 56 control sera (36 HD, 6 PF, 5 PV with negative anti-
DSG3 Abs after RTX treatment, and 9 BP). Our ALBIA had 92.31% sensitivity and 85.71%
specificity for the detection of anti-DSG3 Abs.

Since IgG1 and IgG4 are the main anti-DSG3 IgG subclasses, we then correlated anti-DSG3
IgG1 and IgG4 serum levels measured by ALBIA with anti-DSG3 Ab levels measured by ELISA
in sera from the same patients with active disease. A high correlation was observed for both IgG1

(r=0.60, p<0.0001) and IgG4 (r=0.55, p<0.0001) anti-DSG3 Abs (Figure 2).

Distribution of anti-DSG3 IgG subclasses in PV patients before treatment (onset of

disease)
At baseline, anti-DSG3 IgG4 and IgGl were detected in 90.8% and 40.0% of sera,
respectively, whereas 1gG2 and IgG3 were both detected in 26.2% of sera.
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The most frequently detected isotypes of anti-DSG3 Abs were 1gG4 either alone (36.7%)
or most often combined with IgG1 (16.7%), 1gG2 (8.3%), and IgG3 (10.0%) (Figure 3). The
combination of 3 or 4 IgG subclasses of anti-DSG3 Abs (including IgG4 in all cases) was observed

in 26.6% of sera. Only one serum (1.7%) did not contain anti-DSG3 1gG4 Abs.

Evolution of the distribution of anti-DSG3 IgG subclasses under treatment
After treatment, at Month 36, only 26 patient’ sera (9 treated with RTX and 17 treated with
CS) still contained anti-DSG3 Abs and were analyzed. We also analyzed sera from 17 patients in
active disease (either relapse, either persistent active disease), and from 16 patients in CR with

persistent anti-DSG3 Abs at the end of the study at Month 36 (Figure 1).

Most sera (64.3%) from patients in CR contained only one anti-DSG3 IgG subclass
(corresponding to IgG4 in all but one case), as compared with 25.0% of sera from patients with
persistent disease activity, and 36.7% of baseline sera. In contrast, 35.7% of sera from patients in
CR contained at least 2 or more anti-DSG3 IgG subclasses, as compared with 75.0% of sera from

patients with persistent active disease and 63.3% of baseline sera (data not shown).

In accordance with the high rate of relapses or persistent disease activity in patients treated
with CS, most sera (80%) tested at Month 36 from these patients still contained 2 or more anti-
Dsg3 IgG subclasses, as did the corresponding baseline sera (62.5%), while on the contrary, most
sera (57.1%) tested at Month 36 from patients treated with RTX only contained anti-Dsg3 1gG4

exclusively (data not shown).

Baseline anti-DSG3 IgG subclasses diversity as a predictive factor of relapse

Since RTX is approved as a first line treatment of pemphigus, we assessed whether the
number and the isotype of anti-DSG3 IgG subclasses in sera from patients at the onset of
pemphigus might predict the occurrence of relapses under treatment or after treatment withdrawal.

The mean number of anti-DSG3 IgG subclasses in the baseline sera was higher in patients
who further relapsed than in patients who maintained a sustained clinical remission (2.6 £+ 0.8 vs
1.5 £ 0.9; p=0.01) (Figure 4A). In particular, 5 of the 7 (71.4%) patients who relapsed had 3 or
more anti-DSG3 IgG subclasses in their baseline serum versus 3 of the 26 (11.5%) patients who
maintained a prolonged remission (p=0.004), corresponding to a positive predictive value of
62.5% (95% CI 0.31-0.86) and a negative predictive value of 92% (95% CI 0.75-0.99) for the

occurrence of relapse (Figures 4B and 4C).
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Moreover, the occurrence of relapses was particularly frequent in patients whose baseline
serum contained anti-DSG3 IgG3 Abs, since the baseline sera from 5 of the 7 relapsing patients
(71.4%) contained anti-DSG3 1gG3 Abs versus 3 out of the 26 sera from non-relapsing patients
(11.5%, p=0.004) (Figures 4B and 4C).

The distribution of the other anti-DSG3 IgG subclasses (IgG1, IgG2 and 1gG4) were not
associated with the occurrence of relapse (p>0.99, p=0.39 and p=0.58).

Demonstration of the pathogenic activity of anti-DSG3 IgG3 and IgG4 subclasses

Among the 16 patients who had exclusive anti-DSG3 IgG4 at baseline and did not further
relapse, we selected 4 sera which still contained anti-DSG3 1gG4 while patients were in sustained
CR. Figure 5A shows the decrease of anti-DSG3 IgG4 level from these 4 patients (identified in

red) relative to the 12 other sera which did not contain anti-DSG3 Abs anymore after treatment.

Moreover, in patients whose serum contained anti-DSG3 IgG4 exclusively after treatment,
the mean anti-DSG3 IgG4 Ab serum level in patients with persistent active disease was higher

than that in patients in CR (5.56 = 5.99 AU versus 19.70 = 13.26 AU, p=0.026) (data not shown).

Figure 5B shows that a serum collected at baseline (containing 98.2 AU of anti-DSG3 IgG4
by ALBIA) induced a strong keratinocyte dissociation, whereas the serum from the same patient
collected at the time of CR (containing 1.0 AU of anti-DSG3 IgG4) did not induce a keratinocyte
dissociation anymore. Interestingly, this latter serum recovered its pathogenic activity in
keratinocyte dissociation assay after adjustment of the IgG4 level to the one at baseline (Figure
5B), suggesting that anti-DSG3 IgG4 were pathogenic but the amount of antibody was not

sufficient to induce in vitro keratinocyte dissociation.

We then tested a serum which contained at baseline a combination of anti-DSG3 IgG3 and
IgG4 at rather low levels (IgG3:16.5 AU; IgG4: 10.8 AU), and only contained IgG4 at the time of
CR after treatment (6.4 AU). Purified IgG from the baseline serum but not from the serum
collected at the time of CR induced a keratinocyte dissociation, while both sera contained rather
close levels of anti-DSG3 IgG4 Abs (10.8 AU and 6.4 AU respectively). Interestingly, when
removing IgG3 Abs from the baseline serum, the purified IgG did not induce keratinocyte
dissociation anymore, whereas the purified IgG3 fraction alone did (Figure 5C), suggesting the
role of anti-DSG3 IgG3 subclass in the pathogenic activity of this patient” serum, in addition to

IgG4.
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We then tested this latter serum using an immunofluorescence assay to further assess its
pathogenic activity. Figure 5D shows that, in contrast with the purified IgG from a HD and from
the patient’ IgG collected at the time of CR which both showed a linear labelling of DSG3 on the
HaCaT cell plasma membrane, the baseline purified IgG fraction which contained a combination
of anti-DSG3 IgG3 and IgG4 induced the disappearance of the DSG3 labelling, confirming the
pathogenic activity of this baseline serum. Finally, removing the IgG3 fraction from the baseline
patients’ serum led to the reappearance of the DSG3 staining, with a labelling close to that
observed with control sera from HD, while the IgG3 fraction induced the disappearance of the

DSG3 labelling (Figure 5D).
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Discussion

This study shows that while anti-DSG3 IgG4 were detected in more than 90% of
pemphigus sera at baseline, this IgG4 subclass was also present in sera from all but one patients in
sustained CR who still had positive circulating anti-DSG3 Abs. The main evolution in anti-DSG3
IgG subclasses that we observed during the evolution of patients is that while 61% of sera collected
at the onset of disease and 75% of sera from relapsing patients contained two or more IgG
subclasses (including IgG1, IgG2 and IgG3 in 40%, 26% and 26% of sera respectively), in contrast,
64.3% of sera collected in patients in CR had only one anti-DSG3 IgG subclass, mainly
corresponding to IgG4.

It has been suggested that the absence of pathogenic activity of pemphigus sera, which still
contained anti-DSG3 Abs, was related to a switch of anti-DSG3 IgG subclasses from 1gG4 to IgG1
(7,20). We did not observe such an evolution, since anti-DSG3 1gG4 Abs were the exclusive IgG
subclass (with no other anti-DSG3 IgG subclass) which was detected in the majority of sera
(57.1%) from patients in CR. In contrast, we observed a close correlation between the clinical
status (active disease versus remission) and the level of anti-DSG3 IgG4 Abs, whose mean level
was 5.56 AU in patients in CR versus 19.70 AU in patients with persistent active disease
(p=0.026), suggesting that the level of anti-DSG3 IgG4 Abs rather than a switch in anti-DSG3 IgG
subclasses is involved in disease activity. In accordance with these findings, we showed that the
in vitro pathogenic activity of sera collected in patients in CR, which exclusively contained anti-
DSG3 IgG4 was highly dependent upon the level of anti-DSG3 IgG4. In particular, we showed
that adjustment of anti-DSG3 IgG4 level to the one at baseline restored the pathogenic activity of
a serum collected in a patient in CR, as recently reported (24). This observation might explain the
persistence of anti-DSG3 Abs in some patients in CR, and the poor specificity (between serum

level and disease activity) of DSG3 ELISA assays (5,10).

It is likely that the combination of multiple anti-DSG3 IgG subclasses may be involved in
the pathogenic activity of patients’ sera. This is first suggested by the fact that most sera (63.3%)
collected at the onset of pemphigus or in patient with persistent disease activity under treatment
(75%) contained two or more anti-DSG3 IgG subclasses, while on the contrary, most sera (64.3%)
from patients in CR contained only one anti-DSG3 IgG subclass (corresponding to IgG4 in all but
one case). In addition, we showed that a baseline serum, which contained both anti-DSG3 1gG3
and IgG4 Abs, induced keratinocyte dissociation, whereas a serum collected in the same patient in
CR, which contained exclusively anti-DSG3 IgG4 at a level close to that at baseline, had no

pathogenic activity.
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In accordance with the high clinical activity of RTX versus a standard CS regimen, we
observed an almost two-fold decrease in the mean number of anti-DSG3 IgG subclasses from 1.8
at the onset of disease to 1.1 in patients treated with RTX, whereas the number of anti-DSG3 1gG

subclasses did not change much in patients treated with the standard CS regimen (1.9 versus 1.7).

As a result of these previous findings, we assessed whether the number of anti-DSG3 IgG
subclasses and their isotype in baseline sera might predict the occurrence of persistent disease
activity or relapse under treatment. We observed that the mean number of anti-DSG3 IgG
subclasses in the baseline sera was higher in patients who further relapsed than in patients who
maintained a sustained remission (2.6 + 0.8 vs 1.5 = 0.9; p=0.01), corresponding to a positive
predictive value of 62.5% and a negative predictive value of 92%. Interestingly, relapses were
particularly frequent in patients whose baseline serum contained anti-DSG3 1gG3 Abs, since anti-
DSG3 IgG3 Abs were detected at baseline in sera from 71.4% of patients who further relapsed, as
compared with 11.5% of patients who maintained CR (p=0.004). In accordance with these
findings, we showed that anti-DSG3 1gG3 Abs had an in vitro pathogenic effect, and that their
removal from a baseline serum which contained rather low level of anti-DSG3 IgG4, removed the

pathogenic activity of this serum.

Finally, our findings should help physicians in the management of pemphigus patients.
Indeed, taking into account the isotype(s) of anti-DSG3 IgG subclasses might help physicians to
better predict the patients with a high relapse risk. Our findings also raise the question of the
epitopes recognized by the different IgG subclasses on the DSG3 protein. In particular, it might
be hypothesized that the different anti-DSG3 IgG subclasses might target different epitopes on
DSG3, thus promoting the pathogenicity of anti-DSG3 Abs, as suggested by Cho et al. (9).
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90 patients from
Ritux 3 study

18 pemphigus foliaceus
7 w/o sera

65 patients analyzed

Baseline

33 RTX-treated patients

32 CS-treated patients

+ 7DSG3*

Short-term relapse (n=7):

End of the study

Complete remission:
+ 0 w/osera
* 24 DSG3-
* 9DSG3*

* 2 w/osera
+ 3DSG3
« 7DSG3t

Complete remission:

* 4 w/osera
+ 6DSG3
« 10DSG3*

Persistent active disease:

Figure 1: Flow chart of the study.

CS, corticosteroids; DSG3, desmoglein 3; RTX, rituximab
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Figure 2: Specificity of ALBIA test in comparison with ELISA anti-DSG3 results in
pemphigus patients at baseline (n=65).

Correlation between ELISA anti-DSG3 IgG and ALBIA anti-DSG3 IgG1 (A) or IgG4 (B) values
was assessed using Pearson’s rank correlation coefficient.

ALBIA, addressable laser bead immunoassay; AU, arbitrary units; DSG, desmoglein; ELISA,

enzyme-linked immunosorbent assay; IU, international unit.
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Figure 3: Baseline repartition of anti-desmoglein 3 IgG subclasses in pemphigus vulgaris
patients. Distribution of anti-DSG3 IgG subclasses in the 65 PV patients in active disease. Five
out of 65 patients in active disease were negative for each of the anti-DSG3 IgG subclasses

(number shown outside).
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Figure 4: The number of anti-desmoglein (DSG) 3 IgG subclasses as well as the presence of
anti-DSG3 IgG3 in pemphigus vulgaris (PV) patients at baseline are associated with early
relapse after rituximab (RTX) treatment.

In the 33 PV patients treated by RTX, the distribution of anti-DSG3 IgG subclasses in the 26 non-
relapsing (NR) (A) compared to the 7 early relapsing patients (RP) (B) show that, RP have more
IgG subclasses (p<0.01) (C), and have a higher frequency of IgG3 than NR patients (71% vs 12%;
p=0.004). Two out of 26 non-relapsing patients were negative for each of the anti-DSG3 IgG
subclasses (number shown outside). Mean =+ SEM were compared using unpaired t-test.

Frequencies of anti-Dsg3 subclasses were compared using Fisher’s exact test.
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Figure 5: Pathogenicity evaluation of IgG3 and IgG4 anti-desmoglein 3 autoantibodies in

pemphigus patients by dispase test and immunofluorescence.

(A) IgG4 anti-DSG3 level (AU) were significantly decreased after remission (in RTX and CS
groups) in pemphigus patients who had IgG4 only at baseline (n=16) (p<0.01). The four patients
who still contained anti-DSG3 IgG4 after treatment are identified in red. Mean were compared
using paired t-test. HaCaT cells pre-incubated for 24h with positive control (AK23) or purified
IgG of healthy donor (negative control) or PV patients with anti-DSG3 IgG4 only (B) or anti-
DSG3 IgG3 and IgG4 (C) were dissociated from the plate with dispase and the monolayers were
mechanically disrupted. (D) HaCaT keratinocytes immunostaining incubated with healthy donor

IgG shows that DSG3 (red) is localised at the plasma membrane.
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V. Article 5 : Impact of rituximab on follicular helper and regulatory T cells in patients
with pemphigus vulgaris

En cours de rédaction

Vivien Hébert!?, Julien Novarino®, Maud Maho-Vaillant', Corine Perals®, Cyrielle Borries®,

Fanny Martinez’, Pascal Joly'*, Nicolas Fazilleau®

1: INSERM U1234, PANTHER, Normandie University, Rouen, France

2: Department of Dermatology, Rouen University Hospital, Normandie University, Rouen, France

3: Toulouse Institute for infectious and inflammatory diseases (Infinity), INSERM U1291, CNRS
U5051, University of Toulouse, Toulouse, France

Dans ce travail, nous avons étudié¢ 1I’impact du RTX sur les lymphocytes T folliculaires
spécifiques de I’antigéne DSG3 chez les patients atteints de pemphigus. A travers 1’évolution sous
traitement et en fonction du statut clinique, nous avons essay¢ de déterminer le rdole de ces

populations.

Un premier travail de Maho-Vaillant et al avait montré la présence d’un contingent de Tth
spécifiques de la DSG3 circulants. De plus, il avait été observé une diminution de la fréquence de
cette population parallélement a la diminution de la fréquence des LB autoréactifs mémoires
commutés CD27+IgG+ et a I’obtention d’une rémission clinique. De facon intéressante, cette
évolution était propre aux patients ayant recu du RTX puisque non constatée chez les patients

ayant regu une CS.

Nous avons montré que les polarisations Tth17 et Tth1* étaient sur-représentées au sein
des Tth autoréctifs par rapport aux Tth non spécifiques de la DSG3 et avaient un profil finalement
assez proche des Tth des donneurs sains. Par ailleurs, le RTX n’avait pas d’impact sur la

polarisation des Tth.

Par la suite, nous avons montré 1’émergence d’une population de Tfr spécifiques de la
DSG3 suractivés apres traitement par RTX permettant de modifier le ratio Tfr/Tth au a la faveur

des Tfr.
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L’émergence de cette population de Tfr suractivés autoréactifs pourrait expliquer les
rémissions prolongées observées chez les patients pemphigus traités par RTX, bloquant ainsi la

différenciation des LB autoréactifs au sein des centres germinatifs.
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Abstract

Introduction: Pemphigus 1is characterized by pathogenic auto-Ac targeting
interkeratinocytes desmoglein (DSG) cadherins 1 and 3, and by a HLADRB1-0402 predisposition.
Rituximab combined with short corticosteroid therapy is the treatment for moderate to severe
forms (Ritux3 trial). We report the effect of rituximab on the circulating component of
antigen(Ag)-specific T lymphocytes that specifically regulate the B response: follicular helper
(Tth) and regulatory T lymphocytes (Tfr).

Method: 74 longitudinal samples (D0-M60) from pemphigus patients (Ritux 3 cohort) and
19 healthy donors were studied. Using the HLADRB1-0402 tetramer loaded with the DSG3
immunodominant peptide, we analyzed by cytometry: 1) the polarization (Tthl, 1*, 2, 17) via the
expression of CCR6 and CXCR3 chemokine receptors, ii) the frequency and iii) the activation

(PD1, ICOS, and CD25) of the Ag-specific Tth and Tfr autoreactive populations.

Results: At DO, we showed that the phenotypes of autoreactive and non-autoreactive Tth
of patients were very different with a predominance of Tfhl* and Tfh17 phenotypes in
autoreactive Tth and, on the contrary, an underrepresented Tth2 phenotype. Use of rituximab had
no effect on Tth polarization during follow-up, despite achievement of clinical remission in all
patients. We then demonstrated the progressive emergence of an Ag-specific Tfr population after
rituximab use and thus the increase in the Tfr/Tth ratio, to the benefit of regulatory populations.
Within this emerging Ag-specific Tfr population, the surface activation markers PD1, ICOS, and
CD25 were significantly overexpressed relative to autoreactive Tth but also relative to non-

antigen-specific Tfr.

Discussion: Rituximab allows the delayed emergence of a large and hyper-activated Ag-

specific Tfr cells population, which may explain its long-term efficacy.
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Introduction

Pemphigus vulgaris is a life-threatening autoimmune disease of the skin and mucosae due
to the production of antibodies (Abs) directed against the desmosomal protein desmoglein 3
(DSG3), an adhesion molecule of the epidermis (Kasperkiewicz et al. 2017; Schmidt et al. 2019).
We reported that first-line treatment with rituximab (RTX), the anti-CD20 mAb, enables more
patients to achieve long-lasting remission off therapy than corticosteroids (CS) alone (Joly et al.
2017). In order to better understand the immunological mechanisms that mediate long-lasting
clinical remission after RTX treatment, we recently showed, using peptide-HLADRB1%0402
tetramer staining, that DSG-3—specific T follicular helper (Tth) cells decreased after RTX,
correlating with a sustained depletion of I[gG-switched memory autoreactive B cells, leading to the

disappearance of anti-Ds3 antibody-secreting cells (ASC) (Maho-Vaillant et al. 2021).

