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Abréviations

Ac : anticorps.

ADN : acide désoxyribonucléique.

ADNCc : acide désoxyribonucléique complémentaire.
Ag : Antigéne.

Ag PB180 :antigene de 180 kD.

Ag PB230 :antigene de 230 kD.

APC : antigen presenting cell.

APM : antigen presenting molecule.

ARN : acide ribonucléique.

COOH : la partie carboxy terminale de Ag PB180.
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité.
CML : cell mediated lympholysis.

DBAI : les dermatoses bulleuses auto-immunes.
DL IgA : la dermatose a IgA linéaire.

EBA : I'épidermolyse bulleuse anquise.

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay
(test avec un immunoadsorbant lié a une enzyme)
H-2 : histocompatibilité-2.

HD : hémidesmosome.

HLA : human leucocyte antigens.

HLAX : la région HLA élargie.

IEF : techniques biochimiques d'isoélectrofocalisation
Ig : immunoglobuline.

IL :interleukine

INF : interféron.

JDE : jonction dermo-épidermique.

Kb : kilobase

kD : kilodalton.

LD : Lamina densa.

LL : Lamina lucida.

NK : natural killer.



PCO : pemphigoide cicatriciel le oculaire.

OP : oral pemphigoide.

PB : pemphigoide bulleuse.

PC : pemphigoide cicatricielle.

PCR : polymérase chaine réaction.

PCR-SSP: polymerase chain reaction sequence specific prime
PG : La pemphigtde gravidique (herpés gestation).
RR : risque relatif.

TCR : récepteur des cellules T.

TGF : tumor grouth factor.

TM : la partie transmembranaire de Ag PB180.
TNF : tumor necrosis factor.

B2m : beta2-microglobuline.



Introduction

Les dermatoses bulleuses auto-immunes représemtentste groupe de maladies
acquises définies par I'existence de bulles cutaafeu muqueuses secondaires a la fixation
d'autoanticorps au niveau de protéines de struckeifa jonction dermo-épidermique ou de
composants transmembranaires des desmosomes amitrais clivages et une perte de
cohésion a ce niveau. La perte de I'adhésion iatatknocytaire entraine la formation de
bulles intraépidermiques et forme le groupe despbégus, alors que I'atteinte des protéines
de la jonction dermo-épidermique provoque la ctutsbn de bulles sous épidermiques
(groupe des pemphigoides, epidermolyse bulleusaéiscdermatite herpétiforme, dermatose
IgA linéaire).

Nous nous sommes intéressés aux pemphigoidesusesle(PB) et pemphigoides
cicatricielles (PC), deux affections qui impliguenhe réponse auto-immune contre la
protéine BP180. L'épitope reconnu par les autoarne anti BP180 est différent pour ces 2
maladies : dans la PB, ces autoanticorps sontédiricontre la partie transmembranaire
participant a la formation des hémidesmoses, @oesdans la PC les anticorps sont dirigés
contre la partie C terminale qui participe a larfation des fibrilles d’ancrage.

Ces deux affections surviennent chez les sujeés.a8gne association avec l'alléle
HLA DQB1*0301 a été montrée pour ces deux pathe®gauto-immunes dans les
populations caucasiennes, tant d’Ameérique du NorBuropéenne. Cette association laisse a
penser que les molécules HLA-DQ sont capables dsepter un peptide de la membrane
basale aux lymphocytes T, présentation qui serddé &dase de l'activation du systeme
immunitaire. Plusieurs études tendent a montrerlgsi€lones T autoréactifs jouent un réle
important dans ces maladies auto-immunes. Le mnait¢ de ces pathologies fait appel a des
immunosuppresseurs non spécifiques et une meilleorapréhension des mécanismes
cellulaires impligués dans ces pathologies pourp@tmettre une thérapeutique plus
spécifique, telle que l'utilisation de clone T aactif pour contrbler la production d’auto-

anticorps spécifique.



Lors de ce travail nous avons étudié I'implicatd®s molécules HLA de classe Il dans
la réponse auto-immune vis-a-vis de l'antigene EBP18& premiére partie de ce travail
présente une revue de la littérature sur le systimmsmplexe majeur d’histocompatibilité et
son association avec les maladies auto-immunesdetuxieme partie concerne les différentes
dermatoses bulleuses auto-immunes objectivées setamicorps les plus fréquemment

impliqués dans leur pathogénie.



LE SYSTEME HLA

1. Généralités

Le Complexe Majeur d'Histocompatibilité¢ (CMH), este série de génes qui codent
pour des molécules exprimées a la surface dedekt impliquées dans la reconnaissance
des antigenes par les lymphocytes T; ce nom nliedéie 'une de ses propriétés : la capacité
d'induire une forte réponse immunitaire allogénjqo@rticulierement lors de greffes ou de
transplantations. C'est cette propriété qui a étérigine de la découverte du CMH de la
souris (Histocompatibilité 2 : H-2) et de 'homnié_A).

Ce systeme a été initialement défini comme I'actiurejet de greffe ; il est évident que le
rejet de greffe n’est pas le role naturel de caggéeCette définition peut étre reconsidérée

avec les données actuelles de la génétique eintmulinologie.

Le systeme HLA est formé dune série de génes tétm@nt liés qui codent des
glycoprotéines. Les produits de ces genes peuveat definis comme l'ensemble des
molécules impliqguées dans la présentation de peptad récepteur des cellules T (TCR). La
définition génétique doit étre complétée par lardédn fonctionnelle du CMH, comme la
région chromosomique ou se trouvent les genes d@antr directement la structure et
I'expression des molécules présentatrices de demgi (APM). Les deux définitions se
complétent, mais doivent étre nuancées. Cetteitléfirconcerne les molécules directement
présentatrices de l'antigéne (APM), mais aussit@aumolécules pouvant contribuer a la
fonction de présentation.

Les génes et les produits du HLA sont répartidreis classes, I, Il et lll (Klein,
1977), selon leurs propriétés biochimiques, leuxpressions phénotypiques et leurs
fonctions.

Les produits de classe | (HLAI) sont des glycoprae composeées d'une chaine loua®
H) associée a Ia-2microglobuline 2m), et exprimées a la membrane de la presquetéotal
des cellules nuclées de l'organisme. lls présentepeptide endo-cellulaire aux lymphocytes

T CD8+CD4-. Certains produits apparentés sont fiésiclasse I-like.



Les produits de classe Il (HLA de classe Il) soes @lycoprotéines composées de deux
chaines alpha et béta, de distribution plus reg&eiexprimées a la membrane des
lymphocytes B, des monocytes, macrophages et dgshlycytes T activés. lls présentent un
peptide, provenant d'une protéine extracellulanmdoeytosée, aux lymphocytes T CD4+CD8-

1-1Historique :

C’est en 1936 que Peter Gorer découvrait le preamégene du CMH chez la souris
par agglutination des globules rouges, puis il démnadt & I'aide de greffes de tumeurs que cet
antigene jouait un réle important dans les phén@awmede compatibilité (ou histo
compatibilité). Par la suite, il a été rendu comgte les deux systemes, H2 et HLA, sont
contrlés par des genes relies avec les fonctioqmritantes dans le contrble de réponse
immunitaire.

En 1952, Dausset mettait en évidence le premiégearg d’histocompatibilité chez 'lhomme
par leucoagglutination : le sérum d’'un malade pahafusé entrainait une agglutination des
leucocytes de certains sujets, mais pas du don@eupremier antigene HLA fut appelé Mac
(du nom du malade). En 1958, Van Rood rapport@ktiéme fréquence des anticorps
antileucocytaires dans le sérum de femmes mulspdramplication de ce systéme dans les
greffes de rein est démontrée par Kissmeyer-NiedsetO66 : un rejet aigu du greffon survient
chez les receveurs qui ont développé des antichriges contre les antigenes receveurs.

La complexité de ce systéme allait conduire a lsenein place des 1964 de plusieurs centres
scientifiques pour étudier les genes et les predilitsystéeme CMH.

Le CMH est qualifié de complexe, parce qu'il estnposé d'un ensemble de génes
fonctionnant de maniere coordonnée. Il existe tBautintigenes d'histocompatibilité en
dehors du CMH. En effet méme lorsqu'une identit® G@&H est réalisée entre donneur et
receveur de greffe, celle-ci est rejetée (Cowstcat, 1956). Les autres loci sont qualifiés de
mineurs (Hmin), car le rejet de greffe est génénel® moins rapide qu'en cas
d'incompatibilité pour le CMH, et I'on ne détectespl'anticorps reconnaissant les antigenes
Hmin. Le qualificatif majeur du CMH est donc jusdifpar lintensité de la réponse

allogénique de greffe et par la présence d'anticarponnaissant les produits du CMH.



1.2 Les génes HLA

Le complexe majeur d’histocompatibilité de I'hnomrast une région du génome
localisée sur le bras court du chromosome 6 (6p2quB comporte de nombreux génes
impliqués dans la réponse immune. Cette régiorasgcterise par une forte densité de genes,
dont la caractéristique est le déséquilibre desdiaj les alleles de loci voisins étant transmis
en haplotype.
Classiqguement la région HLA s’étend sur 3,6Mb. Ré&oent, la région HLA a été étendue a
7,6 Mb car les séquences environnantes, en pagtiadlles situées en partie telomérique, ont
montré des genes semblables aux genes HLA. Decpligenes montrent un déséquilibre de
liaison avec les génes de la région HLA. Cettearégitendue présente un intérét dans les
recherches d’association HLA et maladie (Horbal., 2004).
Elle se subdivise en 3 régions: Classe I, Il letsuir la base de leurs caractéristiques
structurales, leurs propriétés biochimiques, ledpression phénotypique et de leurs

caractéristiques fonctionnelles.

A complexe HLA Humain
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Figure N° 1 : Carte simplifiee des génes de lao@¢iLA. HLA (http://www-
dsv.cea.fr/thema/hla2).

-les genes de classe | et les géenes de classeel-lika partie la plus télomérique mesure
environ 1600 Kb. Ces dernieres années, un grancdmouae genes a été identifié dans la
région de classe I. La cartographie actuelle cote®8 génes et comprend :
= les loci HLA-A, B et C dits classiques,
= les genes de classe Ib ou génes de classes lassigeles citons : E, F, G, H, J et 7.5
p/9p
= de nombreux pseudogenes.



La structure des genes de HLA classe |, orgaresémtrons et en exons, a pu étre
déterminée a partir du premier géne HLA séqueneg.genes HLA-A, B et C sont constitués
de 8 exons séparés par 7 introns. L'exon 1 codédaence signal, les exons 2, 3 et 4 codent
respectivement les domaines extracellulaires dedécule HLA,al, a2 eta3. L'exon 5
code la partie transmembranaire de la moléculelest exons 6, 7 et 8 la partie
intracytoplasmique.

Les genes de classe, Itentromériques, forment une famille homogene psfreinte
(une quinzaine chez I’'homme). Les génes de cldssmlent les chainasetp des molécules
HLA de classe I, les molécules TAP1 et TAP2, praétransporteuse de peptides et des
éléments du protéasome (gene LMP2 et LMP7). Cessgé&ont situés en position
centromérique du chromosome 6. lls comprennentipaement trois familles de génes :
DR, DP, DQ.

La région de classe Il contient 23 a 25 genes @audisgenes. Les genes DRA, DRB1,
DRB3, DRB4, DRB5, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1 sont fananels et produisent, selon les
haplotypes, les 4 ou 3 molécules de classe Il rdidy).
Les autres genes de classe Il sont soit des pseneedDRB2, DPA2, DPB2, DQB3) soit des
genes sans défaut apparent mais non transcrits 2DRAB?2). Les génes DOB et DNA sont
transcrits a un niveau faible dans les lymphocBtes

Les génes de classe Ill Outre les genes de classe | et Il, le CMH congee
nombreux genes codant des produits aussi diverteguefacteurs de nécrose des tumeurs »
TNFa et TNRB, les composants du complément C4, C2 et Bf, Essporteurs de peptides
TAP1 et TAP2, des protéines de choc thermiqgue HSBii® vanyl-tRNA synthétase, des
cytochromes P450. Malgré leur grande diversité, gaases sont pour la plupart impliqués

dans des phénoménes immunitaires.

1.3 - Les glycoprotéines HLA :

Les molécules HLA de classe | et 1l sont des glyot#nes qui appartiennent toutes les deux
a la superfamille des immunoglobulines. Les mokgsule classe | et Il sont constituées de
deux chaines qui forment a leur surface une fesgpatde de contenir un peptide. Néanmoins,
les molécules HLA de classe | et Il different peurltaille, leur composition et leur fonction.



1-3-1-Structure primaire et secondaire :

Les molécules HLA de classe lexprimées a la surface des cellules, sont de 55-60
kDa, composées d'une chaine lourde transmembra@irekDa) associée de fagcon non
covalente a une chaine légere (11.5 kDa) non giyées(Gereyet al., 1973), lap2-
microglobuline $2m) qui n’est pas implantée dans la membrane e@iul

La partie extra-membranaire de la chaine lourdepoota trois domainesdeux domaines
al eta2 qui s'associent pour former un sillon reposamtwsu feuillet p supportant deux
hélicesa , et un domaine 3 associé a Ig2m . Cette structure est le site de présentation du
peptide. L'ensemble de la molécule s'inscrit damgylindre de 7 nm de long et 4 a 5 nm de
diametre.
La chaine lourde H ou est composée de 348 acides amineés :

- 274 acides aminés pour la partie extracellulaire

- 27 acides aminés pour la région transmembrampireest riche en acides aminés

hydrophobes permettant 'ancrage solide de la mit#étans la membrane.

- 28 acides aminés pour la région intracellulaCette région possede des sites de

phosphorylation et constitue I'extrémité carboxyiarale de la molécule.
La B » microglobuline est un polypeptide de 99 acides asirson réle est de maintenir la
structure de la chaine alpha par des liaisons doiesi faibles et sans doute d’en permettre
I'expression extracellulaire.

Les molécules de HLA de classe Bont des glycoprotéines transmembranaires de 55-
60 kDa, composées de deux chaines associées genfagaovalente: une chaine lourde
(31-34 kDa) est plus glycosylée que la chaine BEg€26-29 kDa). La chaingest composée
d’'un domaine transmembranaire hydrophobe et un ohen@terminal intra-cytoplasmique.
Enfin, la molécule DR est glycosylée sur les asgpiaesa 78 (glycosylation riche en
mannose)al117 et319 (glycosylations complexes avec notamment du wssrdu fucose, de

I'acide sialique et de I'acétylglucosamine).
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Figure N° 2 : Représentation schématique des migle¢llA de classe | et de classe Il

HLA -A2 HLA-AG8 (Salteret al., 1990) classe Il

Figure N° 3 : Schémas des structures des moléklllAsde classe | et Il
(http://www-dsv.cea.fr/thema/hla2)



1-3-2-Structure tridimensionnelle :

La structure tridimensionnelle a été étudiée pamtatlographie et a été établie par
Bjorkman en 1985 sur une molécule HLA de clasgel(Bjorkmanet al., 1985).

La premiere structure tridimensionnelle d’'une moléae CMH Il résolue est celle de HLA-
DR1 (DRA*0101/DRB1*0101) complexé avec le peptideA H306-318 issu de
’hémagglutinine du virus de la grippe (Browehal., 1993 ; Sterret al., 1994). Depuis, les
structures tridimensionnelles de plusieurs autreoules de CMH 1l ont été résolues : trois
molécules humaines DRB1*0301 (Ghoathal. 1995), DRB1*0401 (Dessest al. 1997) et
DRB1*1501 (Smithet al. 1998Db).

Toutes les molécules de HLA de classe |l préséntee structure globale identique.
Chaque domaine2 etp2 se replie en deux feuillefsantiparalléles plissés a quatre et trois
brins qui sont associés en une structure en sahd@apar un pont disulfuren@: C107-C163,
B2: C117-C173). Ces deux domaines interagisseriepes feuillets3.

Les domainesl etfl, structurellement trés proches et symétriquesgéent en un feuillet

B antiparallele plissé a quatre brins, surmonté @’lemgue région en hélieed’'une trentaine

de résidus. Les feuillefs de ces deux domained etpl s’associent par liaisons hydrogene
pour former un unique feuilldt a huit brins, surmonté par les deux domaines diélaix.
Cette dimérisation crée un profond sillon entrehélicesa des domainegl etfl. Ce sillon

est le site fonctionnel de la molécule HLA de stall ou se fait la liaison des peptides.

Les domainesi2 et 2 sont des glycoprotéines transmembranaires coaro® parties :
extracellulaire, transmembranaire et intracytopigsen Chaque chaine comporte deux
domaines extracellulaires. Les zones polymorphed kxalisées dans les domaines N -
terminaux. La structure tridimensionnelle deséuoles de classe | est comparable a celle de
la molécule de classe Il ; elle fait apparaitre canagté entre les domaines eta, dont le fond

est un feuille plissé et les bords des hélieeCette cavité située au sommet de la molécule

a été identifiée comme un site de liaison des geptendogenes.

1-3-3-Expression cellulaire des produits :

Les molécules HLA s’expriment de faca@odominant. Alors que les molécules HLA de
classe | s’expriment de facon ubiquitaire, les rolés HLA de classe Il s’expriment sur un
nombre restreint de cellules. De plus I'expresgient étre modifiée par les secrétions de
cytokines et dans diverses situations pathologiques



1-3-4-Expression physiologique :

Les molécules de classe | sont exprimées surulpapl des cellules de I'organisme,
particulierement sur les lymphocytes et les macagpb. Leur densité est plus faible sur les
hépatocytes et tres faible ou nulle sur les érgiytas, les cellules du systeme nerveux central,
les épithéliums acinaires du pancréas et des giasalevaires, le trophoblaste et les cellules
embryonnaires au début du développement. L'exmmesau niveau des hépatocytes est
diversement appréciée. Si les molécules HLA-A eAHB sont exprimées de fagon similaire
a la surface des cellules, les produits HLA-C soains représentés (environ 10 fois moins).
Les cellules humaines homozygotes pour chaque Ibltus Il expriment trois ou quatre
molécules HLA de classe Il suivant leur haplotypR Dune ou deux molécules DR, une
molécule DQ et une molécule DP.

L’expression des molécules de classe Il est iestr@aux cellules présentatrices de
'antigene (APC) comme les lymphocytes B et leButes professionnelles présentatrices
telles que les macrophages, les cellules dendesidntersticielles, les cellules de Langerhans
de la peau (Colombani, 1993). Elles sont aussiiegas a la surface des mastocytes (Frandji
et al., 1993). Elles sont également présentes a la sudesdymphocytes T activés et des
précurseurs eérythrocytaires, granulocytaires etauogtaires. Pour les lymphocytes B et T,
I'expression du HLA de classe Il dépend respecteminile leur état de différenciation et de
leur état d’activation. En effet, seules les ceuB matures expriment les molécules de HLA
de classe Il a la difference des cellules immatuwesdes plasmocytes, alors que les
lymphocytes T doivent étre activés pour exprimer ro@lécules a leur surface.

Dans le thymus, les molécules HLA de classe Il saptimées sur les cellules épithéliales du
cortex et de la médulla ainsi que sur les celldlesdritiques d’origine hématopoiétique.
Enfin, certains tissus non lymphoides, comme ledo@@liums capillaires, de nombreux
épithéliums (langue, duodénum, épididyme, seichta...), les glomérules rénaux et la dure-
mere, expriment également les produits de classk semblerait que cette expression soit
constitutive. Néanmoins, cette expression peut @idite sur toutes les cellules de

I'organisme par différentes cytokines (IFN, TNE)...

1-3-5-L’assemblage

L’expression des molécules HLA de classe | etdit fintervenir I'assemblage.
L'assemblage de I&-2 microglobuline et de la chaine lourde est néiess |'expression

d'une molécule fonctionnelle a la surface des lelu



Les molécules HLA de classe | sont mobiles damsdenbrane cellulaire et elles peuvent étre
endocytées et recyclées a la surface de la cellule.

