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Glossaire :

PB : pemphigoide bulleuse

DBAI : dermatoses bulleuses auto-immunes
DIGAL : dermatose linéaire a IgA

Ig : immunoglobuline

IgG : immunoglobuline G

IgE : immunoglobuline E

IFI : immunofluorescence indirecte

IFD : immunofluorescence directe

PMM : pemphigoide membranaire muqueuse

PG : pemphigoide gestationnelle

LAD-1 : linear IgA disease

LABD97 : linear IgA bullous disease antigen 97kDa
JDE : jonction dermo-épidermique

PNN : polynucléaire neutrophile

PNE : polynucléaire éosinophile

BPAG1 : bullous pemphigoid antigen (= BP230)
BPAG?2 : bullous pemphigoid antigen 2 (= BP180 = COL17A1)
AA : acides aminés

MMP : métallo-protéase matricielle

ADAM : a disintegrin and metalloprotease domain
PD-1 : programmed death 1

PD-L1 : programmed death ligand 1
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Résumeé :

La pemphigoide bulleuse (PB) est une pathologie auto-immune médiée par les
anticorps. La cible antigénique principale des auto-anticorps associés a la PB est une
protéine de I'hémidesmosome, la BP180. Les techniques disponibles en routine
détectent des auto-anticorps d’isotype IgG spécifiques d’une courte séquence de la
BP180, le domaine NC16A. Bien que non recherchés en routine, des
immunoglobulines d’isotype IgE anti-NC16A, et des IgG spécifiques d’autres épitopes,
sont également présents chez certains patients atteints de PB. Nous avons développé
un test ELISA pour détecter ces IgE spécifiques, et recherché I'existence de liens entre
présence des IgE anti-NC16A, parameétres cliniques et biologiques et réponse
thérapeutique a 'omalizumab. Nous avons également mis au point un Western blot
permettant la détection d’auto-anticorps d’isotype IgG spécifiques de produits de
clivage de la BP180 et recherché la présence de ces auto-anticorps chez des patients
atteints de PB iatrogéne.

13



Objectifs :

La pemphigoide bulleuse (PB) est une maladie auto-immune acquise spécifique
d’organe affectant la peau et les muqueuses. Bien que rare, c’est la plus fréquente des
dermatoses bulleuses auto-immunes (DBAI). Le développement d’'une réponse
immunitaire dérégulée aboutissant a la production d’anticorps dirigés contre certaines
protéines de la membrane basale dermo- épidermique (principalement la BP180 et la
BP230) est a la base du développement de la maladie caractérisée par I'apparition de
bulles de grande taille sur des plaques érythémateuses et prurigineuses. Alors que la
maladie est généralement bien contrélée par un traitement local a base de
dermocorticoides, certaines formes graves requierent des traitements
immunosuppresseurs plus agressif (1, 203).

Au laboratoire d’'immmunologie, 'immunofluorescence directe et indirecte permettent
de révéler la présence d’auto-anticorps de classe IgG spécifiques des protéines de la
jonction dermo-épidermique. Deux tests ELISA, commercialisés par Euroimmun® et
MBL®, permettent la détection des IgG spécifiques d’'un domaine particulier de la
BP180 : le domaine NC16A. Les IgG anti-NC16A sont présentes dans plus de 90%
des cas de PB, et leur taux est corrélé a I'activité de la maladie (2).

A c6té du réle pathogéne bien démontré des autoanticorps de classe IgG, un faisceau
d’arguments suggére limplication des auto-anticorps de classe IgE dans la
physiopathologie de la PB. Des IgE capables de reconnaitre des éléments constitutifs
de la jonction dermo-épidermique, et plus particulierement des IgE spécifiques du
domaine NC16A de la BP180, ont été mises en évidence par plusieurs techniques
(IFD, IFI, ELISA, Western blot) (3—-8). L'importance du réle des IgE dans la
physiopathologie de la PB est renforcée par limplication des polynucléaires
éosinophiles, leur présence le long de la jonction dermo-épidermique et leur capacité
a pouvoir lier les IgE via les récepteurs au fragment Fce (9,10). Aujourd’hui, il n’existe
aucun test commercial permettant la détection des IgE anti-BP180 dans le sérum de
patients. Par test ELISA, plusieurs auteurs ont mis en évidence des IgE dirigés contre
la BP180 dans 50 a 80% des sérums de patients atteints de PB (6,11). Sur des
biopsies de peau de patients analysées en immunofluorescence directe, la détection
des IgE donne des résultats trés variables selon les études (entre 10 et 20% sur la
plus grande série étudiée, mais jusqu’a 60% sur de petites séries) (8,12).
Parallélement a ces découvertes, 'omalizumab (Xolair®), un anticorps monoclonal
thérapeutique dirigé contre les IgE, est employé chez certains patients atteints de PB
depuis une dizaine d’années. Plusieurs succes thérapeutiques ont été rapportés dans
la littérature (13—15), mais en I'absence de test permettant le dosage des IgE anti-
BP180, 'omalizumab est souvent prescrit devant la seule présence d’un taux sérique
anormalement élevé d’IgE totales. Aucun biomarqueur n’a été rattaché a la prédiction
de l'efficacité de ce traitement. La rémission n’est pas obtenue chez tous les patients
traités. De plus, la compréhension du mécanisme d’action du Xolair® dans la
pemphigoide bulleuse reste a élucider. Les données de la littérature ne permettent
actuellement pas de corréler la présence de ces IgE anti-NC16A, les parameétres
cliniques ou biologiques de la pathologie, et I'éventuelle efficacité de I'omalizumab.
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Dans ce contexte, et devant 'augmentation des prescriptions d’omalizumab chez les
patients atteints de PB réfractaires aux traitements conventionnels, le premier objectif
de ce travail est dévaluer les différents tests réalisables au laboratoire, de
sélectionner, mettre au point et de valider un examen de routine pour la recherche des
IgE spécifiques de la BP180 dans la PB. Nous avons recherché les IgE déposées le
long de la jonction dermo-épidermique en immunofluorescence directe, sur la bio-
banque de biopsies de peau constituée au laboratoire. Nous avons également mis au
point notre propre test ELISA « maison » pour détecter les IgE anti-NC16A. Nous
avons ensuite recherché si la présence ou I'absence d’IgE anti-NC16A circulantes
pouvait étre rattachée avec certaines présentations cliniques de la maladie ou sa
sévérité, dans une cohorte de 87 patients atteints de PB. Enfin, grace a ce test, nous
avons évalué si la présence d’IgE anti-NC16A, en particulier a un taux élevé, pouvait
étre prédictive d’'une réponse thérapeutique au traitement par omalizumab. Cette
cohorte comprend une douzaine de patients traités par omalizumab au CHU de
Toulouse au cours de ces dernieres années.

Prés de 90% des patients atteints de PB développent des auto-anticorps contre le
domaine NC16A de la BP180 (16). Environ la moitié des patients NC16A négatifs
possédent des IgG anti-BP230 (17). La combinaison des deux tests ELISA confere
donc une sensibilité d’environ 95% pour le diagnostic de PB (18). Il reste donc environ
5% de patients pour lesquels les tests ELISA commerciaux ne détectent aucune
positivité, malgré une clinique évocatrice et la positivité des autres analyses (IFl, IFD,
anatomopathologie) (19).

Bien entendu, en dehors du peptide NC16A, la réponse humorale prend pour cible
bien d’autres épitopes de la protéine BP180 comme l'on révélé plusieurs études
(19,20). La BP180 (également appelée BPAG2 ou collagéne XVII) est une protéine de
grande taille (1497 acides aminés), constituée d’'un domaine intracellulaire N-terminal,
d’'une partie transmembranaire, et d’un ectodomaine, qui contient le domaine NC16A
(Fig 5). Le clivage de la BP180 par la plasmine au niveau de ce domaine NC16A libére
un fragment dénommé LAD-1, de poids moléculaire apparent de 120kDa. La digestion
compléte par la plasmine clive en plus la partie C-terminale de la BP180, et permet la
libération d’'un autre fragment, LABD97, de poids moléculaire apparent de 97kDa (Fig
6) (21,22). Plusieurs auteurs ont retrouvé dans le sérum de patients atteints de PB des
anticorps (essentiellement d’isotype IgG) dirigés contre I'ectodomaine de la BP180
(20,23). L’étude du sérum de patients atteints de PB, mais « anti-NC16A et anti-BP230
séronégatifs » (i.e. tests ELISA anti-NC16A et anti-BP230 négatifs) a montré la
présence d’auto-anticorps anti-LAD-1 dans 70% des cas (19).

Par ailleurs, plusieurs études ont rapporté le développement de PB iatrogenes,
associées aux traitements du diabéte par les inhibiteurs de DPP4 (gliptines) (revue :
(24), et surtout au décours de traitements par anti-PD-1 ou anti-PD-L1, deux inhibiteurs
de checkpoints du systéme immunitaire, utilisés en oncologie (revue : (25). Ces études
semblent indiquer que le profil de réactivité anti-BP180 chez ces patients est différent
de celui des PB « classiques », avec une proportion plus importante de PB NC16A
séronégatives (23,25). Actuellement, il n’existe pas de test commercial permettant la
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détection de ces auto-anticorps spécifiques des produits de clivage de la BP180. Dans
le but de mettre en évidence ces auto-anticorps, nous avons développé une technique
d'immunoblot basée sur des lysats de kératinocytes humains en culture ou de leur
surnageant. Nous avons ensuite recherché la présence d’auto-anticorps spécifiques
des domaines de clivage de la BP180 chez des patients ayant développé un tableau
clinique de PB au décours d'un traitement par anti-PD-1 ou anti-PD-L1. Cette
technique permettrait de compléter la démarche diagnostique de PB chez des patients
NC16A séronégatifs, surtout dans ces contextes particuliers (traitement par gliptines,
anti-PD-1 ou anti-PD-L1), afin d’adapter rapidement le traitement de ces patients, et
d’étudier le lien entre 'usage des anti-PD-1 sur I'apparition de tels auto-anticorps. Par
ailleurs, la technique développée permettra de mettre en évidence des auto-anticorps
dirigés contre d’autres cibles rares retrouvées dans certaines dermatoses bulleuses
auto-immunes. L’identification de telles cibles est effectuée dans un nombre restreint
de laboratoires en France, le développement de cette technique permettra donc de
réduire le délai diagnostic pour certaines dermatoses auto-immunes rares
diagnostiquées au CHU de Toulouse.

En résumé, ce travail de thése a poursuivi plusieurs objectifs : (1) la mise au point de
techniques permettant de rechercher de nouveaux auto-anticorps et ainsi d’améliorer
le diagnostic et la prise en charge des patients atteints de PB, (2) l'analyse des
résultats obtenus grace a ces techniques et la recherche d’un lien éventuel avec
certaines caractéristiques cliniques ou biologiques, (3) limplantation de ces
techniques au laboratoire d’auto-immunité du CHU de Toulouse. Ce travail a permis
d’évaluer I'intérét de la recherche de ces auto-anticorps non recherchés en routine,
dans le diagnostic et la prise en charge des patients atteints de PB.
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Partie | : Revue bibliographique
A) Rappels d’anatomie et de physiologie
1) La peau

La peau est la premiére barriére de protection de 'organisme, et elle est indispensable
au maintien de l'intégrité de tout organisme vivant. C’est un organe a part entiére, qui
sépare l'organisme vivant du milieu extérieur et qui a diverses fonctions
physiologiques, que nous ne détaillerons pas ici (26). La peau est constituée de trois
couches superposées, de la plus profonde a la plus superficielle : 'hnypoderme, le
derme, et I'épiderme (Fig 1).

Figure 1 : Représentation schématique des trois couches composant la peau (27) De haut en bas, on trouve
I'épiderme, sépareé du derme par la membrane basale. Le derme, au milieu, est vascularisé et contient la base des
follicules pilleux.

Les deux couches inférieures sont des tissus conjonctifs, alors que la plus superficielle,
'épiderme, est un épithélium de revétement stratifié et cornifié. L'épiderme est
essentiellement constitué par les kératinocytes, qui assurent la fonction de barriére de
la peau. Il contient également des mélanocytes, qui conférent a la peau sa
pigmentation. Il est séparé du derme par la membrane basale, également appelée
jonction dermo-épidermique (JDE). A partir de cette membrane basale, les
kératinocytes proliféerent et se différencient (Fig 2).
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Figure 2 : Les couches successives des kératinocytes constituent I'épiderme. On trouve de bas en haut la
membrane basale (ou JDE pour jonction dermo-épidermique), puis la couche basale de kératinocytes. Au fur et a
mesure les kératinocytes se différencient, changent de morphologie, dans la couche épineuse puis la couche
granuleuse. Enfin, les kératinocytes achevent le processus de cornification et constituent la couche cornée. (28)

La couche basale est constituée d'une seule couche de kératinocytes ancrés au
niveau de la JDE. Ces kératinocytes proliferent et renouvellent continuellement
I'épiderme (28). Les kératinocytes situés dans la couche épineuse se différencient et
deviennent cohésifs. On trouve ensuite la couche granuleuse, qui contient les derniers
kératinocytes vivants avant la cornification. La couche cornée est la plus superficielle
de I'épiderme, elle est imperméable et constituée de cellules mortes, les cornéocytes,
le dernier stade de différenciation des kératinocytes (29). L’ancrage des kératinocytes
au niveau de la membrane basale est assuré par une structure appelée
hémidesmosome (détaillé dans le chapitre A2). Les kératinocytes qui constituent les
couches suivantes sont maintenus en cohésion par des structures appelées
desmosomes.

2) Structure de la jonction dermo-épidermique

La jonction dermo-épidermique constitue la frontiére entre I'épiderme et le derme, et
interagit donc avec plusieurs constituants de ces deux tissus. La JDE est formée par
’lhémidesmosome, une structure intracellulaire et transmembranaire, et la lamina
basale, sur laquelle reposent les kératinocytes. L’hémidesmosome est une structure
complexe et composée de nombreuses protéines. Son rbdle est de relier le
cytosquelette du kératinocyte basal a la membrane basale dermo-épidermique.
L’hémidesmosome est également une structure dynamique : le kératinocyte doit
pouvoir rompre son adhésion a la membrane basale, pour proliférer et générer les
kératinocytes qui constituent la couche épineuse. Il doit aussi pouvoir migrer en cas
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d’agression de la barriére cutanée, pour rétablir I'intégrité de la peau. Cette physiologie
du kératinocyte est décrite dans plusieurs revues (17,30,31).

L’hémidesmosome est intimement lié a la membrane basale par de nombreuses
protéines intra et extracellulaires. La membrane basale a la particularité d’étre
constituée par des protéines sécrétées a la fois par les kératinocytes basaux de
I'épiderme, et par les fibroblastes du derme sous-jacent.

Les filaments intermédiaires constituant le cytosquelette du kératinocyte sont reliés a
la plaque interne de I'hnémidesmosome, dans le cytosol du kératinocyte. Des protéines
transmembranaires réalisent le lien entre la plaque interne de 'lhémidesmosome et la
membrane basale, cette derniére étant située sous la membrane plasmique du
kératinocyte. La membrane basale est constituée de la lamina lucida et de la lamina
densa, elles-mémes traversées par des filaments ancrant la membrane basale dans
le derme sous-jacent. La structure de la jonction dermo-épidermique est détaillée dans
la figure 3.
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Figure 3 : Structure et composition de la jonction dermo-épidermique. a) L’épiderme repose sur la membrane basale ou jonction dermo-épidermique. b) Les plaques interne et
externe de I'hémidesmosome sont situées dans le kératinocyte, en contact étroit avec les filaments intermédiaires de kératine et la membrane plasmique. L’hémidesmosome
repose sur la lamina lucida puis la lamina densa. c) Les protéines qui composent cette structure sont nombreuses et interagissent entre elles. On retrouve tous les acteurs du
maintien de la cohésion entre derme et épiderme, avec de haut en bas le cytosquelette du kératinocyte, puis la plectine et la BP230 qui constituent la plaque interne. Des
protéines transmembranaires, l'intégrine a634 et la BP180, constituent la plaque externe. On trouve ensuite la laminine 332 ou laminine 5 et la protéine p200 qui constituent la
lamina lucida et la lamina densa, et enfin le collagéene de type VII. Modifié, a partir de (17,24,31).
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3) Les protéines de la jonction

L’étude des dermatoses bulleuses auto-immunes (DBAI) implique la connaissance des
protéines impliquées dans cette structure macromoléculaire qu’'est le bindme
« hémidesmosome — membrane basale ». La plupart des protéines de cette structure
peut étre reconnue par des auto-anticorps circulants. Elles peuvent également étre
concernées par des déficits constitutifs, responsables de plusieurs pathologies. Ces
déficits et ces maladies auto-immune ont pour points communs la protéine concernée,
et I'apparition de bulles cutanées. La majorité de ces protéines est située dans I'espace
extracellulaire, mais une partie d’entre elles est intracellulaire. Les conséquences de
la dysfonction de ces protéines (par anomalie structurelle génétique, ou suite a
l'inflammation qui découle du dépdbt des auto-anticorps) sont la fragilisation de la JDE
et le décollement de I'épiderme. Une bulle se forme entre le derme et I'épiderme, et
peut étre le siége du recrutement de cellules pro-inflammatoires. Les symptémes qui
en découlent sont dus a ce décollement de la jonction, et aux médiateurs
inflammatoires libérés localement.