Indeed, maturation of B cells responses are regulated by Tth (Fazilleau et al. 2009a),
leading to a progressive increase in the affinity of Abs over time through different process
occurring in the germinal centers (GCs) of secondary lymphoid organs such as TCR-MHC
interactions, co-stimulation molecules and cytokines (Fazilleau et al. 2009b). Finally, only the
“fittest” B cells, those able to capture antigen via surface Ig and best present it on surface through
MHCII, are supported and selected by Tth cells (Victora and Nussenzweig 2012). In addition to
Tth cells, follicular regulatory CD4+ T (Tfr) cells, a population of regulatory T (Treg) cells that
express the transcription factors BCL6 and FOXP3 and the chemokine receptor CXCRS,
colocalize to the B follicle and the GC (Chung et al. 2011; Linterman et al. 2011; Wollenberg et
al. 2011). There, Tfr cells control autoimmunity by suppressing excessive immune responses
through a process mediated by the inhibitory coreceptor CTLA-4 (Sage et al. 2014; Wing et al.
2014). However, it exists a paradigm suggesting that Tfr cells are inhibitory and restrain overall
GC responses, including antigen-specific B cell responses (Clement et al. 2019; Sage et al. 2016)
whereas other studies reported no obvious effect on antigen-specific Ab responses in the absence

of Tfr cells (Botta et al. 2017; Fu et al. 2018).

The present study suggests that, in addition to a decrease of DSG3-specific Tth cells, a late
emergence of DSG3-specific Tfr cells in RTX-treated patients could explain long-lasting

remissions in the absence of any other treatments.
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Results
Clinical course of patients

All patients were issued from the ‘Ritux 3’ study (Joly et al. 2017), which enrolled 90
newly-diagnosed pemphigus patients: 46 patients were initially randomly assigned to the RTX
plus short-term prednisone group. At the M36 evaluation, 44 of 46 patients (96%) from the RTX
group were in complete remission off therapy, including two patients who were secondarily treated
with RTX between M24 and M36, and two patients had persistent disease activity. We could

benefit from 18 blood samples from baseline.

Additionally, 35 patients from the RTX-arm accepted to participate to the M60-M90
extension visit. Among them, we could analyze blood samples from 17 patients. All were in
complete remission off therapy at this M60-M90 extension visit, without any relapse recorded
since the last M36 evaluation. Additionally, we had 4 M60-M90 blood samples from patients
initially enrolled in the CS-arm. Two of them relapsed before the present M60-M90 extension, at
M30 and M50, and received RTX infusions, i.e. 58 months and 39 months before their M60-M90
visit, respectively. The two others maintained prolonged complete remission off-therapy without

having received RTX at any time of their follow-up.

The ‘Ritux 3’ study led to the approval of the FDA as well as the EMA for the use of RTX
in first line treatment of moderate to severe pemphigus. Therefore, we focused our analyses on the

impact of RTX, and not from CS, on the follicular T cells Tth and Tft.

Serum Abs against DSG3

Relative to our recent publication (Maho-Vaillant et al. 2021), which reported the
monitoring of biological parameters until M36, we studied serum anti-DSG3 Ab ELISA values of
patients from the RTX group at the M60-M90 visit. Interestingly, anti-DSG3 autoAb titers
remained negative in all RTX-treated patients (17/17) despite any maintenance RTX infusions
since at least 3 years. On the contrary, the two patients from the CS-arm (2/4) who had received

RTX for relapses still had positive anti-DSG3 Abs, at 42 and 305 IU/mL, respectively.

Baseline phenotype of DSG3-specific Tfh cells
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Using the tetramer HLA DRB1%0402 loaded with the immunodominant peptide of DSG3
(190-204), we studied by flow cytometry Tth and Tfr cells either DSG3—specific or not at baseline,
M6 and M60-90. All patients were previously assessed for carrying the HLA-DRBI1x0402
pemphigus vulgaris (PV) susceptibility allele. Using the expression of the chemokine receptors
CXCR3 and CCR6 (Figure 1A), we assessed the baseline polarisation (Tthl (CXCR3+CCR6-),
Tth1* (CXCR3+CCR6+), Tth2 (CXCR3-CCR6-), Tth17 (CXCR3-CCR6+)) on DSG3-specific
CD4+CD45RA-Tetramer+CXCR5+CD127-FoxP3- Tth cells and compared it to the one of non-
autoreactive CD4+CD45RA-Tetramer-CXCR5+CD127-FoxP3- Tth cells from pemphigus
patients and 19 healthy donors (HD) (Figure 1B). The baseline frequency of autoreactive Tthl
cells was not different from those observed in non-autoreactive Tth1 cells from PV patients or HD.
Interestingly, Tth1* and Tth17 subsets were over-represented in DSG3-specific Tth cells
compared to non-autoreactive Tth cells from PV patients, without being different compared to
non-autoreactive Tth cells from HDs. On the contrary, Tth2 subset was under-represented in
autoreactive compared to non-autoreactive Tth cells from PV patients. However, such observed
differences between autoreactive and non-autoreactive Tth cells in PV patients were not found in
comparing with non-autoreactive Tth cells from HD. Thus, cell polarisation in autoreactive Tth
cells were clearly different from the one observed in non-autoreactive Tth cells in PV patients but

relatively close to the one observed in non-autoreactive Tth cells from HDs.

Evolution of polarisation in DSG3-specific Tfh cells after rituximab treatment

We demonstrated that the long-term efficacy of RTX was associated to a deep and
prolonged decrease of switched memory IgG+CD27+DSG3-specific B cells and therefore anti-
DSG3 auto-Abs. Since Tth polarisation plays a crucial role in B cell differentiation and Ig class
switch, we sought to assess the evolution of autoreactive Tth under RTX treatment. Irrespective
of whether it was for Tthl, Tth1*, Tth2 or Tth17 phenotype, RTX had no significant impact on
Tth cell polarisation even long-term after treatment, between M60 and M90 (Figure 2A).

It has been demonstrated in other Ab-mediated autoimmune diseases such as juvenil
dermatomyositis, Sjogren syndrome or systemic lupus erythematous that the Tth2+Tth17/Tth1
ratio of blood circulating Tth cells is significantly above 1 in active phase and around 1 in complete
remission (Morita et al. 2011). We found that this ratio among DSG3-specific Tth cells was
significantly superior to 1 at baseline in PV patients (Figure 2B). Interestingly, RTX treatment
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had no impact on the balance between Tth2/Tth17 and Tthl autoreactive cells (mean+=SEM;
baseline: 2.98+1.07; M60-M90: 2.62+0.41; p=0.58) (Figure 2B).

Impact of rituximab on DSG3-specific Tfh and Tfr cells frequencies

At this time of the study, no RTX effects on DSG3-specific Tth cells were susceptible to
explain the long-term efficacy of RTX in PV patients. We therefore focused our work on a
potential impact on DSG3-specific Tfr cells. Strikingly, long-term follow-up of DSG3-specific
follicular T cells allowed us to evidence a progressive emergence of Tfr cells
(Tetramer+CXCR5+CD127-FoxP3+) after RTX (Figure 3A). These Ag-specific Tfr cells
appeared later on after RTX since almost none of these cells were observed at baseline and M6
(data not shown). Logically, in parallel to the emergence of these Tfr cells, we observed that the
frequencies of bona-fide Tth cells, FoxP3- cells among follicular DSG3-specific T cells
(Tetramer+CXCRS5+CD127+), durably decreased at M60-M90 after RTX compared to baseline
(baseline: 94.61+ 5.02, M60-M90: 85.68+9.06; p<0.001), whereas no infusion was performed

since several years (Figure 3B).

Activation of emerging DSG3-specific Tfr cells

After having evidenced a new Ag-specific population of Tfr cells that appeared after RTX
treatment, we evaluated the activation state of this population in order to get better insight on the
long-term clinical remission. Activation was assessed by comparing ICOS, HLA-DR and CD25
membrane expression (gMFI) between Tfr and bona-fide Tth cells. Due to the very small
frequencies of DSG3-specific Tfr cells at baseline, the activation could only be assessed at M60-
M90. We found that DSG3-specific Tfr cells were significantly overactivated as compared to
DSG3-specific Tth cells for the three activation markers (Figure 4). In order to understand if this
overactivated state was related to a general state of the whole Tfr popualtion, we found that DSG3-
specific Tfr cells expressed higher levels of ICOS, HLA-DR and CD25 as compared to the ones
at the surface of non-Ag-specific Tfr cells, suggesting that this over-activation was peculiar to the

DSG3-specific Tfr cells (Figure 4).

What about CS-treated patients?
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Blood samples from four patients of the CS-arm of the princeps study were analyzed at
M60-M90. Among them, 2 patients (PV46 and PV56) have received RTX during the course of
their disease, due to clinical relapses, at M30 and M50 after study inclusion, respectively. The two
others (PV65 and PV69) have never received RTX due to a prolonged clinical remission. All were
in complete remission off therapy at the M60-M90 evaluation excepted PV46 who was considered
in “almost complete remission off therapy”. Interestingly, the Tfr/Tth ratio in DSG3-specific T

cells in these patients was very low, close to those observed in PV patients at baseline (Figure 5).
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Discussion

This study shows that long-lasting efficacy of RTX in patients with pemphigus is
associated with the progressive emergence of blood circulating DSG3-specific Tfr cells and the
decrease of DSG3-specific Tth cells leading to an unbalance between Tfr and Tth, in favour of Tfr

cells.

Because of their capacity to regulate the maturation of B cells into memory B cells and
IgG-secreting plasma cells, Tth cells have been suspected to be involved in several autoimmune
disorders, (Arroyo-Villa et al. 2014; Chen et al. 2018; Choi et al. 2015). In pemphigus, an effect
of RTX on decreasing DSG-specific T cells from patients with pemphigus was previously reported
using ELISPOT assay (Eming et al. 2008); and more recently, our team demonstrated the decrease
of DSG3-specific Tth cells in patients treated by RTX. On the other hand, Tfr cells can suppress
excessive immune responses, such as those occurring in autoreactivity (Chung et al. 2011; Clement

et al. 2019; Linterman et al. 2011; Wing et al. 2014)

Taking together, our findings are in accordance with the literature and the unbalance
between Tfr and Tth seems to be directly responsive of the prolonged disappearance of circulating
anti-DSG3 IgG-secreting B cells and, consequently, the anti-DSG-3 IgG+ Abs, as already
demonstrated (Colliou et al. 2013; Maho-Vaillant et al. 2021).

Surprisingly, the polarisation of autoreactive Tth cells does not reflect the “type 2” bias in
the physiopathology of pemphigus which was suggested by anti-DSG3 Abs IgG4 (Armitage et al.
1993; Tao et al. 1993), the presence of a T cell population with a prevalent type 2 cytokine pattern
in lesional skin of patients (Caproni et al. 2001) or the type2-related cytokines induced ex-vivo
after T cells stimulation by the recombinant DSG3 (Rizzo et al. 2005; Veldman et al. 2003). On
the contrary, we find an under-representation of Tth2 population whereas Tth1* and Tthl17
phenotypes were over-represented in autoreactive Tth cells compared to non-Ag-specific Tth cells.
However, such discrepancies in blood Tth2 profile could be explained by the different technics
used in the past two decades compared to the recent technologies that now raise to be more specific

in autoreactive T cells isolation.

Also, we find an unbalance between Tth2+Tth17 on the one hand, and Tfh1 on the other
hand, as already demonstrated in Ab-mediated autoimmune diseases (Morita et al. 2011).
However, such unbalance correlates with clinical status. Thus, this bias in polarisation seems to
be more a ‘“signature” of autoimmunity rather than a causal mechanism of pathogenicity.

Moreover, this absence of change in the autoreactive Tth cell profile of pemphigus patients after
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RTX is in accordance with the absence of significant modifications on the transcriptomic profiles

already observed in autoreactive B cells after RTX (Hébert et al. 2019b).

Interestingly, we could study 4 blood samples from patients initially randomized in the CS-
arm of the Ritux 3 study. Two of them received RTX in their disease course due to clinical relapses,
at M30 and M50 i.e. 58 months and 39 months before their M60-M90 visit, respectively. And both
of the others never received RTX. We showed that all of them had a weaker Tfr/Tth cell ratio than
patients from the RTX-arm. Thus, the use of RTX in a second-line therapy or the non-use of RTX
seem to limit the emergence of the Ag-specific Tfr population. This finding could explain the
observed poorer clinical response to RTX when used in second or more line of treatment

(Zambruno and Borradori 2008).

From this work, the only significant change induced by RTX and susceptible to be
responsible to the long-term clinical complete remission off therapy observed several years after
the last RTX infusions is the emergence of an important Tfr cell population. Moreover, the
overactivation of circulating Ag-specific Tfr cells observed at M60-M90 suggests that these cells
have recently been activated, in contrast with the weaker activation of Ag-specific Tth or non-Ag-
specific Tfr cells. Thus, the tolerance to DSG3 induced by Tfr cells seems to be a delayed and

continuous process, even several years after achievement of a clinical remission.
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Methods
Patients

A total of 90 patients, 74 with pemphigus vulgaris and 16 with pemphigus foliaceus, were
included in the princeps randomized clinical trial (RITUX3; ClinicalTrials.gov number,
NCT00784589). The Ethics Committee (CPP Nord-Ouestl) approved the study. Patients with
newly diagnosed pemphigus were assigned to receive either 1 or 1.5 mg/kg/day of oral prednisone,
with a progressive tapering of prednisone doses over M12 or M 18, or two infusions of 1 g of RTX
on day 0 and day 14, and 500 mg at M12 and M18, 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 gradually reduced after achievement of disease control, with the aim
to stop prednisone after M3 in patients with moderate pemphigus and after M6 in patients with
severe pemphigus. Patients were initially followed 36 months and an extension study was
approved by ethic committees to assess the long-term clinical and immunological status of
patients. Because inclusion period of Ritux 3 lasted almost 3 years, this extension visit allowed to
record data from 5 years (M60) for the last included patients, to almost 8 years for the first included
patients (M90) in Ritux 3. Thus, this visit will be called M60-M90.

Clinical and immunological evaluations

Complete remission and relapse were defined according to the consensus statement
definition for pemphigus end points (Murrell et al. 2008). Blood samples of healthy donors were
from The French Blood Donor Service. Participants gave their written informed consent. Blood
samples of patients were collected at baseline and at each follow-up visit until the end of the study

at M60-M90.

Anti-DSG-3 Tfh and Tfr cells stainings

To verify that our patients with pemphigus had the HLADRB1*0402 genotype of
pemphigus vulgaris susceptibility, peripheral blood from patients was collected after obtaining
informed consent. Genomic DNA from PBMCs was isolated using the NucleoSpin tissue kit
(Macherey-Nagel, Duren, Germany). The specific analysis of HLADRB1*04 was performed using
the Olerup SSP DRBI1*04 PCR Typing Kit (Bionobis, Guyancourt, France) according to the

manufacturer’s protocol. Autoreactive Tth and Tfr cells were only characterized in patients with
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pemphigus vulgaris with the HLADRB1*0402 genotype. Frequency and phenotype of DSG3-
specific Tth and Tfr cells were determined by flow cytometry using mAbs against CD3, CD4,
CD45RA, CXCRS5, CD127 and FoxP3 (Miltenyi Biotec and BD Biosciences) and a tetramer-based
detection system using HLADRB1*0402- tetramers loaded with the DSG3 190-204
immunodominant peptide (LNSKIAFKIVSQEPA, obtained from NIH Tetramer core facility,
Emory University, Atlanta, GA). An irrelevant CMHII tetramer (PVSKMRMATPLLMQA, NIH
Tetramer core facility, Emory University, Atlanta, GA) was used as negative control for the
cytometric gating strategy. The percentages of DSG3-specific Tth and Tfr cells were determined

using FlowJo software.

Tfh phenotypes

The frequencies of different phenotypes of follicular helper T cells (Tthl, Tth1*, Tth2,
Tth17) were determined by flow cytometry using mAbs against CCR6 and CXCR3 (Miltenyi
Biotec). Each polarisation was defined as following: Tthl:CXCR3+CCR6-; Tthl*:
CXCR3+CCR6+; Tth17: CXCR3-CCR6+; Tth2: CXCR3-CCR6-.

Tfh and Tfr cells activation

Tth and Tfr cells activation was assessed by the mean fluorescence intensity (gMFI) in
flow cytometry using mAbs against C25, HLA-DR and ICOS FoxP3 (Miltenyi Biotec and BD

Biosciences).

Statistical analysis

Data are presented as mean SEM. Prism software (Graph Pad, San Diego, CA) was used
for statistical analysis. For multiple analyses, one-way ANOV A with Dunnett post-test or two way
ANOVA with Sidak’s multiple comparisons test were used. A P <0.05 was considered significant

for all analyses.
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Figure 1: Baseline polarisation of circulating HLA-DRB0402 DSG3+ Tfh cells in pemphigus

patients

A) Strategy of assessment for CD4+CD45RA-CXCR5+ Tth cells polarisation according to

the expression of the chemokine receptors CXCR3 and CCR6.

B) Frequencies of Tthl (red), Tth1* (green), Tth2 (pink) and Tth17 (blue) cells in Ag-specific

(Tetramer+) Tth cells from PV patients (n= 20, triangular symbols) compared to non-Ag-

specific (Tetramer-) Tth cells from the same PV patients (square symbols) and HDs (n=17,

circle columns).

Only blood samples allowing to assess at least100 DSG3-specific Tfh cells were analyzed

*P < 0.05; P < 0.01; DSG, desmoglein; Tfh, T follicular helper
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Figure 2: Evolution of polarization of circulating DSG3-specific Tth cells in pemphigus

patients after RTX treatment

A) Study of the impact of the use of RTX on the polarization of DSG3-specific Tth cells.
Frequencies of each phenotype Tthl(red), Tth1* (green), Tth2 (pink), Tth17 (blue) were
compared during time between baseline (circle symbols) and M60-M90 (triangular
symbols). Results are presented as frequencies of each polarization according to CXCR3

and CCR6 chemokine receptors, among CD4+CD45RA-TetratCXCRS5+ T cells.

B) Comparaison of the evolution of Tth2+Tth17/Tthl ratio from baseline (circle symbols) to
after RTX at M60-M90 (triangular symbols).

Only blood samples allowing to assess more than 100 DSG3-specific Tfh cells were analyzed

DSG, desmoglein; Tfh, T follicular helper; RTX, ritxumab

168



A)

Baseline Baseline Baseline

1t 10" 4 10*
¥ o 10?4 10’ 4
o d L 0 ]_
m": 0? ] 10? ]
'|03 "; I103 ‘m‘ Im5 I‘Da '; '103 ‘""‘ ‘WS :IOE ".l'l lm" ‘m‘ Ims
M60-M90 M60-MS0 M60-M90
0’ 10 = o®
104': 10 =
- 3
~ .
Ao
= 3
] 0 g 0° -
3 . 3
w3 1075 10?3
" ¢ " ! o Iu):’l ": I1u3 ‘m“ 1|05 Ima "; Im3 lm‘ I1lls
FoxP3
okl
B) 100 =
90+
804
:
= 251
L
= 20+
15+
10
5 -
0 I |
Baseline M60-M90

-~ % Tth in Tetra+CXCRS5+ T cells
—4— % Tfrin TetratCXCR5+ T cells

Figure 3: Evolution of the DSG3-specific Tfr cells after RTX in pemphigus patients
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oMFI

A) Flow cytometry images: examples of emerging DSG3-specific Tfr cells CD4+CD45RA-
Tetramer+CXCR5+CD127-FoxP3+ in 3 patients at M60-M90 visit (on the bottom)

compared to baseline visit (on the top).