Le processing. Ces molécules suivent la voie classique de bib®ge des protéines
membranaires. Synthétisées dans le réticulum easlmidue (RE), elles traversent ensuite
I'appareil de Golgi puis elles sont dirigées varsnembrane plasmique par l'intermédiaire de

vésicules de sécréetion constitutives (Figure N° 4).

Les protéines antigéniques sont dégradées en psptdns le cytoplasme des cellules
présentatrices de l'antigéne (APC). Les peptideg sansportés du cytoplasme dans le
réticulum endoplasmique (RE) par des molécules piteadles génes RING 4 ou TAP 1
(Trowsdableet al.1990) et RING 11 ou TAP2 (Powes al, 1992). La dégradation du peptide
se poursuit dans la lumiére du RE pour aboutirsasgguences peptidiques de 8 a 9 acides
aminés.

Les peptides obtenus par dégradation des protéyieplasmiques sont transportés dans le
RE par le transporteur TARrénsporter associated with antigen processing) dont les deux
chaines (TAP1 et TAP2) sont codées dans le locus IHICe transporteur est localisé sur les
membranes du RE et du cis-Golgi. Il réalise ledpamt actif du cytoplasme vers le RE de
courts peptides qui se lieront aux molécules dsseld (Neefjest al, 1993). Les chaines
lourdes H et Ig3-2 microglobuline nouvellement synthétisées somuianément déposées
dans le RE avec la participation de molécules aoies (protéines p88). Peptide, chaine H
et B -2 microglobuline s'associent pour former un hatténere stable qui est transporté dans

I'appareil de Golgi puis a la surface de la cel(legenet al., 1992).

Les molécules de HLA de classe Il sont synthétisies le réticulum endoplasmique (RE)
ou elles s’associent en proportion stoechiométrayee des triméres de la chaine invariante
(1) (un dimereaB pour une molécule li), formant ainsi des nonaméressont exportés vers
'appareil de Golgi (Cresswekt al., 1992 et 1996). La chaine li est une glycoprotéine
membranaire, jouant un réle important dans la pit@sien de I'antigéne par les molécules de
CMH II. En effet, elle permet le bon repliementas molécules dans le RE en les stabilisant
puisqu’en son absence, la majorité des moléculetadse 1l s’agrege dans le RE et n’est pas
transportée vers I'appareil de Golgi (Vivikeal., 1993 ; Elliottet al., 1994). Elle facilite leur
transport du RE vers le Golgi puis vers les end@so(Viville et al., 1993 ; Elliottet al.,
1994) grace a des signaux d’adressage localisésldaggion cytoplasmique de la chaine i
(Pieterset al., 1993; Odorizzet al., 1994). Enfin, la chaine invariante empéche legdraent

des molécules de HLA de classe Il par les pepedesgenes présents dans le RE et le Golgi



(Rocheet al., 1992) et permet donc la séparation des voieg@keptation HLAde classe | et
HLA de classe Il (Teytormt al., 1990). La chaine li est progressivement dégradds les
endosomes a partir de son extrémité C-terminalénialen (Maricet al., 1994). Le mécanisme
de dégradation ménagée de la chaine li contrélem@&mne temps le transport intracellulaire
des molécules du HLA de classe Il et leur assariativec les peptides antigéniques. Il est
probable que dégradation de I'antigéne et captardgs molécules du HLA de classe Il ne
soient pas des phénomenes indépendants. En effeprdtéines partiellement dénaturées ou
dégradées peuvent interagir avec les moléculesLdedd classe Il (Runnela al., 1997) en
raison de l'ouverture des extrémités du sillon @ésdén des peptides. Sa dégradation se
poursuivrait par digestion autour de la région ¢gée par la molécule HLA (Derg al.,
1993). De fait, récemment, des complexes de 12@dDposés de deux molécules de HLA
de classe Il liees a un méme long fragment antigenont été identifiés (Castellired al.,
1998). De plus, il semble que deux types de modscde HLA de classe Il soient engagés

dans la présentation (Delvig et Robinson, 1998).

Modification de I'expression par les cytokines

L'expression des molécules HLA peut étre fortemangmentée par des cytokines
(interferonsa, B et y, TNFa, interleukine 4, GM-CSF) ou lors d'infections V&® Une
diminution de I'expression peut étre observée saragllules cancéreuses ou lors d'infections

virales.
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Figure N° 4: Schéma représentatif des différemtiapes aboutissant a I'expression des

molécules HLA & la membrane cellulaire (http://wwhex.cea.fr/thema/hla2).



2-Le polymorphisme HLA

Le systeme HLA est le systeme le plus polymorpleel'homme : un genest
considéré polymorphe lorsqu’il existe deux allelass la population avec une fréquence d’au
moins 0,01% (un gene polymorphe est un géne paueld’alléle le plus commun a une
fréquence supérieure a 1%, les autres étant adsirdildes anomalies). Le systeme HLA
constitue une véritable carte d'identité biologigue permet aux mécanismes de défense

immunitaire de reconnaitre le "soi" du "non-soi".

Le polymorphisme des molécules HLA a d’abord étéritipar des techniques sérologiques
(test de microlymphocytotoxicité complément dépenelaa I'aide d'allosérum initialement
décrit par Terasaki et Mc Clelland en 1964). Edlpportent une définition immunologique au
phénotypage HLA. Puis la connaissance du polymemphia été améliorée grace a des
techniques biochimiques d'isoélectrofocalisatioRF{l puis a des techniques cellulaires
(cytotoxicité a meédiation cellulaire, culture mix€ML : cell mediated lympholysis). Mais
c’est surtout le développement des techniguesaedie moléculaire qui a permis et permet
une bonne définition de ce polymorphisme. La teph@ide RFLP initialement décrite par J
Bidwell (Bidwell et al., 1988) a progressivement été remplacée par desitees utilisant la
réaction de polymerisation en chaine reaction (Pt€IRs que la « polymerase chain reaction
sequence specific primer » (PCR-SSP), et le séqgencrace a ces techniques et a la mise
en place de banques de données, il est actuellgrossible de connaitre les différents alleles

de chaque locus et la variabilité inter locus rimllele.

En raison de cette grande variéte, il a été nécesdatablir une nomenclature
internationale (Bodmeret al., 1992). Cette nomenclature s’est progressivememstndate

grace a des « workshops internationales » quiamuit a la WHO nomenclature.

HLA Class | HLA Class Il
Géne A B c DQA1l DQB1 DRB1
Alléles 414 708 210 | 28 66 413
Protéines 328 628 166 |21 51 348
Nulles 31 21 5 1 1 2

Tableau N ° 1 : Nombre d’alléles spécifiques coreru@005 pour chaque locus.
( www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.htinl




L’accumulation des données de séquences d’ADNest atides aminés a permis
d'établir le degré d'homologie entre les différdots et de comparer les différents alleles
d’'un locus. Combinée aux études de structure tedsionnelle, 'analyse des séquences a
permis de comprendre comment les différents acd@ses influencaient la structure et la

stabilité des différentes molécules HLA.

Degré de variabilité : La variabilité correspond au degré de différendeeetieux alléles (ou
molécules). Elle est mesurée par le pourcentagaudéotides (ou acides aminés) différents
entre les séquences considérés. La connaissanne ndimbre croissant de séquences
nucléotidiqgues permet de préciser les régions ceéss (domaine3 et2m) et variables
(domaineal, 02) de la molécule et de définir objectivement lesians de variabilité et de
polymorphisme de ces molécules.

Haplotype et déséquilibre de liaison Dans cette région du génome il existe peu @s sie
recombinaison. Aussi les genes voisins sont tram&msemble, et peuvent étre transmis en
bloc de génération en génération. Un haplotypeitdéoe combinaison d’alléles codés par
différents loci présents sur le méme chromosomefditude la transmission haplotypique,
certains alleles sont en déséquilibre de liaisas @séquilibres varient dans les différentes
ethnies, de méme que la fréquence des différdetesaatians celles-ci.

Localisation des sites polymorphiques Le polymorphisme des molécules HLA-A, B et Cw
est porté par la chaine lourde celui des molécules HLA-DR, DQ est localisé déms
domaine N-terminal des chaing&t en plusy pour le DQ.

Les domaine$2 m eta 3 sont conserves et les domaindset a2 sont variables avec des
régions de forte variabilité (résidus 9, 24, 41-85,82, de domainel et résidus 95-99, 114-
116, 152, 156, et 163 du domaia2). La molécule comporte 25% de résidus varialges,
seulement 7,3% des résidus sont hypervariablesgu@hmolécule est porteuse de douze a
une vingtaine de sites variables reconnus par dgsogps et éventuellement par les TCR
avec toutefois une préférence pour quinze résiduslénskyet al., 1991; Chiczt al., 1992;
Huntet al., 1992; Chiczt al., 1993).

Les régions de grande variabilité sont situéed'tsélicea du premier domaine et les feuillets
B des premiers et deuxiemes domaines. Le troisi@ameathe est conservé. Ainsi les régions
variables sont, elles, localisées prés du sitéaikoh avec le peptide et du site contact avec le
récepteur T.



La formation du complexe CMH-peptide met en jeu idsractions entre certaines chaines
latérales du peptide et les poches du sillon. loedea aminés du peptide ont été numérotés
par Stern (Steret al., 1994) en fonction de leur position par rapport paoghes du site de
liaison. Ainsi, le résidu en position P1 a sa cbduatérale enfouie dans la profonde poche
hydrophobe située a l'une des extrémités du sillas autres résidus enfouis, ou résidus
d’ancrage, sont en position P4, P6, P7 et P9. ésidus P2, P5 et P8 pointent vers le solvant.
Le résidu P3 présente une position intermédiaireag@e poche, en fonction de ses
caractéristiques (taille, hydrophobicité, charggcepte certaines chaines latérales et pas
d’autres, ce qui est a l'origine de la spécifideliaison des molécules de HLA de classe II.
Ainsi, dans la molécule HLA-DR1 (Stemt al., 1994; Rammenseat al., 1995), la profonde
poche hydrophobe en P1 montre une forte préférgmmue les résidus aromatiques et
aliphatiques, et constitue le principal détermindiaincrage du peptide. Plus petites, moins
profondes et moins hydrophobes, les poches PA&P6t P9 montrent des préférences moins
strictes : P4 accommode des chaines latéralesatitiples, P6 préfére les petits résidus et P9
les résidus hydrophobes. P7, dans la molécule HRA;Dne semble pas contribuer d’'une
facon importante a la spécificité de la moléculaube part, le réseau de liaisons hydrogéne
permet de maintenir le peptide en contact étro#gcale HLA. De plus, comme il est
indépendant de la séquence du peptide et du poprismne des molécules HLA, il permet
d’expliquer pourquoi une molécule HLA de classep#ut lier une grande diversité de

peptides différents (Figure N° 5).



Figure N° 5 : Carte épitopique des diverses spdigf HLA de classe Il ; les acides aminés
sont identifiés par un code et la figure montrerdseau de liaisons hydrogéne entre le

squelette du peptide et la molécule de HLA de eldisgttp://www-dsv.cea.fr/thema).



3-La fonction biologique des molécules de CMH

Les molécules de classe | présentent les antiganesellules T cytotoxiques pendant
gue les molécules de classe Il présentent les éstsy aux cellules T auxiliaires. Cette
spécificité reflete une autre difféerence, le typantigene présenté. Les molécules de classe |
présentent des peptides issus de la dégradation, legpaprotéasome, de protéines
cytoplasmiques «endogénes ». Pendant que les nedébel classe Il permettent aux cellules
professionnelles présentatrices de I'antigéne (AB@ Antigen Presenting Cells) comme les
cellules dendritiques, de présenter aux lymphocyt€D4+ des peptides issus de n’importe
guelle protéine extracytoplasmique qui peut se eotmer dans les compartiments
d’endocytose (Castellinet al., 1997 ; Germairet al., 1997) « exogenes». L'activation de
cellules T pourrait activer des cellules B pouoduire l'anticorps qui ménerait a la

destruction du pathogéne.

Bactérie
exogéne .
CMH-II CMH-I
Protéines 1 ICIEICItIdE Protéines
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bactérienne @CMH@
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intracellulaire irus @

endogéne

Figure N° 6 : Schéma représentatif de la fonctiea sholécules HLA de classe | et HLA de

classe |l



L'organisme humain est normalement tolérant vigsases propres peptides. Cette
tolérance est acquise au cours de la vie feetaldquas processus :
* L'un se déroule dans le thymus. C'est la délétitonale ou destruction des clones
lymphocytaires correspondant aux autoantigenes.
Les cellules souche d’origine médullaire se diffiéient en lymphocytes T dans le thymus.
Au cours de leur transit de la corticale vers lalati@dire, les lymphocytes T se multiplient et
réarrangent les genes de TéPR Au contact des cellules de I'épithélium thymigles
lymphocytes T capables de reconnaitre les moléchled du soi sont sélectionnés
positivement alors que ceux qui sont capables denraitre des peptides du soi présentées par
le HLA du soi sont sélectionnés négativement adambrdes cellules originaires de la moelle
osseuse. La différenciation des populations CD4@[28+ se fait par contact respectivement
avec les molécules HLA de classe Il et les molécHleA de classe I.
* L'autre processus se déroule a la périphériestCanergie clonale ou « information de ne

pas réagir » adressée aux clones lymphocytairgs/ants reconnaisable des autoantigenes.
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|Maturation de cellule T||I-Sélection Positive| |II-Sélection Négative |

Figure N° 7 : Représentation schématique de laaote centrale pendant la maturation de
thymocytes (Simmonads al., 2005).



Le role essentiel de molécules HLA concerne lamép immunitaire. Les molécules
HLA de classe | sont des molécules de restrictibpnlee reconnaissance pour la lyse des
cellules cibles par les lymphocytes T cytotoxiqye$C). Le LTC (CD8+) ne reconnait
'antigene étranger, a la surface d’'une cellulespngatrice d’antigéne, qu’en association avec
une molécule du CMH (Zingernagel et Doherty, 1979).
Donc les molécules HLA vont chercher les peptides @téfieur des cellules et les
transportent ensuite jusqu'a la membrane plasmigfire,de les mettre en contact avec le
récepteur antigénique des cellules T. Les moléddles de classe | sont spécialisées dans le
« ramassage » des peptides venus de l'intérieucalleges (autopeptides, peptides viraux),
auxquels elles se lient dans le réticulum endoptase Les molécules HLA de classe Il sont
spécialisées dans le « ramassage » des peptidas denl'extérieur des cellules (peptides
bactériens, parasitaires, alimentaires, médicaragpteauxquelles elles se lient dans les

vésicules de phagocytose (figure N° 8)

Cellule presentatrice d’antigene Lellule présentatrice d’antigene
b CPA b B
4 CMH classe TT ] 2 .- CMH classe I
CD4¥ ktPeptlﬂn CD8 -* DT Peptide
TCR
Cellule T Cellule T cytotoxique
CD4+ (CDi+)

Figure N° 8 : Schéma représentatif de la foncti@s dholécules HLA dans la réponse

immunitaire.



HLA et maladies auto-immunes :

L’implication de facteurs génétiques dans les adielauto-immunes a été suggérée par
'observation d’'une augmentation de la fréquencecds pathologies chez les jumeaux
homozygotes ou dizygotes par rapport a la fréqudans la population générale (30 a 70 % vs
5-10%). L’implication de facteurs geénétiques estosa renforcée par une plus grande
frequence de survenue de maladies auto-immunegphaslet variées dans la descendance de
malades atteints de maladie auto-immunes portéaliélds HLA associés a une maladie auto-
immune par rapport aux membres de la famille n'exant pas cet allele.

La premiére association de HLA et maladie a été&itdeen 1969 par KourilskyDepuis la
région HLA a été associee avec plus d’'une centdénmaladies (Stewaet al., 2004 ; Shiina

et al., 2004). Traditionnellement, la région HLA est calésée associée a une maladie si au
moins un alléle présente une fréquence signifieatent augmentée ou diminuée par rapport a
un groupe témoin. L’'analyse de la région HLA élar@iLAx) montre que 28% des 252 genes
traduits de la région HLAX peuvent étre associés rmaladies auto-immunes (Hortehal.,
2004).

Le degré d'implication du systeme HLA semble vadensidérablement d’'une maladie
a l'autre : ainsi I'association HLA avec le diabéitype 1 est fortement marquée alors qu’elle
est faible pour la sclérose en plaque. Il faut ngiee d’autres genes que ceux de la région
HLA peuvent étre impliqués dans ces pathologies.

La fréquence d’un antigéne HLA peut étre augmeds#ss la population malade par rapport a
celle observée dans la population témoin (alleso@sé), diminuée (alléle protecteur) ou
identique (alléle neutre).

L’existence d'un fort déséquilibre de liaison entes loci de la région HLA rend
souvent difficile I'identification des alléles assés a une maladie auto-immune. Cette
difficulté est encore accrue avec l'analyse de dgian HLA élargie. Ainsi, certaines
associations initialement décrites s’averent seames. Par exemple, le diabéete de type 1 a
initialement été décrit comme associé au locus HB,Apuis DRB1. Actuellement, le locus
DQB1 est considéré comme le locus conférant urueisgajeur mais en association avec les

genes DRB1, DQAL, les génes de classe lll, etldmnéHLA de classe | élargie.



Divers mécanismes peuvent contribuer a I'implicatio systeme HLA dans l'auto-immunité,
en particulier ceux impliguant la présentation pegtides a des lymphocytes T
- présentation de neo épitopes liés a des modifitapost transcriptionnelles :
- réaction croisée ou mimétisme moléculaire par desta infectieux
- modification de l'interaction peptide et poche
- modification de I'expression des molécules HaAa surface des cellules (Garrigto
al., 1997)
Présentation de neo épitopes liés a des modificat®post transcriptionnelles :

La majorité des protéines de mammiferes présente w@difications post
transcriptionnelles (MPT) qui peuvent conduire afdamation de néoantigenes. Diverses
modifications ont été rapportées : I'addition ou neodification d’acides aminés, des
modifications de la glycosylation, méthylation ouhogphorylations des protéines,
désamination ou citrullisation de la protéine, potyses extracellulaire. Ces modifications
peuvent étre induites par des enzymes ou surverfaigbn spontanée (Andertenal., 2004).
Ces néoantigenes pourront stimuler les lymphocyitegrace aux récepteurs T de forte
affinité. Pour exemple, les antigenes impliquéssdammaladie coeliaque sont des composants
du gluten de blé. La désamidation de la gliadine lpatransglutaminase stimule plus
fortement les clones de lymphocytes T cytotoxiqtA-DQ2 isolés a partir du tubes
digestifs de patients atteints de maladie coeliaqua désamidation d’'une seule glutamine
suffit & augmenter laffinité du peptide pour la léaule HLA-DQ2 (Arentz-Hansest al.,
2000).

Interaction peptide et poche :

Les alléles DRB1*03 sont frequemment associéspaitixologies auto-immunes (DID,
lupus, thyroidite.) alors que les alleles DRB1*0% an effet protecteur. Ces alleles different
par la présence d'arginine en positiBri4 de la poche de la molécule DR3 alors que la
molécule DR7 présente une glutamine a cette |@ataiis.

En effet, I'extréme diversité des produits desegéhlLA et le caractere quasi-
individuel de la combinaison des antigénes, expliques variations d'un individu a l'autre de
la réponse immunitaire. Qu'un individu posseéde ligdeadu systeme HLA qui lui permet, du
fait de sa constitution et de sa structure tridisn@melle, de présenter tel peptide étranger, il
sera donc répondeur, alors qu'un autre ne posspdarie méme alléle en sera incapable et
sera donc non-répondeur. Ceci est la conséquenpkéhomene de restriction et montre bien
que les molécules HLA servent de marqueurs d'itien@'est cette particularité qui est, sans

doute, a la base des différentes susceptibiligigiguelles a de nombreuses affections.