Des mutations des génes codant les nombreuses protéines impliquées dans cette
structure macromoléculaire qu’est la jonction dermo-épidermique provoquent des
pathologies de la jonction, regroupées sous le terme d’épidermolyse bulleuse (Table
1). Suivant la protéine impliquée, on décrit trois types d’épidermolyse bulleuse : (31)

- EBS (épidermolyse bulleuse simple)
- JEB (épidermolyse bulleuse jonctionnelle)

- DEB (épidermolyse bulleuse dystrophique)

Structure concernée Géne (protéine) impliquée DBAI
et maladie génétique P pliq correspondante
Lamina lucida : JEB ITGAG (Intégrine a6) PMM
Lamina lucida : JEB ITGB4 (Intégrine 34) PMM
Lamina lucida : JEB BPAG2 (BP180) PB, PG, PMM
LAMAS3, LAMB3, LAMC2
Lamina lucida : JEB PMM
(Laminine 332 ou Laminine 5)
Lamina densa : DEB Collagéne VII EBA
Hélidesmosome : EBS Kératine K5/K14, Plectine, BPAG1 PB, PG

Tableau 1 : Les maladies constitutionnelles, le gene et la protéine impliqués et la DBAI correspondante lors du
développement d’auto-anticorps. EBA : épidermolyse bulleuse acquise, EBS : epidermolysis bullosa simplex, JEB :
jonctionnal epidermolysis bullosa, DEB : dystrophic epidermolysis bullosa. PB : pemphigoide bulleuse, PG :
pemphigoide gestationnelle, PMM : pemphigoide membraneuse muqueuse. A partir de (31).
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La plupart de ces protéines peuvent donc étre reconnues par des auto-anticorps, qui
sont recherchés afin de poser le diagnostic de DBAI (1,32). Ces protéines, leur
agencement et leurs interactions sont décrites dans une revue générale (31). Dans la
figure 4 sont représentées les protéines de 'hnémidesmosome, donc font partie la
BP180 et la BP230, les cibles des auto-anticorps dans la PB.

Figure 4 : L'hémidesmosome et les interactions moléculaires entre les acteurs de la jonction dermo-épidermique.
Les protéines de la JDE interagissent entre elles selon un réseau garantissant la cohésion du cytosquelette du
kératinocyte a la membrane basale (31).

Les filaments intermédiaires de kératine (IFs K5/K14) sont situés dans le cytosol du
kératinocyte. lls constituent le ligand intracellulaire de I'hnémidesmosome. La plectine
(P1a) est également située au niveau intracellulaire, et interagit avec les filaments
intermédiaires. Ces deux protéines relient ensuite 'hémidesmosome a l'intégralité de
la structure interne du kératinocyte (membranes nucléaire et mitochondriale,
cytosquelette, jonctions intercellulaires). On ne retrouve pas d’anticorps les ciblant
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dans les DBAI. Ces deux protéines interagissent avec la BPAG1 (ou BP230). Cette
protéine de 230kDa a été découverte en tant que cible dans la pemphigoide bulleuse
(33,34). Bien qu’intracellulaire, cette protéine est ciblée par des auto-anticorps. La
nature, les isotypes et le caractere pathogéne de ces anticorps anti-BP230 sont
discutés dans plusieurs revues (17,35). La BP230 et la plectine constituent la plaque
interne de 'hémidesmosome, et sont toutes deux reliées a une protéine de 180kDa :
la BP180.

L’antigéne majeur dans la pemphigoide bulleuse est la BPAG2 (ou BP180), une
protéine de 180kDa. Sa structure est détaillée dans le paragraphe B. La BP180
interagit avec la BP230 et la plectine au niveau intracellulaire. Elle posséde un
domaine transmembranaire, et une longue queue extracellulaire, qui interagit avec les
constituants de la lamina lucida et de la lamina densa.

Le complexe intégrine a6B4 est transmembranaire, comme la BP180. L’intégrine p4
interagit avec la BP180 et la plectine au niveau intracellulaire. Au niveau
extracellulaire, elle interagit avec des intermédiaires de signalisation impliqués dans la
prolifération et la survie du kératinocyte. Elle se complexe également avec I'intégrine
a6, au sein de la lamina lucida. L’intégrine a6 interagit également avec la BP180, le
CD151 et la laminine 332 au niveau de la lamina lucida. La BP180, l'intégrine a6p4 et
le CD151 constituent la plaque externe de 'hémidesmosome. Le CD151 est une
tétraspanine, une protéine a 4 domaines transmembranaires. |l s’associe aux
hémidesmosomes et participe a sa formation et son renouvellement. In vitro, son
absence stabilise 'hnémidesmosome et empéche la migration des kératinocytes. On
ne retrouve pas d’anticorps anti-CD151 dans les DBAI.

Au niveau de la membrane basale on trouve la laminine 5 (ou laminine 332 pour
a3B3y2), sécrétée par les kératinocytes, et constituant de la lamina densa. Elle
interagit avec la BP180 et l'intégrine a6B4. Notons que dans une pemphigoide
particuliere, la pemphigoide cicatricielle (également appelée membraneuse
mugqueuse) on peut retrouver des auto-anticorps dirigés contre la BP180, la BP230,
mais également la laminine 5 et I'intégrine a634 (36). Enfin, on trouve le collagéne VII,
synthétisé par les fibroblastes dermiques, qui constitue la sublamina densa. Ce
collagéne VIl est la cible d’auto-anticorps dans I'épidermolyse bulleuse acquise (37).
On y trouve également la laminine gamma 1 (ou p200), une cible d”auto-anticorps
dans une forme de pemphigoide appelée pemphigoide a p200 (38—40).

Au centre de toutes ces interactions, se trouve donc la BP180. Pour assurer sa
principale fonction, garantir I'intégrité de la jonction dermo-épidermique et I'adhésion
des kératinocytes a la membrane basale, elle interagit avec un grand nombre de
partenaires moléculaires, a la fois intracellulaires, extracellulaires ou
transmembranaires. Les sites précis de ces interactions restent encore aujourd’hui
sujets a interprétation (41,42). Tous les articles relatant la découverte de ces
interactions, dans les années 1990, sont révisés dans (42).
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B) La BP180

La BP180 est principalement exprimée dans les épithéliums, par les kératinocytes. Il
s’agit d’'une protéine transmembranaire de type Il : I'extrémité N-terminale est
intracellulaire, et la C-terminale est extracellulaire. Les deux extrémités de la BP180
interagissent avec les autres protéines de la jonction dermo-épidermique. Elle est
exprimée a la membrane plasmique des kératinocytes sous la forme d’un
homotrimere, enroulé en triple hélice. Au niveau intracellulaire, elle est reliée au
cytosquelette du kératinocyte. Sa partie extracellulaire a une structure « collagéne-
like » et elle est reliée aux protéines de la lamina lucida et de la lamina densa. Elle
participe a I'adhésion des kératinocytes basaux avec la membrane basale, et donc a
la cohésion indispensable entre le derme et I'épiderme. Les auto-anticorps dirigés
contre la BP180 sont au cceur de la physiopathologie de la pemphigoide bulleuse (43).

1) Structure protéique

La BP180 tient sa dénomination de son implication dans la PB (Bullous Pemphigoid)
et de sa migration a un poids moléculaire apparent de 180kDa (44). La BP180 est
également appelée BPAG2 (pour Bullous Pemphigoid Antigen 2), ou COL17A1 en
référence a la structure collagénique de son domaine extracellulaire. Il s’agit d’'une
protéine de grande taille : 1497 acides aminés (AA). La séquence et le découpage de
ces différents domaines sont détaillés en annexe (Annexe 1). Elle est codée par le
géne COL17A1, situé sur le chromosome 10 (sur le bras long, entre q24.3 et q25.1)
(45). Son expression tissulaire est majoritairement retrouvée dans les épithéliums : la
peau, les muqueuses génitales et 'oesophage (46).

On peut diviser la BP180 en trois parties (Fig 5) : (1) le domaine NC16C, intracellulaire
(AA'1—-467) (2) le domaine NC16B, transmembranaire (AA 468 — 488) et (3) la queue
extracellulaire (AA 489 — 1497). Cette partie extracellulaire, ou ectodomaine, est la
plus importante (plus de 1000 AA) et est composée du domaine NC16A, accolé a la
membrane plasmique, puis une alternance de domaines collagéniques (C15 a C1) et
non collagéniques (NC15 a NC1).

26



Figure 5: Schéma de la BP180 et des sites d’intérét. Le domaine intracellulaire (NC16C) et le domaine
transmembranaire (NC16B) sont situés a I'extrémité N-terminale. On trouve ensuite le domaine NC16A, qui contient
les sites de clivage par différentes protéases. L’ectodomaine (partie extracellulaire) est ensuite constituée d’une
succession de domaines collagéniques (en gris) et non collagéniques (en blanc). Le domaine non collagénique
NC4 contient également un site de digestion enzymatique. A partir de (11).

Le domaine NC16A (AA 489 a 566) est la cible majoritaire des auto-anticorps dans la
PB. Bien que trés court, il contient un grand nombre de motifs déterminants pour la
structure, la conformation et les fonctions de la BP180 (sites de clivage enzymatique,
séquences assurant un repliement correct, etc). La séquence protéique de ce domaine
est soumise a une extréme variabilité inter-espéces (47), ce qui est paradoxal au vu
de son importance capitale dans la conformation et les fonctions physiologiques de la
BP180. Cette variabilité a été analysée chez 100 espéces mammiféres et est
présentée en annexe (Annexe 2). Certains motifs présents a I'intérieur du domaine
NC16A semblent effectivement indispensables a la conformation et a la physiologie
de la BP180, et par conséquent a la formation correcte de ’hémidesmosome. La
formation de la membrane basale nécessite effectivement un « shedding » correct de
la BP180 (48). L’enroulement de la triple hélice est favorisé par la présence de
séquences « coiled-coil », hautement conservées dans I'évolution (49). Une fois sa
conformation acquise, celle-ci est maintenue par des liaisons hydrophobes entre les
nombreux domaines collagéniques du domaine extracellulaire. Les domaines
collagéniques C1 a C15 sont en effet constitués de motifs collagéniques répétés (Gly
— X =Y). Le repliement correct de la BP180 nécessite, au méme titre que les protéines
collagéniques, la présence d’acide ascorbique dans le milieu (50).

La séquence « furine » (RRIR) n’est retrouvée que chez 'Homme, et elle n'est pas
indispensable a la libération de I'ectodomaine (41). Il semble que TACE (=ADAM17)
soit responsable d’environ 50% du clivage de I'ectodomaine de la BP180. Dans cet
article, les auteurs montrent que la séquence indispensable au clivage de
'ectodomaine correspond aux AA 528 a 547. Une autre étude indique que la
localisation de la BP180 dans les rafts lipidiques est importante pour la libération de
'ectodomaine et que le site de clivage se situerait entre la Gly 539 et la Leu 540 (51).
L’'importance de TACE (ADAM17) est d’autant plus probable que cette enzyme a une
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forme membranaire, et peut donc cliver le domaine NC16A situé a proximité de la
membrane. Quelques sites de phosphorylation sont présents sur le domaine NC16A.
lls semblent réguler, via la caséine kinase, la libération de I'ectodomaine, en
s’opposant par encombrement stérique a I'action de TACE lorsque les Ser 542 et 544
sont phosphorylées (51).

La BP180 ne contient qu’un seul site de N-glycosylation : 'Asn 1421, située sur le
domaine NC2. Cette glycosylation semble primordiale pour une expression correcte
de la BP180 a la membrane : en effet une forme d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle
(JEB) est provoquée par l'apparition précoce d’'un codon STOP. L'Asn 1421 se
retrouve alors trop prés de I'AA C-terminal, ce qui s’oppose a une glycosylation
efficace. La BP180 se retrouve séquestrée dans le cytosol, et seulement 15% est
exprimé a la membrane (52).

Le clivage physiologique de I'ectodomaine, et donc la libération de LAD-1 d’'une part,
et le décrochage du kératinocyte de la membrane basale d’autre part, aurait lieu au
niveau de la Leu 524 ou de la GIn 525 (53). La détermination de 'AA N-terminal de
I'ectodomaine dépend du fragment formé, et évidemment de 'enzyme employée : Ala
531 pour LABD97 (54) et Leu 524 ou Ala 528 pour LAD-1 généré par la trypsine (22).
L’Ala 531 n’est pas un site de clivage reconnu ; en revanche les sites de clivage
générant LAD-1 sont trés conservés, et peuvent étre clivés par plusieurs protéases
(ADAM ou MMP9). L'analyse de la conservation des sites de clivage chez ’lHomme et
six autres espéces mammiferes permet en effet d’affirmer qu’en dépit d’'une variabilité
importante du domaine NC16A entre les especes, on retrouve une densité importante
de site de clivages au niveau du domaine NC16A (Annexe 3, analyse réalisée avec le
logiciel en ligne Prosper) (55).

2) Produits de clivage de la BP180

Le clivage de protéines transmembranaires de type | ou de type Il (domaine
extracellulaire N-terminal ou C-terminal) fait partie intégrante de la physiologie de ces
protéines. Le clivage de la BP180 est donc finement régulé. Plusieurs enzymes, dont
les métalloprotéinases (ADAMSs), la plasmine, I'élastase neutrophile, clivent la BP180
au niveau de son domaine NC16A, et libérent ainsi I'ectodomaine (56-58). Ce
phénomeéne est nécessaire a la migration des kératinocytes, la cicatrisation de la peau
et la formation de la membrane basale (30,48).

Lorsque la BP180 n’est clivée qu’au niveau N-terminal, le fragment libéré (LAD-1) reste
relié a la lamina lucida par son cété C-terminal (Fig 6). En PAGE-SDS en conditions
dénaturantes, ce fragment migre a un poids moléculaire de 120kDa (Fig 7). Lorsque
la BP180 est clivée a la fois au niveau N-terminal (prés de la membrane plasmique du
kératinocyte) et C-terminal (au sein de la lamina densa), le fragment libéré est appelé
LABD97 (Fig 6) (pour « Linear IgA Bullous Disease ») et migre a un poids moléculaire
de 97kDa (Fig 7). Ces fragments sont la cible antigénique d’auto-anticorps d’isotype
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IgA retrouvés dans le cadre d’'une dermatose bulleuse auto-immune rare, la dermatose
linéaire a IgA (DIGAL) (59).

Figure 6 : La BP180 et ses produits de clivage. On retrouve la structure de la BP180. Le fragment LAD-1 est
constitué de la quasi-totalité de la partie extracellulaire (ou ectodomaine), apres clivage au sein du domaine NC16A
sur les sites indiqués par les triangles blanc et noir. Le domaine NC4 contient également un site de clivage, impliqué
dans la génération du fragment LABD97. D’apres (60).

Figure 7 : Le milieu de culture des kératinocytes contient les fragments de digestion de 120kDa et de 97kDa. Les
extraits de kératinocytes (E) contiennent la BP180 (en rouge). Le milieu de culture (M) contient le fragment LAD-1
(en vert). Apres traitement par la plasmine (MP), le milieu contient le fragment LABD97. A gauche, aprés révélation
par un anticorps monoclonal. A droite, aprés révélation par le sérum de deux patients atteints de DIGAL (LAD 1 et
LAD 2). A partir de (21).

Plusieurs études ont montré que la digestion enzymatique de la BP180 en LAD-1
génére des modifications conformationnelles de I'ectodomaine, permettant la
reconnaissance de LAD-1 par des auto-anticorps qui ne reconnaissaient pas la BP180
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sous sa forme native (11,50,60). Ces néo-épitopes seraient situés sur le domaine
NC16A ou a la limite entre les domaines NC16A et C15 (61). lls pourraient également
étre situés sur le domaine C15, qui aurait partiellement perdu sa conformation de triple
hélice a la suite du clivage du domaine NC16A (11). L'origine épithéliale du fragment
de 120kDa, LAD-1, synthétisé et relargué dans le milieu de culture de kératinocytes,
fut découverte en 1996 par Marinkovich et ses collaborateurs (62). Un anticorps
monoclonal capable de reconnaitre ce fragment se fixe le long de la JDE et induit la
séparation du derme et de I'épiderme ex vivo sur de la peau humaine. Des auto-
anticorps capables de reconnaitre ce fragment de clivage de la BP180 peuvent étre
retrouvés chez certains patients atteints de pemphigoide bulleuse (19,23). Les
fragments LABD97 et LAD-1 sont également la cible d’auto-anticorps dans la
pemphigoide membranaire muqueuse (PMM) (63,64).

La reconnaissance par les IgA de patients atteints de dermatose linéaire a IgA d’un
fragment migrant & 97kDa a été décrite au début des années 1990 (65). Plusieurs
auteurs ont ensuite retrouvé, chez des patients atteints de DIGAL et de PB, des
anticorps capables de reconnaitre ce fragment de 97kDa (59). En 1999, la
comparaison de la séquence en acides aminés des fragments LABD97 et LAD-1
permit a Zone et ses collaborateurs (54) de suggérer que LABD97 et LAD-1
proviennent tous deux de la BP180. Les enzymes responsables de ce clivage sont
probablement différentes, car les fragments LABD97 et LAD-1 ont des acides aminées
N-terminaux différents (22).

La distinction entre LABD97 et LAD-1 reste importante, bien que les deux produits de
clivage proviennent de la méme protéine, et que leur taille ne soit pas trés éloignée :
certains auto-anticorps reconnaissent seulement LAD-1. Plusieurs études ont en effet
montré que le sérum de patients atteints de PMM reconnait la partie C-terminale de
LAD-1 (66,67), partie qui est justement absente de LABD97. Les patients atteints de
dermatose linéaire a IgA reconnaissent des épitopes présents sur le fragment
LABD97, qui sont également présent sur le fragment LAD-1. Le domaine NC4
contiendrait le site de clivage de LAD-1 en LABD97. La plasmine serait 'enzyme
responsable de ce clivage, au niveau de I'’AA R1303 (68).