B) Course of the DSG3-specific Tth (circle symbols) and Tfr (triangular symbols) cells after
RTX between baseline and post-RTX M60-M90 time points.

Only blood samples allowing to assess more than 100 DSG3-specific Tfh cells were

analyzed

*¥x P < 0.001; DSG, desmoglein; Tfh, T follicular helper; T follicular regulator
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Figure 4: Activation of autoreactive DSG3-specific Tfr cells compared to DSG3-
specific Tfh and non-autoreactice Tfr cells in PV patients after RTX

Activation was measured using mean fluorescence intensity (gMFI) of ICOS (blue), HLA-
DR (red) and CD25 (green) expressions by flow cytometry. gMFI were compared between Tfr
Tetramer+ (CD4+CD45RA-Tetra+CXCR5+CD127-FoxP3+), Tth Tetramer+ (CD4+CD45RA-
TetratCXCR5+CD127+FoxP3-) and Tfr Tetramer- (CD4+CD45RA-Tetra-CXCR5+CD127-
FoxP3+) at the M60-M90 visit.

*P< 0.005; ***P < 0.001; ****P< 0.0001, DSG, desmoglein; Tfh, T follicular helper,
Tfr, T follicular regulator, Tetra+, Ds3-specific; Tetra-, non-DSG3-specific
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Figure 5: Comparaison of the Tfr/Tth ratio in DSG3-specific cells after first-line use of RTX
or CS in pemphigus patients

Comparaison of the DSG3-specific Tft/Tth ratio in treated PV patients at M60-M90 versus
baseline (circle symbols), according to the first-line treatment used: RTX (black triangular

symbols) or CS (square symbols).

*+x P < 0.001; DSG, desmoglein; Tfh, T follicular helper, T follicular regulator;, RTX,

rituximab; CS, corticosteroids
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DISCUSSION

I. Détermination des facteurs de risque de rechute précoce aprés RTX

Cette étude a permis d'identifier 2 facteurs associés a une rechute a court terme apres un
traitement initial par RTX : le score PDAl initial, qui refléte la gravité du pemphigus ; et I'évolution
des valeurs des anticorps anti-DSG 3 mois apres le premier cycle de RTX. Ces résultats sont
essentiels car le RTX a été approuvé comme traitement de premicre intention du pemphigus

modéré a sévere.

L'ensemble des critéres identifiés dans la présente étude fournit une valeur prédictive
positive de rechute de 50 % la premiere année. En supposant qu'une perfusion d'entretien de RTX
au 6™ mois serait constamment efficace, nos résultats suggérent la possibilité de traiter deux
patients avec une perfusion d'entretien de RTX au 6°™ mois pour éviter une rechute chez un
patient. Inversement, la valeur prédictive négative de 94 % indique qu'une perfusion d'entretien de
RTX pourrait étre évitée chez environ la moitié des patients traités par RTX en 1°® intention. Ces
facteurs prédictifs offrent la possibilité d'éviter une rechute précoce apreés un premier cycle de
RTX, observée chez 20 % des entre le 6°™ et le 12°™ mois, alors que seules quelques rechutes (2

sur 11) sont survenues entre le 12°™ mois et la fin de I'étude au a 2 ans (Joly et al. 2017).

Le score PDALI est considéré comme un outil robuste pour évaluer avec précision la sévérité
du pemphigus, avec une fiabilité inter-observateurs élevée et une bonne corrélation dans le temps
avec d'autres marqueurs de sévérité du pemphigus (Boulard et al. 2016; Hébert et al. 2019). Nos
résultats suggerent que la sévérité initiale du pemphigus pourrait étre associée a une rechute
précoce apres un traitement de premiére ligne par RTX, car les patients rechuteurs avaient un score
de sévérité PDAI de base deux fois plus élevé que les patients sans rechute au cours de la période
de 12 mois apres le cycle initial du RTX. Les patients dont le score PDAI était >45 avaient une
valeur prédictive positive de 55 % pour la survenue d'une rechute au cours de I'année suivant la
perfusion initiale de RTX, tandis que ceux dont le score PDALI était inférieur a 45 avaient une

valeur prédictive négative de 86 % pour 'absence de rechute apres le traitement par RTX.

Il a été rapporté a de nombreuses reprises que 1’évolution des taux d'anticorps anti-DSG1
et, a un moindre degré, anti-DSG3, est corrélée avec celle des 1ésions cutanées et muqueuses du
pemphigus (Abasq et al. 2009a; Nakahara et al. 2014; Patsatsi et al. 2014). En dépit du fait que le

nombre de lymphocytes B circulants était proche de 0 entre 3 et 6 mois apres le cycle initial de
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RTX chez les patients avec et sans rechute de la maladie, nous avons observé que les patients
rechuteurs avaient des niveaux d'anticorps anti-DSG1 et anti-DSG3 plus élevés lors de 1'évaluation
du 3°™ mois que ceux sans rechute. Ce point temporel a été choisi car il est souvent utilisé par les
praticiens pour évaluer 1'épithélialisation des 1ésions cutanées et muqueuses apres le délai d'action
du RTX et parce que la mesure des anticorps anti-DSG au 3°™ mois permet de programmer une

nouvelle perfusion précoce de RTX si nécessaire, au 6™ mois.

En raison de la faible spécificité du taux d'anticorps anti-DSG3, nous avons utilisé des
valeurs seuils correspondant a 20 UI/mL pour les anti-DSG1 et a 130 UI/mL pour les anti-DSG3.
Ces seuils avaient déja été calculés comme fournissant des valeurs prédictives positive et négative
¢levées pour la survenue de rechutes cutanées et muqueuses, respectivement (Abasq et al. 2009a).
La persistance de niveaux d'anticorps anti-DSG1 > 20 UI/mL et/ou de valeurs d'anticorps anti-
DSG3 > 130 UI/mL lors de I'évaluation au 3°™ mois a fourni une valeur prédictive positive de 50
% et une valeur prédictive négative de 88 %, qui étaient proches de celles calculées a partir du
score PDALI initial. Bien que la différence entre les valeurs initiales des anticorps anti-DSG1 et
anti-DSG3 n'ait pas atteint le seuil de signification statistique, ce qui était probablement li¢ au
faible nombre de patients en rechute, les valeurs initiales moyennes des anticorps anti-DSG1 et
anti-DSG3 des patients en rechute (520 UI/mL pour les anti-DSG1 et 1444 Ul/mL pour les anti-
DSG@G3) étaient presque deux fois plus €levées que celles observées chez les patients sans rechute
(245 U/mL pour les anti-DSGI et 914 UI/mL pour les anti-DSG3). Des études supplémentaires
sont nécessaires pour valider si les valeurs de base des anticorps anti-DSG1 et anti-DSG3

pourraient &tre utilisées comme un indicateur significatif de rechute.

Nous avons également évalué¢ les changements dans la numération des LB du sang
périphérique aprées RTX car il a été rapporté qu'une ré-ascension précoce des LB préceéde
l'apparition d'une rechute clinique dans certaines maladies auto-immunes, en particulier la
polyarthrite rhumatoide.(Albers et al. 2017; Leandro et al. 2006; Trouvin et al. 2015). Nous avons
observé qu'au départ, le pourcentage moyen de cellules B CD19+ du sang périphérique était plus
¢levé chez les patients rechuteurs que chez ceux qui ont maintenu une rémission clinique.
Néanmoins, les patients atteints de maladie récurrente et non récurrente présentaient une déplétion

compléte des lymphocytes B au cours des 3 premiers mois RTX.

Dans notre étude, la fréquence des lymphocytes T CD4+ n'étaitt pas différente entre les
patients rechuteurs et ceux qui ne 1’étaient pas, contrairement a 1'étude d'Albers et al, qui a trouvé
que les rechutes étaient associées a un nombre plus faible de lymphocytes T CD4+ circulants
(Albers et al. 2017). Cependant, dans cette étude, le nombre de lymphocytes T a été mesuré chez
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des patients préalablement traités par corticostéroides et/ou des immunosuppresseurs, qui
induisent une lymphopénie T ; on peut donc supposer que le taux plus faible de lymphocytes T
CD4 observé chez les patients atteints d'une maladie récidivante était au moins partiellement
associ¢ a la dose cumulée de corticostéroides et/ou d'immunosuppresseurs recue précédemment
par ces patients. Inversement, dans notre travail, une fréquence plus élevée de lymphocytes T
régulateurs a été observée chez les patients maintenant une rémission prolongée par rapport aux
patients rechuteurs, ce qui est en accord avec les mécanismes de régulation précédemment décrits
dans les maladies auto-immunes. Aucune différence dans les concentrations sériques de RTX entre
les patients rechuteurs et non rechuteurs n'a été observée, ce qui est en accord avec l'absence
d'association entre la détection d'anticorps humains anti-chimérique du RTX et la survenue de

rechutes rapportée dans une étude récente (Chen et al. 2020).

L'intérét d'utiliser des perfusions multiples de RTX pendant la phase initiale du traitement
ou comme traitement d'entretien a été¢ suggéré dans des études antérieures (Ahmed et al. 2006;
Cianchini et al. 2012; Sanchez et al. 2018). Sanchez et al. ont rapporté que des perfusions
d'entretien de RTX (1 g tous les 6 mois) chez des patients en rémission clinique, jusqu'a I’absence
de positivité des taux d’anti-DSG étaient associées au maintien d'une rémission compléete de
longue durée, avec une bonne tolérance (Sanchez et al. 2018). Bien qu'il y ait de plus en plus de
preuves que le traitement d'entretien par RTX est utile pour maintenir une rémission complete, les
modalités exactes de ce traitement d'entretien restent a déterminer. Et bien que la tolérance a court
terme de ces régimes d'entretien utilisant des perfusions multiples de RTX semble étre bonne,
l'utilisation de perfusions répétées de RTX au-dela de 4 cycles est coliteuse et peut étre associée a
une déplétion prolongée des cellules B immunosuppressive, probablement évitable chez certains

patients.

La diminution rapide des doses de corticoides, prévue dans le protocole pour démontrer
lI'intérét d'un traitement de premicre ligne par RTX, a pu étre associée a la survenue de rechutes
aprés 6 mois, délai correspondant par ailleurs au temps de recouvrement des LB. De nombreuses
données cliniques montrent qu’une diminution rapide des doses de corticostéroides sans RTX
conduit a un taux élevé de rechutes, justifiant la diminution progressive des doses de
corticostéroides. Cette stratégie thérapeutique était largement recommandée dans le traitement du
pemphigus avant l'utilisation du RTX. Néanmoins, malgré cette diminution rapide des doses de
corticostéroides, le taux de rechute dans le groupe RTX était deux fois plus faible que celui observé

dans le groupe corticostéroides standard (24 % contre 45 %), dans lequel les patients se voyaient
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initialement prescrire des doses élevées de corticostéroides qui étaient ensuite progressivement

diminuées.

Ce travail a abouti a la modification du protocole national de soins (PNDS) pemphigus
(Jelti et al. 2019b). Ainsi, il est désormais recommandé de réaliser une perfusion d’entretien de
RTX, dont la dose reste a I’appréciation du dermatologue, chez les patients présentant 1’un des
facteurs prédictifs de rechute déterminés. Et, au contraire, le PNDS révisé préconise de ne pas
traiter davantage les patients ne présentant ces facteurs prédictifs de rechute. Une étude (PRéRi,
Pemphigus Relapse RTX) est actuellement en cours afin de valider ce nouveau PNDS révisé. Les
premiers résultats confirment largement I’intérét d’une perfusion additionnelle de RTX chez ces
patients a risque de rechute et 1’absence de perte de chances de ne pas traiter les patients jugés a

faible potentiel de rechute précoce.
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II.  Analyse transcriptomique longitudinale des LB spécifiques de la DSG3

Dans ce travail, nous avons évalué les profils transcriptomiques de 33 génes d'intérét
potentiel dans le pemphigus sur des cellules B autoréactives triées chez des patients atteints de
pemphigus a différents stades de leur maladie, en particulier pendant la phase aigué de la maladie,

et apres traitement par corticostéroides systémiques seuls ou associés au RTX.

La méthodologie utilisée présente plusieurs intéréts. Cela nous a d’abord permis d'étudier
ex vivo les lymphocytes B autoréactifs, le pemphigus étant I'une des rares maladies auto-immunes
chez I'homme dans laquelle les auto-anticorps dirigés contre 1’auto-Ag sont directement clairement
pathogénes. Deuxiemement, les lymphocytes B autoréactifs positifs a la DSG constituent le stade
préliminaire des plasmocytes sécréteurs d'anticorps, qui ne peuvent malheureusement pas étre
facilement étudiés ex vivo chez I'homme du fait de leur localisation au sein des organes
lymphoides. Troisiémement, les essais de tri a 1’échelle « single cell » sont probablement
pertinents puisqu'un trés faible nombre de cellules B autoréactives circulantes dans le sang

périphérique suffit a déclencher la maladie.

Nous avons mis en €évidence que les profils transcriptomiques des cellules B autoréactives
et non autoréactives prélevées pendant la phase active de la maladie étaient différents. Quatre des
31 geénes étudiés (IL-1PB, IL-12p35, IL-23p19, IRFS) étaient surexprimés dans les cellules B
autoréactives par rapport aux cellules B non autoréactives. Les résultats nous ont surpris a deux
¢gards. D’une part, nous avons observé que les cellules B spécifiques de la DSG3 étaient toujours
détectables apres traitement par RTX, ce qui plaide contre un simple mécanisme de suppression
des cellules autoréactives pour expliquer I’efficacité de ce traitement. D’autre part, le profil
d'expression génétique des cellules B autoréactives aprés RTX chez les patients en rémission
compléte était en fait assez proche de celui des cellules B autoréactives recueillies au départ chez
les patients ayant alors un pemphigus actif, a I'exception des genes codant pour I’'IL-18 et CD27,

qui étaient régulés a la baisse apres le RTX par rapport au départ.

La régulation a la baisse du gene du marqueur de mémoire CD27 observée dans 'analyse
transcriptomique a été confirmée par la cytométrie en flux, qui a montré une plus faible expression
de la protéine CD27 a la surface cellulaire des cellules B autoréactives RTX ainsi que dans les
cellules B non autoréactives. Ainsi, la diminution de l'expression du géne CD27 aprés RTX n'était
pas spécifique des cellules B positives au DSG. Cependant, la diminution de l'expression du

marqueur CD27 reflete le blocage de la maturation des cellules B, entrainant une repopulation
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prolongée avec des cellules B naives, et une réapparition retardée des cellules B mémoires. Il a été
démontré que les auto-anticorps sont produits par une sous-population transitoire de plasmablastes
autoréactifs qui sont continuellement renouvelés par les cellules B mémoires commutées
autoréactives (CD20+IgG+CD27+) (Ellebrecht and Payne 2017b; Mouquet et al. 2008). Ainsi, les
changements dans 1'expression de CD27, corrélés avec la disparition des lymphocytes B circulants
IgG+ spécifiques de la DSG3, sont probablement responsables de la diminution de la production
d'auto-anticorps anti-DSG3, ce qui contribue a la rémission clinique durable de la maladie apres
RTX (Colliou et al. 2013a; Maho-Vaillant et al. 2021). Un autre argument qui soutient cette
hypothese est le fait qu'en utilisant un ELISPOT, nous avons montré par la suite que les cellules
B DSG3+CD27+, mais pas les cellules B DSG3+CD27-, étaient capables de se différencier en
cellules sécrétrices d'anticorps apres 72 h de stimulation par IL-2 et R848, un ligand de TLR7 et
TLR8 ((Maho-Vaillant et al. 2021). Ce mécanisme est spécifiquement li¢ au RTX, puisqu'il n'a
pas €té observé chez les patients traités par CS seul, qu'ils soient en rémission compléte ou

incompléte.

A l'inverse, les modifications du CD27 n'influencent pas la production d'anticorps allo-
réactifs qui sont produits par des plasmocytes a longue durée de vie n'exprimant pas le marqueur
CD20, expliquant I'absence de modification des taux sériques d'IgG totaux aprés RTX chez la

plupart des patients.

Nous avons également observé que l'expression du geéne IL-1f dans les cellules B
spécifiques de la DSG, qui était plus ¢levée dans les échantillons initiaux des patients que chez les
individus sains, est revenue a des valeurs normales aprés un traitement par RTX ou CS. Cette
observation pourrait suggérer le role potentiel de I'lL-1B dans la pathogénicité du pemphigus,
puisque la down-regulation observée dans les cellules B autoréactives était paralléle a la rémission
de la maladie, que les patients soient traités par RTX ou par CS. En effet, IL-1 est une cytokine
pro-inflammatoire principalement produite par les cellules hématopoiétiques telles que les
monocytes sanguins, les macrophages tissulaires et les cellules dendritiques cutanées en réponse
au ligand TLR, aux composants activés du complément ou a d'autres cytokines telles que le TNF-
a et IL-1fB lui-méme. Dans notre travail, nous avons observé une légere diminution de I'IL-13
sérique pendant les 3 premiers mois de traitement dans les groupes traités par CS et RTX,
probablement liée a 'effet des fortes doses de CS. Elle a ensuite été suivie d'une ré-augmentation
des taux sériques jusqu'aux valeurs de base lorsque les doses de corticostéroides ont été diminuées.
Le role de I'IL-1p a été suggéré précédemment par Feliciani et al. qui ont démontré qu'un modele

de souris KO pour I’'IL-1p était moins sensible au transfert passif d'IgG isolées du sérum d'un
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patient PV(Feliciani et al. 2000). De plus, des concentrations accrues d'IL-1a et d'TL-1p ont été
détectées dans le sérum de patients PV non traités présentant une maladie active par rapport a des
témoins sains. Enfin, il a ét€ montré que la production in vivo et in vitro d'IL-1a et d'IL-1p diminue
chez les patients en rémission clinique apres un traitement par IglV et que I'L-1p favorise la
polarisation Th17, qui est corrélée a l'activité de la maladie (Asothai et al. 2015; Hennerici et al.

2016; Xu et al. 2013).

Etant donné que la fréquence des cellules B autoréactives chez les patients atteints de
pemphigus n'était étonnamment que doublée par rapport aux donneurs sains, il est probable que
les différents profils d'expression génique de I'L-1B et du CD27 jouent un rdle majeur dans
I'apparition du pemphigus en favorisant 1'émergence/apparition des cellules mémoire B DSG+
CD27+ IgG+, qui n'ont été détectées que chez les patients atteints de pemphigus mais pas chez les

individus sains.

Bien que nous ayons observé une différence dans l'expression basale de 1'lL-12p35 entre
les cellules B DSG+ et DSG-, nous n'avons pas observé de modification significative de
l'expression de I'ARN chez les patients en rémission compléte aprées RTX, ni de variation de la
concentration sérique de 1'lL-12p35 au cours du suivi des patients, ce qui ne soutient pas un rdle

majeur de I'lL-12p35 dans la physiopathologie du pemphigus.

Globalement, cette étude a montré que les populations de cellules B autoréactives et non
autoréactives des patients atteints de pemphigus n'expriment pas les mémes génes pendant la phase
aigué€ de la maladie, en particulier les génes codant pour IL-13, IL-12p35, IL-23p19 et IRFS. De
plus, des cellules B autoréactives peuvent encore étre observées chez les patients en rémission
compléte, méme chez ceux traités par RTX, lorsque les lymphocytes B réapparaissent apres la
déplétion initiale induite par RTX. De maniére surprenante, I'expression génétique des cellules B
autoréactives chez les patients en rémission €tait proche de celle observée au départ, a I'exception
du géne CD27 qui était régulé a la baisse chez les patients traités par RTX, et du gene IL-10, qui

était régulé a la baisse dans les deux groupes de traitement, probablement lié a 'effet de la CS.