D’autre coté, il faut pas oublier gles maladies auto-immunes sont polyfactorielles i &
fréquence d'apparition d’'une maladie auto-immuneezchun jumeau monozygote est
fortement augmentée, cette fréqguence n’'est pas @@%».1 Ceci signifie que son
développement nécessite la conjonction de facigémsgtiques et de facteurs non génétiques,
tel que des facteurs environnementaux. Si on déganx la prévalence d'une maladie dans
une population donnée et pale pourcentage de concordance de l'affection Esepmeaux
vrais monozygotes, on constate que :

e yest nettement supérieuxace qui impligue I'existence de génes de susadbtgtib

* Yy reste nettement inférieur a 100 %, ce qui montre kg possession des genes de

susceptibilité ne suffit pas pour entrainer la migla

Pour expliquer une pénétrance incompléte, il faomcdfaire appel a des facteurs non
génetiques, tel que des facteurs issus de I'emeroent, qu’ils soient chimiques,

alimentaires, infectieux ou autres.

Donc l'association de maladies auto-immunes esyisteme HLA n’étant jamais
absolue, des criteres précis de significationsttgtie doivent étre respectés. L'association est
étudiée dans une population de sujets non appareatdportant des individus présentant la
pathologie étudiée et des individus témoins norméilne probabilité que I'association soit

due au hasard est calculée, ainsi que le risqafr@tR).



lll- Les systemes de cohésion de peau :

La cohésion de I'épiderme est principalement assysér les desmosomes qui
permettent 'adhésion des kératinocytes entre eupar des filaments et fibrilles d'ancrage,
les hémidesmosomes qui participent a la jonctiaoideepidermique (JDE) et assurent une

bonne adhésion entre I'épiderme et le derme scesija

1- Systemes de cohésion au sein de I'épiderme :

Au sein de I'épiderme, la cohésion inter kératimmicy est assurée par des complexes
multiprotéiques formés de protéines d'adhésion uéace (cellule adhésion molécules :
CAM) qui relient la surface des cellules et le sgoelette qui est un réseau de fibres,

egalement appelé lamina, qui parcourt le cytopladnseutient la celluledétermine sa forme

et permet I'ancrage des organigtsle certaines enzymeans le cytoplasme.

Les protéines transmembranaires appartenant anidefades cadhérines sont concentrées au
niveau des desmosomes et des jonctions d'adhér@gdmealczyket al., 1999 ; Garrodtt al.,
2004).

Le desmosomeest un systéme de jonction intercellulaire deshépums, il est également
présent dans le myocarde, I'arachnoide et la pre iMachetet al., 1994). Il représente le
premier complexe majeur d'adhésion des kératinscgtejoue un rble primordial dans le
maintien de la stabilité de I'architecture tiss@ldNorthet al., 1999), dans le développement
embryonnaire normal (Chemtjal, 2004) et dans les communications intercellulaibems la
peau humaine, la densité des desmosomes par raplaosurface des kératinocytes augmente
de la couche basale a la couche granuleuse oastllmaximale. Leur densité décroit ensuite

jusqu'a la superficie du stratum corneum. Le desmesest constitué de 2 parties :

- La plague desmosomale qui permet de relier lendeseme aux kératines du cytosquelette.
Elles est composée de protéines cytoplasmiquegiyonsylées tels que la plakoglobine, la

plakophiline et les desmoplakines | et .

- Le core, portion intercellulaire des desmosontesistitué de deux familles de protéines
glycosylées transmembranaires, appartenant a ldgréamille des cadhérines (Amagai,

199I): les desmogléines (1 et 3) et les desmoadl{i et 3) qui assurent, par l'intermédiaire



de leur domaine extracellulaire, I'ancrage intdutake. La fixation a la plaque desmosomale
cytoplasmique est, elle, assurée par son domadiree@ilulaire (Getsiost al., 2004).

Le deuxieme complexe majeur d'adhésion inter k&reytaire est constitué par les
jonctions d'adhérence(Nykvist et al, 2001 ; Perez-Morenet al, 2003) : les jonctions gap et
les jonctions serrées qui contribuent aux échanigésrcellulaires, et les jonctions
intermédiaires qui sont des complexes formés deé&atks (E-cadhérine « épithélium », P-
cadhérine « placenta » ) et de molécules cytoptpssi (plakoglobinep et B catenine,
vinculine) qui, en se liant au cytosquelette plagraj jouent un réle majeur dans le maintien
de la stratification épidermique.

Filaments de Kérafine Desmosome

o

11
E |
v

lame Basale hémidesmosome

Figure N° 9 :Distrubution des desmosomes et des hémidesmosoares lds cellules
épithéliales (Wilson et Hunt, 2004).



2- Systémes de cohésion entre le derme et I'épiderme :

L'adhérence dermo-epidermique est assurée au unidaame région complexe
d'environ 100 nanometre : la zone de la membrasald®&u jonction dermo-epidermique qui
est essentiellement constituée de molécules pesipbr les kératinocytes (collagénes,
glycoprotéines, protéoglycanes, protéines liantdkium) (Burgesoret al., 1997 ; Salmon
Her et al., 1998 ; Quondamatteat al., 2002). Les études moléculaires et génétiques des
dermatoses bulleuses auto-immunes (DBAI) ont dmmdr & la caractérisation des
constituants moléculaires de cette jonction derpidegmique, ainsi qu’a une meilleure
compréhension de leurs fonctions (Borradl, 1999 ; Zambrunet al, 1999) et a la mise
en évidence d'une association entre les altératiesshémidesmosomes et la survenue de
certaines DBAI (Borradorét al., 1996). Au cours de différentes pathologies affeictatte
structure, il a été démontré que le mode d'expyessriait selon le site touché au niveau de
ces hémidesmosomes qui assurent non seulemenédiadhentre la membrane basale
cytoplasmique des kératinocytes du derme et la mamabbasale sous jacente qui contient
des fibrilles d'ancrage, mais aussi un role magans la transmission des signaux de la
matrice extracellulaire vers le compartiment inéfadaire (Bernardet al., 1997 ; Borradoret
al., 1996 ; Eimplet al., 1996).

La microscopie électronique différencie plusieursuctures de la junction dermo-
épidermique qui sont de la superficie vers la prdéur :
= Les hémidesmosomes, qui sont répartis sur la memalplasmique du pdle basal des
kératinocytes, correspondent a une densificationeti® membrane. lls comprennent
une plaque dense intracytoplasmique dite plaqueidige sur laquelle convergent des
filaments intermédiaires de kératine ou tonofilatagta membrane cytoplasmique et
une ligne dense extracellulaire fine, parallel@ anembrane cytoplasmique dont elle

est séparée par un espace.

= La membrane basale épidermique constituée de ldafacida qui surmonte la
lamina densa. Elle est traversée par des filanttaterage plus visibles en regard des
hémidesmosomes. La lamina lucida ne serait pouainser qu'un espace virtuel
correspondant a un artefact de fixation (Chiaal., 1993). Les fibrilles d'ancrage sont
des structures curvilinéaires, avec une striatioorizbntale, qui naissent

perpendiculairement sous la lamina densa. Elleteisainent par endroits par des



structures dermiques appelées plaques d'ancradge.gHssocient a des microfibrilles

élastiques et a des fibres de collagene.

&— Couche Basale

BPAGL BPCP
BPAG2 BPPG,CP,LABD
abpd  CP
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Collagéne VII

Figure N° 10 : Structure schématique de la jonctiermo-épidermique d’aprés Zambruno
(Zambruncet al., 1999).

On y observe quatre étages distincts comprenartigduen bas)

-La membrane basale des kératinochi@saux avec leurs hémidesmosomes,

-La lamina lucida, espace clair aux électrons,ersée par les filaments d’ancrage,
- La lamina densa, zone dense aux électrons,

-La zone fibrillaire sous-basale, constituée essiement de fibres d’ancrage.

Les principaux composants des hémidesmosomes ket tembrane basale épidermique
individualisés sont des protéinegtoplasmiquesappartenant a la famille des plakines tels
que l'antigéne de la pemphigoide bulleuse 230 (B23P ou BPAg1) et la plectine qui vont
permettre de relier les filaments de kératine pldgue cytoplasmique des hémidesmosomes
(Favreet a.l, 2001).



o L’antigéne BP230(Ag BP230 ou BP Agl), reconnu par la majorité désums de
malades atteints de pemphigoide. Le gene codambtéine BP 230 est situé sur le
bras court du chromosome 6 en position 6p11-12 fivaikiet al., 2003). C'est une
protéine spécifique de la jonction dermo-épidermajdocalisée a la partie interne de
I'hémidesmosome au niveau de la plaque d'inserties filaments intermédiaires
(Ishiko, 1993). Elle est formée de deux domainebghires séparés par un domaine
central alpha hélicoidal. Le domaine globulairee@vtinal contiendrait des séquences
répétitives homologues a celles de la desmopakide k& plectine.

o La plectine, 'NFAP300 et l'antigene HD 1 (500 kDa) sont deslécules en
association étroite avec les filaments intermédgte kératine. Seul lI'antigene HD1

parait étre spécifique des hémidesmosomes.

Les filament intermédiares(Kératine) |
dans les cellules épithéliales

Figure N° 11 : Protéines de filaments intermédmidans les cellules épithéliales fortement

impliqués dans deux types de jonctions d'ancrage :
* le desmosome, interaction cellule-cellule

* |e hémi-desmosome, interaction cellule-lame basale



Des composantsansmembranaires:

o

L’antigene de la pemphigoide bulleuse 18(A¢ BP 180 ou BPAg2 aussi dénommeé
collagéne type XVII) qui traverse la lamina lucida contribue a la formation des
filaments d'ancrage (Van den Berghal., 2003) et l'integrinesfs qui jouent un role
crucial dans la formation des hémidesmosomes et Kateraction des kératinocytes
basaux avec les protéines de la membrane basale.

Les intégrinessont des récepteurs trans-membranaires hétéradimér L'intégrine
a6 B4 est constituée de la sous-uni€et de la sous-unifed. Elle se lie a la laminine-

1 mais possede une affinité plus forte pour la éme-5 (Niessert al., 1994). Cette
intégrine est indispensable a I'établissement dapbexes d'ancrage stables dans la
jonction dermo-épidermique. L'absence de domaempéche toute liaison avec les
laminines alors que sa portion extracellulaire perhiadhésion de l'intégrine avec le
domaine NC16A de I'AgBP180. La sous-unjtd joue un rble important dans
l'ancrage de l'intégrine a la plaque de I'némidesmm@ (Spinardikt al., 1995). Elle
posséde des similitudes avec le domaine cytoplaside I'AgBPI80O, ce qui suggére
un second site d'interaction entre ces molécules.

Les protéines intrinséques de la membrane bagatierénique sont constituées
d'éléments ubiquitaires et de composants ayanspéeificité tissulaire, parmi elles :
les lamininesqui sont des glycoprotéines non collagéniques rdadg taille et de
structure hétérotrimeérique. Elles sont composée3 deaines polypeptidiques et

Y, génétiguement distinctes. Les 3 sous-unités dejueh molécule de laminine
s'assemblent pour former une croix asymétrique osdgd'un bras long constitué des
extremités N-terminales des trois sous-unitésedtals bras courts constitués chacun
de l'extrémité C-teminale de chaque sous-unitéxiste 11 isoformes de laminine ;
seules deux ont été formellement identifiées damaémbrane basale épidermique: la
laminine-5 ¢3 B3 y2), et la laminine-6o3 Bl vl).

Le collagene IV est I'éléement structural le plus important des tmames basales. Il
constitue la charpente moléculaire de la laminasadeNon spécifique de la jonction
dermo-épidermique, le collagene IV est une macrémié formée de protomeéres
composeés de 3 chaines polypeptidiques.

Le nidogene ou entactineest une glycoprotéine dont le géne est situé sur |
chromosome 1943 (Foxt al., 1991 ; Mayeret al., 1995). Cette molécule est un

composant ubiquitaire des membranes basales,déaadsentiellement dans la lamina



densa et la partie basse de la lamina lucida dgrlation dermo-épidermique
(Horiguchiet al., 1989). Elle sert de liaison stable entre la tan&-6 et le collagene
V.

= Le collagene VIl est le composant principal des fibrilles d'ancr&mn géne est situé
sur le chromosome 3p21 (Payaral., 1989). Il est spécifique des membranes basales

de I'épiderme, des épithéliums de malpighie eadminée.

L'organisation supramoléculaire de la membranalbasst, elle, sous la dépendance
de deux réseaux : le premier formé autour des lagsn5 (précédemment connues comme
nicéine, kalinine ou épilegrine) et des lamininegub sont des glycoprotéines formées de 3
chainesd , B ety) qui participent a la formation des complexexncfages comprenant les
hémidesmosomes (qui interagissent avec l'integtBfie4 sur le versant épidermique), les
filaments et les fibrilles d'ancrages (dont le cos#® principal est le collagene VII qui
interagit avec la laminine 5 sur le versant derrejgite deuxiéme réseau est formé autour du

collagéne de type IV de la lamina densa.



IV - Dermatoses bulleuses auto-immunes :

Les dermatoses bulleuses auto-immunes constituergroupe de maladies acquises
caractériseées par I'existence d'auto-anticorps/opi se fixerin vivo au niveau de protéines
gui assurent la cohésion de I'épiderme. Cetteifimagntraine une altération de la fonction
adhésive de ces protéines, avec comme traductioigue majeure la formation de bulles
cutaneées.

Deux grands groupes doivent étre distingués seadotype de clivage, lequel dépend des
antigenes-cibles atteints par la réaction auto-imarnu
= Les dermatoses bulleuses auto-immunes intra-épigees caractérisées, par la perte
de cohésion des kératinocytes entre eux. Elledte@ésigénéralement de I'altération
des desmosomes par les auto-anticorps et ellegfimgroupe des pemphigus.
= Les dermatoses bulleuses auto-immunes sous-épglezsjicaractérisées par la perte
de I'adhésion entre le derme et I'épiderme. Eliesultent de l'atteinte de la jonction
dermo épidermique, le plus souvent du fait dedraltion d’'une de ses structures par

les auto-anticorps, par exemple 'hémidesmosome Bapemphigile bulleuse.

Dermatoses bulleuses auto- immunes sous-épidermicue

Ce groupe de pathologies est caractérisé clinignemar la présence de bulles, de
vésicules, d'érosions, de cicatrices, cutanées ogueuses, et histologiguement par un
clivage sous-épidermique. Sur le plan immunologiguest caractérisé par I'existence de
dépbtsin vivo d'anticorps anti-membrane basale, détectablesimenunofluorescence
directe, et par la présence inconstante d'autcap8 circulants dirigés contre les

déterminants antigéniques de la membrane basaéstéle par immunofluorescence indirecte.

Il s'agit d'un ensemble de pathologies qui compreta pemphigoide bulleuse (PB), la
pemphigoide cicatricielle (PC), I'épidermolyse bufie acquise (EBA), la pemphigoide
gestation (PG), la dermatose a IgA linéaire. Etlas un critére immunologique commun :
elles présentent toutes des dépots linéaires d’magiobuline G (IgG) de sous classe IgG1 et
lgG4 (Suzukiet al., 1992 ; Laffiteet al., 2001), et/ou de complément (C3, parfois C4 Cén),
parfois d'immunoglobuline A (IgA) le long de la zode la membrane basale de I'épiderme.
Ces pathologies different par leurs cibles antigges. Le diagnostic précis de chacune de ces
pathologies ne peut étre effectué que par la cotdtion des données cliniques,

morphologiques, et immunochimiques.



Pemphigdde bulleuse(PB):

C’est la plus fréguente des dermatoses bulleustsimmunes dont elle représente
70% des cas (Bernastlal., 1995). Elle touche surtout les sujet agés (ageemognviron 70
ans), et est exceptionnelle chez les enfants (fatdeet al., 1999) avec un mortalité estimée
de 11 a 30 % selon les séries (Bernetrdl., 1995 ; Roujeatet al., 1998 ; Colbertt al.,
2004).

Sur le plan morphologique, il existe des dépétedires d'lgG et/ou de C3 le long de la
membrane basale en immunofluorescence directepipaa$sociés a de I'lgA. En I'immuno
microscopie électronique directe, les dépots sontespble basal des kératinocytes basaux et
dans la lamina lucida (Proseb al., 1987). En immuno microscopie électronique inde&ec
les anticorps spécifiques se fixent sur le vergaetne des hémidesmosomes (Bedetra.,
1990) et notamment I'antigéne de la pemptdgobulleuse 230 (Ag PB 230 ou BPAg1) et
l'antigene de la pemphigoide bulleuse 180 (Ag PBABBPAQ2 aussi dénommé collagene
type XVII) (Arechaldeet al., 1999 ; Giudiceet al., 1992). Ces deux antigenes sont des

composants fondamentaux pour la cohésion derma#épidue.

Le domaine immunogénique dominant de la PB180 (PBI816A) reconnu par le sérum
des patients atteints de pemphigoide bulleuse djatent a la membrane plasmique des
hémidesmosomes (Zillikeret al., 1997 ; Doppet al, 1990). La démonstration du caractere
pathogene des anticorps anti-BP 180 a été apponis le souriceau nouveau né par une
étude de transfert passif d'anticorps de lapimégicontre la partie homologue chez la souris
de I'épitope immunodominant de I'Ag BP180 humainC{BA), ce transfert passif
reproduisant alors chez le souriceau les lésiongnigaks, histologiques et
immunopathologiques de la pemphigoide bulleuse éLal, 1993,1997, 2000 ; Sitamt al.,
2004).

La pemphigoide cicatricielle (PC)

C’est une affection caractérisée par latteinteec@le des muqueuses et la formation
ultérieure de cicatrices atrophiques. Elle toualméosit le sujet 4gé. Les lésions cutanées sont
inconstantes et souvent peu nombreuses (Thamals, 2000). Il existe des formes mono
symptomatiques avec I'atteinte d'une seule muqueasgmment buccale ou oculaire (Chan
et al., 2002 ; Bernardt al., 2004).



Sur le plan morphologique, il existe des dépétédires d'lgG et/ou de C3 le long de la
membrane basale en IFD, parfois associés a de I'lgA

En immunofluorescence directe, ces dépots immunt é&umais et irréguliers, situés a la fois

dans la partie basse de la lamina lucida et slart@ina densa (Bernaetial., 1990).

En I'immuno microscopie électrique indirecte, l&p@ts sont situés sur la lamina densa et
dans la lamina lucida, mais laissant toujours upaes clair sous la membrane des
kératinocytes basaux (Bedastal., 1991).

La détermination biochimique des protéines cibles é1é réalisée qu'en Western blot. Le
principal antigéne cible identifié est Ag BP 18(P@y2) au niveau NC16A, comme dans la
pemphigoide bulleuse (Lab#t al., 1986 ; Bernardt al., 1992 et al.; Schmidit al., 2001),
mais également au niveau de la partie C-terminaldamaine extracellulaire de la BP 180
(Nakataniet al., 1998 ; Hashimotet al., 1999 ; Leeet al., 2003). Les autres antigenes cibles
sont la laminine 5 (Lazarow al., 2001), la laminine 6 (Chaat al., 1997), le collagene VI

et la chaing4 de l'integrinansps4, essentiellement dans les atteintes oculairesefkerget al .,
2001 ; Bholet al., 2003).

La pemphigoide cicatricielle oculaire (PCO)est particulierement grave en raison du risque
principal de cécité. Le début de la maladie pew isidieux ou subaigu affectant, d’abord la
conjonctive puis la cornée. L'atteinte est lenteamgmogressive au stade précoce de la

maladie, cependant I'évolution ultérieure peut Etpéde et grave.