C) La pemphigoide bulleuse
1) Définition, épidémiologie et généralités

La pemphigoide bulleuse est une maladie auto-immune spécifique d’organe. Les
tissus atteints sont la peau et les muqueuses. Sa prévalence est rare dans la
population générale, mais plus élevée si 'on consideére les sujets de plus de 65 ans.
Le diagnostic de la pemphigoide bulleuse est a la fois clinique, anatomopathologique
et biologique (cf partie C3). Selon I'encyclopédie Orphanet, la PB est « une maladie
auto-immune dermatologique caractérisée par I'apparition de bulles de grande taille
sur des plaques érythémateuses et prurigineuses, qui précédent souvent I'apparition
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de la maladie. Les Iésions sont situées principalement sur les membres. |l s’agit d’'une
maladie potentiellement grave, qui nécessite habituellement un traitement de longue
durée. » (202). D’un point de vue clinique, on retrouve classiquement une triade : base
érythémateuse, prurit, bulles cutanées. D’un point de vue immunologique, elle est
caractérisée par I'apparition d’auto-anticorps dirigés contre deux macromolécules de
’hémidesmosome : la BP180 (ou BPAG2) et la BP230 (ou BPAG1). Le réle pathogéne
de ces auto-anticorps est largement décrit dans la physiopathologie de la maladie, et
fait de la PB une maladie auto-immune médiée par les anticorps (69,70).

Le meilleur argument pour affirmer [limplication des auto-anticorps dans le
déterminisme des Iésions est le développement de la maladie aprés transfert passif
des auto-anticorps supposeés pathogenes dans un organisme sain. Comme nous le
verrons dans la partie C4, cette stratégie n’est applicable in vivo chez la souris qu’a
moins de quelque subtilité. Cependant, une maladie rare proche de la PB: la
pemphigoide gestationnelle (PG) permet de répondre a la question de la
transmissibilité de la maladie par voie transplacentaire. La pemphigoide gestationnelle
est une maladie proche de la PB, avec pour singuarités I'dge des patientes et le
déclenchement pendant la grossesse (71). La PG se caractérise par la présence de la
BP180 au niveau placentaire, et le développement d’auto-anticorps d’isotype IgG anti-
BP180, responsables de rares cas de transmission materno-fcetale de la maladie avec
le développement de Iésions bulleuses chez I'enfant (72,73). Aprés la disparition des
anticorps pathogénes d’origine maternelle, les bulles ont rapidement disparu chez le
nouveau-né. Ces données permettent de confirmer la responsabilité des auto-
anticorps dans le développement des lésions observées au cours de la PB.

La pemphigoide bulleuse fait partie d’'un groupe hétérogéne de pathologies : les
dermatoses bulleuses auto-immunes (74). Ces derniéres sont caractérisées par
l'apparition de bulles cutanées, et la présence d’auto-anticorps dirigés contre les
composants de la membrane basale dermo-épidermique, ou les jonctions
interkératinocytaires. Ces auto-anticorps sont retrouvés dans le sang circulant, mais
également sous forme de dépbts le long de la jonction dermo-épidermique, ou entre
les kératinocytes de I'épiderme suivant la pathologie (1). Parmi les dermatoses
bulleuses auto-immunes (DBAI), on distingue deux catégories. La premiére est le
sous-groupe des pemphigus, ou DBAI intra-épidermiques, caractérisées par la
présence de bulles intra-épidermiques et d’auto-anticorps ciblant les protéines du
desmosome, responsable de la cohésion entre les kératinocytes (75). Le second est
le sous-groupe des pemphigoides, ou DBAI sous-épidermiques, caractérisées par la
présence de bulles sous-cutanées, et d’auto-anticorps dirigés contre les composants
de la membrane basale dermo-épidermique. Dans ce sous-groupe des DBAI du type
pemphigoide, on retrouve la pemphigoide bulleuse (PB), la pemphigoide
gestationnelle, la pemphigoide membranaire muqueuse, I'épidermolyse bulleuse
acquise, la pemphigoide a p200, la dermatite herpétiforme et la dermatose linéaire a
IgA (203).

La pemphigoide bulleuse est la plus fréquente d’entre elles, et représente a elle seule
plus de deux tiers des DBAI (70%) des DBAI (76). Elle touche particulierement les
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sujets ageés : le pic d’'incidence est noté entre 66 et 83 ans, et 90% des individus atteints
ont plus de 70 ans. L’age moyen au diagnostic est de 80 ans. L’'incidence dépend de
la tranche d’age considérée. Elle varie en fonction des zones géographiques, avec de
fortes disparités entre les populations de I'Europe, des Etats-Unis et de I'Asie du Sud-
Est. Elle reste néanmoins faible dans la population générale (2,5 a 42,8 par million
d’habitants et par an, suivant les zones géographiques) (1) (Fig 8). Chez les plus de
90 ans, elle est de 460 cas par million et par an. En comparaison, chez les sujets de
50 a 59 ans l'incidence est seulement de 15 pour un million d’habitants et par an (70).
Suivant les sources, entre 400 et 1000 PB sont diagnostiquées chaque année en
France (76, 202). La prévalence de la PB suit la méme répartition en fonction de I'age,
avec une personne sur 40 000 dans la population générale, mais augmente a une
personne sur 3000 au-dela de 70 ans (77). Les hommes et les femmes sont autant
concernés, méme si I'on note une prédominance féminine avant 70 ans, et une
inversion avec un plus grand nombre d’hommes atteints aprés 70 ans, se majorant
aprés 80 ans d’aprés une étude allemande réalisée en 2016 (78).

Figure 8 : Incidence de la PB mesurée dans plusieurs pays a différentes époques.

Le taux de mortalité est élevé (30% apres un an de traitement), d’autant plus que les
sujets atteints sont fragiles, cumulent souvent plusieurs pathologies chroniques, et
souffrent a la fois de complications infectieuses dues a la rupture de la barriere
cutanée, et des complications iatrogénes de la corticothérapie et des
immunosuppresseurs employés (79,80). La mortalité dépendra principalement de
'age, des comorbidités associées (notamment neurologiques) et de la posologie de
corticoides nécessaire au contrdle de la maladie.

2) Clinique

La pemphigoide bulleuse est caractérisée par une triade clinique (203) :
- Développement de bulles tendues
- Plaques érythémateuses
- Prurit fréquent, intense et invalidant.
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Les bulles sont des collections liquidiennes superficielles a contenu clair ou séro-
hématique, de grande taille (>5mm). Ces bulles sont dites tendues (c’est-a-dire
résistantes a la pression exercée par un doigt) : on parle d’absence de signe de
Nikolsky. Cette absence de décollement cutané malgré la pression permet de les
différencier des Iésions bulleuses retrouvées dans le pemphigus. Les Iésions bulleuses
sont symétriques et se situent préférentiellement sur les faces de flexion des membres,
la face antéro-interne des cuisses, 'abdomen (Fig 9). Elles apparaissent en périphérie
de plaques érythémateuses et prurigineuses. Les lésions muqueuses sont rares, et
généralement cantonnées a la muqueuse buccale (10 a 20% des cas). La pathologie
évolue sur un rythme de pousseées successives entrecoupées de période de rémission,
et les bulles disparaissent sans laisser de cicatrices ni de grains de millium. Ces deux
derniéres caractéristiques cliniques constituent deux différences dans le diagnostic
différentiel avec la pemphigoide des muqueuses (ou pemphigoide cicatricielle) (81).

Figure 9 : Exemples de manifestations cutanées de la PB : plaques érythémateuses, bulles tendues, localisation
préférentielle sur les membres mais pouvant se généraliser a tout le corps, et Iésions de grattage dues au prurit.

Certaines pemphigoides bulleuses se présentent sous une clinique atypique,
compliquant alors le diagnostic. Une atteinte muqueuse associée est possible, dans
ce cas c’est essentiellement la muqueuse buccale qui sera concernée. De méme, si
les lésions bulleuses épargnent généralement la téte et le cou, certaines formes
peuvent concerner ces régions. D’autres formes touchent uniquement des zones
anatomiques précises, c’est le cas des formes dyshidrosiformes, ou pré-tibiale. Il est
rare que le sujet atteint ait moins de 70 ans, bien que cela soit possible. Surtout,
certaines présentations cliniques sont exemptes de bulles. On parle dans ce cas de
prurit sine materia, de PB eczématiforme ou vésiculeuse, d’érythrodermie ou de

pemphigoide nodulaire (fortement érythémateuse) (82).
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3) Diagnostic

Le diagnostic repose sur la clinique, 'examen anatomo-pathologique d’une biopsie de
peau et la recherche d’anticorps dirigés contre des antigénes de la jonction. Ces
anticorps sont recherchés in situ, par 'analyse d’'une biopsie de peau, ou sous forme
libre circulante, a partir d’'un échantillon sanguin. Le diagnostic clinique a déja été
évoquée dans la partie C2).

L’analyse histologique est réalisée en peau lésée : plusieurs coupes de la biopsie
incluse en paraffine sont marquées par plusieurs colorants cellulaires (hématoxyline,
éosine, safran). La mise en évidence d’une bulle sous-épidermique sans acantholyse
est I'élément diagnostic majeur. En fonction de I'avancée de la pathologie, il peut étre
retrouvé un infiltrat inflammatoire riche en polynucléaires éosinophiles (PNE). Ces
derniers sont localisés dans la bulle dermo-épidermique, ou le long de la jonction. La
biopsie pour recherche d’autoanticorps par immunofluorescence directe (IFD) est
réalisée sur la peau péri-lésionnelle. La biopsie est congelée dans I'azote liquide, puis
aprés coupe a congélation, les anticorps et le complément déposés dans le tissu sont
révélés par des anticorps dirigés contre les différents isotypes d’immunoglobulines et
le complément. Le diagnostic est confirmé par la présence de dépbts linéaires
d'immunoglobulines G (IgG) +/- du fragment C3c du complément le long de la JDE
(83).

La recherche d’auto-anticorps circulants spécifiques de protéines de la JDE repose
sur plusieurs techniques. Dans le cadre du diagnostic de la PB, les immunoglobulines
d’isotype IgG sont recherchées, a l'aide d’'un anticorps conjugué au FITC et
reconnaissant les domaines constants des IgG. L'examen de dépistage est
l'immunofluorescence indirecte (IFl). En routine, I'lFI est le plus souvent réalisée sur
des coupes d’cesophage de singe. Cependant, la recherche sur peau clivée (de singe
ou humaine) par du NaCl 1M est plus performante en termes de sensibilité pour les
pemphigoides (84). Dans tous les cas, la mise en évidence d’un dépdét d’lgG le long
de la membrane basale dermo-épidermique, retrouvé dans 70 a 90% des cas (76), est
fortement évocatrice du diagnostic de pemphigoide bulleuse. En immunofluorescence
indirecte, le titre des auto-anticorps, bien qu’étant une donnée semi-quantitative, est
globalement corrélé a 'activité de la maladie (85). Lorsque I'analyse est réalisée sur
peau clivée au NaCl 1M, les jonctions de 'hémidesmosome sont rompues, et le dépot
des auto-anticorps peut se faire sur le versant épidermique (au toit de la bulle) ou le
versant dermique (sur le plancher de la bulle) suivant la cible des auto-anticorps. Dans
la pemphigoide bulleuse, les deux cibles des auto-anticorps sont situées sur le versant
épidermique (Fig 10).
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Figure 10 : Images obtenues en immunofluorescence indirecte sur cesophage de singe (a gauche) et sur le versant
épidermique de la peau clivée de singe (a droite). Le marquage le long de la jonction dermo-épidermique se voit
de fagon nette.

L’identification des cibles antigéniques était historiquement effectuée par
immunotransfert (86). Depuis la découverte des cibles antigéniques et la détermination
de leur structure, puis le développement de tests ayant une grande sensibilité
diagnostique, cette recherche est désormais effectuée par la combinaison de deux test
ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) (87,88). A nouveau, seules les IgG
spécifiques sont mises en évidence, par un conjugué couplé a la peroxydase de raifort
(horseradish peroxidase, HRP). La BP180 est la cible principale des auto-anticorps de
la pemphigoide bulleuse. Deux tests ELISA commerciaux existent actuellement, et
permettent la détection d’auto-anticorps dirigés contre le domaine NC16A de la BP180.
Dans les deux cas, c’est seulement une partie de la BP180 qui est adsorbée sur les
puits des plaques ELISA : soit un tétramere du domaine NC16A (Fig 11), basé sur
'ADNc humain et produit par E. coli (kit Euroimmun®) soit un domaine NC16A
recombinant (kit MBL®/Mesacup®). Plus de 90% des patients atteints de PB
possédent ces auto-anticorps spécifiques du domaine NC16A (88).

Figure 11 : Tétramere de domaine NC16A présent dans les puits des kits Euroimmun. Les puits de polystyrene
sont recouverts de cet antigéne. Le sérum est dilué au 1 :101 puis un anticorps anti-lgG couplé a la peroxydase de
raifort est ajouté en tant qu’anticorps secondaire. Le titre est indiqué en unités arbitraires par mL (U/mL). Un résultat
supérieur au seuil de 20 U/mL est considéré comme positif.
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Le titre des anticorps dirigés contre le domaine NC16A de la BP180 est corrélé a
I'activité clinique de la maladie (88,89), et permet de prédire une rechute en cas d’arrét
du traitement. Une étude a démontré que lorsque le taux d’anticorps anti-NC16A
dépasse un seuil de 27 U/mL était associé une valeur prédictive positive de 90,9%
pour la survenue de rechutes au cours de la 1ére année de traitement (étude réalisée
avec le kit Euroimmun®, (90). Malgré une forte mortalité (environ 30% a un an),
multifactorielle car les patients sont agés, potentiellement atteints d’autres maladies
chroniques (79,91), la guérison peut étre obtenue aprés plusieurs mois ou années de
traitement.

Chez 60% des patients, on retrouve des auto-anticorps dirigés contre une autre
protéine de 'hnémidesmosome, localisée au niveau intracellulaire : la BP230 (Fig 12)
(92).
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Figure 12 : Structure de la BP230 : les fragments N- et C- terminaux sont des régions globulaires. Au centre la
BP230 a une forme de baguette. Cette protéine est exclusivement intracellulaire (93).

Le principal role des tests permettant la détection des anticorps anti-BP230 est de
confirmer le diagnostic de pemphigoide bulleuse chez les rares patients négatifs en
ELISA BP180 NC16A. La combinaison des deux tests diagnostic permet d’augmenter
la sensibilité a plus de 95% (18,92), et d’obtenir une spécificité proche de 99% (92,94).
Deux tests ELISA sont principalement utilisés en routine pour la détection des
anticorps anti-BP230. A nouveau, I'antigene fixé sur les puits n’est pas la protéine
entiére, mais un fragment particuliérement antigénique de la protéine. Dans le kit
Euroimmun®, I'antigéne est un fragment recombinant du domaine C-terminal de la
BP230. Pour le kit MBL®/Mesacup®, il s’agit d’'un fragment recombinant contenant les
domaines N- et C- terminaux de la protéine.

Dans de rares cas, 'immunomicroscopie électronique directe, réalisée sur une biopsie
de peau péribulleuse, permet de visualiser précisément les structures de
’hémidesmosome. Dans la PB, les dépéts d’lgG et de C3 seront localisés dans la
partie haute de la lamina lucida. Cette technique est aujourd’hui anecdotique.

Une étude frangaise a défini quatre criteres cliniques permettant de porter le diagnostic
de pemphigoide bulleuse. Ces criteres sont (1) un age supérieur a 70 ans, (2)
'absence d’atteinte muqueuse, (3) I'absence de cicatrices atrophiques, (4) une
localisation épargnant la téte, le cou et la moitié supérieure du tronc. Lorsque trois de
ces critéres sont présents, et associés a des dépbts d'lgG et/ou de C3 en IFD, le
diagnostic peut étre posé avec une probabilité supérieure a 90% (81). En définitive, le
diagnostic repose essentiellement sur des criteres cliniques, associés a 'examen de
la biopsie en IFD. Devant une présentation clinique atypique, les tests d’identification
de la cible des auto-anticorps deviennent indispensables. Une fois le diagnostic poseé,
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le dosage des IgG anti-BP 180 par technique ELISA permettra de suivre I'activité de la
maladie et de prédire une rechute a I'arrét des traitements (90).

4) Traitements

La pemphigoide bulleuse est une maladie auto-immune médiée par les anticorps.
Jusqu’a la fin des années 1990, la stratégie thérapeutique de choix était 'emploi d’'une
corticothérapie systémique. Le principal objectif de ce traitement était le blocage de la
production de ces auto-anticorps et l'inhibition de la libération des médiateurs de
'inflammation. L’emploi de glucocorticoides est néanmoins accompagné de nombreux
effets indésirables, autant par leur versant immunosuppresseur que par les effets sur
le meétabolisme (restriction hydrosodée, retard a la cicatrisation, ostéoporose,
déséquilibre glycémique, insuffisance corticosurrénalienne). Ces effets indésirables
sont particuliérement déléteres chez la population concernée par cette pathologie : le
sujet agé. La stratégie thérapeutique a évolué, notamment en France, avec un
changement des pratiques : un contréle de l'inflammation cutanée est désormais
préféré a une immunosuppression systématique. Le principal objectif est d’obtenir une
qualité de vie satisfaisante avec la disparition des bulles cutanées et du prurit, tout en
évitant I'emploi dune corticothérapie systémique ou dautres agents
immunosuppresseurs. En premiére intention, c'est désormais I'emploi de
dermocorticoides (glucocorticoides a usage local cutané) qui prime. Suivant le
contexte (patient hospitalisé, en institution, éventuellement avec des troubles cognitifs)
et la sévérité de la pathologie au diagnostic, le patient pourra étre hospitalisé, ou
bénéficiera d’'un suivi rapproché en hospitalisation de jour ou en ambulatoire.
L’efficacité du traitement sera jugée par le dermatologue, sur des critéres
essentiellement cliniques. Le suivi est hebdomadaire jusqu’a I'obtention d’'un contrdle
clinique. Le traitement local sera ensuite poursuivi, avec un suivi mensuel les trois
premiers mois, puis plus espaceé. L’arrét du traitement sera décidé par le dermatologue
et le patient, en fonction du contexte et des comorbidités. Le titre des auto-anticorps
spécifiques de la BP180 a également sa place dans la décision, la persistance d’un
taux élevé d’anticorps circulants prédisant une rechute a I'arrét du traitement (203,
204).