Au total, ce travail suggere 1’absence de grandes variations transcriptomiques au sein de la
population B autoréactive apres traitement, alors méme que les patients sont passés d’un statut de
maladie active a un statut de rémission. Ce travail renforce un peu 1’idée selon laquelle les LB ré-
émergeants apreés déplétion auraient un phénotype proche de celui observé au moment du
diagnostic (Chen et al. 2017; Hammers et al. 2015) et que le phénomeéne de tolérance passerait par

d’autres mécanismes tels que la régulation. La limite principale de ce travail réside dans la petite
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taille du panel de geénes qui a été utilisé et qui mériterait d’étre ¢largi a I’aide d’une étude

pangénomique.
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III. Impact de I’axe BAFF/BAFF-récepteur dans la physiopathologie du pemphigus

Dans cette ¢étude, nous avons montré pour la premiére fois, dans une cohorte plus
importante que dans les études précédentes, que les patients atteints de pemphigus avaient des taux
sériques de BAFF plus élevés que les donneurs sains (Asashima et al. 2006b; Nagel et al. 2009).
De plus, nous avons observé que les patients ayant fait une rechute précoce présentaient des taux
sériques de BAFF plus élevés que les patients n'ayant pas rechuté au cours de la premicre année
de suivi, et ce quel que soit le traitement utilisé. 11 est intéressant de noter que nous avons calculé
que les patients dont le taux sérique initial de BAFF était inférieur a 300 pg/mL avaient 98 % de
chances de rester en rémission clinique pendant la premiére année de traitement. L’analyse par
groupes de traitement, par RTX ou corticostéroides, montre que les patients qui ont rechuté a court
terme avaient un taux sérique moyen de BAFF au diagnostic plus élevé que les patients qui n'ont
pas rechuté, bien que ces différences n'aient pas atteint la signification statistique, probablement

di a un faible nombre de rechutes.

Nous avons montré que le RTX et de fortes doses de CS seuls avaient des effets différents
sur l'axe BAFF/BAFF-R. Comme attendu, 1'évolution des taux sériques de BAFF était
négativement corrélée au nombre de cellules B dans le groupe RTX et les taux sériques de BAFF
ont commencé a diminuer lorsque les cellules B ont commencé a réémerger. Il est intéressant de
noter que la plupart des rechutes observées dans le groupe RTX se sont produites précisément
pendant la période ou les cellules B étaient de nouveau présentes, et étaient en présence des
niveaux sériques de BAFF les plus élevés, c’est-a-dire entre le 6°™ et le 9°™ mois (Joly et al.
2017a; Mignard et al. 2020). Au contraire, la corticothérapie seule a entrainé une diminution
transitoire des taux sériques de BAFF, suivie d'une ré-augmentation des que les doses de CS ont
été réduites a moins de 20 mg/jour, ce qui correspond a la période pendant laquelle la plupart des

patients ont rechuté.

Outre les taux sériques augmentés chez les patients au diagnostic par rapport aux donneurs
sains, ces résultats suggerent fortement un role de I’axe BAFF/BAFF-R dans la physiopathologie
du pemphigus, sous différents aspects selon les traitements utilisés. Ainsi, dans le groupe RTX,
les fortes concentrations de BAFF au moment du retour des LB pourraient participer a la survie
des LB autoréactifs. Quant au groupe des patients traités par corticoides, la diminution des taux de
BAFF circulants corréle avec la diminution des taux d’auto-Ac et I’amélioration clinique jusqu’a

un certain stade qui correspond au seuil de posologie de corticoides autour de 20mg/j.
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Nos résultats suggerent qu'une thérapie combinée associant des anticorps monoclonaux
anti-CD20 et anti-BAFF pourrait étre intéressante dans le pemphigus. Ces produits biologiques,
qui agissent par des mécanismes complémentaires, pourraient entrainer une déplétion accrue des
lymphocytes B autoréactifs circulants et résidants des tissus lorsqu'ils sont administrés ensemble.
En particulier, il serait logique d'utiliser le traitement anti-BAFF lorsque les lymphocytes B
commencent a réémerger, alors que les taux sériques de BAFF sont encore trés €levés, autour du
sixiéme mois apres la perfusion initiale de RTX. Le schéma thérapeutique actuellement proposé
pour prévenir les rechutes a court terme apres le cycle initial de RTX dans le pemphigus, consiste
a effectuer des perfusions supplémentaires de RTX chez des patients présentant des facteurs de
risque de rechute (cf supra (Mignard et al. 2020). Une autre stratégie pour prévenir ces rechutes a
court terme pourrait étre d'associer la perfusion d'entretien de RTX et le traitement anti-BAFF, ou
d'utiliser le traitement anti-BAFF seul comme traitement d'entretien. Une étude de phase 3 est
actuellement menée pour évaluer et comparer l'efficacité et la tolérance d'injections sous-cutanées
de belimumab en association avec 2 cycles de RTX ou un placebo chez des patients atteints de
lupus systémique, apres des résultats prometteurs dans les formes réfractaires (Kraaij et al. 2020;

Teng et al. 2019).

Aussi, nous avons montré que le RTX entrainait une diminution de I'expression
transcriptomique et protéomique de BAFF-R dans les cellules B non autoréactives. Une telle
modification a déja été rapportée sur les cellules B totales de patients atteints de polyarthrite
rhumatoide et de purpura thrombocytopénique idiopathique (Becerra et al. 2015; de la Torre et al.
2010). Nous avons ¢galement observé une diminution, bien que non significative, de 1'expression
phénotypique de BAFF-R sur les cellules B autoréactives apres traitement. Néanmoins, on peut
émettre 1'hypothése que la diminution de l'expression de BAFF-R aprés RTX pourrait étre
responsable de la génération retardée de cellules B mémoires, ce qui se traduit par une période
assez longue d'activité 1égere du pemphigus aprés RTX. Il est intéressant de noter que ces
modifications de 1'axe BAFF/BAFF-R semblent vraisemblablement liées a un effet spécifique du
RTX puisque nous n'avons pas observé ces modifications chez les patients traités par

corticothérapie seule.

La principale force de ce travail est le nombre ¢élevé de sérums dans lesquels des dosages
de BAFF ont été effectués de manicre longitudinale, en particulier chez les patients traités par
RTX, qui est, rappelons-le, le traitement de référence des formes modérée a sévere de pemphigus.
Notre principale limite a été le faible nombre de cellules B autoréactives qui ont pu étre analysées

en raison de la rareté de cette population cellulaire dans le sang des patients, et le délai assez long
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apres lequel certains échantillons congelés ont été analysés, ce qui a encore diminué le nombre de
cellules autoréactives que nous avons pu étudier. En particulier, un nombre plus élevé de cellules
B autoréactives triées nous aurait permis d'atteindre une différence statistiquement significative,
notamment en ce qui concerne la sous-expression du récepteur BAFF au sein des cellules B

autoréactives.
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IV. Relation entre la diversité des sous-classes d'IgG anti-DSG3 et l'activité du

pemphigus.

Cette étude montre que si les IgG4 anti-DSG3 sont présentes dans plus de 90 % des sérums
de pemphigus au début de la maladie, cette sous-classe d'IgG4 anti-DSG3 est également présente
chez tous les patients, sauf un, en rémission durable, qui ont encore des anticorps anti-DSG3
circulants positifs. La principale évolution des sous-classes d'IgG anti-DSG3 observée est que la
majorité des sérums collectés en phase active de la maladie (61 % des sérums au diagnostic et 75
% des sérums au temps rechute) contenaient au moins deux sous-classes d'IgG. Au contraire, 64
% des sérums collectés chez les patients en rémission compléte (RC) ne présentaient qu'une seule
sous-classe d'IgG anti-DSG3, correspondant principalement a IgG4. Il a été suggéré que 'absence
d'activité pathogéne des sérums de pemphigus présentant encore des Ac anti-DSG3 était liée a un
passage des sous-classes IgG4 aux IgG1 (Ayatollahi et al. 2004b; Bhol et al. 1994). Nous n'avons
pas observé une telle évolution, puisque la plupart des sérums (64,3 %) de patients en RC contenant
des anti-DSG3 présentaient uniquement des 1gG4 anti-DSG3, sans autre sous-classe d'IgG. En
revanche, nous avons observé une corrélation étroite entre 1'état clinique (maladie active versus

rémission) et le taux d'anticorps IgG4 anti-DSGS3.

Conformément a ces résultats, nous avons montré que l'activité pathogéne in vitro des
sérums collectés chez les patients en RC, qui ne contenaient que des [gG4 anti-DSG3, dépendait
fortement du taux d'lgG4 anti-DSG3. En particulier, nous avons montré que 1'ajustement du niveau
d'TgG4 anti-DSG3 a celui retrouvé au diagnostic permet de restaurer l'activité pathogéne d'un
sérum collecté chez un patient en RC. Cette observation pourrait expliquer la persistance
d'anticorps anti-DSG3 chez certains patients en rémission et la faible spécificité des tests ELISA

DSG3 (Abasq et al. 2009a; Mignard et al. 2020).

Il est probable que la combinaison de plusieurs sous-classes d'IgG anti-DSG3 en plus des
[gG4, particulierement fréquente au début de la maladie, puisse également étre impliquée dans la
pathogénicité des sérums. En particulier, nous avons montré qu'un sérum collecté au diagnostic
qui contenait a la fois des IgG3 et des IgG4 anti-DSG3, induisait une dissociation des
kératinocytes, alors qu'un sérum recueilli chez le méme patient en RC, qui contenait exclusivement

des IgG4 anti-DSG3 a un niveau proche de celui de base, n'avait aucune activité pathogéne.

Conformément a 1’excellente efficacité du RTX en pratique, nous avons observé qu’il

permettait une diminution du nombre moyen de sous-classes d'IgG anti-DSG3 (passant de 1,8 au
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début de la maladie a 1,1 chez les patients en RC). Par ailleurs, on ne retrouvait pas un tel
changement chez les patients traités par corticothérapie générale seule, dont 62,5 % ont rechuté au

cours de 1'évolution.

Etant donné que la plupart des sérums recueillis au début de la maladie, tout comme ceux
des patients en rechute, contenaient deux sous-classes d'IgG ou plus, alors que la majorité des
sérums recueillis chez les patients en RC ne contenaient qu'une seule sous-classe d'IgG anti-
DSG3 ; nous avons évalué si le nombre de sous-classes d'IgG anti-DSG3 et leur isotype dans les
sérums collectés au diagnostic pouvaient prédire la survenue d'une activité persistante de la
maladie ou d'une rechute. Nous avons observé que le nombre moyen de sous-classes d'IgG anti-
DSG3 dans les sérums de référence était plus élevé chez les patients qui ont rechuté que chez ceux
qui ont maintenu une rémission durable (2,6 + 0,8 vs 1,5 + 0,9 ; p=0,01), correspondant a une
valeur prédictive positive de 62,5 % et une valeur prédictive négative de 92 %. Il est intéressant
de noter que les rechutes étaient particuliérement fréquentes chez les patients dont le sérum initial
contenait des IgG3 anti-DSG3, puisque cet isotype a été détecté, des le diagnostic, dans le sérum
de 71,4 % des patients qui ont rechuté contre 11,5 % des patients qui ont maintenu une RC

(p=0,004).

En accord avec ces résultats, nous avons démontré que les IgG3 anti-DSG3 avaient un effet
pathogéne in vitro, et que leur élimination d'un sérum qui contenait un niveau plutét faible d'lgG4

anti-DSG3, supprimait l'activité pathogene de ce sérum.

Enfin, nos résultats devraient aider les dermatologues dans la prise en charge des patients
atteints de pemphigus. En effet, la prise en compte du ou des isotypes des sous-classes d'IgG anti-
DSG3 pourrait aider les médecins a mieux caractériser les patients présentant un risque ¢élevé de
rechute. Nos résultats soulévent également la question des épitopes reconnus par les différentes
sous-classes d'IgG sur la protéine DSG3. En particulier, on peut émettre I'hypothése que les
différentes sous-classes d'IgG anti-DSG3 pourraient cibler différents épitopes sur la protéine
DSG3, favorisant ainsi la pathogénicité des anticorps anti-DSG3, comme 1'ont suggéré Cho et al.

(Cho et al. 2019).

185



V. Impact du RTX sur les cellules T folliculaires auxiliaires et régulatrices chez les

patients atteints de pemphigus vulgaire

Cette ¢tude montre que l'efficacité durable du RTX chez les patients atteints de pemphigus
est associée a I'émergence progressive de cellules Tfr spécifiques de la DSG3 circulants et a la
diminution des cellules Tth spécifiques de la DSG3 conduisant a un déséquilibre entre Tfr et Tth,

en faveur des cellules Tfr.

En raison de leur capacité a réguler la maturation des cellules B en cellules B mémoires et
en plasmocytes sécréteurs d’IgG, les cellules Tth ont été suspectées d'étre impliquées dans
plusieurs maladies auto-immunes, (Arroyo-Villa et al. 2014 ; Chen et al. 2018 ; Choi et al. 2015).
Dans le pemphigus, un effet du RTX sur la diminution des cellules T spécifiques de la DSG3 chez
les patients atteints de pemphigus a été précédemment rapporté en utilisant le test ELISPOT
(Eming et al., 2008) ; et plus récemment, par notre €équipe, en montrant la diminution des cellules

Tth spécifiques de la DSG3 chez les patients traités par RTX.

Les cellules T CD4+ régulatrices folliculaires Tfr sont une population de cellules T
régulatrices exprimant le facteur de transcription Bcl6 et le récepteur de chimiokine CXCRS et se
localisant dans le follicule et le CG aprés une infection ou une immunisation. Des études ont
propos¢ une régulation des Tth par ce sous-ensemble de Tfr partageant les caractéristiques des
Treg et exprimant donc le Foxp3 (Chung et al. 2011; Linterman et al. 2011a; Wollenberg et al.
2011). Bien que les cellules Tfr partagent certaines caractéristiques des cellules Tth, elles
n'expriment pas les « molécules auxiliaires » des cellules B, a savoir 1'lL-21, 1'lL-4 et le CD40L,
qui sont caractéristiques des cellules Tth. En revanche, en plus de Foxp3, les cellules Tfr expriment
une série de protéines typiques des cellules T régulatrices (Treg), telles que Blimp-1 et CTLA-4
(Chung et al. 2011; Linterman et al. 2011b; Wollenberg et al. 2011)

Il a été suggéré que les cellules Tfr suppriment les réponses immunitaires excessives,
comme celles qui se produisent dans le cadre de 'autoréactivité, grace a un processus médi¢€ par le
corécepteur inhibiteur CTLA-4 (Sage et al. 2014; Wing et al. 2014). Cependant, le role des cellules
Tfr dans la régulation de la sélection des lymphocytes B spécifiques de l'antigéne au sein du CG
n'est actuellement pas claire. Le paradigme existant suggere que les cellules Tfr sont inhibitrices
et freinent les réponses globales du CG, y compris les réponses des cellules B spécifiques de

I'antigéne (Botta et al. 2017; Clement et al. 2019; Sage et al. 2016; Wing et al. 2014; Wu et al.
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2016). En revanche, d'autres groupes n'ont signalé aucun effet évident sur les réponses d'anticorps

spécifiques de l'antigéne en 'absence de cellules Tfr (Fu et al. 2018).

Dans l'ensemble, nos résultats sont en accord avec la théorie selon laquelle les Tfr ont un
role régulateur de la réponse B puisque le déséquilibre entre Tfr et Tth semble répondre
directement a la disparition prolongée des cellules B circulantes sécrétant des IgG anti-DSG3 et,

par conséquent, des IgG anti-DSG3 (Colliou et al. 2013 ; Maho-Vaillant et al. 2021).

De manicre surprenante, la polarisation des cellules Tth autoréactives ne refléte pas le biais
de " type 2 " dans la physiopathologie du pemphigus qui a été suggéré par : la présence majoritaire
d’1gG4 anti-DSG3 (Armitage et al. 1993 ; Tao et al. 1993), la présence d'une population de cellules
T avec un profil prédominant de cytokines de type 2 dans les Iésions cutanées des patients (Caproni
et al. 2001) ou la production de cytokines de type 2 induites ex-vivo apres stimulation des cellules
T par la DSG3 recombinante (Rizzo et al. 2005 ; Veldman et al. 2003). Au contraire, nous trouvons
une sous-représentation de la polarisation Tth2 alors que les phénotypes Tth1* et Tth17 étaient
sur-représentés dans les cellules Tth autoréactives par rapport aux cellules Tth non spécifiques a
I'Ag. Cependant, la polarisation Th17 est de plus en plus suggérée dans le pemphigus, en
témoignent les travaux de Hennerici et al. qui ont montré une augmentation des cellules Tth chez
les patients pemphigus, parallelement a des concentrations plasmatiques croissantes d'TL-21,
produite par les Th17 et Tth. De plus, ils ont pu détecter des cellules T autoréactives spécifiques
de DSG3 produisant de 1'IL-21 lors d'une stimulation ex vivo avec DSG3, cytokine produite par
les Th17 et Tth (Hennerici et al. 2016). Par ailleurs, Holstein et al. ont montré par l'analyse du
transcriptome de biopsies cutanées de patients PV une signature immunitaire dominée par 1'lL-
17A chez les patients. Ils ont ensuite montré que les patients avaient des fréquences augmentées
de Tth17 et Th17 qui étaient corrélées aux niveaux de LB mémoire spécifiques de la DSG, et que
les patients PV en phase active présentaient des niveaux plus €levés de Tth17 spécifiques a la
DSG3. Des expériences de coculture ont finalement révélé que les cellules Tthl7 étaient
principalement responsables de l'induction de la production d'auto-anticorps par les LB (Holstein
et al. 2021). De telles divergences dans le profil Tfh2 sanguin pourraient étre expliquées par les
différentes techniques utilisées au cours des deux derniéres décennies par rapport aux technologies
récentes qui permettent maintenant d'étre plus spécifiques dans l'isolement des cellules T

autoréactives.

De plus, nous trouvons un déséquilibre entre Tth2+Tfh17 d'une part, et Tth1 d'autre part,
comme cela a déja été démontré dans les maladies auto-immunes (Morita et al. 2011). Cependant,
ce déséquilibre n’était pas corrélé au statut clinique. Ainsi, ce biais de polarisation semble étre
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davantage une " signature " de 1'auto-immunité plutot qu'un mécanisme causal de la pathogénicité.
Enfin, I’absence de modification du profil des cellules Tth autoréactives des patients atteints de
pemphigus aprés RTX est en accord avec 1'absence de modifications significatives sur les profils

transcriptomiques déja observés dans les cellules B autoréactives aprés RTX (Hébert et al. 2019).

De fagon intéressante, nous avons pu ¢étudier 4 échantillons sanguins de patients
initialement randomisés dans le bras CS de I'étude Ritux 3. Deux d'entre eux ont finalement recu
tardivement du RTX au cours de leur maladie en raison de rechutes cliniques et les deux autres
n'ont jamais recu de RTX. Nous avons montré qu'ils avaient tous un ratio de cellules Tfr/Tth plus
faible que les patients du bras RTX. Ainsi, l'utilisation de RTX en seconde ligne de traitement ou
la non-utilisation de RTX semble limiter I'émergence de la population de Tfr spécifique a I'Ag. Ce
résultat pourrait expliquer le nombre accru de rechutes chez les patients traités uniquement par
corticoides ou chez les patients ayant recu du RTX en deuxiéme ligne de traitement ou plus

(Zambruno et Borradori 2008).