La classification de Tauber et Poster (Tauber eitd?p1992) permet de distinguer quatre
stades cliniques:
= Stade |: au début une conjonctive banale, érythéusat qui laisse secondairement
apparaitre une fibrose sous-conjonctivale entrdainan processus cicatriciel
destructeur créant brides, adhérences et synéchies
= Stade Il : une diminution de profondeur des culsae conjonctivaux inférieurs ou
supérieurs ;
= Stade Il : apparition de symblépharons (adhérgacgpiére globe oculaire) ;
= Stade IV : lorsque la fibrose devient totale (saedpartielle ou totale des bords
palpébraux).
Les Iésions cicatricielles sont en plus responsatblentropion et de trichiasis. Ce processus
évolutif peut s’accélérer de fagcon spontanée oe ééclenché par un traitement médical

(corticoides locaux), voire un acte chirurgical lsucornée ou la conjonctive.



La pemphigadide gravidique (herpés gestationnelle) (PG)

Elle touche entre 1/3000 et 1/50000 grossessak sgit d'une éruption bulleuse, non
cicatricielle, de la femme enceinte, assez semblaba PB. En immunofluorescence directe,
ces dépobts linéaires de C3 le long de la zone deelmbrane basale de I'épiderme, parfois
associés a de I'lgG (Kellst al., 1994).

Sur le plan biochimique, les antigénes cibles, iéauden Western blot et en
immunoprecipitation, sont les mémes que dans la P8y PB230 et surtout 'Ag PB180 et
notamment I'épitope NC16A (Lin et al., 1999 ; Sitat al., 2003) et la partie C-terminale de
BP 180 (Shimanovich, 2002).

L'épidermolyse bulleuse ancquise (EBA)

C’est une maladie trés rare qui débute habituelenaers 30-40 ans et réalise un tableau
clinique similaire aux épidermolyses bulleuses tiéages de type dystrophique. Elle est due
a l'existence d’auto-anticorps dirigés contre |#agene VII, constituant des fibres d’ancrage

de la jonction dermo-épidermique. Elle est exceptédle chez I'enfant.

Sur le plan morphologique, il existe des dépétedires d'lgG et/ou de C3 le long de la
membrane basale, parfois associés a de I'lgA. Enumofluorescence directe les dépots
d'immunoréactants sont situés sous la lamina luddat ils sont séparés par un espace clair
(Bedaneet al., 1991 ; Prostt al., 1989). En immunofluorescence indirecte, les anpso
spécifiques se fixent a la partie inférieure ddalamina densa, et dans la zone des fibres
d'ancrage (Bedaret al., 1991).

La caractérisation biochimique des protéines cildss identique en Western blot et en
immunoprécipitation : il s'agit de deux antigenes1dl5 kDa et 290 kDa, constituants du
procollagene VII (Woodleyt al., 1986).

La dermatose a IgA linéaire (DL IgA)

Elle se caractérise par une éruption bulleuse atmend'aspect trés variable, en peau normale
ou érythémateuse évoluant souvent chez I'enfantdtplocalisée a la partie inférieure du
tronc. Les bulles ont souvent un groupement hdgugie. L’association avec une
entéropathie au gluten, en régle asymptomathigse,@ins fréquente que la dermatite

herpétiforme.



Sur le plan morphologique, cette pathologie semdjae des autres par un critere histologique
formel : il existe, en immunofluorescence directe,dépdt linéaire exclusif d'IgA, le long de
la membrane basale.

En immunofluorescence directe, les dépdts d'lgAt smmtre la lamina densa, et sur la
membrane des kératinocytes basaux, prenant parfaspect bipolaire (Prostal., 1989).

Sur le plan biochimique, I'antigéne cible serai pnotéine de 97 kDa et 120 kDa,( Allgn

al., 2003)et les auto-anticorps reconnaissent des épitopksrdgion NC16A mais

egalement des épitopes proches de cette régior Zah, 1998 ; Zillikenset al., 1999) et la
partie C-terminale (Johet al., 1998 ; Rotet al., 2000).

Antigene et anticorps anti BP180 :

L’antigéne de 180 kD (AgBP180 ou BPAg2)est une glycoprotéine transmembranaire avec
une extrémité C-terminale contenant quinze domatadagéeniques et seize domaines non
collagéniques de longueurs variables (Giudeteal., 1992 ; Zillikenset al., 2002). La
pathogénicité des auto-anticorps anti BP 180 aé&blie sur modéle animal (Liet al.,
1993 ; Xuet al., 2004).

Le géne codant la protéine BP 180 est situé sbrde long du chromosome 10 (10924.3)
(Zillikens et al., 2001). L'extrémité N-terminale de la protéine séues dans

I'hnémidesmosome, la partie C-terminale est situsepartie inférieure de la lamina lucida et
participe a la formation des filaments d'ancragent les hémidesmosomes a la lamina

densa.
Cette protéine comporte plusieurs sites antigésique

Le site antigénique majeur de BP 180 est localiséuse région non collagénique juxta et
extra membranaire, de 73 acides aminés, appelé&AN(3iudiceet al., 1992). Cette région
NC16A a été découpée en plusieurs fragments danyjuinze a vingt acides aminés. La
partie la plus immunogéne du domaine NC16A esbléign adjacente a la membrane basale
des kératinocytes, qui est reconnue par 90 % demséles patients atteints de pemphigoide
bulleuse (Zillikenset al., 1997 ; Nakatanet al., 1998). Il a été montré que les sérums de
malades atteints de pemphigoide bulleuse ayantadtsanticorps dirigés contre BP 180
reconnaissaient des épitopes (de 10 a 20 acideggndifférents a l'intérieur de la région
NC16A (Zillikenset al., 1997). lls peuvent plus rarement reconnaitre deepgs mineurs de

la portion extracellulaire de BP180 en dehors deezion NC16A (Hateet al., 2000), en



général les anticorps contre la partie NC16 som$ fléquents que ceux contre la partie C-
terminale (Silket al., 2002 ).

Dans la pemphigoide cicatricielle, les auto-anpisadirigés contre BP 180 reconnaissent des
épitopes de la région NC16A mais également dedmméC-terminale 4575 (Balding al.,
1996 ; Bédanet al., 1997 ; Hirakcet al., 2003).

Les anticorps anti BP180 sont observés non seulfedens le sérum de patients
atteints de pemphigoides bulleuses, pemphigoidaricielle mais aussi de pemphigoide
gravidique, de dermatose a IgA linéaire et de hcplan pemphigoide (Zillikeret al., 1999).

La recherche d’auto-anticorps circulants dirigéstieml'antigene BP 180 a un double intérét :
= Intérét diagnostique (Olivry et al., 2000 : Kobayashet al., 2002) : lorsque les
anticorps circulants sont absents, il est parfaificde de faire le diagnostic
différentiel avec I'épidermolyse bulleuse acquisgeule l'immunomicroscopie
électronique directe peut alors faire la differenCependant cette technique est une
technique longue et colteuse et nécessite une eyemerience pour l'interprétation
des images. La mise au point d'une technique @uosilsle, rapide, reproductible et
indépendante de l'opérateur permettrait de sui@eolution du taux d'anticorps
circulants anti-BP180. Elle permettrait égalemeatfaire le diagnostic différenciel

avec I'épidermolyse bulleuse acquise lorsque be d&anticorps circulants est faible.

= |Interét pronostique : pour la prise en charge des malades puisquaube des auto-
anticorps circulants anti BP 180 a pu étre coreeléactivité de certaines maladies
comme PB (Schmidi al., 2000 ; Amoet al., 2001) et CP (Leverku al., 2002) .
La corrélation du taux d’anticorps anti BP180 NC1&Ade 'activité de la maladie n'a
été montrée que dans la pemphigoide bulleuse oautsanticorps circulants sont
détectés dans 70% des cas. Dans la pemphigoidiiciatke, les auto-anticorps
sériques sont détectés dans moins de 50% des &atesttaux faibles.
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Figure N° 12 : Structurede la protéine transmembranaire BP180 ou BPAgdr@geet al.,
1992 ; liuet al., 1995).

» Le peptide BP 180-NH2: De 488 a 585 aa

« constitue dans I’hémidesmosome

« comprend une patrtie intra cellulaire, la parti@srmembranaire et NC16A
* Le peptide BP180-COOH : De 1399 a 1530 aa

« constitue a la partie inférieure de la laminadaci




V- Implication du systéme HLA dans les dermatoses lieuses auto-immunes

L’association HLA et DBAI a été décrite aussi baans le groupe des pemphigus,
dermatoses bulleuses auto-immunes intra-épidermjque le groupe des pemphigoides,

dermatoses bulleuses auto-immunes sous-épidermiques

Immunogénétique et pemphigus :

Les études immunogénétiques ont été initiées lgsegujets d’origine juive en raison
de la forte incidence de cette pathologie dan® getpulation. Dans cette population, Kuffer,
a observé une fréquence plus élevée de l'alléle-HRA (split de A10), HLA-B13, HLA-
B38, HLA-DR4 (Kuffer, 1987). Ces associations sont la traduction d’wggreentation de la
frequence de I'haplotypes HLA-B38 DR4 DQ8 (Ahmetdal., 1991). Ces données ont été
confirmées par les résultats de typages en biologigculaire. Lombardi a montré que plus
de 90% de ces malades juifs ashkénazes posséddiaptotype HLA-DRB1*0402,
DQB1*0302. Dans d'autres groupes éthniques, conesejdponais, les alleles DR14 et
DQB1*0503 seraient plus fréquents. Les frequenacesD&RB1*0402, DRB1*1401 et de
DQB1*0503 étaient significativement plus imporesthez les italiens non juifs (Lombardi
etal ., 1996).

Delgado a distingué deux populations de pemphigugaire, chacune ayant son propre
marqueur : la premiére constituée des juifs astdemndont I'allele dominant serait HLA-DR4
et la seconde population regroupant les japonasshindous et ceux aux ancétres européens
non juifs ou l'allele DR14 prédominerait (Delgad®96). De plus, il a remarqué que l'alléle
DQB1*02 était en frequence moindre chez les maladegue ceux qui sont porteurs des
alleles DQB1*0302 et DQB1*0O503 pourraient étre dgdats a la production d'anticorps dans
le pemphigus vulgaire.

Immunogénétique et pemphigoide

Une association HLA et pemphigoide est décrite389Jpar Zaltas sur une cohorte de
70 patients atteint d’PCO : il observe une augniemtale la fréquence des alléles DR4 (43%
chez les patients, vs 18% dans le groupe contdp (PCO 41% vs 16%), DQw3 (57vs
31%) (Zaltaset al., 1989). Cette observation n’est pas confirmée mamihg (Venningt al.,
1989) sur une étude portant sur 16 patients de P&pparition des techniques de biologie

moléculaire permettra des 1991 a Il'équipe d’Ahmesl montrer que l'allele HLA-



DQB1*0301 confére une prédisposition génétiquettée caaladie (Ahmeet al., 1991). Cette
association sera confirmée dans les populationcas&nnes dans les pemphigoides
cicatricielles, avec atteintes oculaires, oralan@fjueuses par diverses équipes (Oyerah,
2006 ; Carrozzeat al., 2001 ; Drouett al., 1998 ; Charet al., 1997 ; Delgadet al., 1996 ;
Yuniset al., 1994 ). Ces études sont resumées dans le talfl€au n

Notre laboratoire a montré, sur une étude portamt 50 patients, que si I'haplotype
DRB1*1101 DQB1*0301 conférait une forte susceptidila la PC (24% vs 6,6% dans le
groupe contréle), I'hnaplotype DRB1*0701 DQB1*0202ad un effet protecteur (0% in CP vs
12,7 % dans le groupe control).

Une prédisposition conférée par HLA-DQB1*0301 alégeent été décrite en 1996
dans la pemphigoide bulleuse par Delgado (fréqué&i;7 % vs 16,1 % dans le groupe
control) (Delgado, 1996). Delgado a observé aussiaugmentation moins significative de la
frequence des alleles HLA-DQB1*0302,*0303, *0602)663). Il a suggéré que cette
association est liée a la présence de la séquaas@ades aminés en position 71-77 des
molécules HLA DQBL1. Ces associations n’ont pabgervées sur une étude portant sur 108
patients par Taylor (Taylogt al., 1993). Dans une étude anglaise de 58 BP, I'adsmtia
HLA DQB1*0301 n’est observée que dans la populatimasculine (Banfieldt al., 1998).
Aucune de ces études ne montre une associatioa kEntprésence d’auto anticorps anti
membrane basale et le systéeme HLA.

Une prédisposition des alléles a été décrite damdrds types de pemphigoide. Une
augmentation significative de I'haplotype HLA-B8 BRhez I'enfant est reconnue dans la
dermatose a IgA linéaire (DL IgA). Dans le Pempkidaliacé une augmentation de A26,
DR4 et de DRB1 (Moraest al., 1991) a été observé. Une association HLA-DR3 et BRté
décrite dans la pemphigoide gravidique (Shoreick., 1995).

lIs ont montré que les molécules HLA-DR et DQ paiant étre impliquées dans la
PC grace a leur aptitude a présenter des peptideséd de la protéine BP180 aux
lymphocytes T, en addition des modifications depfession des molécules HLA au niveau
de la conjonctive dans le PCO, qui pourraient gtmgliquées dans le développement de la
PC.

Cette prédisposition liée aux antigenes HLA dasspemphigoides peut s’expliquer
par la capacité des antigenes HLA de classe Ikimés a la surface de cellules présentatrices

d’antigenes, a activer les antigénes aux lymphacyteLe nombre de cellules de Langerhans



est augmenté dans I'épiderme des malades attemt®PBl (Nestor, 1987). Ces cellules
pourraient internaliser les protéines de la jomstielle que BP 180, et présenter ces peptides
aux lymphocytes T, pour générer une réponse immemeprésence des facteurs de
costimulation. La présence de clone T spécifiqu@Bel80 a été détectée chez des patients
atteints de PB (Liet al., 1999 ; Budingeet al., 1998). La protéine BP 180 est présente dans
le thymus. L’existence de pathologies auto-immuengant pour cible cette protéine laisse a
penser gu'’il existe une rupture de la toléranceavigs de BP 180.



Auteurs, Nombre de Phénotype HLA prédisposant a la Phénotype
année patients inclug maladie HLA
publication | dans I'étude protecteur
Zaltas et al., | 70 PCO DR4 43% patients ; 18% controles,
1989 DR5 41% patiepts ; 16% contréI(Aas,
DQw3 57% patients ; 31% contrdles
Venning et |32 PB Pas d’association est trouvée
al., 1989 16 : PC
Ahmedet al., | 20 PCO DQwW3 (p = 0,006), DQwyY,
1991 DQB1*0301(RR = 9,6)
Yunis et al.,, | 22 OP, 17 PCO| DQB1*0301, 38,6% OP (p = 0,0047
1994 vs 52,9% PCO (p = 0,0001)
DRB1*04 , *0101, DQA1*03 PCO ( p
=0,0001) vs OP (p = 0,0012)
Delgado et | 21 BP, DQB1*0301 (p = 0,005, p < 0,0001,|p
al., 1996 17 PCO, 22 OP| =0,001),
*0302,*0303, *0602, *0603 ( p = 0,01)
Chan et al., | 21 PC DQB1*0301 76% (16/21 PC) p < 0,005,
1997 11 PB Pas d’association est trouvée en BP
Drouetet al., | 25 PC DRB1*1101(24%) DQB1*0301(54%PRB1*0701
1998 RR =4,23 DQB1*0202
RR =0,19
Carrozzo et | 28 pemphigoide DQB1*0301 RR = 28,73
al., 2001
Oyamaet al., | 124 DQB1*0301,
2006 pemphigoide DRB1*04,
DRB1*11,

Tableau N° 2 : Récapitulatif des études HLA et peigpides.




Objectifs de travail:

Notre travail a porté sur deux aspects de I'impiica du systeme HLA dans les
pemphigoides bulleuses.
1. Le phénotype HLA influence- t-il la réponse humerahti BP 180 ?
2. Quel est l'effet des cytokines, impliquées dan<CIR sur I'expression des
molécules HLA de classe Il & la surface des cedlaomjonctivales ?

Le phénotype HLA influence-t-il la réeponse humoraleanti BP 180 ?

Les anticorps anti BP 180 sont observés dans letedoles formes de pemphigoides.
Cependant ces anticorps reconnaitraient des épitdf&rents dans les pemphigoides
bulleuses et cicatricielles.

Notre laboratoire a démontré dans notre populatimassociation HLA de classe Il avec les
2 formes les plus courantes de pemphigoides (Debaet 1998).

Nous nous sommes demandé si le phénotype HLA deeclades malades pouvait influencer
la réponse humorale vis-a-vis des anti BP 180. P&oondre a cette question, nous avons
développé un test ELISA vis-a-vis de 2 épitopedaderotéine BP 180. Puis nous avons
analysé la présence de ces anticorps en fonctighéootype HLA des patients par une étude
rétrospective.

Quel est l'effet des cytokines, impliquées dans IO, sur I'expression des molécules
HLA de classe Il a la surface des cellules conjonieales ?

La fibrose observée dans la PC serait en partieadaesécrétion de TGfk-Cette cytokine
diminue l'expression des molécules HLA de classeaul les cellules lymphoides. Notre
eéquipe a observé la présence d'une expression tezuhes HLA-DR et DQ sur les biopsies
de kératinocytes de patients atteints de pemphigaiitatricielles, alors que cette expression
est absente sur les biopsies de peau de sujets $Brlpuguet, 1999). Cette expression des
molécules HLA de classe Il nous parait contradietcavec les connaissances du role
immunomodulateur du TGB-sur I'expression des molécules HLA de classe dudNavons
analyséin vivo I'expression des molécules HLA sur les cellulegjanctivales de patients
atteints de PC par immunofluorescence sur des émgseoculaires. En paralléle, nous avons
comparé l'influence de 3 cytokines (IFNTNFo et TGF$) sur une lignée conjonctivale et

une lignée lymphoide.



MATERIELS ET METHODES

Matériel :

Sérums : Notre étude est une étude retrospective effeetnéutilisant les sérums de

sérotheque du service de dermatologie. Nous aviliis® uwles sérums de patients atteints de
pemphigoide bulleuse, de témoins positifs contedestauto-anticorps dirigés contre BP 180,
détectés par immunoblot sur extrait épidermiquejestémoins négatifs (sérums des sujets

sains ne contenant pas d’anticorps dirigés coatpedtéine BP 180 en immunoblot).
Recherche d’anticorps anti BP180

Les recherches d’anticorps anti BP180 ont été wffes sur des extraits de peau par la
et par la technigue d’ELISA, protocole que nousravdéveloppé. Nous avons pu établir des
tests ELISA spécifiques des parties carboxy terteif@OOH) et transmembranaire (TM) de

la protéine BP180 a l'aide de peptides de fusiandéveloppement de ce test était identique

pour les deux peptides COOH et TM.

Pour la production des peptides recombinants, adyir PCR codant le fragment d’intérét a
été amplifie & partir de 'ADN complémentaire (ADNobtenu par transcription inverse
d’ARN totaux extraits de kératinocytes, celluleppmxant la protéine BP180. Le produit
PCR est inséré dans un plasmide puis transféré Hsoigrichia coli (E.coli). Apres le
contr6le de linsertion du transcrit BP180 par sygpgage de 'ADN extrait des colonies
d’E.cali, la protéine de fusion est extraite des bacté&tigririfiée par un passage sur colonne
de chromatographie d’affinité.

A- Recherche d’anticorps anti BP180 par ELISA

1- Choix du vecteur et principe:

Nous avons choisi le plasmide pGEX-5X-1 pour proglies protéines de fusion. Ce systeme
utilise la Glutathion S-transférase (GST) pour pettre I'expression et la purification des
protéines recombinantes produites damsli. Le systeme est basé sur I'expression inductible

de fragments de génes fusionnés avec le gene de@fflliisant a la production de protéines



de fusion contenant la GST en N-terminal et le ideptd’intérét en C-terminal qui

s’accumulent en grande quantité dans le cytoplaieaeellules.