Le traitement est adapté a la présentation clinique et a la sévérité de la pathologie au
diagnostic. La stratégie thérapeutique initiale consiste en [lutilisation de
dermocorticoides : la corticothérapie locale permet un contréle des lésions chez plus
de 90% des patients atteints de formes multi-bulleuses (95,96). En cas de contrble
insuffisant de la pathologie, il est possible d’augmenter la posologie de
dermocorticoides, ou d’ajouter une corticothérapie systémique. Ce sont les seules
molécules qui ont TAMM pour cette indication, toutes les autres thérapeutiques
utilisées et notamment les immunosuppresseurs sont hors AMM. Le propionate de
clobétasol (spécialités : Dermoval et Clarelux) est indiqué seul en premiére intention.
Si la corticothérapie systémique est envisagée, c’est la prednisone qui est employée,
toujours en association avec les dermocorticoides. D’autres médicaments peuvent
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étre employés : la dapsone (spécialité Disulone), un antibiotique de la famille de
sulfones, la doxycycline, un antibiotique de la famille des tétracyclines, peuvent étre
associés a la corticothérapie locale. Ces derniers ont une efficacité inconstante (203).

De nombreux immunosuppresseurs peuvent étre employés. Leur utilisation permet de
restreindre l'usage des corticoides systémiques en cas de contre-indication. lls
s’accompagnent néanmoins d’effets indésirables, liés a 'immunosuppression qu’ils
induisent, ainsi qu’a un degré variable de toxicit¢é hématologique. Parmi ces
thérapeutiques, citons le méthotrexate, le mycophénolate mofétil, I'azathioprine, le
rituximab. Récemment de nombreuses données pré-cliniques et des cas rapportés en
clinique ont suggéré une efficacité de lI'omalizumab. Le recours aux échanges
plasmatiques, ou aux immunoglobulines intraveineuses a usage thérapeutique (IglV)
est réservé a des cas particulierement séveres et résistants aux traitements. De
nombreuses autres thérapeutiques pourraient envisagées, mais restent encore au
stade théorique (97).

D) Physiopathologie de la pemphigoide bulleuse

De nombreux modéles animaux ont été développés pour étudier les différents acteurs
du processus physiopathologique a l'origine du développement de la PB. Des données
recueillies chez ’THomme ont également permis d’approfondir sa compréhension. Les
acteurs cellulaires et moléculaires sont nombreux, et la physiopathologie n’est pas
complétement élucidée a ce jour. Un modéle « classique » de la PB fait intervenir les
auto-anticorps, le complément, certaines cellules de limmunité innée et de
nombreuses protéases. Cependant, ce modéle ne permet pas d’expliquer toute la
physiopathologie de la PB. En effet, celle-ci est probablement bien plus complexe,
avec I'implication de différents isotypes et sous-classes d’auto-anticorps (IgG1, 1gG4,
IgE) et d’acteurs cellulaires dont le réle était méconnu ou sous-estimé (mastocytes,
polynucléaires éosinophiles) (69,98).

On retrouve dans le développement de la pemphigoide bulleuse la plupart des
caractéristiques qui permettent ensuite son diagnostic. Dans un premier temps,
comme pour tout maladie auto-immune, une rupture de tolérance va se produire. Les
facteurs favorisant le développement de la PB sont multiples, et comprennent I'age,
'environnement, certains médicaments (99). Aprés cette rupture de tolérance, des
lymphocytes T et B spécifiques d’épitopes portés par la JDE vont étre activés. Les IgG
spécifiques de la BP180 +/- de la BP230 seront donc produits par des plasmocytes
médullaires issus de la différenciation de lymphocytes B auto-réactifs. Ces auto-
anticorps vont circuler dans le sang périphérique, et se déposer le long de la JDE sur
leurs cibles. La reconnaissance de I'antigéne induit un changement conformationnel
de l'immunoglobuline, qui permet la fixation et l'activation de la voie classique du
complément. Cette voie aboutit au recrutement et au clivage du C3 en C3a et C3b, et
du C5 en Cb5a et C5b. Les fragments solubles C3a et C5a sont des médiateurs
chimiotactiques fortement pro-inflammatoires. lls vont attirer de nombreuses cellules
de I'immunité innée, essentiellement des polynucléaires éosinophiles et neutrophiles.
Le processus inflammatoire recrute également les mastocytes du derme sous-jacent.

38



Un grand nombre de protéases et de facteurs pro-inflammatoires sont libérés
localement (élastase neutrophile, métalloprotéases matricielles, ...) et contribuent a
amplifier et entretenir l'inflammation. Les grandes voies de signalisation pro-
inflammatoires sont activées, avec la synthése d’interleukine 6 (IL-6) et d’IL-8
notamment (69,100).

De nombreuses équipes de recherche ont étudié la physiopathologie de la PB au
travers de modeéles murins, par transfert passif d’anticorps de patients a des souris.
Les premiéres tentatives chez la souris se sont soldées par des échecs (101). En effet,
les auto-anticorps humains ne reconnaissent pas le domaine NC14 (I'équivalent
structural murin du domaine NC16A humain), ne se fixent pas a la jonction, et
n’induisent donc pas de pathologie bulleuse (44). La principale difficulté a développer
tout autre modele animal de pemphigoide bulleuse par transfert passif des auto-
anticorps humains s’explique par la treés forte variabilité du domaine NC16A chez la
plupart des espéces mammiféres. Les séquences des BP180 de différentes espéces
ont été alignées et comparées, notamment pour étudier la conservation de sites
d’interaction, de sites de clivage ou importants pour la fonction de la BP180. Ces
résultats sont présentés en annexe (Annexes 2 et 3).

Pour mettre au point le premier modéle murin de PB, Liu et ses collaborateurs ont
immunisé des lapins en leur injectant des fragments de BP180 murine. Le transfert
passif des immunoglobulines de lapin chez des souris nouveau-nées a permis le
développement en 18h d’'un phénotype se rapprochant de celui de la pemphigoide
bulleuse (détachement de la peau). Des biopsies réalisées post-mortem ont révélé des
dépbts d'lgG de lapin et de fragment C3 de souris le long de la JDE, ainsi que la
formation de bulles sous-épidermiques, révélant un processus physiopathologique
semblable a celui de la PB (102). La méme équipe a ensuite étudié les acteurs de la
formation de la bulle sous-épidermique dans ce modéle (56,103,104). Le rdle du
complément, des polynucléaires neutrophiles et de I'élastase neutrophile semble
central dans ce modeéle physiopathologique. La figure 13 est extraite d’une revue
présentant le mécanisme physiopathologique de la PB, dans lequel les polynucléaires
neutrophiles, le complément et les protéases exercent un réle prépondérant.
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Figure 13 : La physiopathologie “classique” de la pemphigoide bulleuse. Le dépét des auto-anticorps permet le
dépdt du complement le long de la junction dermo-épidermique. La libération du facteur chimiotactique Cba recrute
des polynucléaires neutrophiles. De leur cé6té, les kératinocytes sécretent l'activateur tissulaire du plasminogéne (t-
PA) qui active le plasminogéne en plasmine. Ce dernier permet I'activation du pro-MMP9 en MMP9 (métallo-
protéase matricielle 9). La MMP9 dégrade alors I'a-1-anti-trypsine (a1-AT). La neutrophile élastase (NE) des
neutrophiles n’est alors plus inhibée, et permet donc la dégradation des protéines de la jonction dermo-épidermique
(dont la BP180, ou COL17A1). Ce processus inflammatoire est entretenu par la sécrétion de granzyme B, de
cytokines pro-inflammatoires (IL-1a, IL-8) ainsi que d’autres protéases, non représentées sur ce schéma (100).

Le domaine NC16A est la cible majoritaire des auto-anticorps retrouvés chez les
patients atteints de PB (94). Les anticorps dirigés contre le domaine NC16A et
capables d’activer le complément seraient responsables de la pathologie (105).
Plusieurs modéles murins ont donc été développés, en remplagant la BP180 murine
par 'humaine (106) ou seulement le domaine NC14 de la BP180 murine par le
domaine NC16A humain (107) L’injection de sérum ou d'immunoglobulines humaines
conduit alors au développement d’une pathologie proche de la PB, avec des dépbts
d’'IgG et de complément le long de la jonction et I'apparition de bulles cutanées, ou
d’'un décollement de I'épiderme.

Au-dela de la physiopathologie « classique » dépendante du complément, plusieurs
auteurs ont démontré que certains anticorps dirigés contre le domaine NC16A auraient
un effet pathogéne indépendant du complément. L'injection de fragments F(ab’)2
provoque une diminution de I'expression de la BP180 in vitro, et une fragilité cutanée
chez la souris apres injection intrapéritonéale (49). Une autre équipe a utilisé des IgG
dirigées contre la BP180 mais dans un modéle de souris déficiente en C3, et met
également en évidence un mécanisme indépendant du complément (108). Ce
mécanisme physiopathologique passerait par l'internalisation de la BP180 par
endocytose, et la diminution de I'adhérence des kératinocytes (109,110). Seuls les
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anticorps dirigés contre le domaine NC16A seraient pathogénes sans I'action du
complément, en provoquant I'internalisation de la BP180, probablement en raison de
la proximité du domaine avec la membrane plasmique. Les anticorps ciblant des
domaines plus éloignés, particulierement si ces derniers sont situés proche de
I'extrémité C-terminale de la BP180, ne peuvent pas induire cette internalisation (111).

Cependant, les auto-anticorps retrouvés dans le sérum de patients atteints de PB ne
ciblent pas uniquement le domaine NC16A de la BP180. Dans la plupart des maladies
auto-immunes, le déclenchement de la pathologie est souvent di a la rupture de
tolérance vis-a-vis d’'un épitope précis, mais l'inflammation et la destruction tissulaire
qui s’ensuivent conduisent a la présentation de nouveaux épitopes aux lymphocytes
B, et 'apparition de nouveaux auto-anticorps dirigés contre des épitopes secondaires.
Ce phénomene est appelé « epitope spreading » (112) et il est retrouvé dans la PB
(113). L'inflammation, la dégradation de la BP180 en peptides immunogénes par les
nombreuses protéases et la présentation aux cellules immunitaires recrutées sur le
site de I'inflammation vont participer a ce phénoméne d’« epitope spreading ».

Une équipe de recherche a particulierement étudié ce phénomene, chez la souris
(114). En plus des anticorps dirigés contre le domaine NC16A, ils retrouvaient
également de fagon précoce d’autres auto-anticorps, spécifiques des régions N- et C-
terminales de la BP180. Chez 'Homme, cette équipe a étudié ce phénomeéne et a
également montré que des anticorps spécifigues des domaines intra- et
extracellulaires étaient retrouvés dans I'histoire naturelle de la maladie (20,93,115). La
comparaison avec les caractéristiques clinique a montré que la présence d’anticorps
spécifiques de plusieurs épitopes de la BP180 (en plus du domaine NC16A) est
associée a un phénotype plus inflammatoire. Le role pathogéne propre de ces auto-
anticorps capables de reconnaitre les parties N- et C-terminales de la BP180 est
encore incompris. Une étude incluant 87 patients a différencié les profils des anticorps
retrouvés chez les patients atteints de PB. Chez une fraction d’entre eux, aucun
anticorps ciblant le domaine NC16A n’a été retrouvé, pourtant leur sérum contenait
des anticorps capables de reconnaitre d’autres épitopes de la BP180. Le phénotype
développé chez ces patients était celui d’'une PB moins inflammatoire (19). La
présence d’anticorps anti-NC16A associée a des auto-anticorps reconnaissant
d’autres épitopes de la BP180 est quant a elle associée a un phénotype plus
inflammatoire, plus de Iésions muqueuses, et un score d’activité de la maladie plus
élevé (23,115,116).

La BP180 n’est pas la seule cible des auto-anticorps dans la PB. La BP230 fait partie
de 'hémidesmosome, et est la cible d’auto-anticorps chez environ 60% des patients
atteints de PB. Le rble pathogéne propre d’auto-anticorps dirigés contre la BP230 a
été montré dans un modéle murin (117). Certains patients atteints de PB ne possédent
d’ailleurs pas d’anticorps détectés par 'ELISA anti-NC16A. Se pose donc la question
d’'un mécanisme physiopathologique ou les auto-anticorps cibleraient uniquement la
BP230, protéine intracellulaire et donc théoriguement inaccessible aux anticorps.
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Plusieurs équipes ont étudié le transport d’anticorps a l'intérieur des cellules, et la
fonction de récepteurs intracellulaires au fragment Fc des Ig (118). De nombreuses
hypothéses ont été faites quant aux conséquences du passage des anticorps au
niveau intracellulaire (119). Cependant, le rdle pathogéne des anti-BP230 reste
méconnu, et a été largement moins étudié que celui des anticorps spécifiques de la
BP180. Une revue récente résume les connaissances actuelles sur le role des anti-
BP230 dans la PB (17). Dans une étude récente, en I'absence de lymphocytes T
régulateurs, les souris « scurfy » (FoxP3”7) développent spontanément des
manifestations cutanées, et des anticorps dirigés contre la BP180, mais également la
BP230 murines (120). Le développement de modéle « spontanés » de PB chez la
souris s’accompagne donc de 'apparition d’auto-anticorps dirigés contre la BP180 et
la BP230, mettant a nouveau en évidence ce phénomeéne d’'« epitope spreading » et
de mécanismes physiopathologiques encore méconnus.

Les kits commerciaux disponibles recherchent les IgG sans en différencier la ou les
sous-classe(s). Peu d’études sur les sous-classes d’'IgG ont été réalisées en ELISA,
la plupart des auteurs ont recherché les sous-classes d’'lgG1 a 4 par IFIl, IFD ou
immunoblot. Plusieurs types d'immunoglobulines dirigées contre le domaine NC16A
ont été retrouvées par immunoblot dans le sérum des patients atteints : IgG1, 1gG4,
IgE (3). Des anticorps d’isotype IgG1 et IgG4 dirigés contre les domaines intra- ou
extracellulaires de la BP180 sont retrouvés chez 40 a 60% des patients en immunoblot
(121). L’analyse des biopsies de peau en IFD retrouve également majoritairement des
IgG4, ainsi que des IgG1 et IgG3 déposées le long de la jonction, exceptionnellement
des 1gG2 (122). Toutefois, aucune corrélation entre la prédominance d’une sous-
classe particuliere d’'IgG et la présentation clinique ou la durée de la maladie n’a pu
étre mise en évidence. Concernant les anticorps anti-BP230, ils semblent étre
majoritairement d’isotype IgG1 et IgG4, comme le montre une étude ayant recherché
les quatre sous-classes d’lgG dirigés contre la BP180 et la BP230 par ELISA (5).

Alors que les IgG1, capables d’activer le complément, étaient supposées comme
majoritairement responsables de la pathologie, les patients possédent donc
fréquemment des IgG4 et des IgE spécifiques du domaine NC16A et d’autres épitopes
de la BP180. Or les IgG4 et les IgE n’activent pas le complément. Les IgG4 pourraient
étre impliquées dans le meécanisme pathogéne indépendant du complément
précédemment évoqué. Plusieurs cas cliniques ont été rapportés de patients ou seuls
des dépbts d’'lgG4 étaient retrouveés le long de la jonction, en absence de complément
(123). Le développement d’'une PB en 'absence d’lgG1 et d’activation du complément
est donc possible chez ’'Homme, et pas seulement in vitro. La liaison d’IgG spécifiques
de la BP180 pourrait également déclencher la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 par les
kératinocytes, et ainsi étre a l'origine d’une inflammation locale (124). Les deux
mécanismes physiopathologiques complément dépendant et indépendant sont tres
certainement non exclusifs, et suivant le profil d’auto-anticorps du patient ils auront
une importance relative. Le schéma suivant présente 'hypothése de I'existence de
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deux mécanismes physiopathologiques, dépendant ou non du complément, en
fonction de la présence d'lgG1 et d’'lgG4 dirigés contre la BP180 (Fig 14).

Figure 14 : Mécanismes physiopathologiques des pemphigoides bulleuses, dépendants ou indépendants du
complément en fonction de la sous-classe d’lgG retrouvée. Au dessus, la partie gauche décrit une physiopathologie
dépendant du complément et de la présence de polynucléaires neutrophiles. A droite, les IgG4 n’activent pas le
complément et provoque l'internalisation de la BP180 et le détachement du kératinocyte. Dessous, le rapport entre
la clinique, la composante majoritaire et la sévérité. A partir de (125). Schéma décrivant plusieurs hypotheses dont
certaines n’ont pas été démontré in vivo.