D'apres ce travail, le seul changement significatif induit par le RTX et susceptible d'étre
responsable de la rémission clinique compléte a long terme observée plusieurs années apres les
derniéres perfusions de RTX est I'émergence d'une importante population de cellules Tfr. De plus,
la suractivation des cellules Tfr circulantes spécifiques de I'Ag observée a M60-M90 suggére que
ces cellules ont été récemment activées, contrairement a la faible activation des cellules Tth
spécifiques de I'Ag ou des cellules Tfr non spécifiques de 1'Ag. Ainsi, la tolérance a la DSG3
induite par les cellules Tfr semble étre un processus retardé et continu, méme plusieurs années

apres 1'obtention d'une rémission clinique.
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CONCLUSION

L’ensemble de ce travail ancillaire a I’étude Ritux 3 s’est acharné a comprendre 1) les
mécanismes régissant I’efficacité exceptionnelle du RTX dans une maladies auto-immune médiée
par des auto-anticorps sécrétés par des cellules plasmocytaires non affectées par ce traitement et
i1) comprendre et essayer de trouver des moyens d’anticiper les rechutes afin d’aider les praticiens

dans leur pratique.

Nous avons d’abord réussi a déterminer des facteurs prédictifs clinico-biologiques de
rechute précoce aprés RTX, facteurs désormais utilisés par les dermatologues afin d’ajouter une
perfusion de RTX au 6°™ mois de traitement et dont la validation en vie réelle est actuellement en

cours.

D’autres facteurs de rechute précoce, non développés au moment de I’étude sus-citée,
pourraient étre d’une part I’augmentation des taux de BAFF circulants. En effet, nous avons
montré que ces rechutes précoces survenaient majoritairement au 6°™ mois, dans le laps de temps
ou les LB autoréactifs réapparaissent et les taux circulants de BAFF sont les plus élevés. Cette
hypothése est par ailleurs soutenue chez les patients CS, par la corrélation entre les I’activité
clinique de la maladie et les taux circulants de BAFF. D’autre part, la diversité des sous-classes
d’IgG anti-DSG3 pourrait également jouer un rdle dans la physiopathologie. Certes, nous avons
confirmé la nette prédominance d’IgG4 et sa pathogénicité in vitro en concordance avec les
observations cliniques. Cependant, nous avons montré la présence d’une asscociation a d’autres
sous-classes dans plus d’1/4 des cas. De plus, la présence de sous-classes d’anti-DSG3 autre que
IgG4, principalement I’'IgG3, était liée a un surrisque de rechute précoce. Ceci était confirmé in
vitro par le pouvoir pathogene des IgG3 anti-DSG3 seuls, apres épuration des [gG4, de sérums de
patients au diagnostic. Ainsi, un score composite intégrant les taux circulants de BAFF et la
diversité des sous-classes anti-DSG3 pourrait permetttre d’affiner un peu plus la détection des

patients a risque de rechute précoce.

Par la suite, nous avons essay¢ d’expliquer les rémissions prolongées observées aprés RTX.
D’abord, nous nous sommes focalisés sur les LB auto-réactifs. L’analyse transcriptomique de 33
genes d’intérét a montré que le phénotype de ces LB était finalement peu mofifié par le RTX.
Cependant, I’analyse suggere tout de méme un réle potentiel de la cytokine pro-inflammatoire IL-
1B dans la pathogénicité du pemphigus. D’autre part, elle montre un impact de I’utilisation du RTX

sur la différentiation B autoréactive puisqu’aprés traitement, nous observions une diminution
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d’expression transcriptomique et protéomique du marqueur mémoire CD27 ; ces observations ont
ainsi confirmé des précédents travaux de notre équipe suggérant un blocage de la maturation des

LB autoréactifs aprés RTX.

L’analyse des LT folliculaires, partenaires privéligiés des LB au sein des centres
germinatifs vont de pair avec les résultats précédents puisqu’elle montre un faible impact du RTX
sur la polarisation des Tth autoréactifs et I’émergence d’une large population de Tfr suractivés.
Ainsi, I’action de cette population nouvellement décrite pourrait expliquer le blocage prolongé de

la différentiation B observée et ainsi les rémissions prolongées.
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ANNEXES

» ANNEXE 1 : FIRST LINE USE OF RITUXIMAB VERSUS STANDARD
CORTICOSTEROID REGIMEN IN THE TREATMENT OF PATIENTS WITH
PEMPHIGUS: A MULTICENTER RANDOMIZED STUDY

Joly P., Maho-Vaillant M., Prost-Squarcioni C., Hébert 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., Vermeulin
T., Benichou J., Musette P .and the french study group on autoimmune bullous skin diseases.

The lancet, 2017

Ce travail mené par le CHU de Rouen constitue I’étude princeps des travaux qui seront

présentés par la suite.

Dans cet essai thérapeutique randomisé frangais, nous avons évalué ’efficacité et la
tolérance d’un traitement associant du rituximab (Acm anti-CD20) associé a une corticothérapie
orale a faibles doses et sur une courte durée, par rapport a une corticothérapie orale a fortes doses
sur une longue durée, en traitement de premicre intention des pemphigus nouvellement

diagnostiqués de formes modérée ou sévere.

Les patients recevaient 2 perfusions de rituximab (1g) a JO et J14 puis deux perfusions
d’entretien (500mg) a M12 puis M18 quelle que soit la sévérité initiale de la maladie. En
association, les malades du bras rituximab recevaient une corticothérapie orale de 0,5 a Img/kg/j
sur une durée de 3 ou 6 mois pour les formes modérée ou sévere, respectivement. Les patients du
groupe corticoides recevaient une corticothérapie orale de 1 a 1,5mg/kg/j sur une durée de 12 ou
18 mois pour les formes modérée ou sévere, respectivement. Les patients étaient suivis
longitudinalement pendant 24 mois, sur les plans clinique et biologique. Le critére de jugement
principal était la proportion de patients ayant obtenu une rémission compléte sans traitement

depuis au moins 2 mois, a 24 mois de la premiére injection de rituximab.

D’une part, I’administration de rituximab a montré une trés nette supériorité en terme

d’efficacité puisqu’apreés 24 mois, 89% des patients du groupe RTX (41/46) étaient en rémission
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compléte sans traitement contre s34% des patients du groupe CS (15/44) (p <0,0001). Par ailleurs,
I’utilisation du RTX a permis de diviser par 3 la dose cumulée de prednisone administrée dans le
groupe concerné (6143 vs 17973, p<0.0001). Ce résultat majeur s’est directement répercuté sur la
tolérance du traitement puisque les patients du groupe RTX ont présenté deux fois moins

d'événements indésirables graves que ceux au groupe CS.

D’un point de vue biologique, le RTX a permis une déplétion rapide et prolongée des LB
auto-réactifs IgG™ et des titres d’auto-Ac anti-DSG1 et anti-DSG3, grice a I’administration des
deux doses d’entretien a M12 et M18. Au contraire, on observait une persistance des LB auto-
réactifs chez les patients du groupe corticoides qui se reflétaient par la réascension des titres
d’auto-Ac a la décroissance de la corticothérapie orale, entre les 9°™ et 12°™ mois, correspondant

a des doses journaliéres autour de 20mg.

Ainsi, I’utilisation du RTX associée a une corticothérapie courte en traitement de premicre
intention des pemphigus modéré a sévere est a la fois plus efficace et mieux tolérée que le
traitement de référence par prednisone orale a fortes doses. Cette efficacité semble liée a la

déplétion prolongée des LB anti-DSG IgG".

Ce travail a abouti a une modification de la pratique médicale apres validation par la FDA
et PANSM et le schéma thérapeutique proposé dans cet essai est donc devenu le traitement de

référence du pemphigus en premicre intention.
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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

Pascal Joly, Maud Maho-Vaillant, Catherine Prost-Squarcioni, Vivien Hebert, Estelle Houivet, Sébastien Calbo, Frédérique Caillot,

Marie Laure Golinski, Bruno Labeille, Catherine Picard-Dahan, Carle Paul, Marie-Aleth Richard, Jean David Bouaziz, Sophie Duvert-Lehembre,
Philippe Bernard, Frederic Caux, Marina Alexandre, Saskia Ingen-Housz-Oro, Pierre Vabres, Emmanuel Delaporte, Gaelle Quereux, Alain Dupuy,
Sebastien Debarbieux, Martine Avenel-Audran, Michel D'Incan, Christophe Bedane, Nathalie Bénéton, Denis Jullien, Nicolas Dupin,

Laurent Misery, Laurent Machet, Marie Beylot-Barry, Olivier Dereure, Bruno Sassolas, Thomas Vermeulin, Jacques Benichou,

Philippe Musette, and the French study group on autoimmune bullous skin diseases

Summary

Background High doses of corticosteroids are considered the standard treatment for pemphigus. Because long-term
corticosteroid treatment can cause severe and even life-threatening side-effects in patients with this disease, we
assessed whether first-line use of rituximab as adjuvant therapy could improve the proportion of patients achieving
complete remission off-therapy, compared with corticosteroid treatment alone, while decreasing treatment side-
effects of corticosteroids.

Methods We did a prospective, multicentre, parallel-group, open-label, randomised trial in 25 dermatology hospital
departments in France (Ritux 3). Eligible participants were patients with newly diagnosed pemphigus aged 18-80 years
being treated for the first time (not at the time of a relapse). We randomly assigned participants (1:1) to receive either
oral prednisone alone, 1-0 or 1-5 mg/kg per day tapered over 12 or 18 months (prednisone alone group), or 1000 mg of
intravenous rituximab on days 0 and 14, and 500 mg at months 12 and 18, combined with a short-term prednisone
regimen, 0-5 or 1.0 mg/kg per day tapered over 3 or 6 months (rituximab plus short-term prednisone group). Follow-up
was for 3 years (study visits were scheduled weekly during the first month of the study, then monthly until month 24,
then an additional visit at month 36). Treatment was assigned through central computer-generated randomisation,
with stratification according to disease-severity (severe or moderate, based on Harman’s criteria). The primary endpoint
was the proportion of patients who achieved complete remission off-therapy at month 24 (intention-to-treat analysis).
This study is registered with ClinicalTrials.gov, number NCT00784589.

Findings Between May 10, 2010, and Dec 7, 2012, we enrolled 91 patients and randomly assigned 90 to treatment
(90 were analysed; 1 patient withdrew consent before the random assignment). At month 24, 41 (89%) of 46 patients
assigned to rituximab plus short-term prednisone were in complete remission off-therapy versus 15 (34%) of
44 assigned to prednisone alone (absolute difference 55 percentage points, 95% CI 38-4-71-7; p<0-0001. This
difference corresponded to a relative risk of success of 2:61 (95% CI 1:71-3-99, p<0-0001), corresponding to
1-82 patients (95% CI 1-39-2-60) who would need to be treated with rituximab plus prednisone (rather than
prednisone alone) for one additional success. No patient died during the study. More severe adverse events of
grade 3—4 were reported in the prednisone-alone group (53 events in 29 patients; mean 1-20 [SD 1-25]) than in the
rituximab plus prednisone group (27 events in 16 patients; mean 0-59 [1-15]; p=0-0021). The most common of these
events in both groups were diabetes and endocrine disorder (11 [21%] with prednisone alone vs six [22%] with
rituximab plus prednisone), myopathy (ten [19%] vs three [11%]), and bone disorders (five [9%)] vs five [19%]).

Interpretation Data from our trial suggest that first-line use of rituximab plus short-term prednisone for patients with
pemphigus is more effective than using prednisone alone, with fewer adverse events.

Funding French Ministry of Health, French Society of Dermatology, Roche.

Introduction

Pemphigus is a life-threatening autoimmune blistering
disease affecting the skin and mucosa.” It is mediated by
pathogenic  autoantibodies directed against the
desmoglein 1 and desmoglein 3 adhesion molecules of
the epidermis that are responsible for the cohesion
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between keratinocytes in the skin and mucosa."® High
doses of systemic corticosteroids are considered the
standard treatment for patients with pemphigus,” and
little evidence supports the wuse of conventional
immunosuppressants as first-line treatment of this
disease."?
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Research in context

Evidence before this study

Pemphigus is a life-threatening autoimmune blistering
disease affecting the skin and mucosa. The combination of
high doses of systemic corticosteroids and conventional
immunosuppressive drugs, mostly azathioprine and
mycophenolate mofetil, is regarded as standard treatment for
severe cases of pemphigus. However, only 50% of patients
achieve complete remission off-therapy. Many patients
relapse and require a maintenance corticosteroid therapy,
leading to high cumulative doses of corticosteroids and
accompanying side effects. We searched PubMed for articles
published from 2002-2015 with the terms “pemphigus” and
“rituximab”, We identified more than 400 patients with
severe types of pemphigus refractory to conventional
immunosuppressive drugs, who were treated with rituximab
as second-line or third-line treatment. A few studies
compared the first-line use of adjuvant immunosuppressive
drugs as steroid-sparing agents versus placeba,
Unfortunately, none of the findings from these studies
showed a clear beneficial effect from the addition of
conventional immunosuppressants to corticosteroids alone.
High rates of short-term complete remission between 70%
and 80% were reported with good tolerance, but with a
30%-60% relapse rate. Given this high efficacy of rituximab in
the refractory type of pemphigus, results from a few case
reports have suggested that its use as first-line treatment in
pemphigus might permit rapid tapering of corticosteroid
doses. Because long-term corticosteroid treatment is
responsible for severe and even life-threatening side-effects
in patients with pemphigus, we did a randomised trial
comparing treatment with a high dose of prednisone alone
given for 12 to 18 months with a regimen of rituximab plus

Rituximab, a monoclonal antibody directed against
the CD20 antigen of B-lymphocytes, has been shown to
be effective in severe types of pemphigus.”* Findings
from some uncontrolled case series have suggested that
the use of rituximab as first-line treatment of
pemphigus permits rapid tapering of corticosteroid
doses.”* Because long-term corticosteroid treatment
is responsible for severe and even life-threatening side-
cffects in patients with pemphigus,** we did a
randomised trial comparing a standard corticosteroid
regimen of high-dose prednisone given for 12 to
18 months with a regimen of rituximab plus lower
initial doses of prednisone, rapidly tapered over 3 to
6 months. The aim of our study was to assess whether
the regimen of rituximab plus short-term prednisone
could substantially improve the number of patients
with pemphigus who achieved long-term complete
remission off-therapy, and ecnable a decrease in
cumulative doses of prednisone and a reduction of
severe compared  to

treatrment  adverse

prednisone alone.

events,

lower initial doses of prednisone, rapidly tapered over 3 to

& months. Our aim was to assess whether first-line rituximab
plus short-term prednisone could substantially improve the
occurrence of long-term complete remission off-therapy in
patients with pemphigus, while allowing a decrease in
cumulative doses of prednisone and a reduction of severe
treatment adverse events, compared with prednisone alone.

Added value of this study

This is the first trial of patients with pemphigus that
compared a regimen of high doses of corticosteroids alone
with a regimen of rituximab plus low dose of corticosteroids.
The findings showed that first-line use of rituximab with
short-term prednisone resulted in an increase in
achievement of complete remission off-therapy at month 24
of almost three times compared with a corticosteroid-alone
regimen. Additionally, median cumulative duration of
complete remission-off-therapy was more than seven times
higher in patients assigned to rituximah plus short-term
predniscne. Patients in the rituximab plus short-term
prednisone group also took about one-third of the
prednisone cumulative dose that the corticosteroid-alone
group took, and had about half as many severe adverse
avents.

Implications of all the available evidence

Data from our trial suggest that a regimen of rituximab plus
low dose corticosteroids could be used as first-line treatment in
patients with moderate to severe pemphigus. The regimen is
highly effective, allows rapid tapering of corticosteroids, and
causes fewer treatment adverse events than a regimen using
corticosteroid doses alone.

Methods

Study design and participants

We did a prospective, multicentre, parallel-group, open-
label, randomised trial in 25 dermatology hospital
departments in France (Ritux 3). The Ethics Committee
(CPP Nord-Ouestl) approved the study. The references of
the trial (ClinicalTrials.gov number, NCT00784589) and
full protocol are in the appendix.

We recruited consecutive patients  with newly
diagnosed pemphigus aged between 18 and 80 years if
they fulfilled the following criteria: clinical features
suggestive of pemphigus vulgaris or pemphigus
foliaceus; a histological image of intraepidermal
acantholysis; and deposition of 1gG, complement
component 3, or both on the keratinocyte membrane
detected by direct immunofluorescence.” All patients
were treated for the first time, and none was recruited
into the study at the time of a relapse. Patients were
refered to the dermatology departments participating in
the study by dermatologists, stomatologists, or general
practitioners.
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Exclusion criteria are listed in the appendix.
Classification of pemphigus severity was based on
Harman's criteria® since no threshold differentiating
moderate from severe pemphigus was available at the
time the study was designed, whether for the Pemphigus
Disease Area Index (PDAI) or Autoimmune Bullous Skin
Disorder Intensity Score (ABSIS) scores. Severe
pemphigus was defined as skin involvement of more
than 5% of the body surface area, or significant mucosal
involvement defined as more than ten mucosal erosions,
or diffuse gingivitis or confluent large erosions, or
involvernent of two or more mucosal sites. All patients
provided written informed consent.

Randomisation

We randomly assigned participants (1:1) to either a
corticosteroid-alone regimen using high initial doses of
prednisone which were tapered over 12 to 18 months, or
rituximab plus a short-term corticosteroid regimen using
reduced initial doses of prednisone with rapid tapering
over 3 to 6 months. Since the prednisone doses and their
tapering differed between the two groups, the study was
not masked. We assigned treatment through central
computer-generated randomisation, with stratification
on disease severity (severe or moderate). The sequence
was generated Dby the Department of Biostatistics.
Inclusion of patients was notified by investigators to the
sponsor by fax. The administrative staff of the sponsor
{Department of clinical research of the Rouen University
Hospital) noted the randomisation on the fax and sent it
back to the investigators.

Procedures

Patients in the rituximab plus shortterm prednisone
group received intravenous rituximab (provided by
Roche) at a fixed 1000 mg dose on days 1 and 14 after
randomisation, then 500 mg at months 12 and 18.
Additionally, they took oral prednisone (Cortancyl) once
per day at an initial dosage of 0-5 mg/kg per day for
moderate pemphigus and 1.0 mg/kg 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 to stop
prednisone after 3 months in patients with moderate
pemphigus and after 6 months in patients with severe
pemphigus. Disease control was defined as the time at
which new lesions ceased to form and established lesions
began to heal.#

Patients randomly assigned to the prednisone-alone
group received an initial dose of prednisone of 1.0 mg/kg
per day for moderate pemphigus and 1-5 mg/kg per day
for severe pemphigus. The initial dose of prednisone was
rhaintained for 1 month, and thereafter gradually tapered
in patients who achieved disease control to stop
prednisone after 12 months in patients with moderate
pemphigus and after 18 months in patients with severe
pemphigus. The protocol for tapering prednisone doses
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and for treatment of relapses is in the appendix. During
the entire study period, no other therapy expected to be
active for pemphigus was allowed. In both treatment
groups, investigators were allowed to stop treatment if a
very severe or life-threatening side-effect occurred, or if a
flate of pemphigus was not controlled despite the
successive incremental increases in prednisone doses as
scheduled in the protocol. Follow-up was initially planned
for 2 years but to assess the rate of relapse after the last
infusion of rituximab at month 18, we extended the
follow-up to 3 years (this protocol amendment was made
on April 17, 2014).

Study visits were scheduled weekly during the first
month of treatment and then monthly until month 24,
An additional visit was subsequently scheduled at month
36. At each study visit, prednisone dose as well as PDAI,
ABSIS, and Physician Global Assessment (PGA)
pemphigus severity scores (descriptions for all in the
appendix) were recorded.”" The Dermatology Quality of
Life Index (DLQI) and Skindex quality of life scores were
recorded at baseline and months 3, 6, 9,12, 18, and 24.%%
Blood samples were collected at each study visit. Serum
anti-desmoglein 1 and 3 antibodies were measured by
ELISA, and blood CD19 B-lymphocytes, and desmoglein-
specific B-lymphocytes were analysed as detailed in the
appendix.