Les protéines fusionnées a la GST sont constraitemisérant un fragment de gene dans le
site de clonage du vecteur pGEX-5x-1 (AmershamRaeia). L'ADNc est amplifié par PCR
avec des amorces contenant des sites de restragmopriés de maniere a pouvoir cloner le
produit de PCR entre ces sites dans le vecteupm'ssion pGEX-5X-1, en phase avec la
séquence codant la glutathione S-transférase (@38Xpression est placée sous le controle
du promoteutac, induit par I'analogue du lactose isoprofyD thiogalactoside (IPTG). Le
produit de ce gene est une protéine répresseuregiai région de l'opérateur du promoteur
tac, empéchant I'expression de la protéine de fusioWabsence d’'IPTG. Ceci permet un
contrble trés fin de I'expression des protéinegmaainantes. La construction est insérée dans
une souche dE. coli mise au point pour I'expression de protéines répoamtes. Des essais
d'expression a petite échelle sont menés sur eelglizaines de clones, de facon a
sélectionner un clone présentant un bon rendenvant de passer a l'expression sur un grand
volume de culture bactérienne. Le culot bactérieh récupéré par centrifugation. Les
bactéries sont lysées et les protéines solublepééées a partir du surnageant. Le surnageant
est passé sur une colonne d'agarose-GSH, puipdavéliminer les protéines contaminantes,
pour enfin €luer la protéine de fusion. La puretéla préparation est examinée en SDS-

PAGE, et I'activité de la protéine recombinantevésifieée par un test approprié.

2- Préparation et contrble des inserts

2-1- Extraction des ARN m

L’ARNmM a été extrait soit a partir d’'une biopgie peau obtenu sur des résidus
opératoires et des cultures de kératinocytesidel'du kit 'Extract-alll (Amersham ) selon
les recommandations du fabricant. En résumeé, B0+h@ de peau ou 5-10 millions de
cellules sont lysées dans I'Extract-all. Apres hgemeisation, le produit est incubé a
température ambiante pendant 5 min, pour permattre compléte dissociation des
complexes nucléoprotéiques. Aprés addition de ofdome (20% du volume initial), le
meélange est agité vigoureusement pendant 15 sexquile laissé se reposer a température
ambiante pendant 2 a 3 minutes. L’homogénat edtitege a 12000g pendant 15 minutes a
4°C. Apres centrifugation 'hnomogénat est séparé@s phases: la phase inférieure phénol-
chloroforme rouge, l'interphase de couleur blarrehét la phase aqueuse supérieure qui est



incolore. Les ARNSs restent exclusivement dans lasphaqueuse alors que les ADN et les
protéines sont dans l'interphase et la phase ayganiLa phase aqueuse est transférée dans un
tube propre (sans RNase) et on rajoute 0,5 mlptig@nol pour 1 ml d'Extract-all utilisé
pour I'homogénéisation. Le mélange est laissé gpéemture ambiante pendant 5-10 min ;
apres une centrifugation a 12000g pendant 10 miiG les ARN forment un précipité
blanchatre au fond du tube. Le culot est lavé aleetéthanol a 75%, a raison de 1 ml pour 1
ml d'Extract-all utilisé, par centrifugation a 780pendant 5 min & 4°C. Finalement le culot
d'ARN est repris dans 50 pl d'eau stérile. L'ARMilt@xtrait doit faire 'objet d'un contrble
guantitatif qui s'effectue par mesure de densité&op au spectrophotometre a 260 nm :
Concentration de 'ARN =DO 260nm x facteur de tida (500) x 40 pg/ml.

Le produit de PCR
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Figure N° 13 : Schéma représentant le plasmide R&EX



2-2-Production d’ADNc par Transcription inverse (Transcription inverse :RT)
2-2-1-Principe de la transcription inverse

La transcription inverse permet la synthése du 8#DN complémentaire a un brin
d’ARN (messager ou non), aboutissant a la formatfame molécule hybride : ARN/ADN.
Cette synthése est réalisée a I'aide d’enzyme iextnaz certains virus et nécessite I'apport
d’'une amorce permettant linitiation (Oligo (dT)eXxameére ou amorce spécifique). Nous
avons utilisé comme amorce pour la transcriptioveige un Oligo(dT) qui permet une
hybridation uniquement sur la queue polyA a l'axité 3' des ARN messagers.
2-2-2-Protocole expérimental

Afin de générer des fragments d’ADN complémentaireple brin & partir des ARN
totaux, une transcription inverse est réalisée aledit « SuperScript™ 1l Reverse
Transcriptase ®» (Invitrogen). Dans un tube eppegndépourvu de nucléases, 1 ags
d’ARN total est ajouté a {il d’Oligo (dT) (500ug/ml), et le volume est complété alzavec
de l'eau distillée. Le mélange est chauffé a 7088dant 10 min et immédiatement placé dans
la glace pendant 2 min. Apres une bréve centrifagaton ajoute 4 pul du tampon
enzymatique (First Strand Buffer5X.) (Tris-HCI 250 mM pH 8,3, KCI 375 mM, MgCI2 15
mM) Ensuite, un mélange dep2 de DTT 0,1 M (Gibco) et @ de dNTP al0 mM chacun
(Pharmacia), est ajouté.
Le tube est chauffé a 42°C pendant 2 min et, agrés bien homogénéisé son conteny) 1
de SuperScript™ 1l Reverse Transcriptase (200 sin{tt0000U, soit 200U/ul, Gibco) est
ajouté en pipetant délicatement afin de bien délila totalité de I'enzyme et I'échantillon est
placé a 42°C pendant 50 a 90 min, température afgide I'activité de I'enzyme.
La réaction est inactivée en chauffant a 70°C pentfamin. A la fin de la manipulation,ud
(2 unités) de RNase H peut étre ajouté afin d'@lanitotalement les ARN résiduels.
L’échantillon est alors incubé a 37°C pendant 26 puis repris dans 2@ d’eau dépourvue

de RNases. Les ADNc peuvent étre conserves a —@ddrectement utilisés en PCR.
2-3-Amplification d’ADN par Réaction de Polymérisaton en Chaine (PCR)

2-3-1-Principe de la PCR

La méthode d'amplification par réaction de polyseiion en chaine (PCR) a été mise au
point par Saiki et collaborateurs (Sagkial., 1985). Elle permet la syntheése rapide et fidele de
copies multiples dun ADN dit « matriciel » a partd'un couple damorces

oligonucléotidiques spécifique de I'ADN a amplifiefADN contenant le segment a amplifier
est chauffé a une température supérieure a sa tetpe de dénaturation (94-95°C) en



présence des composants nécessaires a la réplic@ette température est maintenue entre
trente secondes et une minute. Elle est ensuitéss#iga a une valeur inférieure a la
température de dénaturation de I'amorce posséalgqniid faible température de dénaturation,
afin que les amorces puissent s’hybrider avec I'Al@Naturé; elle est maintenue entre trente
secondes et une minute. On augmente ensuite leétatope a 72°C. Cette température est
habituellement supérieure a la température de déxian des amorces, ce qui permet a la
polymérase de commencer I'élongation des amorced gue la température de I'élongation
ne soit atteinte. Le fragment synthétisé est alafisamment long pour que sa température
de dénaturation soit supérieure a 72 °C. La dueedlte étape varie en fonction de la
longueur de la séquence a amplifier.

Ces trois étapes (dénaturation, hybridation etggtan) constituent un « cycle» au cours
duquel la quantité d'ADN cible a doublé. Ces cyslast répétés entre trente et quarante fois
suivant la quantité de départ et la longueur dBNAcible.

2-3-2-Protocole expérimental

Les amplifications ont été réalisées sur un appBERKIN ELMER 9700.

Les amorces et les conditions de PCR sont résudadssle tableau N° 3

Amorce séquence Le programme PCR ( 30 Longueur
cycles)
Sens BP 180 COOHa parti de 4197) Dénaturation & 94C° 45 sec

5-GGG ATC CCC GCT GAC TTT GCT GGA GAT CTG-3
Anti-sens Bp 180 COOH
5-CGG GAA TTC CTT GCT GAT GCC GGG TGG-3'

Hybridation a 52C° 45 sec 393 bp
Elongation a 72C° 45 sec

Sens Bp 180 NH2(a parti de 1466) Dénaturation a 94C° 45 sec

5-GGG ATC CCC TGG TGC CCCTGC GGC TCC TGC-3' Hybridation a 54C® 45 sec 290bp

Anti-sens Bp 180 NH2 Elongation & 72C° 45 sec

5-CGG GAA TTC GAG CTC CTC CTG GCT GTC ACT-3'

Sens pGEX 5’-ceeecTeGCAAGCCACGTTTGGTG-3'| Dénaturation a 94C° 45 sec

Anti-sens pGEX 5'-
CGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’

Hybridation a 55C° 45 sec
Elongation a 72C° 45 sec




Sens Actine :TTCGTGGATGCCACAGGAC Dénaturation a 94C° 30sec

Anti-sens Actine : TACCTCATGAAGATCCTCA Hybridation & 55C° 45 sec 284 bp

Elongation a 72C° 30 sec

Tableau N° 3 : Les amorces et les programmeseésifiour les PCR

2-3-3-Contréle du produit de PCR sur un gel d’ageose :

Les fragments d’ADN peuvent étre séparés par élgletrése en gel d’agarose en
fonction de leur taille. La concentration en agarest adaptée en fonction de la taille des
fragments que I'on souhaite séparer.

L’agarose mélangé avec du tampon TAE (1X) (TrigateéoH 8,0 40 mM, EDTA 1 mM) ou
TBE (1X) (Tris-borate pH 8,0 89 mM, EDTA 2 mM) afissout par chauffage. Avant d’étre
coulé, du Bromure d’Ethidium (BET) a 0,bg/ml final, est ajouté pour permettre la
visualisation ultérieure des fragments d’ADN, elagant le gel aux ultra violets (UV) de 254
a 300 nm. Le tampon de charge est ajouté aux élbbasipour faciliter leur dép6t dans le gel
et pour permettre de suivre la migration.

Dans le cas ou le produit de PCR doit étre extdat'agarose apres la séparation
électrophorétique, la bande d'intérét est découpéaide d'un scalpel sur la table UV en
respectant quelques précautions particuliéresrdpreté du matériel électrophorétique pour

éviter toute contamination, une exposition limiggetemps aux UV.

3- Ligature de I'insert dans le plasmide :

3-1-Principe de la ligature

Une ligature peut étre effectuée soit avec deémmités franches soit avec des extrémités
cohésives. Le plasmide circulaire est clivé avee sgule ou plusieurs enzymes de restriction
pour produire un fragment d’ADN linéaire avec desr@mités franches ou cohésives. Ces
extrémités laissent toute possibilité au fragmensel replier sur lui-méme lors d’'une ligature.
Pour empéche le vecteur de se ligaturer sur lui-enéprés son traitement par I'enzyme de
restriction, une déphosphorylation est pratiqguae, emléve les groupements 5’ phosphate
nécessaires a la liaison avec les extrémités 3'raxytes. L’enzyme utilisée est la
phosphatase alcaline de crevette, SAP (Shrimp iAkaPhosphatase) (Promega). Puis
l'insert est ligaturé dans le plasmide.
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3-2-Protocole expérimental :

3-2-1-Protocole de digestion L’ADN a digérer par une enzyme de restrictionvéeteur et

les produits de PCR) est incubé en présence diapaota 10X adapté a I'enzyme et de la
guantité d'enzyme adéquate (on compte 1U d'enzyue b pg d'’ADN a digérer), le plus
généralement a 37°C pendant 2h a 4h. Lorsque tewreest ouvert avec une seule enzyme de
restriction, ses extrémités 5’ sont déphosphorylées

Pour présenter des extrémités compatibles, le weeteles produits de PCR a insérer sont

digérés avec des enzymes de restrictRam(HI et EcoRl).

Afin d’'insérer des sites de restriction aux extté&sidu fragment a cloner nous avons utilisé
des amorces contenant les sites de restrictioropppes en 5' (1 ou 2 bases supplémentaires
en 5' sont ajoutées aux amorces utilisées pouégeoles sites de restriction d'une éventuelle

activité exonucléasique deTaq polymérase.

Donc on a coupé I’ADN avec I'enzynteeoRl en premier et pour réaliser la seconde coupure
par 'enzymeBamHI (nécessitant un tampon différent lBeoRI) on a pratiqué une extraction

suivie d'une précipitation a I'éthanol en milieuAdd,3M pH 7,0.

Le résultat de la digestion enzymatique est coaitebldosé par I'électrophorése sur un gel

d’agarose.

3-2-2-Séparation et isolement d'un fragment d'ADN pr électrophorese :La totalité du
produit de digestion enzymatique est séparée pagration sur un gel d'agarose en présence
du témoin de masse moléculaire. Le fragment déht&eparé du reste du vecteur digéré, est
repéré grace au marqueur de masse moléculaira eeesupé avec l'agarose. La bande
d’intérét est purifiéale I'agarose a l'aide du kit « QIAquick Gel Extiact ® » (QIAGEN)
en respectant les consignes du fabricant. La badlagarose (400 mg au maximum) contenant

’ADN est dissoute a 50°C pendant 10 min dans ure tippendorf contenant 3 volumes de

tampon du kit pour un volume de gel (100 mgl00 ul). Aprés dissolution compléte de

'agarose, un volume d’isopropanol est ajouté. Léddamge est homogénéisé, puis déposé sur
une colonne Qiagen pour étre centrifugé pendaninlam 0000 x g. Ainsi 'ADN est adsorbé
sur la membrane de silice de la colonne. Apresva@gles en tampon PE, 'ADN est élué de
son support par addition de 30 d’eau ou de tampon EB, incubation pendant 5 min a
température ambiante et centrifugation pendantrilaniiO000 x g.



3-3-Ligatures de fragments d’ADN a extrémités cohéges dans le vecteur La ligature se
déroule dans un trés petit volume (D) et a basse température, de facon a faciliter le
rapprochement des extrémités cohésives de liretetity vecteur, et I'action de la T4-ADN
ligase. Cinquante a quatre cent nanogrammes dewsedigéré purifié sont mis en présence
d’'un exces d’insert digéré purifié (0,1gg)), dans du tampon de ligation (Tris-HCI 300 mM
pH 7,8, MgCI2 100 mM, DTT 100 mM, ATP 10mM), . de T4-DNA ligase (Promega),
gsp 20uL. La solution est incubée a 16°C dans un bainernaendant la nuit.

4-Production des peptides par les bactéries :

4-1 Souches bactériennes
Les bactéries utilisées comme hétes pour les vecsaunt :
= pour le clonage des fragment d’A0Bcoli TG1 SUpE hsdAS5 thiA(lac-proAB) ; F’
[traD36 proAB’laclq lacZAM15]).
= pour I'expression de protéirecoli JM 105 et BL21 (F-,ompT,hsd8(ms)gal)

Ces bactéries sont stockées a —80°C dans du gl@&¥ofinal. A partir de ce stock la souche
bactérienne est étalée sur une boite de milieunmuimi. Cette boite peut étre conservée

pendant 2 mois a 4°C.
4-2-Préparation de bactéries compétentes

Une préculture d'une colonie de TG1, JM105 ou BRLe2t réalisée pendant la nuit
dans 10 ml de milieu de Luria Bertani (LB) sousatgpn a 37°C. Cette préculture est diluée
au 1/100 dans du LB et agitée a 37°C jusqu'a userbance de 0,3-0,4 a 600 nm. La culture
est centrifugée (10 min, 5000xg), le culot bactégst récupéré puis resuspendue dans 1/10
du volume initial dans du TSS IX.

4-3-Transformation des bactéries par un plasmide
4-3-1-Principe

Le plasmide contient le gene de résistance a i@lhme, donc les bactéries sont
étalées sur des boites LBA, les clones ayant iatége construction plasmique sont donc
résistants a I'antibiotique de sélection, et I'lPadt comme inducteur du géne lacZ tandis
gue le X-Gal permet de mettre en évidence la poesefune activit§3-galactosidase en
donnant une réaction colorée.
Ces boites sont alors placées a I'étuve (37°Cujadtapparition de colonies de bactéries

ayant incorporé le plasmide (environ 7heures).



4-3-2-Protocole expérimental

Les plasmides contenant linsert (0,1 a 0,5 ug)t sjautés aux bactéries compétentes
décongelées, puis incubées sur la glace pendaat4D0min. Un choc thermique est ensuite
réalisé par chauffage a 42°C durant 2 min suivhd’'immersion dans la glace. Les bactéries
transformées sont alors étalées sur une boite liurgélosé (15 g d'agar pour 11 de milieu
LB).

4-4-Mise en culture de bactéries transformées

Les bactéries qui forment des colonies blanchesildoo de bactéries résistantes a
I'ampicilline, et ayant donc intégré un plasmidefjtsensemencées dans 1,5 ou 3 ml de LBA

fraichement préparé puis agitées 6 a 12h a 37°C.

4-5-Contrlle de l'insert

Les clones bactériens transformés avec la construBtGEX-5x-1 peuvent étre de
deux types selon I'orientation de I'insertion gene peut étre orienté dans le bon sens et donc
la traduction donnera la protéine de fusion, om blie géne est inséré dans le mauvais sens et
la traduction produira une protéine différent, as ple protéine du tout.
Cette discrimination est possible en réalisant peparations des plasmides des clones
bactériens résistants puis en découpant les plasnaidec des enzymes (Pst | pour la partie
TM et Pst | et Pvu | pour la partie COOH). Danschs ou l'orientation est bonne, des
fragments d’ADN des tailles différentes de la maseaorientation seront observés
L’insertion du fragment d’intérét dans le vectew bonne orientation est contrblée par

séquencage a l'aide des amorces spécifiques deuwect

4-5-1-Extraction de 'ADN plasmidique

4-5-1-1-Minipréparation d’ADN

Une colonie de bactérie est prélevée pour ino@itat. de milieu LB contenant I'antibiotique
de sélection. La culture est incubée a@pendant au moins 10 heures.

Les cellules sont alors centrifugées a 1400 rpndg@einl5 minutes a°€. Le culot bactérien
est placé a -80°C pendant 30 minutes, mis en ssgpedans 200L de TE contenant de la
RNase A et de la RNase T fLOnités/mL) et incubé & 3C pendant 10 minutes afin de

laisser agir les enzymes .



La solution de lyse (NaOH 0.1% et sodium dodécfdsellSDS 1%) est ajoutée aux cellules,
le mélange est homogénéisé puis placé sur glactaped0 minutes. 20AL d’'une solution
de neutralisation (acétate de potassium 3M) sootes.
Ce mélange est a nouveau incubé sur glace 10 reipuie centrifugé a 13 000 rpm pendant
15 minutes a 4C. Le surnageant est prélevé et 'ADN plasmidiqrecipité pendant 1 heure
a -80°C par l'ajout de 9Q@ d’éthanol absolu. L’ADN plasmidique est centriug 13 000
rpm pendant 10 minutes a@, I'éthanol est alors doucement retiré. Le culdiDN est lavée
par I'ajout de 50QL d’éthanol 70%, centrifugé a nouveau a 13 000 pgmdant 10 minutes a
4°C. Apres élimination de I'éthanol, le culot d’ADNteséché a température ambiante, puis
mis en suspension dansf&Ode TE.
4-5-1-2-Maxipréparation

Les bactéries transformées sont mises en culture $B0mL de milieu LB contenant
'antibiotique de sélection, pendant 12 a 20 hewe37C (en général une nuit). L’ADN
plasmidique est ensuite extrait a I'aide du kitggia conformément au protocole recommandé
par le fournisseur. Les culots d’ADN sont reprisgl®0QL de TE, la concentration d’ADN

est estimée par mesure au spectrophotométre (26G(prém une dilution au 1/250

4-5-2-Séquencage de I'ADN

Le séquencage est réalisé selon la méthode désxgitucléotides de Sanger (Sanger
et al.,, 1977) sur un séquenceur automatique. Le séquersmadait en deux étapes: la
premiere consiste en la synthése des fragments’'sibple brin (réalisée dans un appareil
PCR classique), la seconde réside dans l'analyseedefragments par électrophorése
capillaire sur un analyseur ABI Prism. Un mélanges@0 ng de plasmide et 10 ng d’amorcges
est dilué dans de I'eau qsplZ L’ADN matriciel est dénaturé par un cycle de gutes a
ébullition / 2,5 min sur glace. Au mélange dénatogt ajoutés 3uL du réactif «Big Dye®»
(Perkin Elmer) (contenant un mélange de déoxyntidiés / didéoxynucléotides fluorescents
/ polymérase), 3uL de tampon de réaction et deilggsp 15IL. Le tube de réaction est alors
soumis a une PCR de 25 cycles: dénaturatiotCM6 sec, hybridation B3C/5 sec et
polymérisation 60C/4 min. Les fragments d’ADN simple brin synthésisgont précipités
avec 8QL d’éthanol absolu ajouté au produit PCR. Aprésadigin au vortex, le mélange est
placé sur glace pendant 20 minutes puis centrifiigéninutes a 13 000 rpm & Le culot
est lavé par 150 d’éthanol a 70% et centrifugé 5 minutes a 13 8)@. Le culot est alors

séché a température ambiante et repris dapt #® formamide. L’ADN est dénaturé par



ébullition 2,5 minutes puis incubation sur glacé Binutes. Pour I'analyse, la réaction
dénaturée est transférée dans une plaque de ¥6dasiinée a étre placée dans I'appareil de
séquencage.