Une équipe a étudié in vitro et in vivo la compétition des sous-classes d’'IgG au niveau
de la BP180 et de la jonction dermo-épidermique. La présence d’lgG4 pourrait conférer
un effet protecteur, en entrant en compétition avec les IgG1 et IgG3 pour la liaison le
long de la jonction, I'activation du complément, la liaison aux récepteurs Fcy et le
développement d’'une inflammation locale (126).
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Les mécanismes physiopathologiques de la pemphigoide bulleuse ne sont pas encore
a ce jour entierement élucidés. Il est d’ailleurs probable qu’il existe en réalité plusieurs
phénomeénes non exclusifs pouvant étre a l'origine de cette pathologie. Les signes
cliniques développés par les patients sont d’ailleurs variables, tout comme le sont la
sévérité de la maladie et la réponse thérapeutique aux différents traitements. Plus
récemment, le réle pathogéne des IgE a été démontré, et particulierement étudié par
de nombreuses équipes de recherche.

E) Roéle des IgE dans la pemphigoide bulleuse et implication thérapeutique

Il est connu depuis longtemps que 50 a 70% des patients atteints de PB ont des taux
d’IgE totales circulantes élevés, voire trés élevés (127-131). Le taux d’IgE totales est
mesuré au moment du diagnostic, certaines études ayant montré qu'il était lié au
pronostic et a la sévérité de la maladie. En revanche, I'association d’un taux élevé
d’'IgE avec un phénotype particulier (particulierement prurigineux et érythémateux)
n’est pas systématiquement retrouvée (132). Fairley et ses collaborateurs ont rapporté
la présence d’IgE dirigées contre la BP180 chez une petite série de patients (n=10).
50% d’entre eux possédaient des IgE dirigées contre le domaine NC16A (133).

Le role pathogéne d’IgE spécifiques de protéines de la jonction a été étudié a I'aide de
différents modéles murins (10,134). Plusieurs études cliniques ont démontré la
présence d’IgE spécifiques de la BP180 et de la BP230 dans le sérum de patients
atteints. Ces études donnent des conclusions contradictoires quant a la corrélation de
la présence de ces IgE spécifiques avec la sévérité de la maladie, ou une présentation
clinique particuliere, comme le résument ces revues (9,132,135). Toutefois, le role
pathogene des IgE anti-BP180 semble établi, et a mené a I'utilisation d’un traitement
initialement développé pour traiter les maladies allergiques IgE-médiées :
'omalizumab (spécialité : XOLAIR). Cet anticorps monoclonal thérapeutique est dirigé
contre le fragment CH3 des IgE. Plusieurs cas de succés thérapeutique de
'omalizumab ont été rapportés, chez des patients présentant une pemphigoide
bulleuse résistante aux traitements de premiere ligne (corticothérapie locale ou
systémique) (13,15) voire au Rituximab (14).

Dans un modele murin, I'équipe de Fairley a démontré que les IgE anti-BP180 jouent
un réle pathogéne a elles seules (134). Dans ce modeéle, des souris nude ont regu une
greffe de peau humaine. Les souris ont regu par transfert passif des IgE totales
purifiées, issues a partir de sérum de patients atteints de PB ou de personnes saines.
Les souris ayant regu les IgE des patients atteints de PB ont développé des plaques
d’urticaire, et I'analyse histologique a montré un infiltrat inflammatoire composé de
PNN, de PNE et de mastocytes. Un second modéle murin de PB dépendante des IgE
a été développé (10). Des anticorps hybrides, d’isotype IgE murin (pour la partie
constante) capables de reconnaitre le fragment LABD97 humain (pour la partie
variable) ont été générés et injectés en sous-cutané a des souris SCID ayant regu une
greffe de peau humaine. La greffe de peau humaine a développé un érythéme et un
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prurit, une dizaine de jours apres l'injection des IgE. Aucune bulle clinique ne s’est
développée, mais I'analyse histologique des greffons de peau humaine a révélé la
formation de bulles sous-épidermiques et d’un infiltrat riche en PNE. Lorsque les IgE
étaient injectées en intradermique dans la peau humaine, les manifestations cliniques
débutaient dés 15 minutes. Ces IgE, une fois fixées sur les récepteurs Fce des
mastocytes humains présents dans la peau, pourrait provoquer leur dégranulation
(136).

La présence d’IgE spécifiques des protéines de la jonction dermo-épidermique a été
recherchée dans le sang circulant, par des auteurs ayant utilisé différents systemes
ELISA. Dans un premier temps, plusieurs équipes ont montré que les IgE spécifiques
de la BP180 étaient essentiellement des IgE dirigées contre le domaine NC16A
(3,4,133). Les auteurs ont par la suite développé des tests a I'aide des plaques ELISA
des kits commerciaux existants, revétues de I'antigéne NC16A, ou des tests ELISA
maison. Certaines IgE sont également capables de reconnaitre le domaine
intracellulaire de la BP180 (4). lwata et ses collaborateurs trouvent 22% de positivité
sur 37 patients, en utilisant le kit ELISA MBL® (5). Avec le méme kit, une autre équipe
trouve 30% de positifs sur 67 patients (137). La plus grande série publiée comprend
117 patients, et 40% des patients testés sont positifs en ELISA Euroimmun® (138).
D’autres auteurs ont mis au point des tests ELISA « maison » et décrivent entre 20 et
45% de positivité (3,6,11). Certains auteurs (137,139,140) ont comparé les résultats
avant et aprés déplétion des IgG, et obtiennent des résultats similaires. Un systéme
de puce ISAC, capable de détecter des IgE et des IgG dirigées contre le domaine
NC16A (7) a donné les mémes résultats.

Les IgE dirigées contre la membrane ont également été recherchée au niveau de la
barriéere dermo-épidermique de patients atteints de PB (8,12,139,141,142). Les
résultats sont trés contradictoires, car le taux de positivité des IgE déposées le long
de la jonction est variable : de 10% a 45%. L’étude la plus documentée, aprés I'analyse
de 100 biopsies de patients, conclue a 18% de positivité, et une valeur diagnostique
ajoutée nulle par rapport aux examens disponibles (soit ELISA BP180 NC16A et IFD)
(12). De plus aucune corrélation n’a été retrouvée dans cette série entre la présence
d’'IgE au niveau de la jonction et la présentation clinique. Le mécanisme d’action des
IgE passerait par leur liaison aux mastocytes tissulaires, qui déclencheraient la
dégranulation de ces cellules. La présence conjointe de PNE dans les tissus des
patients atteints suggere que ces cellules pourraient également étre impliquées. Il a
été montré que les PNE peuvent exprimer le récepteur Fcel de forte affinité pour les
IgE chez des patients PB (143). Deux revues résument les fonctions des PNE dans la
PB (9,144) et leur présence dans les tissus semble corrélée a lactivité de la
maladie (145). Par ailleurs, une autre équipe montre que les IgE de patients atteints
de PB sont majoritairement retrouvées prés de la jonction, dans le derme, a la surface
de cellules exprimant le RFce (PNE et mastocytes) (146). Cette étude suggére un rble
propre aux IgE, capables de déclencher certains signes cliniques retrouvés dans la PB
(érythéme, prurit). Dans un modéle murin ou le récepteur Fcel des polynucléaires
éosinophiles et le domaine NC16A de la BP180 ont été humanisés, l'injection d’'IgE
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anti-NC16A humaines provoque un décollement de la peau (147). Ce réle propre des
IgE anti-BP180 semble dépendre de la présence d’éosinophiles dans les tissus et de
leur capacité a déclencher des mécanismes IgE médiés.

Globalement, la plupart des études concordent pour retrouver ces IgE spécifiques de
la BP180 entre 40 et 70% des patients étudiés. La mise en évidence de ces IgE
spécifiques a conduit a I'hypothése que ces IgE jouent un réle dans la physiopathologie
de la PB. Tout comme les IgG4, les IgE n’activent pas le complément, elles
déclencheraient I'internalisation de la BP180 (148). Par ailleurs, les IgE ne se fixeraient
pas forcément le long de la jonction : elles sont préférentiellement liées aux récepteurs
Fce des cellules du derme (éosinophiles et mastocytes). Elles déclencheraient alors
leur dégranulation apreés reconnaissance d’épitopes pouvant étre présents sur des
fragments de digestion de la BP180 (149). La figure 15 présente cette hypothese de
mécanisme d’action dépendant des IgE.

Figure 15 : Mécanismes physiopathologiques proposes pour expliquer le réle pathogene des IgE anti-BP180
(144,149). La présence de mastocytes et de polynucléaires éosinophiles provoque la libération de médiateurs
fortement pro-inflammatoires.

De nombreux auteurs ont tenté de rattacher la présentation clinique de la PB avec la
présence d’IgE dirigées contre le domaine NC16A de la BP180. Kamiya et ses
collaborateurs (150) rapportent un cas trés détaillé ou la positivité en ELISA MBL® des
IgE anti-NC16A est retrouvée chez un patient présentant un phénotype atypique
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urticarien. Chez ce patient, comme dans plusieurs autres séries (5,151), les titres des
IgG et des IgE anti-NC16A corrélaient avec l'intensité des symptomes et I'activité de
la maladie. Les données sont toutefois trés contradictoires et les résultats différent
selon les séries, car si certains relévent un lien entre I'activité de la maladie et la
présence d’IgE anti-BP180 (3,11,138), d’autres n’obtiennent pas de corrélation
(12,140). La mise en évidence entre la présence d’IgE anti-NC16A et l'activité, la
sévérité de la maladie ou la présentation clinique est résumée dans une revue (132).
L’'importance de ces IgE anti-NC16A n’a pas encore été définie de fagon formelle, et
les conclusions des différentes études ne s’accordent pas pour rattacher leur présence
a un phénotype particulier.

Enfin, certaines équipes ont étudié la présence d’IgE dirigées contre la BP230
(5,137,152,153). A I'image des IgG anti-BP180, les IgE anti-BP230 sont moins bien
étudiées, et leur réle pathogene peu exploré.

Depuis quelques années, I'implication du réle des IgE dans la PB a conduit a
l'utilisation (en dehors de 'AMM) d’un traitement initialement développé pour traiter
'asthme sévere résistant : 'omalizumab. Ce médicament est un anticorps monoclonal
d’isotype IgGk qui cible le domaine Ce3 des IgE circulantes (Fig 16). Cette interaction
entraine la circulation des IgE sous forme complexée avec I'anti-IgE dans la circulation
sanguine, mais surtout empéche leur fixation sur les récepteurs Fce des mastocytes,
des PNB et des PNE. La demi-vie des IgE circulantes étant de 2 a 3 jours, contre
plusieurs mois une fois fixés par leur fragment Fc aux cellules dans les tissus, ces IgE
sont ensuite éliminées plus rapidement.

Figure 16 : Mécanisme d’action de I'omalizumab (149). La liaison de I'omalizumab au domaine Ce3 des IgE
empéche la liaison des IgE au récepteur Fcel.

L’omalizumab a rencontré un certain succeés thérapeutique. Le premier succés est
rapporté par (13). L'omalizumab a depuis été employé chez des patients en échec
thérapeutique, ou ne pouvant pas supporter une intensification thérapeutique avec des
traitements immunosuppresseurs lourds. L’'omalizumab a été utilisé avec succes chez
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un patient réfractaire au Rituxumab (14). Une petite série rapporte également des
succes thérapeutiques, sur 5 patients sur 6 traités par omalizumab (154). Sur une autre
série de 11 patients traités par omalizumab, 6 réponses compléetes ont été obtenues,
3 réponses partielles, et 2 échecs thérapeutiques ont été rapportés (15). Dans ces
études, la présence d’IgE anti-NC16A n’a pas été recherché chez les patients traités.
Le profil de sécurité d’utilisation de ce médicament semble intéressant, d’autant plus
face a des stratégies thérapeutiques fortement immunosuppressives et non dénuées
de risques chez le sujet agé. Les dermatologues envisagent cette possibilité
thérapeutique, et s’appuient sur les seules données biologiques facilement disponibles
et permettant d’estimer grossiérement l'efficacité de 'omalizumab : la présence d’IgE
totales élevées, et le taux circulant de polynucléaires éosinophiles. Il apparait donc
nécessaire de déterminer pourquoi cette thérapeutique semble efficace, mais ne
bénéficie pas a tous les patients.

F) Pemphigoide bulleuse iatrogéne

Depuis plusieurs années, certains meédicaments ont été évoqués comme
potentiellement déclencheurs de PB iatrogéne. Parmi eux, le plus évident semble étre
les inhibiteurs de checkpoints du systéme immunitaire (anti-PD-1 pour « Programmed
Death-1 » et anti-PD-L1 pour « Programmed Death Ligand-1 »), connus pour
déclencher des effets indésirables inflammatoires et auto-immuns. Une classe
thérapeutique de médicaments prescrits dans le diabéte de type Il, les gliptines (ou
inhibiteurs de DPP4) sont également mis en cause dans plusieurs cohortes. D’autres
cas de PB ont été rapportés aprés l'usage de certains traitements, tels que les
diurétiques de I'anse (furosémide, bumétanide), les anti-aldostérone (spironolactone),
les anti-arythmiques (amiodarone), et les neuroleptiques de la classe des
phénothiazines (204). Les deux premiéres classes de médicaments (anti-PD-1 / anti-
PD-L1 et gliptines) ont la particularité de déclencher des cas de pemphigoides
bulleuses présentant certaines caractéristiques cliniques et biologiques : le phénotype
est globalement peu sévére et moins inflammatoire d’'une part, et les auto-anticorps
retrouvés sont moins souvent dirigés contre le domaine NC16A de la BP180, mais
plutét contre le fragment de digestion LAD-1, par rapport aux pemphigoides bulleuses
« classiques » non iatrogénes (99).

1) Immunothérapies anti-PD-1/L1

En cancérologie, l'utilisation des inhibiteurs de checkpoints du systeme immunitaire
(anti-PD-1 et anti-PD-L1) s’accompagne de nombreux effets indésirables d’origine
auto-immune. Ces traitements sont largement utilisés en cancérologie depuis une
quinzaine d’années, principalement dans le traitement du mélanome métastatique et
du cancer pulmonaire non a petites cellules. Des manifestations dermatologiques sont
retrouvées chez environ 40% des patients (éruptions cutanées, prurit, vitiligo)
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(155,156). 1% des patients traités développent une pemphigoide bulleuse iatrogéne.
Plusieurs études ont suggéré que la physiopathologie de ces pemphigoides bulleuses
iatrogénes pourrait différer de celle des pemphigoides bulleuses « classiques ». Les
patients développent plus volontiers une présentation clinique atypique, et on retrouve
une proportion anormalement élevée de patients ne possédant pas d’anticorps dirigés
contre le domaine NC16A de la BP180. En effet, alors que classiquement 90% des
patients atteints de PB ont des IgG circulantes anti-NC16A, on en retrouve seulement
chez 60% des patients ayant une PB iatrogéne développée sous anti-PD-1/L1 (157).
En revanche, un grand nombre de ces patients possédaient des anticorps dirigés
contre 'ectodomaine de la BP180 : LAD-1 (158—-161). Une récente étude frangaise de
ces PB dites « immuno-induite » (diagnostiquées aprés la mise sous inhibiteurs des
points de contréle du systéeme immunitaire) confirme ces résultats, avec un taux de
positivité des IgG anti-NC16A autour de 60%, bien plus faible que dans la population
de PB « classique » (162).

Quelques cas de pemphigoide membranaire muqueuse (PMM) ont également été
rapportés, a la suite d’'un traitement par anti-PD1, avec la particularité d’étre positifs
en anti-LAD-1 (163,164). Rarement, certains patients atteints de PB « classique »
n'ont pas d’anticorps dirigés ni contre la BP180 ni la BP230. Le diagnostic chez ces
patients est donc posé par la clinique, I'lFI et 'lFD malgré I'absence d’auto-anticorps
détectables par les tests ELISA commerciaux (165). Plusieurs études ont montré que
dans ces cas il est possible de mettre en évidence des anticorps dirigés contre le
fragment LAD-1 par immunoblot, particulierement la partie C-terminale (115,116,166).

2) Gliptines (inhibiteurs de DPP4)

Plusieurs méta-analyses japonaise (167), francaise (168), et israélienne (169)
semblent indiquer que les gliptines sont associées a un risque accru de développer
une pemphigoide bulleuse. Plusieurs cas de PB développés aprés l'instauration d’un
traitement par inhibiteurs de DPP4 ont été étudiés (170,171), et ces patients semblent
présenter des caractéristiques cliniques et biologiques particulieres. Les patients
traités par gliptines possedent fréquemment des anticorps dirigés contre LAD-1 en
immunoblot (24,172) et les formes cliniques développées par ces patients sous
gliptines sont souvent peu inflammatoires (171). Le pourcentage de patients
possédant des IgG anti-NC16A est plus faible que chez les patients atteints de PB non
iatrogéne : 65% seulement des patients (167), d’ou l'intérét de rechercher les anticorps
dirigés contre d’autres épitopes de la BP180.

Une analyse effectuée sur 313 patients a également suggéré un lien entre le traitement
par gliptines et le développement de PMM (173). Dans cette étude, les patients atteints
développaient fréequemment des anticorps dirigés contre la BP180 (le fragment
NC16A, la partie intermédiaire de I'ectodomaine ou le domaine C-terminal).

Une autre étude a retrouvé une proportion de patients traités par gliptines possédant
des anticorps dirigés contre la BP180 entiére proche de 10%, en I'absence de PB
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(174). Ces données posent la question du réle des gliptines dans I'apparition d’auto-
anticorps, et le développement d’'une PB. Il serait intéressant de déterminer si tous les
patients qui possédent des auto-anticorps aprés l'instauration du traitement sont
ensuite atteints de pemphigoide bulleuse. Dans la plupart des cas, I'arrét de la gliptine
impliquée et le traitement par corticothérapie locale suffit a 'obtention d’'une réponse
thérapeutique et d’'un contrdle de la pathologie (168,169).