Outcomes

The primary endpoint was the proportion of patients who
achieved complete remission off-therapy at month 24,
defined as the absence of new or established lesions while
the patient had been off corticosteroids for at least
2 months.* Secondary endpoints were: the proportion of
patients who achieved complete remission on minimum
therapy at month 24;* delay to achievement of complete
remission off-therapy; cumulative duration of complete
remission off-therapy during the study; relapse
occurrence; curnulative dose of prednisone during the
study; time change of DLQI and Skindex quality of
life scores; concentration of desmoglein-specific
B-lymphocytes and desmoglein-specific antibodies at
months 12 and 24; and occurrence of severe treatment
adverse events (grade 3 or 4, or death from any cause).”

Statistical analysis

From our preliminary studies and the scientific
literature,"*"™" we postulated that the proportion of
patients in complete remission off-therapy at month 24
would increase from 40% with corticosteroids alone
to 70% with rituximab plus short-term-prednisone. To
achieve 80% power relative to this difference for Pearson’s
¥ test at the two-sided 0.05 level and allowing for
5% dropouts, 90 patients (2x45) were required for
enrolment. Analyses were based on the intention-to-treat
principle. Patients who withdrew from the study were
considered as not having reached complete remission
off-therapy at month 24. Proportions of patients achieving
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143 patients were assessed for eligibility

52 patients were excluded
12 refused the study
2 wereunder 18 years of age
12 were older than 80 years

7 had a current progressive malignant disease

6 had minimal skin or mucosal involvement

2 intended to become pregnant

3 could net be followed regularly.

6 had a current or past history of severe
infection, or severe cardiac insufficiency, or
severe bronchial obstruction

2 did not have updated vaccination

v

‘ 91 patients were enrolled |

4’| 1 withdrew consent hefore randomisation

v

‘ 90 patients underwent randomisation |

v

¥

44 assigned to prednisone alone regimen
36 had pemphigus vulgaris
8 had pemphigus foliaceus
5 had moderate pemphigus
29 had severe pemphigus

46 assigned to rituximab (1000 mg on days 0 and
14, and 500 mg at month 12 and month 18)
plus short-term corticosteroid
38 had pemphigus vulgaris

8 had pemphigus foliaceus

6 had mocdlerate pemphigus
40 had severe pemphigus

!

12 patients withdrew from the study
4 hecause of treatment failure
8 because of treatment side-effect

2 patients withdrew from the study
1because of pregnancy
1because of treatment failure

1

treat analysis

44 patients were included in the intention-to-

46 patients were included in the intention-to-
treat analysis

Figure 1: Trial profile

Eight of the 12 patients who withdrew from the prednisone-alone group were secondarily treated with rituximab.

2034

complete remission off-therapy at month 24 were
compared between the two treatment groups using
Pearson’s ¥? test. Absolute rate differences and numbers
needed to treat (NNT) were estimated with corresponding
95% Cls. This crude comparison was complemented by a
comparison adjusting for sex or PDAI score based on the
log-binomial regression model (PROC GENMOD) with
the COPY method,* from which adjusted relative risks
(RR) of complete remission off-therapy at month 24 and
their 95% CI were estimated. The COPY method allows
improved convergence of the log-binomial model by
appending a large number of copies of the original dataset
to the original dataset, switching the outcome for every
observation in one of these copies, and fitting the mode!
to this enlarged dataset. We adjusted for the PDAI rather
than the ABSIS or PCGA scores, since it results from an
international consensus and is the only validated score.”
Analysis of dichotomous endpoints other than the
primary endpoint (complete remission off-therapy at

month 24) relied on the same methods, except that we did
no adjustments. Namely, we used Pearson’s ¥2 test to
compare observed proportions with endpoints (eg,
complete remission on-minimal therapy at month 24)
between the two treatment groups, and we estimated the
RR of observing the endpoint with corresponding 95% CI
from unadjusted log-binomial regression. For survival-
type endpoints (eg, disease-free survival), we estimated
survival distributions from Kaplan-Meier's method;
comparisons between treatment groups relied on the
logrank test. We estimated hazard ratios and corresponding
95% Cls from Cox regression. For quantitative endpoints
(eg, cumulative dose of prednisone), comparisons between
treatment groups relied on Students ttest or Mann-
Whitney's non parametric test as appropriate. For
quantitative outcomes with repeated measurements over
time (eg, DLQI or Skindex scores), we used a mixed linear
model incorporating treatment as a fixed effect and time as
a random effect. All statistical tests used the two-sided
0-05 level as their significance threshold. For quantitative
variables, we reported means (SD) or median (range) or
IQR. NThe study was not overseen by a data monitoring
committee. We did all analyses with SAS (version 9.3).
This study is registered with ClinicalTrials.gov, number
NCT00784589.

Role of the funding source

The funder of the study provided the rituximab and
partly funded the extension of the follow-up period of the
study, but had no role in study design, data collection,
data analysis, data interpretation, or writing of the report.
The corresponding author had full access to all data in
the study and had final responsibility for the decision to
submit for publication.

Results

Between May 10, 2010, and Dec 7, 2012, we enrolled
91 patients the study. One patient withdrew their consent
before randomisation, leaving 90 patients randomly
assigned to treatment (46 to rituximab plus short-term-
prednisone and 44 to prednisone alone (figure 1).
74 (829) of 90 patients in total had pemphigus vulgaris.
Mean weight loss before treatment in the 71 (79%)
patients who had oral (mucosal) lesions was 6-7 kg
(SD 4-5). The two groups were well balanced except for
sex and for PDAI score (table 1), which was higher in
patients assigned to prednisone alone than in those
assigned to rituximab plus short-term prednisone
{p=0-0275). Median follow-up for all participants was
729 days (IQR 711-744) and that for patients who did not
withdraw from the study was 733 days (727-749 days).

At month 24, 41 (89%) of 46 patients assigned to
rituximab plus short-term-prednisone were in complete
remission off-therapy versus 15 (34%) of 44 patients
assigned to prednisone (absolute difference 55 percentage
points, 95% CI 38-4-71.7;, p<0-0001 This difference
corresponded to an RR of success of 2.61 (95% CI
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1-71-3-99; p<0-0001) translating to an NNT of 1-82 patients
(95% CI 1-39-2-60); ie, 1-82 patients would need to be
treated with rituximab plus shortterm prednisone rather
than prednisone alone to obtain one additional success.
After adjusting for sex or baseline PDAI score, a strong
beneficial effect of rituximab was still evident with an RR
of complete remission off-therapy of 2.66 (95% CI
1-73—4-07; P<0.0001) and 2-55 (1-41-3-69; p<0-0001),
respectively. In the subgroup of patients with pemphigus
vulgaris, 34 (89%) of 38 patients assigned to rituximab
plus shortterm prednisone group were in complete
remission off-therapy at month 24 compared with
ten (28%) of 36 patients assigned to prednisone alone
(absolute difference 61-7 percentage points, 95% CI
44.1-79.3; p<0-0001). The NNT was 1-62 patients
(95% CI 1-26 —2-27), unadjusted RR was 3-22 (95% CI
1-88-5-52; p<0-0001), RR adjusted for sex was 3-24
(1-89-5-57; p<0-0001), and RR adjusted for PDAI score
was 3-00 (1-38-4-63; p<0-0001). At month 24, no patient
in the rituximab plus short-term prednisone group and
one patient in the prednisone-alone group were in
complete remission and still receiving minimum
therapy. Five patients (1196) assigned to rituximab plus
short-term prednisone and 28 patients (64%) assigned to
prednisone-alone still had active lesions at month 24, or
had no lesions but still took a prednisone dose higher
than 10 mg/day (RR 2-45; 95% C1 1-64-3-67; p<0-0001)
Median delay to achieve complete remission
off-therapy was 677 days (range 420-713, IQR 577-687)
with prednisone alone and 277 days (177-751) with
rituiximab plus  shortterm prednisone (p<0-0001).
Kaplan-Meijer estimates showed that patients in the
rituximab plus short-term prednisone group had a
higher cumulative probability of achieving complete
off-therapy during the study than patients in the
prednisone-alone group (figure 2). Median cumulative
duration of complete remission off-therapy during the
study was more than seven times higher in patients
assipned to rituximab plus shortterm prednisone:
446 days (range 0-567, IQR 401-475), than in those
assigned to prednisone-alone: 62 days (range 0-608 days,
QR 49-178; p<0-0001). At month 24, relapse had
occurred in 11 paticnts (24%) assigned to rituximab plus
short-term prednisone (four [9%] severe, seven
[15%)] moderate) including three patients who relapsed
twice, and 20 patients (45%) assigned to prednisone
alone (five [11%] severe, 15 [349%] moderate) including
seven patients who relapsed twice and two patients who
relapsed three times. More relapses occurred in the
prednisone-alone group than in the rituximab plus
short-term prednisone group; the proportion of
participants who achieved 2-year disease-free survival
were 36-7% (95% CI 14-5-59.5) with prednisone-alone
versus 75-4% (59-9-85.5; p=0.0191; figure 3). During
the third year of follow-up, a relapse occurred in one (2%)
of the 41 patients who were in complete remission off-
therapy at month 24 in the rituximab plus short-term
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Prednisone alone

Rituximab plus

Duration of mucosal lesions (days)|| 83-0(41-0-127-5)

Duration of cutaneous lesions (days)|| 835 (43-0-206-5)

(n=44) short-term prednisone (n=46)

Age (years) 531(13-8) 535 (16-2)
Sex

Female 19 (43%) 31(67%)

Male 25 (57%) 15 (33%)
Pemphigus subtype

Vulgaris 36 (829%) 38 (83%)

Foliaceus 8 (18%) B(17%)
Severity of pemphigus (by Harman's criteria)

Moderate 5(11%) 6(13%)
Severe 39 (89%) 40 (87%)
ABSIS score* 436(241) 34.4(20-6)
PDAI score (scale ranges from 0 ta 250 points)| 46-0(237) 33.5(281)
PGA scored 6-9 (1-4) 6-4(1.6)

Quality of life
Skindex score§ 60-3(237) 54-4(24-3)
DLQI scoreq] 11-6 (7-0) 102 (6-4)

112:5 (42-5-186-5)
105-0 (37-5-215.5)

Data are mean [SD), n (%], or median {(IQR). ABSIS=Auteimmune Bullous Skin Disarder Intensity Score. PDAI=Pemphigus
Disease Area Index. PGA=Physician Global Assessment. DLQI=Dermatology Quality of Life Index. *40 in the prednisone
alone group, 45 in the rituximab plus prednisonegroup. 142 in the prednisone alone group, 46 in the rituximab plus
prednisone group. £42 in the prednisone alone group, 46 in the rituximab plus prednisone group. §32 in the prednisane
alone group, 38 in the rituximab plus prednisone group, Y38 in the prednisone alone group, 44 in the rituximab plus
prednisone group. ||36 in the prednisone alone group, 36 in the rituximab plus prednisone group.

Table 1: Baseline characteristics of the intention-to-treat population

—— Prednisone alone
—— Rituximab plus
shart-term prednisane

1004

Hazard ratio 7-75 (954 Cl 4.27-14-08); p<0-0001

T T T T T T T T
1] [510] 1200 180 240 300 360 420 480

Number at risk Days
Prednisone alone 44 44 44 44 a4 14 49 414 43
Rituximab plus 46 46 46 45 40 16 ] 9 ]
shart-term

prednisone

T T T
S40 600 66O F20

Figure 2: Cumulative probability of achieving complete remission off-therapy.

Kaplan-Meier estimates of the cumulative probability of achieving a first episode of complete remission

off-therapy during the study. *One patient in the prednisone-alone group and two patients in the rituximab plus
short-term prednisone group who achieved complete remission off-therapy during the study further relapsed
during the follow-up, and were no longer in complete remission off-therapy at menth 24, Three patients in the
rituximab group had their month-24 assessment a few days after day 720 and were not considered as being in

complete remission off-therapy on this curve.

prednisone group and in four (27%) of the 15 patients
who were in complete remission off-therapy at month 24
in the prednisone-alone group.
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Figure 3: Clinical and biological response to treatment

Kaplan-Meier estimates of disease-free survival (panel A); evolution of prednisone doses (mg/day; panel B);

and anti-desmoglein 1 and anti-desmoglein 3 antibody ELISA values (panels C and D) of patients with pempigus

according to treatment regimen. Red line=patients treated with prednisone alone. Blue line=patients treated

with rituximab plus short-term prednisone. Arrows indicate when rituximab infusions were done.

“Ten relapse-free patients in the prednisone-alone group and 12 in the rituximab plus short-term prednisone

group had their month-24 visit at a mean time of 14-8 days (S0 11-5) and 13-6 days (9-5) before day 730

The dashed line in panels C and D represents the cutoff values proposed by the manufacturer for
anti-desmoglein 1 and 3 antibodies.

2036

Patients assigned to rituximab plus short-term
prednisone took a third of the cumulative dose of
prednisone during the study compared with patients
assigned to prednisonc-alone: 6143-1 mg (SD 2411)
versus 17973-6 mg (7 272-5 mg; p<0-0001). The DLQI
and Skindex scores showed greater improvements in
patients assigned to rituximab plus short-term
prednisone compared with assigned  to
prednisone alone (appendix; p=0-0411 and p=0.0137,
respectively).

No patients died during the study. 14 patients withdrew
from the study: two in the rituximab plus short-term
prednisone group (reasons were pregnancy [n=1] and
treatment failure [n=1]} and 12 in the prednisone-alone
group (reasons were treatment failure [n=4], treatment
adverse events [n=8] including severe myopathy [n=2],
septic arthritis [n=1], hip osteonecrosis [n=1], psychosis
[n=1], chorioretinitis [n=1], 25 kg weight gain [n=1], and
cardiac failure [n=1]). More severe adverse events of
grade 3—4 were reported in the prednisone-alone group
(53 events in 29 patients; mean 1-20 [SD 1-25]) than in
the rituximab plus prednisone group (27 events in
16 patients; mean 0-59 [1-15]; p=0-0021; table 2). The
most common of these events in both groups were
diabetes and endocrine disorder (11 [21%] with
prednisone alone vs six [22%] with rituximab plus
prednisone), myopathy (ten [19%)] vs three [11%)]) and
bone disorders (five [996] vs five [19%]).

Total and desmoglein-specific B-lymphocytes disappeared
in patients assigned to rituximab plus shortterm
prednisone (appendix), whercas their concentrations
remained unchanged until the end of the study in patients
from the prednisone-alone group. Accordingly, anti-
desmoglein antibodies that initially decreased from
treatment initiation to month 12 in both treatment groups
later reincreased from month 12 to month 24 in patients
treated with prednisone alone, whereas they remained at
low concentrations in patients treated with rituximab plus
shortterm prednisone (figure 3; appendix). This result was
also in accordance with the occurrence of 13 relapses in
patients from the prednisone-alone group between
months 12 and 24 when prednisone doses were tapered to
less than 20 mg/day, whereas only three relapses were
noted during this period in patients treated with rituximab
plus short-term prednisone.

those

Discussion

The results from our study show that firstline use of
rituximab plus a short prednisone regimen was more
effective than prednisone alone for patients with
pemphigus on all primary and secondary endpoints.
Despite the study not being powered to detect a difference
for pemphigus subtypes, the beneficial effect of rituximab
was observed not only in pemphigus patients as a whole,
but also in patients with the subtype pemphigus vulgaris,
which is often considered to be a more severe condition
than the other subtype pemphigus foliaceus. We chose
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Total Prednisone Rituximab plus Total Prednisone  Rituximab plus
(n=80) alone short-term (n=80) alone short-term
n=53 rednisone n=53 rednisone
(n=53) predni (n=53) predni
(n=27) (n=27)
Lung infection 4(5%) 1(2%) 3 (11%) (Continued from previous column)
Pneumonia 4(5%) 1(2%) 3 (11%) Neurological disorders 3 (4%) 3 (6%) 0
Various infections 6 (8%) 4(8%) 2 (7%) Transient ischaemic
ttack 1(1% 1i2% 0
Septicaemia 1(1%) 4] 1(4%) attac (L2 (22}
o - Stroke 1(1%) 1 (2%) 0
Septic arthritis 1(1%) 1(2%) 0
i . . Sciatica 1 (1%) 1(2%) 0
Urinary tract infection 1(1%) 1(29%) 0
Myopathy 13(16%) 10 (19%) 3(11%)
Severe cutaneous
herpes 1({1%) 1(2%) 0 Major weight gain
=10k 4 8% 0
Spondylodiscitis 1(1%) 0 1(4%) (-10kg) ) 4(8%)
Chorioretiniti 1 . o Diabetes and endocrine
oriaretinitis 1(1%) (2%) disordert 17(21%)  11(21%) 6(22%)
Ocular disorders 2 (3%) 2 (4%) 0 Diabetes mellitus
Cataract 2 (3%) 2 (4%) 0 requiring insulin 2(3%) 2(4%) 0{=1%)
Cardiovascular disorders® 10 (13%) 7 (13% 3(11%) Cushing syndrome 14 (18%) 8(15%) 6(22%)
Angina 1(1%) 1(2%) 0 Adrenal insufficiency 1(1%) 1(2%) 0
Myocardial infarction 1(1%) 1(2%) 0 Electrolyte disorder 1(1%) 1(2%) 0
Deep vein thrombosis 2 (3%) 1(2%) 1(4%) Hypokalaemia with 0
Pulmonary embolism 4 (5%) 3(6%) 1(4%) AR T A (2
Cardiac failure 23%) 1(2%) 1(4%) Hepatic disarder 1(1%) 0 1(4%)
Psychiatric disorders 6(84) 4(8%) 2(7%) Liver cytolysis 1(1%) 0 1{4%)
- B Cutaneous or ear, nose,
Delirium L) L) 0 and throat disorders 3 (4%) 1(2%) 2(7%)
D i ki 2 (4% 2 (7%
epression 4(5%) (4%) (7%) Major skin atrophy 2(3%) 0 2(7%)
Psychosis 1(1%) 1(2%) 0 B e T
Bone disorderst 10 (13%) 5(9%) 5(19%) carcinoma 1(1%) 1(2%) 0
Femur fracture 1(1%) 0 1(4%) . . L .
"Myocardial infarction, cardiac failure or pulmonary embolism. FData include
Vertebra fracture 4 (5%) 2 (4%) 2(7%) both clinically apparent fractures and vertehral fractures visible on radiegraphy.
Wrist fracture 2 (3%) 1(2%) 1(4%) +0nly patients with diabetes requiring insulin were included in the analysis.
Rotator cuff rupture 1(1%) 0 1(4%) Table 2: Grade 34 severe treatment adverse events according to
Cauda equina syndrome 1 (1%) 1(2%) 0 assigned treatment group
Hip osteonecrosis 1(1%) 1{2%) 0

(Table 2 continues in next column)

high doses of prednisone as the standard-regimen, since
no trials in the literature showed a clear beneficial effect
from the addition of conventional immunosuppressants
to corticosteroids alone." ™ Additionally, the findings from
some of these studies showed a higher rate of treatment-
adverse events in patients with the combined treatment.
Initial treatment with rituximab resulted in a 2.6-fold
increase in the proportion of patients achieving complete
remission off-therapy at month 24 compared with those
treated with prednisone alone. This beneficial effect of the
rituximab plus short-term prednisone regimen was still
apparent after adjusting for sex and baseline PDAI score,
since the RR of complete remission off-therapy did not
vary significantly after adjustment. Importantly, the
addition of rituximab permitted the rapid tapering of
prednisone doses, since about 60% of patients receiving
this treatment were able to stop prednisone after 6 months
of treatment, resulting in a seven-fold higher duration of
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complete remission off-therapy during the study
compared with patients receiving prednisone alone.
Additionally, patients assigned to rituximab plus short-
term prednisone had fewer severe adverse events than
those assigned to prednisone alone, which was probably
because of lower cumulative doses of prednisone used in
the rituximab group during the study.