4-5-3-Analyse informatique de 'ADN L’alignement des séquences, la recherche des site
de coupures par les endonucléases de restriciorecherche de cadres ouverts de lecture
ainsi que la traduction en acides aminés des fratpn@ ADN ont été effectués par les
logiciels GeneJockey et DNA Strider. La comparaisorec les banques de données,
GenBank, EMBL, Swiss-prot a été réalisée avec leg@amme BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) fonctionnant sur le site wwebi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST. Les
alignements multiples de séquences nucléiques @gigues ont été effectués avec le

programme CLUSTALW disponible sue le site/w.infobiogen.fr/services/analyseq

5- Expression et purification des protéines de fush GST-PARL

5-1-Principe :

Quand les colonies spécifiques sont obtenues, Ukares de bactéries sont effectuées en
présence de substance facilitant la productioredepootéines de fusion, les protéines peuvent
étre purifiées a partir de lysats bactériens paormohtographie d’affinité utilisant du
gluthation. La GST a une tres forte affinité poaigluthation, ce qui va permettre la capture
des protéines de fusion GST ; les impuretés sexgpprimées par plusieurs lavages. Cette
phase de purification permet d’obtenir de tres desmuantités de protéine de fusion.
5-2-Protocole expérimental

Une préculture de la souche prétransformée aveeetteur d’expression dintérét est
ensemenceée dans 2-3 mL de LB-ampicilline. Aprébeires environ, la préculture est diluée
au 1/1000eme dans du LB-ampicilline et poursuivegp’a milieu de la phase exponeutielle
de croissance « DO 600 = 0,6-1,0 ». L'induction’depression de la protéine de fusion est
commenceée par ajout d’isoprofiib-thiogalactoside (IPTG, Roche) a 0.2 mM final. La
croissance est poursuivie pendant quatre heuneslgoculture est transférée dans des flacons
de 50 mL et centrifugée pour récupérer les culatsdriens.

Les culots bactériens sont lysés par 3 cycles dwéation-décongélation dans l'azote
liquide. Ensuite ils sont soigneusement resuspeddns un tampon de lyse puis laissés sur la
glace pendant 10 min. La solution est ensuite fegée a vitesse maximum pendant 15 min
pour faire culotter la fraction insoluble et sépal® surnageant contenant les protéines

solubles et donc les protéines recombinantes.



La purification est effectuée sur une colonne datahione SpharoséB (Amersham) en
respectant les recommandations du fabricant.

Purification de la protéin de fusion
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Figue N° 15 : Etapes de la purification de la prot@e de fusion



6- Contrble des peptides :

6-1-Contrdle quantitatif : Dosage des protéines, ntiéode de Bradford (1976).Apres
dialyse, les protéines sont dosées avec le rédetifBradford ® (Sigma-Aldrich) afin
d’estimer leur concentration. Une gamme étalon 84 BBovin Serum Albumin) variant de 0

a 8ug/ml est réalisée avec le tampon de dialyse (T@$50 mM pH 8, EDTA 10 mM, DTT

1 mM), dans un volume final de 1 ml. Les écham#lgrotéiques sont également dilués dans
le tampon de dialyse avant d’ajouter le réactiBdadford et de lire 'absorbance a 595 nm.
La concentration protéique de chaque essai esté@stpar rapport a la droite étalon obtenue
avec la gamme BSA, aprés élimination de la valeurd’absorbance du témoin blanc ne

contenant que du tampon de dialyse et du réacifrddford.

6-2-Contrdle qualitatif : La réactivité des peptides

L’'immunogénicité de chaque peptique est contrOlée SDS-PAGE, par le western blot et
par la production d’anticorps apres I'immunisatainn lapin par un peptide. Pour ce faire,
deux lapins sont immunisés apres injections sotmées de 1 mg de peptide dans lI'adjuvant
de Freund, soit 1 lapin pour chaque peptide selorpraotocole classique. La production

d’anticorps sera évaluée dans le sérum chaque senm&r immunoblot.

ELISA anti BP180
ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay): Les anticorps anti BP 180 ont été

recherchés dans le sérum de patient par une teshRigiSA en sandwich.
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la protéine de fesion

- af
Contrile positif conirile négatif

Figure N° 16 : Technique ELISA.



Protocole du test ELISA

Cent microlitres de protéines de fusion a 20 ngidnt déposés dans les puits de
plaques de microtitrations a fond plat (GST 96 +détection Module, Amercham). Chaque
sérum est testé en double : deux puits sont caatisla protéine de fusion et deux puits sont
coatés avec uniquement la protéine GST du vectnsg imsert permettant ainsi d'évaluer une
eventuelle fixation non spécifique des sérums ssirplaques, et un témoin négatif est aussi
effectué avec les sérums.

Apres lavages avec tampon PBS - 0,1% de Tween28utmmate (laveur labsysteme), tous
les puits sont saturés avec 200 ul de solutionBfe ¢dntenant 1% de BSA a 37 °C pendant
une heure. Apres une série de lavage, 100 pl densédilués au 1/100 en tampon PBS -
0,1% de Tween20 sont déposés dans chaque puitsubés pendant une heure a 37°C.
Apres une deuxieme série de lavage en PBS addiidaer®.1% de Tween20, chaque puits est
incubé avec un anticorps anti immunoglobuline hunaal’isotype IgG couplé a la

péroxydase dilué au 1/1000 dans PBS- de Tween2ddg®tumain® (Bio-RAD)

Aprées une heure d’'incubation a température ambjanhe deuxieme série de lavages
est effectuée. La réaction est révélée par l'apldiie 100 pl d’Ortho-Phényléne-Diamine
(OPD) (SIGMA), substrat enzymatique préparé extmapement (8 ml d'eau distillée + 1 mi
de tampon citrate 10X + 1 ml d'OPD + 10 ul #f). La coloration se développe a
température ambiante et a I'abri de la lumiéreréagtion est arrétée aprés 5-6 min par 30 pl
d'acide sulfuriqgue 8 N. La densité optique est kg un lecteur Elisa a 492 nm de longueur

d'onde.



B - Identification d’anticorps sérique anti peau par western blot
Principe :

Les protéines sont séparées selon leur poids maléx par électrophorese en SDS-
PAGE en gel d’acrylamide 5-12% (selon le poids muligire du peptide ou de la protéine).
La migration est contrélée par la présence de poioleculaire standard (Biorad) pendant 1h

30 sous un courant constant de 20 mA.

Apres la migration électrophorétique, les protéisest transférées de fagon active sur une
membrane Hybond-P (florure de polyvinylidene PVBR)ercham-pharmacia, Biotech) dans
un appareil de transfert semi-sec, et le tampdis@&test du (Tris 50mM, glycine 380 mM,
SDS 0,1%, méthanol 20%) pendant une heure souswrard de 200 mA.

Le transfert est contr6lé par la coloration au sympnceau de la nitrocellulose et par
coloration du gel d'acrylamide au bleu de Coomadssemembrane de nitrocellulose est
saturée en PBS —lait écrémé 5% pendant deux hautespérature ambiante a une nuit a
+4°C

Apres 10 min de lavage en PBS, la feuille de nélotose est incubée avec I'Ac

correspondant au peptide étudié, dilué en PBS 80007, pendant 2 heures a température
ambiante. La membrane est lavée 5 fois pendantid@mPBS-Tween 20, puis incubée avec
un anticorps secondaire couplé a la phosphataaénaldou a la péroxydase) (Immunotech)

pendant 1 heure a température ambiante.

Apres 5 lavages en PBS-Tween, la phosphataseracadit révélée par le 5-bromo-4-chloro-
3-indolyl phosphate (Sigma) dilué en tampon Tris K, NaCl 0,1 M et MgCI2 0,05 M en
présence de diméthyl formamide. Au bout de 30 niircdbation la réaction est arrétée par

lavage en eau bidistillée.

Western blot pour les protéines épidermiques

On transfere sur une membrane de nitrocelluloseptetgines extraites de peau puis on
découpe des bandelettes que I'on fait réagir &eérum des patients.

Préparation de I'extrait épidermique : (Bernardet al., 1990

Les échantillons de peau humaine normale provehadm la chirurgie plastique
(dermolipectomie, mammoplastie). La séparation deépidermique est obtenue par la
chaleur selon la méthode de Peterson (1984), a F@@lant 30 sec. Les protéines
épidermiques sont extraites dans le tampon d’eérasuivant : 65 mM de Tris HCL (Ph

6,8) contenant 2% de sodium dodécylsulfate (SD@ynM d'éthyléne diamine tétra-acétate



(EDTA), 2 mM de phényl méthyl sulfonyl fluoride (F3#) et 0,01 mg / ml d’inhibiteurs de
protéases : pepstatin, antipain, chymostatin,ustolgeptin (Sigma Chemical Co). L’'ensemble
est ensuite ultrasoniqué puis centrifugé (10 0Q0 &00 g), pendant 20 min. Le surnageant,
est recueilli, aliquoté et congelé a -30°C ou -70°C

Le SDS PAGE est réalisé selon la méthode de Laeamdiel acrylamide 5 %.

Les protéines sont transférées sur membrane deelitilose, comme décrit par Towbin en
1979 dans le tampon suivant : Tris 25mM, glycin@mi®, méthanol 20%. (Le transfert
s'effectue pendant 18 heures, a 30 volts.)

Réaction immunologique(Bernardet al., 1990) :

Aprés la saturation de la membrane 2 heures a tatopé ambiante, les bandes de
nitrocellulose sont découpées, puis incubées Zbeautempérature ambiante, dans le tampon
Tris/INaCI/BSA/TWEEN 20 (TTBS), avec les sérums adé@r. Ces sérums sont utilisés a la
dilution 1/106.

Apres 5 lavages dans le TTBS, une deuxieme incuibavec les anticorps monoclonaux
anti-sous-classes d'lgG est réalisée pendant ume lBetempérature ambiante. Aprés cing
lavages dans du TTBS, chaque bande est incubéamtamae heure a température ambiante

avec un anticorps anti-lg de souris, couplé a taxpelase, dilué au 1/480

La révélation s'effectue aprés cing lavages en TBBEis de trois lavages en Tris, avec le 3-
3-diaminobenzidine (DAB) a 0,5mg/ml dans du Tris IH& 100 mM (PH 7,4) contenant

0,01% d’ HO:2 ajoutée extemporanément .



Analyse de I'expression des molécules HLA sur legltules conjonctivales

L’analyse de I'expression de surface des moléculed a été effectuée sur une lignée
conjonctivale et sur des cellules conjonctivales padgients et de témoins recueillis par
immunoempreinte.
Lignées cellulaires
L’expression de surface des molécules HLA a étdiét sur une lignée conjonctivale Clone
1-5C-4, obtenue auprés de I'ATCC (réeféerence CCl220et comparée a I'expression des
molécules HLA sur la lignée LY-91, lignée dérivéaird lymphome de Burkitt (obtenue
auprés de M. Cogné, UMR CNRS 6101). La lignée amtijwale 1-5C-4, initialement
considérée comme dérivant de la conjonctive nornmsdenble dérivé de la lignée Hela.
Conditions de culture des lignées

Les cellules LY-91sont cultivées dans du milieu complet : RPMI 16@&lb¢o)
additionné de 2 mM de L-glutamine, et sérum de Vfeatal 10% (SVF) décomplémenté par
chauffage a 56°C pendant 30 min, i§0nL de pénicilline, 10@g/mL de streptomycine. Les
cellules sont maintenues en culture &33%ous 5% de CLet sous atmosphére humide.
Les cellules 1-5C-4 sont incubées en milieu 19¢ &8S de Hank (Sigma) additionné 0,68
mM glutamine, 0,35 g/l sodium bicarbonate et 10%séeim de veau foetal a°87sous 5%
de CQ. Pour les amplifier, elles sont lavées deux faiscadu PBS 1x, détachées de leur
support par I'action de Trypsine pendant enviranibutes a température ambiante. L’action
de la Trypsine est arrétée par du milieu compést,cellules ainsi détachées sont centrifugées
a 1200 rpm pendant 8 minutes. Elles sont ensuitesnen suspension dans du milieu
complet, pour étre réparties sur des boites dareult
La viabilité cellulaire est alors contrdlée partest d’exclusion au bleu trypan. Le colorant a
0,25 % (p/v dans l'eau distillée) est ajouté aaliquote de la suspension cellulaire. Le
nombre de cellules mortes (colorées en bleu) paniutle milieu est déterminé par comptage
sur une lame de Malassez. Un volume de la suspensitulaire lavée est transféré dans du
milieu de culture neuf, préchauffé & 37°C, afinndemencer chaque lignée a 2,5 X 10
cellules par ml de milieu.
Les lignées & une concentration ajustéeudé] 10 ° cellules par ml, ont été cultivées en
absence et en présence de différentes concentatitiiNy (R&D) avec ou sans TNF
(R&D) et TGH31 (R&D). Apres 24, 48 et 72 heures d’incubationcalge(ou les) cytokine(s)
correspondante(s) I'expression de surface des mleletiLA de classe | et Il a été analysée

en cytométrie de flux. Pour I'analyse en cytomédigeflux, les cellules prélevées sont lavées



deux fois (200 g, 5 minutes a 4°C) dans du PB&fét mises en suspension dans 500 ul de
PBS-1% paraformaldéhyde.

Réalisation des Immuno-empreintes ( Pisellet al.,2000)

Deux morceaux de membrane de nitrocellulose (filliee polythersulfone®, 0,2 pum
d’épaisseur et 13 mm de diameétre, Gelman sciersceg)appliqués sur la cornée au niveaux
du bulbe conjonctival (région conjonctivale) pasphtalmologiste. Immédiatement aprées le
contact, la membrane est plongée dans un tubdestémtenant 1,5ml de PBS froid (tube
Falcon de 15 ml). Les tubes sont conservés a +4€tfuja I'isolement des cellules qui est
effectué dans les 24 heures apres le prélevement.rBcupérer les cellules conjonctivales,
on ajoute directement dans le tube qui contientdanbrane, 4 ml de PBS albumine 1%.

Le tube est mis sous agitation douce pendant 30pois centrifugé a 400 g pendant 5 min.
Sur le culot cellulaire sont ajoutés 500 pl de RPMIsuspension cellulaire est comptée sur
une lame de Malassez. Seuls les échantillons camtgrius de 3000 cellules sont conservés

pour I'analyse par cytométrie en flux.

Marquage direct des molécules HLA 100 pl de cellules sont incubés en présence dé 20 p
d’'un anticorps anti HLA ou d’un contréle isotypiqaeuplé a la fluorescéine FITC pendant
30 minutes a 4°C a l'abri de lumiére (Tableau N°Afrés deux lavages en PBS, les cellules
sont reprises dans 300ul PBS-PFA 1 % et conseraé®bscurité jusqu'a l'analyse par

cytométrie en flux.

Epitope Clone Isotype

Control iso-type | | MOPC-21 IgG,1k de souris
AC anti HLA-ABC | G46-2,6 lgG,1k de souris
Humain

Control iso-type 1l | G155-178 lgG2a,k de souris
AC anti HLA-DR | G46,6(L243) |1gG2a,k de souris

Humain
AC anti HLA-DQ | TU169 IgG2a,k de souris
Humain
AC anti| CAM5,2 lgG, 2, de souris

cytokeratine

Tableau N° 4 : Liste des anticorps utilisesyiométrie en flux.



Analyse en cytométrie de flux

L'analyse en cytométrie de flux a été réaliséeaidd' d'un analyseur XL (Coulter)
équipé de laser Argon de 15mW émettant une lundi&pecitation a 488nm. Le filtre bande-
passe pour la fluorescéine était de 530nm. La demance verte était analysée en mode
logarithmique sur des cellules fenétrées sur uagcgmme biparamétrique associe taille et
structure. L'analyse portait sur 5000 cellules ptas lignées cellulaires et au moins 1000

cellules pour les cellules conjonctivales obterpesmmuno-empreinte.

Analyse immunogénétique :
L’analyse des typages HLA a été effectuée partderktoire HLA, CHU de Limoges dans le
cadre du bilan d’exploration immunologique des peigpides bulleuses.

Extraction d’ADN génomique eucaryote

L’ADN a été extrait par la méthode sali(Miller et al., 1988) a partir de 500 pl de
sang total ou de biopsies cutanées. Apres additoh ml de tampon de lyse (Sucrose 0,3M,
Tris Hcl 10mM pH 7,5, MgCk 10%, Triton 100X), les échantillons sont agitésspui
centrifugés pendant 2 minutes a 13000g. Le culilage est lavé 2 fois en eau bi distillée,
puis suspendu dans 360 pl de tampon d’extractiorienant de la protéinase K et incubé
pendant 30 mn a 56°C. 100 pl de NaCl 6M sont agouA@rés une agitation vigoureuse, le
tube est centrifugé pendant 5 mn a 13000 g. Leagiamt est transféré dans un tube propre.
L’ADN est précipité par addition d’1 ml d’éthanol 3%. Le culot d’ADN, récupéré par
centrifugation, est dissout dans 50 a 200ul de ¢emfE (Tris-HClI 1.0mM PH 8,0, EDTA
1mM).

Typage HLA générique et allélique :

Les typages DRB1 et DQB1 génériques ou allélignaeda technique de PCR-SSP
(polymérase chaine réaction séquence spécifiqoeepyidécrite par Olerup (Olergpal .,
1993), a lI'aide de Kit du commerce et en respedentonditions recommandées par les
fabricant. Les alléles ont été assignés en respdataomenclature internationale WHO de
2000 (Olerupet al.,1993 ; Bodmeet al.,1997).

5- Analyse statistique

L’analyse informatique a été effectuée a l'aide Idgiciel Statview. La distribution de

fréquence entre des échantillons a été effectuééepast de Chi2 ; p est significatif g% >



3,74. Les comparaisons des expressions de swifacdé effectuées par le calcul des écarts

moyens (test t), avec des séries appariées.

Annexes tampons

Milieux de culture pour bactéries :

Milieu minimum (MM) : MgSQ, 1mM, thiamine HCL 1mM, CaGI0,1mM, glucose
1,1mM, agar 15g/l dans une solution de sels M9 (INRQ24 0,6%, NH4CI 0,1%, KHPO,
0,3%, NaCl  0,05%.

Milieu LB : NaCl 1%, Bactotryptone 1%, Extrait autolytiqueleeure 0,5%, pH ajusté a 7,4
avec NaOH 10 N.

LBA : Milieu LB + Ampicilline (50ug/ml).

TSS 1X:( milieu LB sans antibiotique, PEG 10%,DMSO 5%g30: 20-50 mM,pH final
6,5).

Solutions stock :

TE : Tris-HCI 10mM PH 8,0, EDTA 1mM.