La molécule DPP4 est également connue comme le CD26, exprimé entre autres par
les lymphocytes T et les kératinocytes. L’inhibition du CD26 pourrait conduire
localement a un déséquilibre de la physiologie de la JDE et une rupture de tolérance
envers la BP180 (175). Le blocage du CD26 exprimé sur les LyT provoque un
recrutement des PNE au niveau cutané chez le rat (176), passant par 'augmentation
de la sécrétion d’éotaxine, un facteur chimiotactique des éosinophiles. L'effet des
inhibiteurs de DPP4 pourrait également passer par l'inhibition du clivage de la BP180
a la surface des kératinocytes, ce qui pourrait augmenter son immunogénicité (99).
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Partie Il : Matériels et méthodes

A) Patients

La totalité des sérums est issue de la sérothéque du secteur d’auto-immunité du
laboratoire d’immunologie du CHU de Purpan (fonds de tubes, déclaration de
collection DC20162804). Les sérums de patients atteints de maladies auto-immunes
sont conservés plusieurs années, a -80°C. Les biopsies de peau sont congelées dés
leur arrivée au laboratoire par immersion rapide dans 'azote liquide. Les biopsies sont
ensuite conservées a -40°C, les coupes sont réalisées a -20°C puis aprées analyse des
coupes, elles sont conservées pour une durée de 2 ans minimum a -80°C. Les
données cliniques et biologiques issues du parcours de soin du patient ont été
obtenues par les logiciels Orbis et Molis, disponibles au CHU de Toulouse, et ces
données ont été traitées en respectant 'anonymat des patients.

Tous les sérums ont été analysés en ayant subi, au maximum, un seul cycle de
congélation/décongélation.

B) Détection des IgE déposées sur les biopsies de patients en
immunoflorescence directe

Les biopsies conservées en biothéque ont été recoupées, et incubées avec un
anticorps anti-IgE couplé au FITC et dilué au 1 :10 (FI-3040 Vector Laboratories). Les
coupes obtenues sont analysées au microscope a fluorescence (LEICA DM2000).

C) ELISA IgE

Les sérums sont dilués au 1 :2 dans un tampon de dilution contenant 10 mM d’EDTA.
lls sont déposés sur les puits revétus par un tétramere du domaine NC16A, issus du
kit ELISA anti-BP180 4X IgG (EA 1502-4801-2G Euroimmun®). Aprés lavages, I'anti-
IgE couplé a la biotine (Goat anti-Human IgE (e chain) - Affinity Pure, Biotin Conjugate
30-8026-M001 Tonbo®) est déposé sur les plaques au 1 :100. Aprés lavages, les IgE
anti-BP180 sont révélées par le systéme Streptavidine — HRP issu du kit de détection
des anticorps anti-GAD (GDE/96 Theradiag®).

D) Déplétion des IgG

Le sérum de 9 patients a été passé sur des colonnes de protéines G (Nab Protein G
spin columns 89953, Thermoscientific®). Aprés trois passages sur la colonne, le
sérum récupéré est considéré comme déplété des immunoglobulines G. Les éluats
obtenus par lavages de la colonne et contenant les IgG de chaque sérum ont été
conservés (Fig 17).
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Figure 17 : Déplétion des IgG. Apres trois passages sur des colonnes les sérums déplétés en IgG sont conserveés.
Les colonnes sont régénérées et les éluats sont conservés. Les IgG totales ont ensuite été dosées pour vérifier
l'efficacité de la déplétion (Cobas p502, Roche®). Les IgE totales ont également été dosées (ImmunoCAP,
Thermofisher®).

E) Culture cellulaire

Les kératinocytes humains de la lignée NHEK sont des kératinocytes primaires, issus
de peau humaine abdominale adulte.

Les kératinocytes de la lignée NTERT sont une lignée de kératinocytes humain
immortalisés par mutation du géne codant la télomérase et la perte de I'expression de
p16 (177,178).

200 000 cellules sont ensemencées en plaques 6 puits. Elles sont cultivées dans 2 mL
de milieu permettant leur prolifération (Dermalife® K Keratinocyte Medium) pendant
trois a quatre jours, a 37°C 5% CO2. Une fois qu’elles ont atteint 90% de confluence,
le milieu est changé pour 2 mL de milieu permettant leur différenciation (Epilife®
additionné de calcium 1,5 mM, de Keratinocyte Growth Factor 0.01 ug/mL, d’acide
ascorbique 0,286 mM, de Pénicilline 100 U/mL et de Streptomycine 100 ug/mL). Aprés
trois jours de culture, 10uL d’inhibiteur de protéases (Protease Inhibitor Cocktail
P8340, Sigma®) sont ajoutés avant récupération des 2 mL de surnageant. 50uL
d’inhibiteur de protéases sont ajoutés sur les cellules avant récupération de I'extrait
cellulaire (Fig 18).
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Figure 18 : Protocole culture cellulaire. Les cellules sont ensemmencées a raison de 200 000 cellules par puit.
Apres 72h de croissance a 37°C et 5% CO2 en présence de milieu Dermalife, les kératinocytes arrivent a 90% de
confluence. Le milieu est changé pour du milieu Epilife, avec du KGF, du calcium et de I'acide ascorbique. Trois
jJours de différenciation sont nécessaires a I'expression de la BP180. Le surnageant et les extraits cellulaires sont
récupérés a J3.

F) Traitement par la plasmine

Aprés trois jours de différenciation, les kératinocytes sont traités par la plasmine
(Plasmin from human plasma, P1867, Sigma®). Des concentrations de 0,5 U/mL, 0,1
U/mL et 0,05 U/mL ont été employées, sur des durées variant de 10 minutes a cinq
heures, toujours a 37°C et 5% de CO2. Une fois le temps écoulé, 100 pL d’inhibiteur
sont ajoutés au surnageant, puis ce dernier est récupéré et congelé (Fig 19).
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Figure 19 : Protocole du traitement par la plasmine. La culture des kératinocytes est réalisée tel que décrit dans la
figure 18. Au moment de récupérer les extraits, le milieu est changé par un milieu contenant la concentration
adéquate de plasmine. Les kératinocytes sont ensuite incubés le temps adéquat a 37°C. Une fois le temps écoulé,
10 uL d’inhibiteur de protéases est ajouté dans chaque puit. Le surnageant est récupéré puis concentré et congelé.
Les extraits sont également récupérés et congelés.

G) Obtention des extraits cellulaires et surnageant concentré

Aprés récupération du surnageant de culture, 500 puL de tampon Laemmli (1,5% SDS,
2,5% béta-mercapto-éthanol) sont ajoutés dans chaque puit. Les extraits cellulaires
sont récupérés par grattage, préparés par passages successifs a 100°C puis 4°C, puis
centrifugés et conservés a -20°C.

Les surnageants de culture sont poolés et concentrés a environ 12,5X a l'aide de
colonnes de concentration ou « Centricon » (Vivaspin 20, Mb 30,000MWCO PES
VS2021, Vivascience® Sartorius group). Du tampon Laemmli 5X est ensuite ajouté au
concentré, qui est conservé a -20°C.
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H) PAGE-SDS

L’électrophorése en PAGE-SDS est réalisée avec le matériel BioRad® (Mini -
PROTEAN Tetra Cell Mini Trans-Blot, BioRad), en gels 6% d’acrylamide/bis-
acrylamide (Acrylamide / bis-acrylamide 30% solution A3574 Sigma®) et en conditions
dénaturantes. 10uL d’extrait protéique (extrait cellulaire, ou surnageant concentré)
sont déposés dans les puits du gel. La migration a lieu dans un tampon contenant
0,1% de SDS. Les protéines sont ensuite transférées sur membrane de nitrocellulose,
avec le matériel BioRad (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, BioRad®), dans
un tampon contenant 10% de méthanol. La qualité du transfert est évaluée par
coloration au rouge Ponceau (Ponceau Dye 75% 141194, Sigma®) avant incubation
des membranes avec le sérum des patients. La migration est suivie grace a un
marqueur de poids moléculaire (Biobasic® BSMM0661).

l) Western blot

Les membranes sont incubées pendant la nuit a 4°C dans le sérum des patients dilué
au 1:20. Les membranes sont ensuite lavées, et incubées avec un anticorps
secondaire couplé a la phosphatase alcaline et spécifiques des IgG humaines, dilué
au 1:2500 (Alkaline Phosphatase conjugated rabbit anti-human IgG Fcy fragment
specific 309-055-008, Jackson®) ou spécifique des IgA humaines, dilué au 1 :1000
(Alkaline Phosphatase conjugated rabbit anti-human IgA a chain specific 309-055-011,
Jackson®). La révélation est faite par incubation dans le substrat (BCIP/NBT Liquid
Substrate B1911, Sigma®).

Pour valider la présence de la cible dans les extraits de kératinocytes et le surnageant
concentré, les membranes ont été incubées avec un anticorps monoclonal de souris,
spécifique de la BP180 dilué au 1 :1000 (Collagen XVII Mouse Monoclonal Antibody
(NC16a-3) MBS588018 MyBiosource®). Les membranes étaient ensuite incubées
avec un cocktail d’anticorps de chévre dirigées contre les anticorps murins, et couplés
a la peroxydase, dilué au 1 :10 000 (Mouse IgG-heavy and light chain cross adsorbed
antibody, A90-216P Bethyl®) puis révélées grace au systeme ECL Plus (Amersham
ECL Prime, Cytiva®).

J) Statistiques
1) Normalisation des valeurs obtenues en milliDO :
Un patient fortement positif a été défini en tant que calibrant et dilué en série. Une
valeur arbitraire a été assignée aux différentes dilutions. Pour normaliser les valeurs

obtenues a chaque série, les résultats obtenus en milliDO et |la valeur arbitraire étaient
linéarisées : log (milli-DO) = f [log (UA)]. La droite obtenue a un coefficient de

55



corrélation proche de 1, et les coefficients de variations du coefficient de
proportionnalité (a) et de 'ordonnée a l'origine (b) ont été calculés.

2) Deétermination du seuil de positivité de 'ELISA :

Le seuil a été défini a I'aide d’'une série d’instructions téléchargeables sur le logiciel
excel. La distribution des valeurs obtenues par analyse des sujets contrdles est
normalisée selon I'algorithme Box Cox (179). Plusieurs intervalles de confiance a 90%
sont ensuite proposeés. Les seuils obtenus ont été comparés avec la valeur « Moyenne
+ 2 écarts-types » et la valeur de 30 unités arbitraires a été définie en tant que seuil
de positivité.

3) Tests statistiques :

Selon les cas, plusieurs tests statistiques ont été utilisés :

- Le test de corrélation de Pearson, pour étudier la relation linéaire entre deux
variables, soit la modification proportionnelle de I'une par rapport a I'autre

- Le test de corrélation de Spearman, pour étudier la variation de deux variables
'une par rapport a I'autre

- Le test non paramétrique de Fisher, pour étudier le lien entre deux variables
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Partie lll : Résultats

A) Mise au point d’'une technique de Western blot : Détection des auto-anticorps
ciblant des épitopes non détectables par les tests commerciaux

1) Analyse des profils sur extraits de kératinocytes humains

Dans un premier temps, nous avons étudié le profil de réactivité de patients atteints
de plusieurs dermatoses bulleuses auto-immunes, bien caractérisés sur le plan
clinique et biologique. Ces patients étaient des patients atteints de pemphigoide
bulleuse, de pemphigus, de dermatose linéaire a IgA, ou bien des patients contréles
(sans pathologie auto-immune connue). Au total, 16 patients ont permis I'étude des
profils obtenus par les extraits de kératinocytes. Aprés migration des protéines
extraites de kératinocytes humains (lignée NTERT), les sérums des patients ont révélé
plusieurs profils (cf Fig 20).

Figure 20 : Westerns blot, résultats obtenus pour des patients atteints de pemphigoide bulleuse, de pemphigus ou
de patients contréles : exemples de résultats obtenus. L’extrait est issu de kératinocytes NTERT, apres trois jours
de différenciation. Apres dépét de 10uL d’extrait et migration, incubation de la membrane par le sérum du patient
puis révélation par une anti-lgG couplée a la phosphatase alcaline. Les poids moléculaires indiqués grace au
marqueur de taille sont notés en kDa.

A l'aide des poids moléculaires connus de protéines exprimées par les kératinocytes
(83,180) et des poids moléculaires apparents des bandes révélées, nous avons
construit le tableau suivant (cf Table 2).
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PM migration Nom protéine Cible antigénique dans la/les Fonction protéine
(kDa) P pathologie(s) suivante(s) P
250 Desmoplakine | Pemphigus paranéoplasique Constituant du desmosome
230 BP230 Pemphigoide bulleuse , Constituant de
I'hémidesmosome
Desmoplakine I . . . .
210 Envoplakine Pemphigus paranéoplasique Constituant du desmosome
200 S.U. B-4-intégrine ND Filament d’ancrage
S.U. 0-3 laminine 5 Pemphigoide cicatricielle (hémidesmosome)
180 BP180 Pemphigoide bulleuse , Constituant de
I'hémidesmosome
175 ? NA NA
160 DSG1 Pemphigus Constituant du desmosome
150 DSG2 ND Constituant du desmosome
145 ? NA NA
140 Nuclear lamin ND NA
S.U. B-3 laminine 5 Pemphigoide cicatricielle Filaments d’ancrage
130 DSG3 Pemphigus Constituant du desmosome
ou S.U. uncéine ND Filament d’ancrage
LAD-1 Pemphigoide bulleuse et Produit de clivage de la BP180
120 . dermatoseillnea‘lre R Constituant du desmosome
Desmocolline | Pemphigus a IgA .
: Durcissement de la membrane
Involucrine ND .
plasmique
110 Desmocolline Il Pemphigus a IgA Constituant du desmosome
100 S.U. uncéine ND Filament d'ancrage
(hémidesmosome)
95 LABD97 Dermatose linéaire a IgA Produit de clivage de la BP180
90 ? NA NA
85 ? NA NA
80 ? NA NA
75 ? NA NA
70 ? NA NA
65 ? ND NA
60 Filaggrine ND Participe a agrégation kératine
PNPLA1 (patatin-like o .
58 phospholipase domain- ND ACt'V,'te Ilpolyt!que et
o acétyltransférase
containing 1)

Tableau 2 : Poids moléculaires et protéines associées ; NA : non applicable ; ND : non défini ; ? : Pas de protéine
de kératinocyte migrant spécifiquement a ce poids moléculaire. Les cibles de la PB sont indiquées en vert, celles
du pemphigus en gris, celles de la pemphigoide cicatricielle en bleu, du pemphigus paranéoplasique en jaune. Les
protéines d’intérét, LAD-1 et LABD97 sont mises en évidence en orange.

Les protéines contenues dans les extraits de kératinocytes NTERT obtenus aprés 3
jours de différenciation ont été analysées par Western blot. Le sérum de trois patients
contréle (exempts de maladie auto-immune), sept patients atteints de pemphigoide
bulleuse, trois patients atteints de dermatose linéaire a IgA, et trois patients atteints de
pemphigus ont été analysé. Nous avons obtenu les résultats suivants :
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(1) Nous avons confirmé que les extraits obtenus avec la lignée de kératinocytes
NTERT permettaient d’obtenir des bandes aux poids moléculaires attendus. En effet,
chez les patients ayant des auto-anticorps dirigés contre la BP180 et la BP230, les
sérums révelent des protéines migrant a 180 kDa et a 230 kDa. Il en est de méme pour
les patients qui souffrent de pemphigus, et ont des anticorps dirigés contre les DSG1
et DSG3 : leurs sérums révélent des bandes a 130 kDa et 160 kDa. Enfin, les sérums
de patient n’ayant pas d’auto-anticorps détecté au laboratoire d’auto-immunité, et
notamment aucun anticorps impliqué dans les DBAI, ne révélaient aucune bande a

ces poids moléculaires.

(2) Des bandes révélant des anticorps dirigés contre des protéines non identifiées ont
été mises en évidence, et sont résumées dans le tableau suivant (Table 3) :

PM

migration Nom protéine CI:;bplthir:)tliggéigiZ:ievgﬁtnes n =,3 n=7 n=3 n- 3 N=16
(kDa) Contréles PB DIGAL | Pemphigus Tous
250 Desmoplakine | pagirggglg:iZue 1/3 17 | o3 1/3 3 (19%)
230 BP230 Pempbhigoide bulleuse 0/3 417 0/3 0/3 4 (25%)
210 Desmoplakine Il parF:wrgc?;E;Zue 0/3 o7 | 23 113 5 (31%)
200 S'i;’t'égfit:j' ND 113 37 | o3 113 5 (31%)
180 BP180 Pempbhigoide bulleuse 0/3 6/7 0/3 0/3 6 (38%)
175 ? NA 3/3 417 2/3 2/3 11 (69%)
160 DSG1 Pemphigus 0/3 17 2/3 13 4 (25%)
150 DSG2 ND 1/3 417 2/3 113 8 (50%)
145 ? NA 1/3 17 0/3 13 3 (19%)
140 Nuclear lamin ND 0/3 217 113 0/3 3 (19%)
130 e e S Pemphigus 13 47 | 23 3/3 10 (62%)
unceine _
120 La10) @0 e s | e 57 | 13 13 7 (44%)
involucrine IgA
110 ? NA 0/3 417 2/3 2/3 8 (50%)
107 Desmocolline Il ND 0/3 2/7 1/3 0/3 3 (19%)
100 S.U. uncéine ND 2/3 417 0/3 2/3 8 (50%)
95 LABD97 Dermamf;pfi“éa"e e 113 417 313 313 11 (69%)
90 2 NA 1/3 3/7 0/3 113 5 (31%)
85 2 NA 1/3 5/7 113 113 8 (50%)
80 2 NA 1/3 5/7 2/3 113 9 (56%)
75 2 NA 0/3 3/7 2/3 2/3 7 (44%)
70 ? NA 3/3 5/7 2/3 2/3 12 (75%)
65 ? ND 0/3 37 | 03 2/3 5 (31%)
60 Filaggrine ND 3/3 6/7 2/3 2/3 13 (81%)
58 PNPLA1 ND 213 5/7 2/3 3/3 12 (75%)
Tableau 3 : Bandes révélées chez les patients analysés sur extraits totaux de kératinocytes humains ; NA : non

applicable ; ND : non défini ; ? : Pas de protéine de kératinocyte migrant spécifiquement a ce poids moléculaire.
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Les résultats obtenus montrent que, méme si I'on retrouve les bandes aux poids
moléculaires attendus chez la plupart des patients, I'extrait de kératinocytes contient
un grand nombre de protéines, et certaines bandes sont retrouvées chez tous les
groupes de patients. Ainsi ces bandes sont considérées comme non discriminantes et
non pertinentes. Par ailleurs, les cibles d’intérét (LAD-1 et LABD97) migrant a 120 kDa
et 97 kDa ne sont probablement pas les seules protéines révélées migrant a ces poids
moléculaires : cela est le cas de linvolucrine, une protéine synthétisée par les
kératinocytes et migrant au méme poids moléculaire que LAD-1.