The fact that patients in the rituximab plus prednisone
group did not have more infections than patients treated
with prednisone alone, whereas circulating B-lymphocytes
were no longer detectable in the rituximab-containing
group, is probably because of the persistence of anti-
infectious antibodies that are secreted by plasma cells not
targeted by anti-CD20 therapy.® Rituximab might be
effective in reducing the costs associated with the
treatment of pemphigus,” especially relative to the use of
intravenous immune globulins.® Despite the fact that
comparisons of costs were not part of the trial, we
retrospectively estimated the cost of both treatments,
since reimbursement of rituximab is a major concern in
clinical practice. We estimated in the present study that
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the overcost of the first-line use of rituximab was about
€5500 per patient, which was was counterbalanced by a
major reduction in the cumulative doses of prednisone,
and more importantly, in the number of severe and life-
threatening treatment adverse events.

Our trial had some limitations. First, it was not blinded,
since the tapering of prednisone doses differed between
the two treatment groups. Indeed, the same rapid
tapering of prednisone in both groups would have
allowed the use of a placebo for rituximab in the
prednisone-alone group, but would have induced an
unethical and artificially high number of relapses in this
group, not corresponding to the standard of care for
pemphigus patients. Additionally, the use of a placebo for
rituximab with two different regimens of corticosteroid
tapering would have been impractical in such a
multicentre study. In particular, the absence of blinding
might have influenced investigators in their decision to
withdraw 12 patients from the prednisone-alone group,
whereas only two patients withdrew from the rituximab-
containing group. Indeed, eight of the 12 patients who
withdrew from the prednisone-alone group were
secondarily treated with rituximab allowing a rapid
decrease in prednisone doses. This decrease might be
partly responsible for the absence of deaths in our study,
whereas the reported 2-year mortality rate of pemphigus
predicted the occurrence of between 12 and 15 deaths.*?

Second, one of the four scoring systems used, the PDAI
score, was slightly higher in patients from the prednisone-
alone group at baseline than in those receiving rituximab
plus short-term prednisone. However, we believe that this
small intergroup difference corresponding to about 5% of
the scale of this scoring system was unlikely to constitute
a bias that might explain the major therapeutic effect
observed in this study. This is also suggested by the fact
that the RRs of treatment success were almost the same
after adjusting for the baseline PDAIT score, irrespective of
the population considered: all pemphigus patients or
patients with pemphigus vulgaris only. Although patients
from this study who were classified as moderate
pemphigus using Harman's criteria fitted with the
moderate subgroup defined by proposed thresholds on
the PDAI score,* the severe subgroup in our study
corresponded to a combination of significant and
extensive pemphigus on the PDAI score. Third, despite
the fact that the primary endpoint was assessed after a
long 2-year follow-up, one could argue that this
assessment was close to the last maintenance infusion of
rituximab at month 18. This timing of the last infusion is
why we prolonged the follow-up of patients to month 36,
which showed a low proportion of patients having a
relapse after the last infusion of rituximab, suggesting a
long-lasting beneficial effect of these maintenance
infusions. The 500 mg dose of rituximab used for
maintenance, and the tHme intervals between
infusions, were somewhat arbitrary, although rather
similar to those used in antineutrophil cytoplasmic

autoantibodies-associated vasculitis.” The occurrence of
eight of the 11 relapses in the rituximab plus short-term
prednisone group from month 6 to month 12, as well as a
reincrease of total and desmoglein-specific blood
B-lymphocytes and circulating anti-desmoglein  anti
bodies during this interval suggest that the first
maintenance infusion of rituximab might have been of
more value if done at month 6 instead of month 12.
Finally, because of the few patients with moderate
pemphigus in our study, the indication of a first-line
treatment with rituximab combined with 3 months of
corticosteroids remains uncertain in these patients.

The striking improvement in the patients’ condition in
the rituximab plus short-term prednisone group
paralleled the long-lasting disappearance of desmoglein-
specific circulating B-lymphocytes and consequently,
anti-desmoglein antibodies. These findings contrast with
the persistence of desmoglein-specific B-lymphocytes in
patients from the prednisone-alone group and the
subsequent increase of anti-desmoglein antibodies from
month 12 when prednisone doses were tapered to less
than 20 mg/day, which was probably responsible for the
high number of relapses in patients in the prednisone-
alone group. These findings also contrast with the
reincrease of anti-desmoglein antibodies after month 6
in our initial study,* in which patients were treated with
one cycle of rituximab without maintenance infusions.
They provide a biological rationale for maintenance
infusions of rituximab to maintain a prolonged failure of
anti-desmoglein antibodies to minimise the occurrence
of relapse after the initial cycle. The cost and potential
risk of repeated maintenance infusions of rituximab
might argue for an as-needed strategy based on
biomarkers which would parallel disease activity.
Unfortunately, only anti-desmoglein 1, but not anti-
desmoglein 3 serum antibodies, are correlated with the
evolution of skin and mucosal lesions, respectively.

In conclusion, first-line use of rituximab combined
with short-term prednisone in patients with moderate to
severe pemphigus is both more effective and safer than a
regimen of prednisone alone. It allows a rapid tapering
of corticosteroid doses and causes fewer treatment
adverse events; these results are probably related to the
striking and long-lasting disappearance of anti-
desmoglein B-cell responses.
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» ANNEXE 2 : RITUXIMAB AND CORTICOSTEROID EFFECT ON DESMOGLEIN-
SPECIFIC B CELLS AND DESMOGLEIN-SPECIFIC T FOLLICULAR HELPER
CELLS IN PEMPHIGUS

Maho-Vaillant M, Perals C, Golinski ML, Hébert V, Caillot F, Mignard C, Riou G, Petit
M, Viguier M, Hertl M, Boyer O, Calbo S, Fazilleau N, Joly P.

Journal of Investigative Dermatology, 2021

Ce travail a tenté de caractériser certains mécanismes immunologiques a l'origine de la

rémission clinique de longue durée apres le traitement par rituximab.

Pour cela, nous avons analysé les cellules autoréactives sous 3 angles différents : 1) les
cellules B mémoire spécifiques de la DSG3 par cytométrie en flux, ii) les cellules T folliculaires
auxilliaires (Tfh) spécifiques de la DSG3 par cytométrie en flux et iii) les cellules productrices
d’anticorps (ASC) par ELISPOT ; tout cela chez des patients de la cohorte Ritux 3 traités par

corticostéroides seuls ou par rituximab.

Cette analyse post hoc a montré que le rituximab induisait une diminution significative des
cellules B mémoire commutées IgG (C27+IgG+) spécifiques de la DSG3. En conséquence, les
ASC anti-DSG3 n'étaient plus détectées chez les patients en rémission compléte apres rituximab.
En revanche, les corticostéroides ne modifiaient pas la fréquence ou le phénotype des cellules B
mémoires autoréactives, et les ASC anti-DSG3 étaient toujours détectées apres traitement, méme
chez les patients en rémission. En utilisant un marquage tétramérique peptide-HLADRB1%0402,
nous avons pu identifier des Tth anti-DSG3 circulants, et observer leur diminution aprés rituximab,

alors que leur fréquence restait stable aprés traitement par corticostéroides.

Ces résultats suggerent que la réponse durable observée aprés rituximab dans le pemphigus
pourrait reposer, en partie, sur la diminution des Tth anti-DSG3, qui conduirait & une déplétion

des cellules B autoréactives mémoire commutées IgG, puis a la disparition des ASC anti-DSG3.
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ORIGINAL ARTICLE

Rituximab and Corticosteroid Effect
on Desmoglein-Specific B Cells and
Desmoglein-Specific T Follicular
Helper Cells in Pemphigus

Maud Maho-Vaillant'*, Corine Perals’, Marie-Laure Golinski' ‘} Vivien Hébert'*?, Frédérique Caillot’,
Claire Mignard', Gaétan Riou”, Marie Petit’, Manuelle Viguier’, Michael Hertl®, Olivier Boyer‘),

Sébastien Calbo’, Nicolas Fazilleau™” and Pascal Joly'

Pemphigus is an autoimmune blistering disease mediated by autoantibodies directed against desmogleins
(DSGs). We recently showed that first-line treatment with rituximab (RTX) enables more patients to achieve
long-lasting remission off therapy than corticosteroids alone. To understand the immunological mechanisms
that mediate long-lasting clinical remission after RTX treatment, we analyzed the phenotype of DSG-specific
memory B cells and DSG-specific T follicular helper cells by flow cytometry and measured antibody-
secreting cells by enzyme-linked immune absorbent spot in patients treated with corticosteroids alone or
RTX. This post hoc analysis of the RITUX3 trial showed that RTX induced a significant decrease of 1gG-switched
DSG-specific memory B cells. Accordingly, anti-DSG antibody-secreting cells were no longer detected in pa-
tients in complete remission after RTX. In contrast, corticosteroids did not modify the frequency or the
phenotype of DSG-specific memory B cells, and anti-DSG antibody-secreting cells were still detected after
treatment, even in patients in remission. Using peptide-HLADRB1*0402 tetramer staining, we identified DSG-
3—specific T follicular helper cells, which dramatically decreased after RTX, while remaining stable after
corticosteroid treatment. Our findings suggest that long-lasting response to RTX in pemphigus relies on the
decrease of DSG-specific circulating T follicular helper cells, which correlates with a sustained depletion of
IgG-switched memory autoreactive B cells, leading to the disappearance of anti-DSG antibody-secreting cells.

Journal of Investigative Dermatology (2021) m, m—m®; doi:10.1016/].jid.2021.01.031

INTRODUCTION

Pemphigus is a life-threatening autoimmune disease of the
skin and mucosae owing to the production of antibodies
(Abs) directed against two desmosomal proteins: desmoglein
(DSG)-1 and DSG-3, which are adhesion molecules of the
epidermis (Schmidt et al., 2019). We recently reported the
long-lasting efficacy of rituximab (RTX), the anti-CD20 mAb,
in patients with pemphigus (Joly et al., 2017). Relative to a
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standard regimen of corticosteroids (CSs) alone, RTX associ-
ated with a short-term regimen of prednisone allowed 89% of
patients to achieve complete remission off therapy at month
(M) 24. RTX is thought to act mainly by B-cell depletion in
pemphigus, as in other autoimmune diseases (Alberici et al.,
2015; Albers et al., 2017). Relapses have been reported to be
associated with B-cell reconstitution. Up to now, the effect of
RTX has mainly been assessed on total B cells, which does
not necessarily reflect its effect on autoreactive DSG-specific
B cells. In particular, we previously reported in patients with
pemphigus treated with RTX as second-line treatment that
long-term remission was associated with prolonged failure of
anti-DSG B-cell response (Colliou et al., 2013).

Most of the anti-DSG Abs belong to the IgG4 subclass
(Ellebrecht et al., 2018), which suggests the involvement of T
follicular helper (TFH) cells in the selection process within the
germinal center. TFH cells are characterized by the expression
of CXCR5 chemokine receptor and the production of IL-21, a
cytokine that is essential for the generation of memory B cells
and plasma cells (Zotos et al., 2010). A higher frequency of
circulating TFH cells and increased serum IL-21 levels have
been recently reported in patients with pemphigus relative to
healthy controls (Hennerici et al.,, 2016). This latter study
suggested the existence of DSG-3—specific autoreactive T
helper (Th) cells producing IL-21 on ex vivo stimulation with
DSG-3. The aim of this postanalysis of the RITUX3 trial was to
investigate the effect of RTX compared with a standard CS

www.jidonline.org
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90 patients
randomized
A 4
44 assigned to standard 46 assigned to rituximab
corticosteroid regimen Plus Shﬂlrt-lf.‘n?l
corticosteroid regimen
At month 24 [
¢ ¢ evaluation ¢ ¢

15 of 44 (34%) patients
were in complete
remission off-therapy

29 of 44 (69%) patients
were not in complete remission
or had withdrawn from the study
(treatment failure (n=4) and
treatment side-effect (n=8))

41 of 46 (89%) patients
were in complete
remission off-therapy

5 of 46 (11%) patients
were not in complete remission
or had withdrawn from the study
(n=2)

At month 36
evaluation

10 of 15 (67%) patients
were in complete
remission off-therapy

2 of 29 (7%) patients were
in complete remission
off-therapy

40 of 41 (98%) patients
were in complete
remission off-therapy

2 of 5 (40%) patients were
in complete remission
off-therapy

5 0f 15(33%) patients 23 of 29 (80%) patients were
relapsed not in complete remission
and 19 of 29 patients relapsed
16 of 29 patients were retreated
with rituximab
(4 of 29 patients were lost
to follow-up)

4 were retreated with
rituximab

1 of 41 (2%) patient 3 of 5 (60%) patients

relapsed relapsed
and was retreated with and 1 was retreated
rituximab with rituximab

Figure 1. Flow chart of the study.

regimen alone on the frequency and phenotype of DSG-
specific B cells and DSG-specific TFH cells in patients with
pemphigus. In particular, we studied the relationships be-
tween autoreactive B-cell and T-cell populations and long-
lasting clinical remission or the onset of relapses.

RESULTS

Clinical course of patients

A total of 90 patients were randomly assigned to standard CS
regimen or RTX plus short-term prednisone groups (Figure 1).
At the final evaluation at M36, 44 of 46 patients (96%) from
the RTX group were in complete remission off therapy,
including two patients who were secondarily treated with
RTX between M24 and M36, and two patients had persistent
disease activity. A total of 15 patients from the CS group were
in complete remission off therapy or still on minimal therapy
at M24, and 29 patients had persistent disease activity. Ac-
cording to the protocol of the RITUX3 trial, 20 of 44 patients
(45%) from the CS group were secondarily treated with RTX
between M24 and M36 (after assessment of the primary
endpoint at M24) owing to persistent disease activity or CS
side effects. Because the treatments of patients from the CS
group were no longer homogeneous during the third year of
the trial, biological analyses were not performed after the
M24 visit in these patients from the CS group.

Journal of Investigative Dermatology (2021), Volume m

Serum autoantibodies against DSG-1 and DSG-3

Relative to the RITUX3 trial (Joly et al., 2017), which reported
the monitoring of biological parameters until M24, we have
shown in Figure 2 the evolution of mean serum anti—DSG-1 and
anti—DSG-3 Ab ELISA values of patients from the RTX group
until M36. In both treatment groups, autoantibody titers
decreased from baseline to M9. They then increased mainly in
patients from the CS group, whereas they remained negative or
at very low levels in most patients from the RTX group. At M24
evaluation, 5% of patients from the RTX group had positive
serum anti—DSG-1 versus 29% of patients from the CS group (P
< 0.01). Anti—DSG-3 Abs were still detected at M24 in 14% of
patients from the RTX group versus 45% of those from the CS
group (P < 0.01). 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.

Evolution of circulating B cells and TFH cells and IL-21

serum level

The evolution of peripheral whole blood B cells, TFH cells,
and serum IL-21 level during the course of treatment with
RTX or CS alone is shown in Figure 3. The TFH-cell sub-
population ~ was  defined by the  phenotype
CD37CD4"CD45RA™CXCR5™. This analysis was performed
longitudinally in 11 patients from the RTX group and in nine
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Figure 2. Evolution of anti—DSG-1
and anti—DSG-3 antibody ELISA
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the initial infusion of RTX, followed by a transient increase from
M9 to M12 and a further progressive increase after the last
infusion of RTX at M18, whereas no significant evolution was
observed in patients treated with CS alone (Figure 3a). In pa-
tients from the RTX group, a 50% decrease in TFH-cell fre-
quency, which paralleled B-cell depletion, was observed from
M3 to M24, followed by an increase of TFH cells up to baseline
values, which occurred after B-cell recovery (Figure 3b). In
contrast, no variation in TFH-cell frequency was observed in
patients treated with a standard CS regimen. A dramatic and
persistent decrease of serum IL-21 level was observed from
baseline to M36 in patients treated with RTX. Conversely,
whereas only a transient decrease of IL-21 level was observed
from baseline to M3 in patients from the standard CS group, IL-
21 levels increased after M3 in these patients once CS doses
were tapered under 20 mg/day (Figure 3c).

To assess the potential prognostic value of serum level of
IL-21 and TFH-cell frequency, we compared these parame-
ters between patients with long-lasting clinical remission and
those who relapsed during the follow-up. Because too few
patients in the RTX group had persistent disease activity, we
performed these experiments in patients treated with CS
alone. We did not observe a statistically significant difference
in IL-21 serum level (P = 0.53) or frequency of whole TFH
cells (P = 0.80) between patients with prolonged remission
and those who further relapsed.

Immunophenotyping of DSG-1— and DSG-3—specific B cells
DSG-1— and DSG-3—specific circulating B cells were
detected in blood samples collected at baseline from 30 pa-
tients with pemphigus at frequencies ranging from 0.11% to
0.54% (mean £+ SEM: 0.23 £ 0.01%) for DSG-1—specific B
cells and from 0.1% to 0.6% (mean: 0.21 £+ 0.01%) for DSG-
3—specific B cells of whole CD19" B cells (baseline fre-
quencies in Supplementary Figure S1a and b). DSG-specific B
cells from patients with pemphigus were more frequently
CD27* and class-switched 1gG™ CD27™ than whole B cells
(CD277%: 51 + 2% of DSG-specific B cells vs. 31 + 3% of
whole CD19" B cells, P < 0.0001; 1gG* CD27*: 15.5 £
1.4% of DSG-specific B cells vs. 8.4 + 1.2% of whole CD19"
B cells, P < 0.0001) (Supplementary Figure S1b and c).

To assess the differential effects of CS alone and
CS combined with RTX, we analyzed the evolution of

www.jidonline.org
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Figure 4. Frequency and phenotype of peripheral blood whole B cells and DSG-1— and DSG-3—specific B cells evaluated by flow cytometry in patients with
pemphigus at DO 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. Evolution of the frequency of DSG-1— and DSG-3—specific B cells among purified B cells between DO (plain symbols)
and after treatment (open symbols) at (a, b) M36 after B-cell recovery for the RTX group or (e, f} at M9—12 when prednisone doses were tapered under 20 mg/day
for the CS group. Evolution of the memory B-cell subpopulation (CD197 CD277) and class-switched memory B cells (CD197CD27 " 1gG") among whole B cells
and DSG-specific B cells at DO and (c, d) after RTX treatment or (g, h) after CS treatment. *F < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001. CS, corticosteroid; D0, baseline;

DSG, desmoglein; M, month; RTX, rituximab.