STET : sucrose 8%, tritonX 5%, MADTA 50mM, Tris 50mM pH 8,0.
X-Gal 10% : 1g de X-Gal dans 10ml de diméthylformamide.

IPTG 10% : 1g d’ IPTG dans 10ml d’eau.

Solutions stocks pour sds-page :

Ammonium Persulfate 10%:1 g de dans 10 ml d’eau

Tris Hcl 1M, pH 8,8 :: 24,23 g de Tris dans 200 ml d’eau .
Tris Hcl 1M ,pH 6,8 : 28,24 g de Tris HCL ou 3,88 g de Tris base dabsald’eau

Acrylamide Stock 45% : 18g de Acrylamide, 0, 48 g de NN’ Bisacrylamide sla® ml

d'eau
SDS 10%

Tampons pour électrophorése :

TBE 1X : Tris 50mM, acide borique 50mM, EDTA 1,25mM.



TAE 1X : Tris 40mM, acétate de sodium 20mM, EDTA:NaM ; ajusté a pH 7,2 avec de
I'acide acétique.

Tampon de charge pour I'ADN: bleu de bromophénol 2,5%, xyléne cyanol 0,25%sahn
glycérol (40% initial). Ou Rouge de Crésol a 2.2/migglycérol 40%.

Tampon TE : TrisHCL 10 mM, EDTA 1 mM, pH=8.

Tampon pour ELISA :

PBS 1X: tampon phosphate 0,01 M pH 7,4, Na Cl 0,15M

Tampon de lavage PBS-TWEEN a 0,1% ajouter 1 ml de Tween dans 11 de tampon PBS.
Tampon de saturation et de dilution: PBS-TWEEN 0,1%

Tampon CITRATE 10 X : Pour la préparation de 100 ml de la solution 1PM 6 :
10,149 de NaH2PO4 + 3,57g de Acide Citrique.

OPD 10 X, Ortho-Phénylene-Diamine (de SIGMA), p&00 ml : 1,08 g d’OPD +10 ml de
tampon citrate 10X.



Résultats :

Anti BP 180 et HLA

1- Validation des peptides de synthese :

= Les peptides NH2 (de 488 a 585 aa) et CO@&11399 a 1530 aa) obtenus
(tableau N3) ont été validés apres la purificapan:

= SDS-PAGE en gel d’acrylamide qui montre la présetesbandes d’intérét
pour les 2 peptides de45 k D.

= Western blot, en effectuant une révélation a €aié I'anti corps Anti GST-
HRP (Amersham) (figure N°19) : apres la purificatiseule une bande de
taille correspondant a la taille espérée est ptésen

= Immunisation des lapins : un lapin a été immuneséghaque peptide.

45 k Da—

A B A B
PeptidelN Peptide COOH

45 k Da—> J

NH2 COOH

Figure N° 17 : Contréle de synthése des peptidd3S page des peptides NH2 et COOH
apres la purification (colonne A) et avant la pgadfion (colonne B), et Western blot apres la

purification.



2- Comparaisons de la détection des anticorps anti BP8Q par la technique de

ELISA et la technique de Western blot sur les séms de patients:

Détermination du seuil de positivité des tests ELIS :

- Pour établir le seuil de positivité, nous avonsefié I'analyse des sérums de 60
donneurs sains, indemnes de pathologie dermateiegifja recherche d’anticorps
sérique anti peptide COOH ou NH2 a été considépgsgtive si la difféerence de
densité optique du test et du témoin négatif de ,G&dit supérieure de 2 fois les
écarts types avec un intervalle de confiance de. @89moyenne des DO était 0,124 +
0,071 pour le peptide NH2 et 0,052 + 0,037 poundptide COOH.

Graphe en boites

,25

’ L]
2
115 7
1
,05 1
0

-,05

NH2 COOH

Figure N° 18 : Calcul du seuil de sensibilité : Bigd optigue moyenne obtenue par technique
ELISA avec les peptides NH2 et COOH par analysesdeums de 60 témoins sains.

Analyse des sérums de patients

121 sérums de la sérotheque du service de derrgeppyélevés chez des patients présentant
une dermatose bulleuse, conservés a — 20°C, elapldaent analysés par technique de
western blot, ont été analysés par notre techrifju8A avec les deux peptides de synthése.
Cing sérums (4,1%) sont considérés ininterprétaddeda densité optigue mesurée sur le test
ELISA-GST sans peptide (témoin GST) était trop ée(> 2 fois la DO du témoin négatif) ;
témoignant d’un bruit de fond élevé.

Un anticorps anti BP180 dirigé contre la partianimembranaire a été trouvé sur 82 sérums
(67,8 % des sérums analysés), avec une DO moyemrkldl + 0,916. Le test ELISA
spécifigue de la partie COOH de BP180 était posilif 24 sérums (19.8%), avec une DO
moyenne de 0,278 = 0,194. Vingt et un sérums ptémsen une positivité pour les deux

épitopes (17,35% des serums analyses).
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Figure N° 19 : ELISA des peptides NH2 et COOH dEB.80

La comparaison de la technique western blot et ELi®ntre une corrélation de 59, 5 %
(72/121 sérums) : 49 sérums étaient positifs pamigues de western blot et pour au moins
un des 2 tests ELISA ; 23 sérums étaient négatits [& western blot et les 2 tests ELISA.
Dans 6,6 % des cas (8/121) le test de westernpgiohet de mettre en évidence un anti

BP180, non détecté par les 2 tests ELISA que awass développés. Dans 33.9% des cas

ELISA Partie COOH

(41/121 sérums) un de tests ELISA s’est avéréipatits que le WB est négatif.

Nombre (%) de

Nombre (%) de

Nombre (%)

Nombre (%) de

ELISA | . L . . . "
sérums négatifs| sérums COOH de sérums sérums positif
NH2 et COOH | positifs et NH2 NH2 positifs | NH2 et COOH

négatif et COOH

WESTERN BLOT négatifs

BP180 positif 8 (6,6%) 1 (0,8%) 34 (28%) 14 (11,5%)

(N=57 ; 47,1%)

BP 180 négatif | 23 (19,0%) 4 (3,3%) 30 (24,8%) 7 (5,8%)

(N=64 ; 52,9%)

Total (N=121; | 32 (26,4%) 5 (4,1%) 64 (52,9%) 21(17,3%)

100%)

Tableau N°5 : Comparaison des résultats obtenuslpoacherche d’anticorps anti BP180

par technique ELISA/ Western blot.




3- Distribution de la fréquence des alleles HLA dasiles pemphigoides bulleuses
dans la région Limousin
Le typage HLA a été effectué chez cent cinquangrgyatients atteints de pemphigoides
bulleuses depuis 1998 ; cette base de donnéestpaemalider les données des études
antérieures publiées par le laboratoire et a sErdase a notre étude sur la relation HLA et

réponse humorale.

En résumé, I'analyse comparative de la distrilbutles alleles HLA dans le groupe malade et
un groupe de sujets sains (106 sujets) montreldagreupe malade :
= Une augmentation de la fréequence des alleles HLABDQ301 (pemphigoides: 33,8
% ; témoins : 22,2 %; chi? corrigé 34,8 ; p < 0,001DRB1*1101/04 (pemphigoides:
17,6% ; témoins : 7,5 % ; chi2 corrigé : 5,77 pprigé = 0,02)
= Une diminution de la fréquence des alleles DRB1103(pemphigoides: 4,9% ;
témoins : 12,7 % ; chi2=11,47: p corrigé = 0,0013PDQA1*0201 (pemphigoides:
8,8% ; témoins : 17,9 % ; p = 0,003) ; DQB1*020&r(whigoides: 5,5% ; témoins :
11,8 % chi2 6,6 ; p = 0,01). Il est & noter que 8ealleles sont en déséquilibre de
liaison, et forment I'haplotype HLA-DRB1*0301 DQAQ@201 DQB1*0201.

Dans le groupe malade, la distribution des allBlieA differe pour les PB (83 patients) et
PC (40 patients).
= La fréquence des alleles DQB1*0301 est signifieatient augmentée dans la PC
(PC :48,8% ; PB: 27,7 % ; chi2 10,3 ; p =0,0018pugmentation de fréquence de
I'alléele DRB1*1101/04 dans le groupe des PC (25,084} rapport au groupe PB
(13,9%) (chi2 corrigé = 4,64) peut étre expliqaé le déséquilibre de liaison entre ces
deux alléles dans la population caucasienne.
= Par contre, la fréequence de l'alléle DRB1*1301ms$s importante chez les patients
atteints de PB (10,2%) que chez les patients &dtdim PC (6,3%), de méme que la
frequence de l'alléle DQB1*0302 (PB : 11,4% ; P&8% ; chi2 3,92 ; NS).
Ces différences entre PB et PC nous ont concdwua interroger sur la relation entre la
réponse humorale vis-a-vis des deux épitopes (PBIED, PB180-COOH) et les génotypes

HLA des patients dans les deux maladies.



4- Réponses anti BP 180 et phénotype HLA :

A partir de la base de données du labweatdL A, nous avons analysé la distribution
des alleles HLA de classe Il en fonction de la riggchumorale pour 46 patients pour lesquels
nous disposions de sérums prélevés avant traite@énims pour diagnostic) et du typage
HLA de classe II. Ces résultats sont resumeés daisbleaux N° 6-7-8.

Dans ce contingent de patients, 31 patients praéigemtun test ELISA positif pour I'épitope
anti BP180- NH2 et 7 patients pour le test ELISA &P180-COOH. 32 patients avaient au
moins un des 2 tests ELISA positif.

Nous avons observé, pour les malades présentamosite/ité de 'ELISA anti BP180-NH2,
une augmentation de la fréquence des alleles HLBDQ301, *0302, *0501 et par rapport
au groupe de malades dont le test ELISA anti BRIEQ-était négatifs :

- HLA-DQB1*0301 (18 patients) : un anti BP-180-NH2 est détect& atie2 % (13 cas)

- HLA-DQB1*0302 (10 patients) : un anti BP180-NH2 a été déteatésdous les patients
(100% patients) porteurs de cet allele. Seule esdeciation est statistiquement significative
(p =0.04).

- HLA-DQB1*0501 : (13 patients): un anti BP-180-NH2 est détecezdb,2 % (8 cas)

Il est a noter qu’au total, 72,4% des malades ptéasél'un de ces 3 alleles ont développé une
réponse anti BP180-NH2 contre 58,8 % chez les raalad présentant pas un de ces alléles.
Cette différence est non significative avec cetdff.

Concernant les anti BP180-COOH : aucune corrélaidre génotypage HLA et réponse

anticorps n’a été mise en évidence.



DRB1* Epitope NH2 Epitope COOH Epitope NH2 pu
COOH
DRB1* Total Négatif | Positif Négatif | Positif Négatif | Positif
Nombre | Nombre | Nombre | Nombre | Nombre | Nombre | Nombre
DRB1*0101/ | 14 4 10 13 1 4 10
102/103
DRB1*0301 | 2 1 1 2 0 1 1
DRB1*0401 | 5 3 2 3 2 2 3
DRB1*0402 | 2 0 2 2 0 0 2
DRB1*0403 | 5 0 5 4 1 0 5
DRB1*0404 | 2 0 2 2 0 0 2
DRB1*0405 | 1 0 1 0 1 0 1
DRB1*04XX | 2 2 0 2 0 2 0
DRB1*0701 | 7 3 4 5 2 3 4
DRB1*08XX | 3 1 2 3 0 1 2
DRB1*1101 | 16 5 11 13 3 5 11
DRB1*1103 | 2 1 1 2 0 1 1
DRB1*1104 | 4 2 2 4 0 2 2
DRB1*12XX | 1 0 1 0 1 0 1
DRB1*1301 | 5 0 5 5 0 0 5
DRB1*1302 | 8 4 4 7 1 3 5
DRB1*1303 | 4 1 3 3 1 1 3
DRB1*13XX | 1 0 1 1 0 0 1
DRB1*14XX | 2 1 1 2 0 1 1
DRB1*1501/ | 5 1 4 4 1 1 4
02/XX
DRB1*16XX | 1 1 0 1 0 1 0
Total 92 30 62 78 14 28 64

Tableau N° 6 : Distribution du nombre de patiexsrenant les alleles HLA-DRB1 en
fonction de la présence d’anticorps anti PB180-MidZet) COOH détectés par ELISA.

Abréviation : NS =non significatif



NH2 COOH ELISA Signification
Patients Total Négatif | Positif | Négatif | Positif Négatif | Positif | P =
exprimant X% =
l'allele
DQB1*0201 | 2 1 1 2 0 1 1
DQB1*0202 | 6 2 4 4 2 2 4
DQEB1*0301 | 38 14 24 31 7 13 25
DQB1*0302 | 10 0 10 8 2 0 10 F;g-gjé
DQEB1*0303 | 1 1 0 1 0 1 0
DQB1*0402 | 3 1 2 3 0 1 2
DQEB1*0501 | 13 5 8 12 1 4 9
DQB1*0503 | 2 0 2 2 0 0 1
DQB1*0602 | 5 1 4 4 1 1 4
DQB1*0603 | 5 0 5 5 0 0 5
DQB1*0604 | 4 2 2 4 0 2 2
DQB1*0609 | 3 1 2 2 1 0 3
Total 92 30 62 78 14 28 64 92

Tableau N°7 : Distribution du nombre de patiexsrinant les alleles HLA DQB1 en
fonction de la présence d’anticorps anti PB180-MidZet) COOH détectés par ELISA.

NH2 COOH ELISA
Patients Total Négatif | Positif Négatif | Positif Négatif | Positif
exprimant Nombre | Nombre | Nombre | Nombre | Nombre | Nombre | Nombre
l'allele
DQA1*0101 | 13 4 9 12 1 4 9
DQA1*0102 | 16 5 10 14 2 5 11
DQA1*0103 | 3 0 3 3 0 0 3
DQA1*0104 | 2 1 1 2 0 1 1
DQA1*0201 | 7 3 4 5 2 3 4
DQA1*0301 | 13 2 11 10 3 2 11
DQA1*0303 | 4 2 2 3 1 2 2
DQA1*0401 | 3 1 2 3 0 1 2
DQA1*0501 | 25 9 16 21 4 9 16
DQA1*0505 | 6 1 5 5 1 1 5
Total 92 30 62 78 14 28 64

Tableau N° 8 : Distribution du nombre de patiesprimant les alleles HLA DQA1 en
fonction de la présence d’anticorps anti PB180-MidZet) COOH détectés par ELISA.



lI-Expression des molécules HLA sur les cellules ofnctivales

1- Les lignées :

1.1. Effet de chaque cytokine :

Nous avons étudié l'effet de I'INet du TNt sur I'expression des molécules HLA de
classes | et Il sur la lignée conjonctivale 1-5@tda lignée lymphoide LY-91, qui nous a
servi de contrble. Cette étude a été effectuéeésepce de dose de cytokines comprises entre
1 ng/ml et 500 ng/ml apres 24H, 48 heures et 72dsede cultures. Les modifications
observées a 48 et 72 heures ne sont pas signiéoatnt différentes. Les résultats sont les

moyennes obtenues sur 3 expérimentations.

Pour les molécules HLA-ABC :La lignée conjonctivale 1-5C-4 exprime plus fortemies
molécules HLA de classe | a I'état basal que ladigY-91. L'IFNy génére une augmentation
environ 2 fois plus importante de I'expression dedécules HLA-ABC que le TNi, quelle
gue soit la dose pour la lignée conjonctivale. &ssiltats sont différents de ceux observées
sur la lignée lymphoide LY-91 pour laquelle INEt TNFx entrainent une augmentation
modeérée et équivalente d’expression des moléculésABC.

Pour les molécules DR La lignée conjonctivale 1-5C-4 n’exprime pas adtébasal les
molécules HLA-DR, contrairement a la lignée LY-%ucune dose de TNF n’a permis
d’observer une induction d’expression des molécHlea-DR sur cette lignée. Par contre, I
INFy, a des concentrations supérieures a 5 ng/ml, tinfhibblement I'expression des
molécules HLA-DR.

Pour les molécules DQ Nous avons observé une absence d’expression désutes HLA-
DQ tant a l'état basal, quaprés stimulation pdFNy et/ou le TNE sur la lignée

conjonctivale.
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Figure N° 20 : Comparaison de l'effet des cytokimesI'IFNy et TNFa sur I'expression
cellulaire des molécules HLA-ABC sur la lignée comjtivale 1-5C-4 et la lignée LY-91
apres 48 heures de cultures. La valeur de I'axeotannées correspond a une moyenne de

fluorescence mesurée par cytométrie sur 3 expétatiens.



2.2.Effet combine de I'lFNy et le TNFa

Au terme de la précédente analyse nous avons dteffiéd combiné des 2 cytokines, Iyt
TNFa a des doses de 10 ng/ml sur lI'expression des miekcHLA sur les cultures

cellulaires.

2.2.1 Sur I'expression cellulaire des molécules H-ABC :

EXPRESSION DES MOLECULE HLA ABC

Mn
100+ 82,1
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60+

40

20

O,

1-5C-4 LY-91

@ sans INF ® INF 10 ng/ml O TNF 10 ng/ml OO0 INF+TNF 10 ng/ml

Figure N° 21 : Comparaison de I'effet combiné dENly et du TNFx sur I'expression

cellulaire des molécules HLA-ABC sur la lignée joctivale 1-5C-4 et la lignée LY-91.

L’'association de I'lFN et du TNF augmente plus I'expression membranads rdolécules
HLA-ABC sur la lignée conjonctivale 1-5C-4, que gha cytokine isolée. La moyenne de
I'intensité de fluorescence des molécules HLA-ABSE @e 25,3 + 1,5 a I'état basal, 82,1 +
11,1 apres 48 heures de culture en présence gé#EMe TN (p = 0,009), 67,5 £ 13,2 en
présence dIFM seule (p = 0,02), et de 39,5 + 4,6 en présencENfex seul (p = 0,016) ;

(moyenne de fluorescence obtenue sur 3 expérinamgat



2.2.2 Sur I'expression cellulaire des molécules H-DR

EXPRESSION DES MOLECULE HLA DR

16,93

1-5C-4 LY91
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Figure N° 22 : Comparaison de I'effet combiné deNly et du TNFx sur I'expression

cellulaire des molécules HLA-DR sur la lignée aotivale 1-5C-4 et la lignée LY-91.

Les cultures de la lignée 1-5C-4, en présence ¢/IdtFdu TNFt a des doses de 10 ng/ml,
augmente la moyenne d’intensité d’expression desécules HLA-DR sur la lignée
conjonctivale 1-5C-4, de 1,59 + 0,3 a I'état basaB,7 £ 0,9 apres 48 heures de culture en
présence d'IFM et de TN, (p = 0,08). L'expression des molécules HLA-DR lsulignée
LY-91 a I'état basal est de 15,9 * 4,15, I'expressdes molécules HLA-DR induites par
I'INFa sur la lignée LY-91 est de 19,03 + 2,1, par corivec I'INFax et le TNFy elle est de

16,9 £ 6 et le changement est non significatif.

2.2.3 Sur I'expression cellulaire des molécules H:-DQ :
La culture en présence d’INEt de TN n'a pas permis d’induire d’expression des

molécules HLA-DQ sur la lignée conjonctivale.



2.3. Effet du TGH31

Nous avons étudié le role du T@BFcytokine qui semble jouer un réle majeur dans le
développement de la fibrose des pemphigoides, gicyer dans sa forme oculaire. Le
TGH31 a été ajouté aprés 24 heures de cultures desesgrellulaires en présence de dy+N

et/ou TNF.

L'effet deTGF sur 'expression des molécule HLA
ABC

INF INF+TGF TNF  TNF+TGF INF+INF INF+TNF+TGF

Figure N° 23: Modification de I'expression des nmlikes de classe | induite par le T&EF
sur la lignée conjonctivale 1-5C-4 cultivée pendant heures en présence d’NNEt/ou
TNFa.