Nous avons donc optimisé la technique afin d’obtenir une source antigénique
contenant moins de protéines, et enrichie en LAD-1 et LABD97, les fragments de
clivage de la BP180.

2) Obtention de surnageants enrichis LAD-1 et LABD97

Nous nous sommes basés sur des résultats précédemment publiés dans plusieurs
articles (22,60,181,182), décrivant la présence de fragments de clivage de la BP180
dans le surnageant de culture de kératinocytes cultivés in vitro. Nous avons compare
la quantité de protéines d’intéréts obtenues dans le surnageant de culture a partir d’'une
lignée primaire de kératinocytes humains NHEK et d’une lignée immortalisée, NTERT.
C’est cette derniére qui contenait le plus de produit de clivage dans le surnageant, a
J3 (données non montrées ici), nécessitant malgré tout une concentration du
surnageant pour obtenir une quantité suffisante de protéines, nécessaire a la
visualisation des bandes (données non montrées ici).

Aprés obtention des extraits cellulaires et des surnageants concentrés, nous avons
vérifié la présence de la BP180 et de son produit de clivage LAD-1 dans I'extrait et
dans le surnageant de culture, avec un anticorps monoclonal anti-BP180 murin
capable de reconnaitre indifféremment la BP180 et les fragments LAD-1 et LABD97
(Fig 21).
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Figure 21 : Les extraits de kératinocytes contiennent la BP180, les extraits et le surnageant concentré contiennent
son produit de clivage LAD-1. Les extraits et le surnageant concentré de kératinocytes NTERT, apreés trois jours de
différenciation, ont migré en PAGE-SDS puis ont été incubés avec un anticorps monoclonal murin spécifique de la
BP180. La révélation est effectuée par chimioluminescence apres incubation avec un anticorps de lapin anti-souris
couplé a la HRP, puis avec le substrat de I'enzyme.

La bande a 180 kDa est bien la BP180, reconnue par I'anticorps monoclonal
spécifiques du domaine NC16A (1-3) de la BP180. L’extrait, mais surtout le surnageant
concentré, contiennent le fragment de clivage migrant a 120 kDa (LAD-1). En
revanche, ni I'un ni l'autre ne contient le fragment de clivage migrant a 97 kDa
(LABD97).

Pour enrichir le surnageant en produits de clivage, nous avons traité les kératinocytes
par la plasmine. Aprés migration et transfert, nous avons révélé les membranes avec
le sérum d’'un patient possédant des anticorps anti-BP180 (Fig 22 et 23) ou avec
I'anticorps monoclonal anti-BP180 (Fig 24).
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Figure 22 : La plasmine dégrade la BP180 (cadre noir, en haut) et fait apparaitre une bande a environ 100 kDa
(cadre noir, en bas) dans l'extrait de kératinocyte. Les kératinocytes NTERT sont traités, ou non, par la plasmine
pendant une heure. La digestion enzymatique génere des fragments de digestion, dont ceux de la BP180. Les
membranes sont incubées avec le sérum d’un patient possédant des anticorps anti-BP180, puis révélées par une
anti-lgG couplée a la phosphatase alcaline.

Aprés action de la plasmine, on observe une diminution importante de l'intensité de la
bande a 180 kDa, et une augmentation d’un fragment migrant a environ 100 kDa. Ce
résultat suggére que la protéine migrant a 180kDa est bien la BP180, et que le
traitement par la plasmine entraine le clivage de I'ectodomaine. La bande
correspondant a la BP180 voit son intensité diminuer, et I'on voit apparaitre une bande
migrant en dessous de 100 kDa. Ce fragment pourrait étre la partie intracellulaire et
transmembranaire de la BP180 restant a la membrane une fois la digestion
enzymatique effectuée. Pour visualiser le fragment de clivage libéré dans le milieu de
culture puisque n’étant plus relié a la membrane cellulaire, il est nécessaire d’étudier
le surnageant de culture des kératinocytes aprés digestion enzymatique par la
plasmine.
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Figure 23 : Le surnageant concentré contient le fragment de digestion de la BP180 migrant légerement en dessous de 100 kDa. L’augmentation du temps de digestion
enzymatique se traduit par une augmentation de la libération du fragment migrant a environ 95 kDa. Le surnageant pur ne contient pas assez de fragment de digestion pour étre
révélé par le sérum du patient. Les kératinocytes sont traités par la plasmine pour réaliser une digestion enzymatique de la BP180. Le surnageant est déposé pur ou concentré,
puis apres migration, incubation avec le sérum d’un patient possédant des anti-BP180 et révélation par une anti-lgG. SN = surnageant. 10X = concentré 10 fois.
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L’analyse du surnageant de culture apres le traitement par la plasmine révele
I'apparition d’un produit de clivage, migrant Iégérement en dessous du marqueur de
taille 100 kDa. Ce produit de clivage n’est visible que lorsque le surnageant est
concentré. Plus le temps de traitement par la plasmine est important, plus cette bande
est révélée de facon intense (Fig 23). Nous avons vérifié que ce fragment est bien un
produit de clivage de la BP180, grace a I'anticorps monoclonal anti-BP180 (Fig 24).

Figure 24 : Le surnageant (SN) traité par la plasmine est fortement enrichi en produit de clivage de la BP180 migrant
en dessous de 100 kDa. Ce fragment est reconnu par I'anticorps monoclonal anti-BP180.

La bande migrant a 120 kDa en absence de traitement par la plasmine est reconnue
par I'anticorps monoclonal anti-BP180 indiquant que cette protéine est 'ectodomaine
de la BP180, LAD-1. De méme, le produit de la digestion par la plasmine migrant a
environ 100 kDa est également reconnu par I'anticorps monoclonal. Ce fragment
correspond probablement au fragment LABD97. Sa présence en grandes quantités
lors du traitement des kératinocytes par la plasmine indique qu’une part importante de
la BP180 exprimée a la membrane est clivée, et que le surnageant de culture se
retrouve fortement enrichi en produit de clivage. En revanche, la totalité des produits
de clivage est dégradée en fragment d’environ 100 kDa : il ne reste plus aucune trace
de la forme LAD-1 migrant a 120 kDa. Les quantités de LAD-1 retrouvées dans le
surnageant en absence de traitement par la plasmine sont relativement faibles, et
donnent un marquage de faible intensité. La derniére étape du développement de cette
technique de Western blot était donc d’optimiser le protocole de traitement par la
plasmine pour obtenir un surnageant concentré contenant a la fois du LAD-1 (a 120
kDa) et du LABD97 (a environ 100 kDa). En incubant les kératinocytes pendant
plusieurs points cinétiques, et en utilisant plusieurs concentrations de plasmine, nous
avons déterminé la condition optimale pour obtenir les deux produits de clivage de la
BP180 (Fig 25).
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Figure 25 : L’incubation des kératinocytes avec 0,1 U/mL de plasmine pendant 20 minutes permet l'obtention d’un surnageant contenant les deux fragments de clivage de la
BP180 : LAD-1 et LABD97. Sur cette figure est représentée la membrane colorée apres incubation dans du rouge Ponceau, et en superposition aux positions adéquates les
bandes révélées par I'anticorps monoclonal spécifique de la BP180.
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Finalement, les prochaines analyses réalisées au laboratoire d’auto-immunité seront
effectuées avec un surnageant obtenu aprés traitement 20 minutes par la
plasmine a 0,1 U/mL. Cette source antigénique permettra d’étudier la réactivité d’un
méme sérum vis-a-vis des deux produits de clivage de la BP180 dans les populations
d’intérét.

3) Comparaison des profils obtenus sur surnageant concentré avec le sérum
de patients atteints de pemphigoide bulleuse immuno-induite :

Nous avons recherché la présence d’anticorps dirigés contre LAD-1 dans le sérum de
11 patients traités par anti-PD-1 ou anti-PD-L1 et chez qui le diagnostic de
pemphigoide bulleuse avait été retenu. Nous avons également analysé les sérums de
trois populations témoins : des contréles sains de 'EFS (n=11), des patients atteints
de pemphigoide bulleuse en I'absence de tout traitement par anti-PD-1 (n=11), et des
patients traités par anti-PD-1 mais n’ayant pas développé de pemphigoide bulleuse
(n=11). Les données clinico-biologiques des patients sont présentées dans le tableau
4. Les figures 26 et 27 montrent les membranes de nitrocellulose révélées par les
sérums des patients atteints de PB apres traitement par anti-PD-1 ou anti-PD-L1, et
par les sérums des contrdles sains de 'EFS.

Chez les contrbles sains de 'EFS, un seul sérum (soit 9%) révele une discréte bande
migrant & 120 kDa. Pour exclure la présence d’une réactivité dirigée contre LAD-1, le
sérum de cet individu a été analysé en IF| sur peau clivée et en ELISA anti-NC16A
IgG. Aucune fluorescence ne marque la membrane basale dermo-épidermique pour
cet individu, et le sérum ne contient pas d’lgG anti-NC16A par test ELISA.

Pour les patients atteints de pemphigoide bulleuse, Seuls deux serums de patients

(soit 18%) reconnaissent une bande migrant a 120 kDa.

Pour les patients traités par anti-PD-1 mais sans suspicion clinique de pemphigoide
bulleuse, trois patients (27%) possedent des anticorps capables de reconnaitre une
protéine migrant a 120 kDa. Pour deux d’entre eux, aucun autre test n’est positif
(ELISA BP180, BP230, IFI en peau clivée). En revanche, un patient posséde des
anticorps se fixant sur le versant épidermique le long de la JDE. Au moment de cette
analyse, ce patient ne présente pas de clinique évocatrice d’'une pemphigoide
bulleuse.

Chez les patients pour qui le diagnostic de pemphigoide bulleuse a été posé aprés
l'introduction d’inhibiteurs de checkpoint du systéeme immunitaire (anti-PD-1 ou anti-
PD-L1), les informations biologiques sont les suivantes :

- Aucun de ces patients n’étaient positifs en ELISA BP230 IgG.

- Sept patients étaient positifs en ELISA IgG anti-NC16A et en IFI sur cesophage
de singe.
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- Sur les quatre patients négatifs en ELISA IgG anti-NC16A, deux étaient positifs
en IFl, et deux n’ont montré de positivité qu’avec I'analyse de la biopsie de peau
en IFD

Aprés analyse des résultats du Western blot concernant ces patients :

- Huit patients (73%) parmi les onze testés présentent une réactivité contre une
bande migrant a 120 kDa (Fig 27).

- Pour cing d’entre eux, la présence d’anticorps anti-BP180 IgG, ainsi qu’une
positivité en IFl sur cesophage de singe, avaient été objectivées.

- Concernant les patients négatifs en IgG anti-BP180, HeliXidentreretx ctaient
positifs en IFl sur cesophage de singe, et on retrouve également une
fluorescence sur le versant épidermique de la peau clivée en IFI.

- PolRIEdemnierpatient, e seul argument en faveur d’'une pemphigoide bulleuse

était la présence de deux biopsies positives en IFD a deux reprises.
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Patients PB sous Age | Sexe Titre anti- Titre anti- Positivité en IFI Positivité en IFI Positivité en
anti-PD1 BP180 (UA) BP230 (UA) peau clivée cesophage de singe blot
1 48 | M 130 <2 Positif (ve) Positif Négatif
2 83 | M 150 <2 Négatif Positif Positif
4 86 | F <2 <2 NF Négatif Négatif
5 70| M 134 <2 NF Positif Négatif
6 53| M 110 <2 Positif (atypique) Positif Positif
8 73| M >200 <2 Positif (ve) Positif Positif
9 73| M 145 <2 Positif (ve) Positif Positif
10 83| M 51 <2 Négatif Positif Positif
76 M . Positif | Positif |
Controles EFS  |Age | Sexe Titre anti- Titre anti- Positivité en IFI Positivité en IFI Positivité en
BP180 (UA) BP230 (UA) peau clivée cesophage de singe blot
1 58 | F 11 NF Négatif NF Négatif
2 51 F <2 NF Négatif NF Négatif
3 51 M <2 NF Négatif NF Négatif
4 22 | M 4 NF Négatif NF Négatif
5 54 | M <2 NF Négatif NF Négatif
6 31 M 2 NF Négatif NF Négatif
7 33| F <2 NF Négatif NF Négatif
8 22 F <2 NF Négatif NF Négatif
9 22 F 3 NF Positif faible (ve) NF Négatif
10 29 | F 2 NF Négatif NF Positif
11 42 | M 2 NF Positif (ve) NF Négatif
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Patients sous Age Sexe Titre anti-BP180 | Titre anti-BP230| Positivité en IFI Positivité en IFl cesophage | Positivité en
anti-PD-1 (UA) (UA) peau clivée de singe blot
1 72 M <2 <2 Positif (ve et vd) Négatif Négatif
2 53 F <2 <2 Négatif Négatif Négatif
3 72 F <2 <2 Négatif Négatif Négatif
4 58 M <2 <2 Négatif NF Positif
5 78 M <2 <2 NF Positif Négatif
6 37 F <2 <2 N Négatif Positif
7 69 F <2 <2 Positif (ve) Négatif Positif
8 68 M <2 <2 NF Négatif Négatif
9 83 M <2 <2 NF Négatif Négatif
10 62 M <2 <2 NF Négatif Négatif
11 58 M <2 <2 NF Négatif Négatif
Patients PB Age Sexe Titre anti-BP180 | Titre anti-BP230 Positivité en IFI Positivité en IFI cesophage | Positivité en
(UA) (UA) peau clivée de singe blot
1 85 M >200 <2 Négatif Positif Négatif
2 78 F 189 <2 Négatif Positif Négatif
3 71 F 107 <2 Négatif Positif Négatif
4 91 F 161 163 Négatif Positif Négatif
5 75 M <2 <2 Positif (ve et vd) Positif Négatif
6 86 M >200 <2 Négatif Positif Négatif
7 87 M 170 147 NF Positif Négatif
8 94 F >200 <2 Positif (ve Positif Négatif

11

92

>200

>200

Positif faible (ve)

NF

Négatif

Tableau 4 : Résumé des informations biologiques concernant les individus testés en immunoblot. PB : pemphigoide bulleuse. M : masculin. F : féminin. ve : versant épidermique.
vd : versant dermique. En vert les patients atteints de PB apres traitement par anti-PD-1 ou anti-PD-L1. En jaune les contréles sains. En gris les patients traités par anti-PD-1.
En bleu les patients atteints de PB. Les nuances de couleur indiquent les patients positifs en Western blot pour la bande migrant a 120 kDa.
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Figure 26 : Seul un contréle sain reconnait une bande a 120kDa. Dépét : 10uL de surnageant concentré aprés 3 jours de culture in vitro de kératinocytes en milieu de
différenciation.
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Figure 27 : Huit patients traités par anti-PD1 et développant une pemphigoide bulleuse reconnaissent une bande a 120kDa. Dépét : 10uL de surnageant concentré apres 3 jours
de culture in vitro de kératinocytes en milieu de différenciation.
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On note que la plupart des sérums reconnaissent une bande migrant
approximativement a 160 kDa, et un doublet ou un triplet de bandes migrant entre 70
et 75 kDa. Aucune protéine exprimée spécifiquement par les kératinocytes ne migre a
ce poids moléculaire.

La population de patients qui reconnait majoritairement la protéine LAD-1 est bien celle
d’'intérét : les patients atteints de pemphigoide bulleuse aprés instauration d’un
traitement par anti-PD-1. Dans cette population, 'analyse des sérums a permis
d’identifier la cible reconnue par les auto-anticorps circulants, en I'absence de positivité
des deux tests ELISA commerciaux disponibles chez trois patients. En ce qui concerne
les patients traités par anti-PD-1, seul le suivi pourra permettre d’évaluer si I'apparition
d’anticorps anti-LAD-1 est provoquée par ['utilisation des anti-PD-1 seuls, ou si ces
auto-anticorps précédent I'apparition d’'une pemphigoide bulleuse.

4) Comparaison des profils obtenus sur surnageant aprés traitement par la
plasmine puis concentré avec le sérum de patients atteints de DIGAL :

De méme, nous avons recherché la présence d’anticorps dirigés contre le produit de
clivage LABD97 chez des patients pour lesquels le diagnostic retenu était une
suspicion de dermatose linéaire a IgA. La dermatose linéaire a IgA est une pathologie
rarissime, de diagnostic essentiellement clinique, ou la seule preuve biologique est un
dépbt d’'IgA le long de la jonction dermo-épidermique en IFD. A I'exception des
techniques d’identification en Western blot, il n’existe pas d’autre test biologique de
routine permettant de poser le diagnostic.