DSG-1— and DSG-3—specific B cells at M36 (corre-
sponding to 18 Ms after the last infusion of RTX) in patients
from the RTX group and between M9 and M12 (when
prednisone doses were tapered <20 mg/day) in patients
from the CS group. Surprisingly, DSG-1— and DSG-
3—specific B cells were still detected at M36 evaluation in
patients in complete remission after RTX treatment at mean
frequencies of 0.23 £+ 0.01% and 0.23 £ 0.02% of B cells,
respectively, which were close to the frequencies
measured at baseline (Figure 4a and b). The mean fre-
quency of DSG-1— and DSG-3—specific CD27* memory B
cells decreased from baseline to M36 after RTX treatment
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(DSG-17 B cells: 55 4+ 4% vs. 36 & 4%, P < 0.001; DSG-
3" B cells: 48 + 4% vs. 36 = 5%, P < 0.05) (Figure 4c).
Additionally, the frequency of class-switched DSG-specific
CD27" 1gG" B cells dramatically decreased from baseline
to M36 after RTX (DSG-1" B cells: 13.5 £ 1.6% vs. 3.8 £
1.0%, P < 0.001; DSG-3" B cells: 13.0 & 2.4% vs. 4.5 +
0.9%, P < 0.01) (Figure 4d). The one patient whose blood
sample was available out of two patients with persistent
disease activity after RTX had the highest frequency of
class-switched DSG-3—specific CD27%1gG" B cells
(25.0%, Figure 4d, black arrow). In contrast with the
changes observed in the RTX group, we did not observe
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rituximab.

any modification in the frequency of DSG-specific class-
switched CD27"1gG" B cells from baseline to M12 in
patients treated with CS alone (DSG-1" B cells: 20.9 +
2.7% vs. 15.9 £ 3.9; P = 0.17; DSG-3" B cells: 18.7 &+
4.3% vs. 20.0 £ 5.3; P = 0.83) (Figure 4e—h).

Assessment of circulating anti—-DSG-1 and anti—DSG-3 1gG-
secreting B cells using enzyme-linked immune absorbent

spot assay

DSG-1— and DSG-3—specific Ab-secreting-cells (ASCs)
were measured in 11 patients from the RTX group
(including 10 patients in complete remission off treatment
and one patient with persistent disease activity) and in 11
patients from the standard CS group. At baseline,
anti—DSG-1 and/or anti—DSG-3 1gG-ASCs were detected
both in patients from the RTX group (0.10 £ 0.07% and
0.43 £ 0.16%, respectively) and in those from the stan-
dard CS group (0.10 £ 0.05% and 0.32 = 0.10%,
respectively) (Figure 5a and b). After B-cell recovery at
M36 evaluation, anti—DSG-1 and anti—DSG-3 IgG-ASCs
were no longer detectable in 10 patients from the RTX
group who were in clinical remission (P < 0.01 versus
baseline samples), whereas 0.17% anti—DSG-3 1gG-ASCs
were still detected in the one patient with persistent
mucosal lesions (Figure 5a, black arrow and Figure 5c). In
contrast, anti—DSG-1 and/or anti—DSG-3 IgG-ASCs were
still detected after treatment in patients from the CS
group, even in those in clinical remission, although at a
lower frequency than at baseline (DSG-1 ASC: 0.10 +
0.05 at baseline vs. 0.01 4+ 0.01 at M12, P = 0.5: DSG-3

ASC: 0.32 + 0.10 at baseline vs. 0.089 + 0.050 % at
M12; P < 0.05) (Figure 5b and c).

Effect of treatments on frequencies and phenotype of
circulating DSG-3—specific Th cells and TFH cells

Because anti—DSG-1 and anti—DSG-3 IgG-ASCs were no
longer detected in patients in complete remission after RTX
treatment, whereas non switched DSG-1— and DSG-
3—specific naive and, to a lesser degree, memory B cells
were still detected after RTX treatment, we further investi-
gated DSG-3—specific Th cells and TFH cells.

Using immunodominant peptide of DSG-3 (190-204)/
HLA-DRB1#0402 tetramer staining, we studied the fre-
quency of DSG-3—specific Th cells and TFH cells at base-
line and at M36 in seven patients treated with RTX and at
baseline and at M9—12 in six and nine patients from the CS
group respectively, who all carried the HLA-DRB1*0402 PV
susceptibility allele. DSG-3—specific circulating Th cells
and TFH cells were detected in blood samples collected at
baseline at frequencies ranging from 0.8—4.5% (mean: 3.0
=+ 0.27%) for Th cells and from 0.07—0.68% (mean: 0.24 +
0.05%) for TFH cells of whole CD4™ T cells. The frequency
of DSG-3—specific circulating Th cells and TFH cells
dramatically decreased after RTX treatment (Th: 3.0 =+
0.31% at baseline vs. 0.4 = 0.12% at M36; P < 0.0001;
TFH: 0.25 £ 0.08% at baseline vs. 0.05 = 0.009% at M36;
P = 0.02) (Figure 6a and b). In contrast, although DSG-
3—specific Th cells from patients treated with CS alone
decreased after CS treatment (2.94 £ 0.51% at baseline vs.
0.97 £ 0.17% at M9—12, P = 0.0009), DSG-3—specific
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TFH cells were still detected after CS treatment at similar
levels as at baseline, even in patients in clinical remission
(0.22 + 0.06 at baseline vs. 0.35 + 0.10% at M9—12, P =
0.34) (Figure 6c¢ and d).

DISCUSSION
This study shows that long-lasting efficacy of RTX in patients
with pemphigus is associated with 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 1gG ™ Abs, as demonstrated by
enzyme-linked immune absorbent spot (ELISPOT) and ELISA,
respectively. These findings contrast with the presence of
circulating DSG-1— and DSG-3—specific B cells in patients in
complete remission after RTX therapy at frequencies that were
in fact very close to those observed at baseline before treat-
ment, corresponding to around 0.2% of total B cells. This
discrepancy was likely related to the phenotype of the reap-
pearing B cells after the initial RTX-induced B-cell depletion,
among which most of the DSG-3—specific B cells were naive
non switched CD27" B cells. The decrease in CD27 expres-
sion by DSG-specific B cells is in accordance with our previ-
ous findings, which also reported a decrease in the frequency
of DSG-specific memory B cells after RTX treatment (Hébert
et al., 2019; Pollmann et al., 2019). It is also in accordance
with the decrease in transcription of the CD27 gene that we
recently reported in patients treated with RTX. The only patient
who still had active disease after RTX treatment had a high
frequency of memory class-switch IgG B cells among DSG-
3—specific B cells (25%) and, accordingly, a high frequency of
circulating anti—DSG-3 IgG-secreting B cells (0.17%) and
high titers of serum anti—DSG-3 IgGJr Abs (1,500 U/ml).
Because of their capacity to regulate the maturation of B
cells into memory B cells and IgG-secreting plasma cells,
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TFH cells have been suspected to be involved in several
autoimmune disorders, such as systemic lupus erythematosus
(Choi et al., 2015), rheumatoid arthritis (Arroyo-Villa et al.,
2014), and lgG4-related diseases (Chen et al, 2018). A
decrease of circulating TFH cells has been described in pa-
tients with Sjogren syndrome or type 1 diabetes mellitus after
RTX treatment (Verstappen et al., 2017; Xu et al., 2013). An
effect of RTX on DSG-specific T cells from patients with
pemphigus was previously reported by the team of Hertl by
using ELISPOT assay (Eming et al.,, 2008), who observed a
decrease in the number of DSG-3—specific CD4" Th1 and
Th2 cells in patients treated with RTX. Using tetramer tech-
nology, we demonstrated the in vivo presence of DSG-
3—specific Th cells and TFH cells in patients with pemphigus.
Strikingly, we observed here a dramatic decrease in DSG-
3—specific TFH cells in the blood of patients after RTX
treatment, which remained at very low levels up to M36 after
RTX treatment, whereas the whole circulating TFH-cell
compartment returned to baseline values.

In addition, we observed a dramatic decrease of serum IL-
21 levels, which paralleled B-cell depletion after RTX treat-
ment. IL-21, which is highly produced by TFH cells, plays a
crucial role in B-cell maturation, in particular, the production
of memory B cells. It has been recently reported that T cells
produced IL-21 when cultured with recombinant DSG, sug-
gesting that the decrease of serum IL-21 levels observed after
RTX treatment in this study might be at least partly explained
by the decrease of circulating DSG-3—specific TFH cells
(Hennerici et al., 2016).

The disappearance of DSG-1— and DSG-3—specific 1gG-
switched CD27" B cells perfectly correlated with the disap-
pearance of DSG-3—specific TFH cells and the decrease of
serum IL-21 levels, which are both known to play a major
role in B-cell maturation (Zotos et al., 2010).
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In mice, TFH differentiation is initiated early when den-
dritic cells prime naive CD4" T cells (Kitano et al., 2011).
However, this priming is not sufficient to complete full TFH-
cell differentiation but instead drives the production of pre-
TFH cells, a partially differentiated intermediate that ex-
presses CXCR5 and the transcriptional repressor Bcl6
(Goenka et al., 2011). Thus, the absence of B cells or the
presence of B cells with irrelevant antigen-specificity impair
TFH-cell generation (Johnston et al., 2009). Moreover,
maintenance of the TFH-cell phenotype requires sustained
antigenic stimulation by B cells (Baumjohann et al., 2013). In
a mouse model of pemphigus, adoptive transfer of DSG-
3—specific B cells was not sufficient to induce the disease in
recipient mice deficient for both T and B cells, whereas the
cotransfer of similar B cells with activated ICOS™ TFH cells
was pathogenic (Kim et al., 2020).

Our observations in patients with pemphigus are in
accordance with this model in which the absence of DSG-
specific B cells following RTX treatment impacts the matu-
ration and/or maintenance of DSG-specific TFH cells, which
in turn blocks the isotype switch of DSG-specific B cells.

Thus, our results collectively suggest that the blockage of
reappearing B cells at the naive stage and the blockage of the
class switch from IgM to 1gG might play a major role in the
long-lasting effect of RTX in patients with pemphigus.

These findings seem likely related to a specific effect of
RTX, because we did not observe such variations in the
number of whole and DSG-specific TFH cells or any reversal
in the balance between memory and naive DSG-specific B-
cell subpopulations in patients treated with CS alone. Indeed,
the persistence of DSG-specific TFH cells in these latter pa-
tients might have favored the persistence of circulating DSG-
specific CD27"1gG™ B cells and anti-DSG 1gG-ASCs, which
were responsible for the increase of serum anti-DSG Abs
observed once CS doses had been tapered.

Overall, this study shows that the therapeutic effect of RTX
in pemphigus is not only because of a long-lasting depletion
of DSG-specific B cells, but rather relates to an inefficient
maturation and class-switching process of DSG-specific B
cells, which likely involves the long-lasting disappearance of
DSG-specific TFH cells, a population that is closely associ-
ated with the anti—=DSG-3 Ab response in pemphigus (Kim
et al., 2020).

MATERIALS AND METHODS

Patients

A total of 90 patients, 74 with pemphigus vulgaris and 16 with
pemphigus foliaceus, were included in a randomized clinical trial
(RITUX3; ClinicalTrials.gov number, NCT00784589). The Ethics
Committee (CPP Nord-Ouest1) approved the study. Patients with
newly diagnosed pemphigus were assigned to receive either 1 or 1.5
mg/kg/day of oral prednisone, with a progressive tapering of pred-
nisone doses over M12—18, or two infusions of 1 g of RTX on day
0 and day 14, and 500 mg at M12 and M18, 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 gradually reduced after achievement of disease control, with the
aim to stop prednisone after M3 in patients with moderate
pemphigus and after M6 in patients with severe pemphigus. Patients
were followed for up to 3 years.
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Clinical and immunological evaluations

Complete remission and relapse were defined according to the
consensus statement definition for pemphigus end points (Murrel|
et al., 2008). Blood samples of healthy donors were from The
French Blood Donor Service. Participants gave their written
informed consent. Blood samples of patients were collected at
baseline and at each follow-up visit until the end of the study at
M36.

Serum autoantibody titers
Titers of serum anti—DSG-1 and anti—DSG-3 I1gG Abs were
measured using an ELISA (EUROIMMUN, Lubeck, Germany).

Cytokine levels
Serum levels of IL-21 were measured by ELISA (BiolLegend, San
Diego, CA), according to the manufacturer’s protocol.

Phenotyping analysis

PBMCs were isolated by centrifugation over Ficoll-Paque gradients
(GE Healthcare Lifesciences, Chicago, IL) to assess B- and T-
lymphocyte markers. The phenotype of PBMCs was determined by
flow cytometry with mAbs against CD19, CD24, CD27, CD38, IgD,
IgM, and IgG (Beckman Coulter, Brea, CA and BD Biosciences,
Franklin Lakes, NJ). Whole circulating TFH cells were further char-
acterized by using a combination of different mAbs against CD3,
CD4, CD45RA, and CXCR5 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany and BD Biosciences). The percentages of each subpopu-
lation were determined using FlowJo software (BD Biosciences).

Anti-DSG B-cell analysis

To analyze the phenotype of B cells specific for DSG-1 and DSG-3,
B cells were isolated and labeled as described by Hébert et al.
(2019) with recombinant DSG-1 or DSG-3 kindly provided by M.
Herlt (Eming et al., 2008). The percentage and phenotype of DSG-
1= and DSG-3—specific B cells were determined using FlowJo
software.

Anti—DSG-3 TFH-cell analysis

To verify that our patients with pemphigus had the HLADRB1*0402
genotype of pemphigus vulgaris susceptibility, peripheral blood from
patients was collected after obtaining informed consent. Genomic
DNA from PBMCs was isolated using the NucleoSpin tissue kit
(Macherey-Nagel, Diren, Germany). The specific analysis of
HLADRB1*04 was performed using the Olerup SSP DRB1*04 PCR
Typing Kit (Bionobis, Guyancourt, France) according to the manu-
facturer’s protocol. Autoreactive T cells were only characterized in
patients with pemphigus vulgaris with the HLADRB1*0402 geno-
type. Frequency and phenotype of DSG-3—specific Th cells and TFH
cells were determined by flow cytometry using mAbs against CD3,
CD4, CD45RA, and CXCR5 (Miltenyi Biotec and BD Biosciences)
and a tetramer-based detection system using HLADRB1*0402-
tetramers loaded with the DSG-3 190-204 immunodominant pep-
tide (LNSKIAFKIVSQEPA, obtained from NIH Tetramer core facility,
Emory University, Atlanta, GA). The percentages of DSG-3—specific
Th cells and TFH cells were determined using Flowlo software.

DSG-specific B-cell detection using ELISPOT assay

The frequencies of circulating total IgG and DSG-specific IgG-ASCs
were determined by human IgG ELISPOT Basic (Mabtech, Nacka
Strand, Sweden). PBMCs from patients with pemphigus and healthy
donors were prestimulated with R848 (1 pg/ml) and recombinant
human IL-2 (10 ng/ml) in complete medium (RPMI-1640 supple-
mented with 10% fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml
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penicillin, and 100 pg/ml streptomycin; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) in separate plates for 72 hours. Plates of ELISPOT
MAIPS-4510 (Merckmillipore, Darmstadt, Germany) were coated
overnight at 4 °C with anti-IlgG human Abs. Plates were washed and
blocked with complete medium before use. Prestimulated PBMCs
were washed, resuspended in complete medium, transferred to
plate, and incubated for 24 hours with 1 x 10°—4 x 10° PBMCs per
well to detect anti—DSG-1 and anti—DSG-3 IgG-secreting ASCs and
with 2.5 x 10°=1 x 10* PBMCs per well to detect total IgG-ASCs.
12G-ASCs were detected by addition of biotinylated mouse 1gG anti-
human IgG. Frequency of anti—DSG-1 or anti—DSG-3 IgG-secreting
ASCs was calculated after incubation for 2 hours with histidine-
tagged recombinant DSG-1 or DSG-3 proteins (1 pg/ml) in PBS
with calcium (Eurobio, Les Ulis, France). Biotinylated anti-histidine
(0.5 pg/ml) (Abcam, Cambridge, United Kingdom) was then
added. Streptavidin enzyme and substrate tetramethylbenzidine
were used to detect spots. The number of spots was determined with
ELISPOT Plate Readers and ImmunoSpot software (CTL Europe
GmbH, Bonn, Germany). Results were expressed as frequencies of
DSG-specific 1gG-ASCs among total IgG-ASCs. The sensitivity and
specificity of our ELISPOT assay were estimated at 1 DSG-3—specific
ASC/10 total ASCs and 100%, respectively.

Statistical analysis

Data are presented as mean = SEM. Prism software (Graph Pad, San
Diego, CA) was used for statistical analysis. Statistical analysis was
performed by Fisher’s exact test to compare the frequencies of pa-
tients with DGS Abs between RTX and CS groups. The paired t-test
was performed to compare patients before and after treatment. For
multiple analyses, one-way ANOVA with Dunnett post-test or two-
way ANOVA with Sidak’s multiple comparisons test were used. A
P < 0.05 was considered significant for all analyses.
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Ce travail ancillaire de 1’étude Ritux 3 a tenté de comprendre i) les mécanismes régissant
I’efficacité exceptionnelle du RTX dans une maladies auto-immune médiée par des auto-anticorps
sécrétés par des cellules plasmocytaires non affectées par ce traitement et ii) comprendre et essayer
de trouver des moyens d’anticiper les rechutes afin d’aider les praticiens dans leur pratique.

Nous avons d’abord réussi a déterminer des facteurs prédictifs clinico-biologiques de
rechute précoce aprés RTX, facteurs désormais utilisés par les dermatologues afin d’ajouter une
perfusion de RTX au 6°™ mois de traitement et dont la validation en vie réelle est actuellement en
cours.

Un autre facteur de rechute précoce pourrait étre 1’augmentation des taux de BAFF
circulants. En effet, nous avons montré que ces rechutes précoces survenaient majoritairement au
6°™ mois, dans le laps de temps ou les LB autoréactifs réapparaissent et les taux circulants de
BAFF sont les plus ¢élevés. Cette hypothese est par ailleurs soutenue chez les patients CS, par la
corrélation entre I’activité clinique de la maladie et les taux circulants de BAFF. D’autre part, la
diversité des sous-classes d’IgG anti-DSG3 pourrait également jouer un rdle dans la
physiopathologie. Certes, nous avons confirmé la nette prédominance d’IgG4 et sa pathogénicité
in vitro en concordance avec les observations cliniques. Cependant, nous avons montré la présence
d’une asscociation a d’autres sous-classes dans plus d’1/4 des cas. De plus, la présence de sous-
classes d’anti-DSG3 autre que 1gG4, principalement 1’IgG3, était liée a un surrisque de rechute
précoce. Ceci était confirmé in vitro par le pouvoir pathogéne des IgG3 anti-DSG3 seuls, apres
¢épuration des IgG4, de sérums de patients au diagnostic. Ainsi, un score composite intégrant les
taux circulants de BAFF et la diversité des sous-classes anti-DSG3 pourrait permetttre d’affiner
un peu plus la détection des patients a risque de rechute précoce.

Par la suite, nous avons essay¢ d’expliquer les rémissions prolongées observées aprés RTX.
D’abord, nous nous sommes focalisés sur les LB auto-réactifs. L’analyse transcriptomique de 33
genes d’intérét a montré que le phénotype de ces LB était finalement peu mofifié par le RTX.
Cependant, I’analyse suggere tout de méme un réle potentiel de la cytokine pro-inflammatoire IL-
1B dans la pathogénicité du pemphigus. D’autre part, elle montre un impact de I'utilisation du RTX
sur la différentiation B autoréactive puisqu’aprés traitement, nous observions une diminution
d’expression transcriptomique et protéomique du marqueur mémoire CD27 ; ces observations ont
ainsi confirmé des précédents travaux de notre équipe suggérant un blocage de la maturation des
LB autoréactifs aprés RTX.

L’analyse des LT folliculaires, partenaires privéligiés des LB au sein des centres
germinatifs vont de pair avec les résultats précédents puisqu’elle montre un faible impact du RTX
sur la polarisation des Tth autoréactifs et I’émergence d’une large population de Tfr suractivés.
Ainsi, I’action de cette population nouvellement décrite pourrait expliquer le blocage prolongé de
la différentiation B observée et ainsi les rémissions prolongées.
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