Le TGH31 a diminué I'expression membranaire des moléddles-ABC induite par I'INFy
seul ou associé au THEsur la lignée conjonctivale 1-5C-4. La moyenndlderescence des
molécules HLA-ABC apres 72 heures de culture esqirée d’IFN seul est de 142,8 £13,2
et diminue a 120,7 +13,7 en présence de FIGRPar contre, nous n'avons pas observé de
modification significative de I'action du TNFpour les molécules HLA-ABC sur la lignée
conjonctivale 1-5C-4 (moyenne de fluorescence 4#Bl,2 avec TN& sans TGB1;
52,945,8 en présence de T@&EF
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Figure N° 24 : Modification de I'expression des gmlles de classe |l induite par le T&F
sur la lignée conjonctivale 1-5C-4 cultivée pendant heures en présence d’NNEt/ou

TNFa.

Le TGH31 a diminué I'expression membranaire des moléddles-DR induite par I'INFy

seul ou associé au THFsur la lignée conjonctivale 1-5C-4. La moyenndlderescence des
molécules HLA-DR apres 72 heures de culture erepeesd’IFN seul est de 7,55 +1,2 et en
présence de TGH avec I'lFNy est de 6,4 £0,7.

La culture en présence T@Eet TNFx n’a pas permis de modifier I'expression des
molécules HLA-DR sur la lignée conjonctivale.

La culture en présence TGFE avec INFy et/ou TNFx n'a pas permis d’induire I'expression

membranaire des molécules HLA-DQ sur la lignée mactjvale 1-5C-4.



[lI- Empreintes oculaires

Pour évaluerin vivo les modifications d’expression des molécules HLK ks cellules
conjonctivales de patients atteints de pemphigoidesis avons effectué une analyse de
I'expression des molécules HLA-ABC, DR et DQ sug ¢ellules conjonctivales obtenues par
la technique des empreintes oculaires chez 46npatiSeuls 26 ont été retenus pour I'analyse
car le nombre de cellules recueillies chez leseaytatients était trop faible. Le groupe patient
présentait une moyenne d'age de 79,5t7,9 ans epatait 16 femmes et 9 hommes, le

groupe de témoins sains présentait une moyenge dé 78,3 + 4,1 ans.

Expression des molécules HLA-ABC

Moyenne de fluorescence des
I?ourcentages des cellules cellules HLA ABC positives
exprimant les molecules HLA ABC
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Figure N° 25 : Expression des molécules HLA-ABCIlggrcellules conjonctivales vivo :
graphe A pourcentage de cellules conjonctivalgsieant les molécules HLA-ABC ; figure

B : moyenne de fluorescence des cellules HLA-ABSIitpees.

Le pourcentage de cellules conjonctivales exprinhesmitmolécules HLA-ABC est de
49,1 + 27,1% dans le groupe PCO et 60,1 + 36,4 #s da groupe témoin. L’intensité
d’expression des molécules HLA-ABC est moins imaate pour les patients (31,9 37,7)
gue pour les témoins (55,2 *+ 40,3), mais ces diffées ne sont pas significatives.



Expression des molécules HLA-DR

Pourcentages des cellules Moyenne de fluorescence des
exprimant les molecules HLA DR cellules HLA DR positives
204
32y 137 TI1
30 151
281 10
26 | 51
24 0- .
PCO témoin PCO témoin

Figure N° 26 : Expression des molécules HLA-DRIsarcellules conjonctivales vivo.

Le pourcentage de cellules conjonctivales exprinesmolécules HLA-DR est 26,6+ 28,2 %
dans le groupe PCO et 31,8 £ 24,4 % dans le grtamein (non significatif). La moyenne
des intensités de fluorescence est supérieurelebgmtients PCO (13,7 +22,6) que chez les
témoins (11,1+ 13) (p = 0,05).

Expression des molécules HLA-DQ
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Figure N° 27 : Expression des molécules HLA-DQIsarcellules conjonctivalas vivo.

Le pourcentage de cellules conjonctivales exprintesmimolécules HLA-DQ est 28,1 + 28,0
% dans le groupe PCO et 39,1 + 28,7 % dans lepgredmoin (non significatif). La moyenne
des intensités de fluorescence est identique @segdtients PCO (11,2+ 18,3) et les témoins
(11,2 £16,9).
Au total nous avons observé :
1) Une diminution du pourcentage des cellules conjealets exprimant des molécules
HLA-ABC, DR et DQ chez les patients.
2) Une diminution de l'intensité d’expression des ncalés HLA-ABC sur les cellules
conjonctivales, alors que les molécules HLA desdd$ sont au moins aussi

fortement exprimées chez les patients que chanddsdes .



Cytomeétrie en flux
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Figure N° 28 : Histogrammes montrant I'expressiersdrface des molécules HLA sur la
lignée conjonctivale 1-5C-4. Les cellules ont étraquées par marquage direct, puis
analysées par cytométrie en flux.
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Figure N° 29 : A gauche : Cytogramme en flux téstieicture des cellules conjonctivales

obtenu en cytométrie. A droite : histogramme deé'nsité de fluorescence des celllules

conjonctivales marquées par I'anti-cytokératinerel LP3K, isotype IgG1) marqué a la FITC
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Figure N°30 : Histogrammes montrant I'expressiorsaigace des molécules HLA sur des

cellules conjonctivales obtenues par empreintepaoctivales chez 3 malades. Les cellules

ont été marquées par marquage direct, puis analypseeytométrie en flux. Les colonnes

représentent 1) un contrdle isotypique, 2) le magguavec I'anticorps anti HLA de classe |

,3) le marquage avec 'anticorps anti HLA DR, 4niticorps anti HLA-DQ



Discussion

La protéine BP180 (ou BPAG2) est une des cibleseunag des auto-anticorps
impliqués dans les dermatoses bulleuses auto-imsneneparticulier dans les pemphigoides
bulleuses et cicatricielles. Les auto-anticorpsi &R180 des DBAI peuvent reconnaitre
différents épitopes de cette protéine. L'expressitinique des pemphigoides bulleuses
semble différer en fonction de la cible reconnaeles auto-anticorps.

La réponse humorale nécessite la présentationbptide étranger par une molécule
du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) agcepteur T de lymphocyte T helper. La
présentation des peptides par le CMH expligue pautie I'existence d’associations HLA et
maladie. Les pemphigoides cicatricielles sont foget associées a l'allele HLA-DQB1*0301
(pemphigoides: 33.8 % ; témoins : 22,2 %; chi?igérB4,8 ; p < 0,001) et se caractérisent par
la présence d’'anti BP180. Les anti BP180 sont égaié présents dans les pemphigoides
bulleuses, affections pour lesquelles I'associatititA-DQB1*0301 est faible. L'épitope
cible des anti BP180 pourrait étre différent enctaon de I'expression clinique. Nous avons
recherché une corrélation entre le phénotype HL# miients et la cible des anticorps anti
BP180. Les études en microscopie électronique pginiede penser que dans la PB les
anticorps anti BP180 reconnaissent un épitope prisamsmembranaire alors que dans la PC
les anti BP180 reconnaissent la partie COOH (Bedtm&, 1997). En conséquence, nous
avons choisi de développer des tests ELISA powctariser la spécificité des auto-anticorps
anti BP180: 'un spécifique de la partie transwettq membranaires (NH2), et l'autre de la
partie carboxy terminale de la protéine (COOH),aigle de protéines de fusion. Nous avons
tenté d’effectuer un test ELISA avec la protéinel BP entiere, mais nous n’avons pas reussi
a effectuer I'amplification de 'ensemble du trarisde BP180.

Les tests ELISA ont été comparés a la techniquevestern blot, technique de
référence au laboratoire pour la recherche de wesamticorps. L'analyse a été effectuée sur
121 sérums provenant de la sérotheque du servicdedwatologie et prélevés sur des
patients, tous atteints de DBAI : 23 sérums étaiéghtifs par western blot et avec les 2 tests
ELISA. Dans 6,6 % des cas (8/121) le test de wedikat permet de mettre en évidence un
anti BP180, non détecté par les 2 tests ELISA quesravons développés. Nous avons
considéré comme seuil de positivité deux fois layemne de densité optique des témoins
négatifs. Cing sérums (4,1%) restaient inintergnégen raison d’un fort bruit de fond. Dans
4 cas (3,3%) le test ELISA COOH est positif etdsttELISA NH2 est négatif. Trente sérums
(24,8%) présentaient un profil ELISA NH2 positif@OOH négatif.



Dans 33,9% des cas (41/121 sérums) un des desxBEA s’est averé positif alors
que le WB est négatif. La sensibilité de I'ELISA7(8%) apparait, dans notre étude,
supérieure a celle du western blot (47,12%) pouedherche des anticorps sériqgues humains
dirigés contre BP180. Cette technique se distirggaement par sa bonne spécificité. Le test
ELISA mis au point par ce travail utilise un fragmheNC16a ou un fragment COOH de
BP180. Les sérums négatifs en ELISA pourraient damdenir des anticorps dirigés contre
une autre partie de BP180 et cette raison expligdaible sensibilité apparente de 'ELISA
mis au point dans cette étude.

Nous avons principalement observé des auto-anscarpi BP180 dirigés contre la
partie NH2 avec 85 sérums positifs (70,2%), ladefgce des anticorps anti COOH n’étant
gue de 26 sérums positifs (21,49 %). Les obsenmstidfectuées en microscopie électronique
permettent de penser que I'épitope COOH est unke d@pécifigue de la pemphigoide
cicatricielle (Bedanet al., 1997) et les résultats de Lee justifient cettecoletion (Leeet al.,
2003). Dans notre étude, pour les sérums dont consaissons le diagnostic, la fréquence
des anti-BP180-NH2 positif est respectivement d& €8 dans la PB (64 cas) et 54.5% dans
la PC (11 cas), et la frequence des anti PB180-C@6iHespectivement de 25% (PB) et
4,64% (PC). Sur ces données, I'épitope COOH ne leepas spécifique de la forme
ciciatricielle de la maladie. Cette différence psigxpliquer pour partie par le choix des
épitopes. Pour la partie NH2 (NC16A), Zillikens aomtré qu’'un décalage de 15 acides
aminés suffisait pour modifier le pourcentage derss réagissant avec la protéine cible dans
PB. Nous soulignons que cet auteur observe la nigqgaence d’anti BP180-NH2 que celle
observée dans notre série (Zillikeasal., 1997). Toutefois le faible nombre de patients
atteints de PC inclus dans notre étude peut étléaima ce résultat.

Nous avons observé une grande variabilité des t@sngptiques des tests ELISA inter
patients. Cette valeur de la DO pourrait avoir ntérét clinique, soit pour prédire la gravité
de la maladie soit pour assurer le suivi thérageeti Dépp a montré une corrélation entre la
DO auto-anticorps contre PB-180 NH2 et la sévétigda maladie (Doppt al., 2000) alors
gue Schmidt indique une corrélation entre PB dhiex de sérum de anti BP180 avec un
traitement mais sans corrélation avec la gravitiadealadie (Schmidit al., 2000).

Des anti BP230, une autre cible fréequemment obeedans les DBAI, seraient
fréquemment associés au BP180 en patrticulier vis-ae la partie cytoplasmique de PB180
(Oyamaet al., 2006). Nous retrouvons cette association susdesms de notre étude: sur les
31 sérums positifs pour l'anti BP230 par technigqiee Western Blot, 80,6 % (25/31)

présentaient une réactivité anti BP180-NH2.



Au total, le test ELISA :
1. s’avere plus sensible qu’un test de Western Blot.
2. permet une quantification du taux des auto-antgoqui pourrait étre corrélée a la
clinique.
3. est plus rapide et plus spécifique que le test dstévn Blot.

4. peut permettre de caractériser plus précisémaibliades auto-anticorps.

La mise en place de ce test avait pour but de relsbe une corrélation entre la
prédisposition conférée par les alleles HLA de s#aB et la cible des auto-anticorps. La
distribution de fréquences des alleles HLA DRBIHE1 dans la population malade ne
differe pas des données de la littérature (Ahrteal., 1991 ; Yuniset al., 1994 ; Drouett
al., 1998 ; Carrozzet al., 2001) et confirme la forte association HLA-DQB18&13et PC. La
frequence des anti BP180-NH2 ou COOH n’est pagmdifite chez les patients DQB1*0301
positifs et DQB1*0301 négatifs. Par contre, nousravtrouvé une association significative
entre la présence de l'allele HLA-DQB1*0302 et k@gence d’'anti BP180-NH2 : un anti
BP180-NH2 a été détecté chez les dix patients pirtde cet allele (p = 0, 04). Nos
conclusions different de celles de Oyama qui asslacprésence d’anti BP180 (tous épitopes
confondus) avec la présence des alleles DQB1*03BBID04 et DRB1*11. Ces auteurs
mettent en évidence des anti BP180 chez 76,5 %ndésdes DQB1*0301 alors que nous
observons des anti BP180 chez 65,8% des maladesM)B1*0301 et 69,2% pour
'ensemble des malades. Si nous détectons avemaimalre fréquence des anti BP180 chez
les malades que cet auteur, cela peut en partelsjger par le fait que cet auteur a
recherché la présence d’'anti BP180 vis-a-vis ddésgs couvrant I'ensemble de la protéine
BP180 et par une étude portant sur un plus gramcbre de patients. Cette augmentation
indiqgue une évaluation indirecte de I'affinité dpeptides pour le CMH II, laquelle est

expliquée partialement par les propriétés de Iratho peptide au CMH 1.

Au total, notre travail permet de montrer une asdmn entre la réponse humorale anti
BP180 et les génes HLA DQB1*0302.

Le PCO, maladie auto-immune concernant I'ensentla durface oculaire, provoque
une inflammation chronique avec infiltration lymmytaire. Les molécules HLA-DR sont
exprimées a la surface des cellules présentattiessgigenes. Il a été montré que I'Antigene

HLA-DR était exprimé de maniére anormale par ldkiles épithéliales conjonctivales dans



les conjonctivites chroniques (Brignode al. 2000). Nous nous sommes interrogés sur les
modifications d’expression des molécules HLA dass dtteintes oculaires des PC, et sur
I'effet des cytokines impliquées dans la PC, sexpression des molécules HLA par des

étudedn vivo etin vitro.

Nous avons cultivé les cellules d’'une lignée coadjmale en présence de cytokines (INF
TNFo, TGH3) pour étudier leur effet sur I'expression des roolés HLA. La culture en
présence d’'INf ou TNFe augmente I'expression cellulaire des moléculesAHIR sur la
lignée conjonctivale 1-5C-4 et la lignée lymphoidé-91 (lignée utilisé comme contréle).
L’association INF et TNFn permet de tripler I'expression des molécules HLA-
ABC (moyenne de fluorescence : 25,3 + 1,5 a I'étsal, 82,1 + 11,1 apres 48 heures de
culture en présence d’'IfNet TNFx ; p = 0,009). Il faut souligner que I'expressioasd
molécules HLA-DR, DQ est absente a I'état basal'eSpression des molécules HLA-DQ
n'a pas été induite par ces cytokines, I'expresslea molécules HLA-DR est faiblement
induite en présence d’'IRNet TNFa : moyenne de fluorescence 1,59 + 0,3 a I'étatIfasa
différent des valeurs des contréles isotypiques3, étt 0,9 apres 48 heures de culture (p =
0,08). L'apport de TGF diminue I'expression cellulaire des molécules Hinsluite par

'INFy et/ou TNFx sur la lignée conjonctivale 1-5C-4.

L'étude in vivo a consisté en l'analyse de I'expression des mtdécuHLA sur les
kératinocytes prélevés par empreintes oculairesusNavons observé chez les patients
compares a des sujets sains du méme age :
1) une diminution du pourcentage de cellules aartjgales exprimant les molécules
HLA-ABC, DR
2) une diminution de la moyenne des intensitéxpEssion des molécules HLA-
ABC
3) une augmentation de [lintensité de fluorescemee HLA-DR mais cette
augmentation est non significative.
Un travail préliminaire effectué au laboratoire pér Delpuget (données personnelles) a
montré la présence de T@EBur les cultures de cellules conjonctivales déeptt atteints de
PC. La comparaison des données observeegvo et in vitro laisse a penser que la
diminution d’expression des molécules HLA & la scef des cellules conjonctivales pourrait

étre secondaire a la sécrétion de B@tsitu.



Tous nos témoins présentent un contingent deleglltonjonctivales exprimant les
molécules HLA-DR et DQ. Ces données sont semblahles données de Tsubota qui
observe la présence de molécules HLA-DR sur 34d%ccellules conjonctivales de témoins
et de Fujihara qui observe ces molécules chez 30-ds cellules conjonctivales de témoins
sains (Fujiharat al., 1996 ; Tsubotat al., 1999). Par contre Brignole (Brignodeal., 2000)
n'observe pas d’expression des molécules DR surdiisles conjonctivales prélevées par la
technigue des empreintes dans un groupe de sug@its. sCet auteur observe une
augmentation d’expression HLA-DR chez des patigrageurs de syndrome sec; cette
modification d’expression est partiellement coregpres 3 a 6 mois de traitement (Brignole
et al., 2001). Fujihara et Tsubota n'observent pas de fication significative du pourcentage
et de lintensité d’expression des molécules HLA-BIR surface des cellules conjonctivales
de patient atteints de syndrome sec, y comprigdéents atteints d’PCO.

Au total :

1) Les cellules épithéliales conjonctivales sont bégmd’exprimer les molécules HLA
de classe Il, DR et DQ. L'expression des moléctled de classe Il est inductible a
la surface de ces cellules par I'liNfet TNFx, mais cette surexpression peut étre
modulée par I'apport de TBFL'expression des molécules de classe Il restecnéad
et a donc peu de chances de transformer les celkdajonctivales en cellules
présentatrices d’antigenes.

2) Les diminutions d’expression des molécules HLA dmsse | (en pourcentage et
intensité) sur les cellules conjonctivales desepas$i pourrait étre secondaire a la
sécrétion de TGF; cette observation est un élément en faveur idglication de
cette cytokine dans la physiopathologie de [lateeiroculaire des PCO. La
guantification des molécules HLA de classe | eaxges a la surface des cellules
conjonctivales pourrait étre un critére du suivdlbgique des patients traités par anti
TNFa.



Conclusion

Dans ce travail, nous avons apporté une contribwidimplication du systeme HLA
dans les pemphigoides bulleuses auto-immune®:labbratoire a confirmé I'association de
la PC a lallele HLA DQB1*0301, nous avons mis evidénce que seul l'allele HLA
DQB1*0302 était associé a une réponse contre faepdH2 de BP180 dans notre étude
rétrospective.

La prédisposition génétique conférée par les amigeHLA a ces affections, et en
particulier a la PC, souléve certaines questionardioi cette affection survient elle a un age
aussi tardif ? Est ce en raison de modificatiorsspietéines de la peau ? En effet, au cours du
vieillissement, il peut apparaitre soit des modificns de séquences soit des modifications de
glycosylation des protéines. Ces modifications mdtemt 'émergence de néo-épitopes qui
peuvent étre a l'origine d’'une réponse auto-immageessive. Si tel était le cas, les peptides
de fusion que nous avons utilisés pour cette goderaient ne pas étre la cible déclenchante
de la réponse immune. La présence d’anticorps €aws cibles ne serait que la résultante
d’'une réaction croisée. L'analyse des transcritBEH&80 ou de la structure tridimensionnelle
de la protéine pourrait permettre de répondre t& aaierrogation.

La réponse immune nécessite une présentation diaspep par une cellule
présentatrice d’antigene. L'apparition de I'expressdes molécules HLA DR et DQ a la
surface des cellules conjonctivales, expressiorrabsdes cellules conjonctivales chez le
sujet jeune et sain, pourrait conférer a ces lesllune fonction de cellules présentatrices
d’antigenes. Ces modifications d’expression destmoés HLA de classe Il a la surface des
cellules conjonctivales semblent en rapport ave@hénomeéene de sénescence puisque ces

modifications sont également observées chez |lesssagés sains.
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