Les informations biologiques des 8 patients testés pour la reconnaissance de LAD-1
sont résumées dans le tableau 5. Les sérums ont été incubés aprés migration de
surnageant concentré de kératinocytes traités par la plasmine pendant 4h. 8 sérums
de contrbles sains ont été analysés avec le méme extrait contenant LABD97 (Fig 28).
La sélection des 8 patients étudiées (Fig 29) a été basée sur des arguments cliniques,
mais également sur la positivité de 7 biopsies sur 8 en IgA, et de cinq sérums testés
en IF| sur peau clivée et révélation par une anti-IgA. Le diagnostic de DIGAL avait été
retenu essentiellement sur les données cliniques et sur les résultats de I'lFD.
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Numéro Membrane Peau Peau Résultat
- Sexe | Age clivée L Biopsie BP180 | BP230 | DSG1 |DSG3
patient IgG IgG clivée IgA blot
1 M | 83 | Negatit | TOSMM | pogitif vy | FOSITENIOG, I9A, | 5 | 5 | o5 | <2 | Negatif
(ve) complément
2 M | 41 | Positif | Negatif | Positif (ve) | ositfenlgAet 1, 1, | o | <« | Negatif
complément
3 M 72 Négatif | Négatif | Positif (ve) Positif en IgA <2 <2 Négatif
4 M 58 Négatif NF Négatif Positif en IgA <2 <2 Négatif
5 F | 50 | Négatif | Négatif Pglse';'f Positif en IgA <2 | <2 | <2 | <2 | Positif
6 F 67 Négatif NF Négatif NF <2 <2 <2 <2 Négatif
7 M | 19 | Positif | Négatif | Négatif | "oSitifenlgG,lgA, | ¢ 5 9 2 | Négatif
complément
8 F | 27 | Negatf | NF | Positt | rositifenlghet |\, | 5 | o | <2 | Négatif
complément

Tableau 5 : Données biologiques des patients testés en immunoblot pour LABD97 ; M = masculin ; F = féminin ; P = positif ; N = négatif ; ve = versant épidermique




Les résultats obtenus sont présentés dans les figures 28 et 29.

Figure 28 : Aucune bande proche de 100 kDa n'est reconnue chez les contrbles de I'EFS. Dépét : 10uL de
surnageant concentré apres 3 jours de culture in vitro de kératinocytes en milieu de différenciation puis traitement
par la plasmine (0,56U/mL pendant 4 heures).

Figure 29 : Le sérum d'un patient atteint de dermatose linéaire a IgA reconnait le fragment de digestion LABD97.
Dépét : 10uL de surnageant concentré apres 3 jours de culture in vitro de kératinocytes en milieu de différenciation
puis traitement par la plasmine (0,5U/mL pendant 4 heures).
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Seul le sérum d’un patient pour lequel une suspicion clinique de DIGAL avait été
évoquée permet de révéler une bande qui migre entre 100 et 85 kDa. Cette bande
pourrait étre le fragment de clivage LABD97. Ce résultat est confirmé par la présence
d’un fort marquage sur le versant épidermique sur peau de singe clivée au NaCl, aprés
révélation par une anti-IgA (Fig 30).

Figure 30 : Dépédt d'IgA sur le versant épidermique en peau clivée de singe pour le seul patient ayant une bande
positive en LABD97.

En conclusion, la mise au point de cette technique d'immunoblot permet la mise en
évidence d’anticorps capables de reconnaitre les fragments de digestion de la
BP180. On retient un protocole optimal d’obtention des sources antigéniques avec
un traitement 20 minutes par la plasmine a 0,1 U/mL des lignées NTERT aprés 3
jours de culture. Ce protocole confere un surnageant qui une fois concentré
contient les deux protéines d’intérét dans notre étude : LAD1 et LADB97.

On note que le résultat obtenu par I'immunoblot doit étre contrélé par IFI sur peau
clivée afin de vérifier que la bande révélée a 120 kDa correspond effectivement aux
protéines d’intérét exprimées par les kératinocytes. On s’attend alors a une
fluorescence sur le versant épidermique de la peau clivée. Ce test permet de confirmer
que la bande migrant a 120 kDa est bien LAD-1. |l permettra également a I'avenir de
vérifier que certains sérums de patients, qui reconnaissent une protéine migrant a 120
kDa, ne reconnaissent pas LAD-1 mais une autre protéine migrant au méme poids
moléculaire.
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B) Recherche des IgE dans la pemphigoide bulleuse par IFD et mise au point
d’'une technique ELISA

Le second objectif de ce travail était de développer un test permettant la détection
d’IgE capables de reconnaitre la jonction dermo-épidermique, et plus particuliérement
la BP180. Dans un premier temps, nous avons tenté de détecter ces IgE sur des
biopsies de peau conservées a -80°C. 51 biopsies de peau de patients pour lesquels
le diagnostic de pemphigoide bulleuse avait été posé ont été recoupées et analysées.
Dans un second temps, le test qui a finalement été développé est un test ELISA
permettant la recherche des IgE spécifiques du domaine NC16A de la BP180. Afin de
garantir la spécificité de ce test, plusieurs populations ont été testées : des contrbles
sains, des patients exempts d’auto-anticorps détectables en routine, et des patients
souffrant d’autres dermatoses bulleuses auto-immunes. 87 patients atteints de
pemphigoide bulleuse ont ensuite été testée, afin de déterminer la prévalence de ces
anticorps chez les patients atteints. Une population de patients a été particulierement
étudiée : les patients traités par omalizumab.

1) Détection de dépbts d’IgE sur biopsies congelées

51 biopsies de peau de patients atteints de pemphigoide bulleuse ont été recoupées
et incubées en présence dun anti-IgE conjugué au FITC, et analysées en
immunoflorescence directe. Les résultats sont présentés ci dessous (Fig 31). Les
données de la littérature étant contradictoires, et I'intensité du marquage en IgE étant
faible méme chez des patients positifs (Fig 32a), nous avons choisi d’évaluer de fagon
stricte le marquage a la membrane. Les résultats douteux ont donc finalement été
considérés comme négatifs. La majorité des biopsies (87%) étaient négatives en ce
qui concerne la présence d’IgE le long de la JDE. Nous avons plus souvent retrouvé
un faible dépét d’IgE a la jonction lorsque les biopsies étaient congelées depuis peu
de temps.

Figure 31 : Les biopsies sont rarement positives le long de la jonction dermo-épidermique, mais montrent un
marquage dans plus de la moitié des cas au niveau des cellules du derme. JDE : jonction dermo-épidermique.
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Figure 32 : a) La jonction dermo-épidermique donne un marquage faiblement positif en IgE. b) De nombreuses
cellules dermiques sont marquées pres de la jonction dermo-épidermique.

Nous avons en revanche constaté que pour la moitié (51%) des biopsies analysées,
un marquage était présent a la surface de cellules du derme, proche de la jonction (Fig
32b). Dans le parcours de soin du patient, des biopsies de patients prélevées pour le
diagnostic de pemphigoide bulleuse sont également envoyées au service
d’anatomopathologie. Nous avons comparé les résultats obtenus chez 4 patients
positifs en IgE sur des cellules du derme le long de la membrane, et chez 5 patients
négatifs, avec les biopsies analysées en anatomopathologie. Nous avons relu les
coupes incluses en paraffine et colorées en éosine/hématoxyline avec un
anatomopathologiste confirmé. Il est important de rappeler que ces biopsies ont une
localisation différente pour le marquage en anatomopathologie (peau Iésée) et pour la
réalisation de I'lFD (peau péri-lésionnelle). Il semble toutefois que lorsque I'on observe
un marquage des cellules par I'anti-IgE FITC, 'anatomopathologie retrouve un infiltrat
important de polynucléaires éosinophiles dans la bulle (4/4). Lorsque I'lFD ne retrouve
aucun marquage avec l'anti-IgE FITC, 'anatomopathologie retrouve parfois un infiltrat
de polynucléaires important (3/5) ou bien un infiltrat pauvre ou inexistant (2/5).

En conclusion, la recherche d’IgE sur biopsie présente un intérét limité. D’'une part
cette recherche doit étre réalisée précocement, des que le diagnostic de pemphigoide
bulleuse a été posé, afin de garantir la conservation des IgE dans le tissu prélevé.
Dans des conditions analytiques optimales, avec I'avis d’'un biologiste expérimente,
'éventuel signal observé le long de la JDE reste faible, et il est souvent difficile
d’affirmer une positivité. 16% des biopsies ont en effet été d’interprétation difficile,
considérées douteuses. Devant le manque de sensibilité de cette technique, et la
grande variabilité des données de la littérature, il a été décidé de développer une
technique d’ELISA, plus sensible, quantitative et spécifique du domaine NC16A de la
BP180.

2) ELISA : Etude du phénoméne de compétition des IgG et des IgE

Un test ELISA permettant la détection des IgE anti-NC16A a été mis au point au
laboratoire. Pour cela, le kit ELISA anti-BP180 4X IgG (Euroimmun®) a été utilisé. Les
puits des barrettes sont revétus par un peptide recombinant correspondant a un
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tétramére du domaine NC16A de la BP180 humaine. Aprés plusieurs essais, une
dilution des sérums au 1 :2 a été choisie comme étant la plus discriminante entre les
sérums positifs et négatifs. La révélation s’effectue a I'aide d’un anti-IgE conjugué a la
biotine, puis de streptavidine couplée a la peroxydase. Ce systeme d’amplification
biotine — streptavidine, permet d’obtenir des signaux élevés malgré un titre des IgE
spécifigues du domaine NC16A présumé trés faible, en raison du taux extrémement
faible des IgE totales circulantes. Le signal lu a 405 nm par un spectrométre est rendu
en milli-DO. A chaque expérience nous avons déposé sur la plaque : (1) un contrdle
négatif (le sérum d’un individu sain) ; (2) un contrdle positif (un sérum positif en IgE
anti-NC16A) ; (3) un contrdle diluant (tous les réactifs sauf le sérum, afin d’exclure une
fixation non spécifique du conjugué anti-IgE) et (4) un calibrant (un sérum fortement
positif dilué en série).

Les sérums des patients testés comportent la plupart du temps des taux élevés d’lgG
anti-NC16A. Au cours de la mise au point du test, s’est rapidement posé la question
d’'un effet de compétition entre les IgG et les IgE spécifiques du domaine NC16A, la
cible adsorbée sur les barrettes du kit ELISA. La différence entre les taux circulants
d’'IgG et d’IgE est connue (IgG sériques 10 000 fois plus élevées que les IgE). Nous
avons voulu vérifier que ces IgG n’empéchent pas la détection des IgE spécifiques.
Nous avons donc mesuré le taux d’IgE anti-NC16A avant, et aprés déplétion des IgG
contenues dans le sérum des patients. Les IgG ont été retenues par trois passages
sur des colonnes de protéines G. Sur la méme plaque ELISA, au cours de la méme
experience, les IgE anti-NC16A ont été dosées en parallele sur neuf sérums de
patients atteints de PB, dilués au 1 :2, en 'absence ou aprés déplétion des IgG. Trois
d’entre eux étaient considérés comme positifs, et les six autres négatifs. Ces sérums
ont été sélectionnés sur la base de tests préliminaires consistant a diluer les sérums
et d’observer I'effet sur les valeurs obtenues en ELISA IgE anti-NC16A (données non
montrées). Quinze individus contrdle ont été analysés lors de la méme expérience. Le
seuil pris en compte pour ces expériences a été calculé a partir des valeurs obtenues
par des individus contrbles (contrbles sains de I'EFS, patients exempts d’auto-
anticorps détectés au laboratoire, patients contréles souffrant d’autres DBAI). La
moyenne de ces valeurs, additionnée de deux écarts-types, correspond a une valeur
de 250 milli-DO. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 33.
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Figure 33 : Modification des taux d'IgE anti-BP180 suite a l'incubation du sérum avec des protéines G et la déplétion
des IgG. De gauche a droite, on trouve les contréles diluant (« blancs »), les contréles sains (N = 15), les trois
contréles de qualité (CQ) déposés a chaque expérience (négatif, positif, positif fort), puis les sérums purs et les
sérums apres déplétion en IgG (N = 9). Les patients positifs sont représentés en bleu. Les patients négatifs sont
représentés en vert. Le seul patient représenté en rouge a un taux d’IgE anti-NC16A plus élevé aprés déplétion
des IgG.

Dans un premier temps, on constate que le témoin négatif constitué par le diluant et
les contrdles sains présentent bien des valeurs de milli-DO considérées comme
négatives. Les trois controles de qualité utilisés (contréle négatif, contréle moyen,
contréle haut) sont des sérums de patients passés a chaque expérience. Ces contrbles
présentent les valeurs attendues retrouvées lors des précédentes expériences
(données non montrées ici). Notons que pour tous ces sérums, aucune déplétion des
IgG n’a été effectuée.

Concernant les trois patients considérés comme positifs (patiens 1 a 3, points bleus),
la déplétion des IgG provoque une importante diminution des taux d’IgE anti-NC16A.
Les valeurs obtenues aprés déplétion sont divisées par un facteur deux a quatre, tout
en restant au-dessus du seuil de positivité.

Concernant cinq des six patients considérés comme négatifs (patients 4, 5, 7, 8, 9,
points verts), la déplétion des IgG semble ne pas modifier la valeur obtenue. Pour
quatre d’entre eux, la valeur obtenue est légérement plus faible. Pour 'un d’entre eux,

elle est Iégérement plus élevée. Notons que pour un patient (l€'patient 6, points
FoUges), la valeur obtenue aprés déplétion des IgG est bien plus élevée, et franchit le
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seuil de positivité. Ce patient devrait donc étre considéré comme positif en IgE anti-
NC16A.

Le tableau suivant (Table 6) présente les résultats obtenus en milli-DO concernant les
IgE anti-NC16A suivant le traitement du sérum (pur ou déplété). Les taux d’'IgG dirigés
contre la BP180 et la BP230 sont également présentés.

Sérum IgG anti- IgG anti- | IgE anti-NC16A (milli-DO) | IgE anti- NC16A (milli-DO)
BP180 NC16A | BP230 Sérum pur Sérum déplété en IgG

1 138 177 1050 445
2 69 <2 900 438
3 68 <2 1156 250
4 >200 <2 65 82

S 189 147 185 115

. 6 | 157 | < | 210 | 489 |

7 161 163 158 225
8 144 116 91 74
9 31 127 77 91

Tableau 6 : Taux d'lgG anti-NC16A et anti-BP230. Taux d'IgE anti-NC16A en fonction du traitement du sérum. Les
résultats des ELISA IgG anti-NC16A et IgG anti-BP230 sont indiqués en U/mL. Les résultats de I'ELISA IgE anti-
NC16A sont donnés en milli-DO. Les cases bleues représentent les patients positifs. Les cases vertes représentent
les patients négatifs. Le patient 6 est représenté en rouge et donne une valeur de milli-DO considérée comme
positive apres déplétion des IgG.

Le tableau suivant (Table 7) présente les taux d’IgG et d'IgE dosés sur les sérums
avant et aprés déplétion, et sur I'éluat des colonnes de protéines G :

. IgE
lgG totales IgG anti- totales IgE totales IgE totales | IgG totales
. (mg/L) NC16A (kU/L)
Sérum| o N ) . (kU/L) ) . (kU/L) (mg/L)
Sérum aprés | Sérum aprés ) Sérum aprés
1 ra )t Sérum 1 r Eluat Eluat
déplétion IgG | déplétion IgG our déplétion 1gG
1 <40 <2,00 1332 202 34,3 323,7
2 <40 <2,00 117 46,8 2,55 459,5
3 <40 <2,00 87,6 9,65 3,82 770,8
4 <40 <2,00 3,52 <0,2 <2,00 191,3
5 <40 <2,00 2807 41,8 87,9 305,8
7 <40 <2,00 1052 166 23 337,6
8 <40 <2,00 455 48,6 16,4 357,9
9 <40 <2,00 685 320 2,9 428,6

Tableau 7 : Dosage des IgG et des IgE sur le sérum déplété et I'éluat. Dosages effectués sur Cobas et Phadiatop.
Les cases bleues représentent les patients positifs. Les cases vertes représentent les patients négatifs. Le patient
6 est représenté en rouge et donne une valeur de milli-DO considérée comme positive apres déplétion des IgG.

On constate dans un premier temps que la déplétion des IgG est compléte : on ne
retrouve pas d’'IgG dans le sérum déplété. Cela est confirmé par la disparition des IgG
anti-NC16A dans le sérum déplété. L'expérience a donc été réalisée en I'absence de
compétition entre les IgG et les IgE. La déplétion des sérums en IgG provoque
cependant une importante diminution du taux d’IgE totales. De fagon inattendue, on
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retrouve ces IgE dans I'éluat, qui ne contient pourtant que les protéines retenues par
la protéine G. Notons que le volume des éluats est bien plus important que le volume
initial du sérum (3,2 mL pour chaque éluat, 250 pL pour chaque sérum avant
déplétion), les IgE sont donc diluées, ce qui explique les faibles taux retrouvés. A notre
connaissance, une diminution si importante des IgE aprés déplétion des sérums en
IgG n’a pas été décrite dans le cadre de la pemphigoide bulleuse. Cette observation
inattendue, d’intensité variable suivant les sérums testés, mériterait d’étre analysée
avec un plus grand nombre de patients, et avec une approche plus mécanistique.

Concernant les patients positifs, parallélement a la diminution des IgE totales, la
déplétion des IgG a également fortement diminué les taux d’IgE anti-NC16A.
Concernant cing sur six des patients négatifs, les valeurs de milli-DO obtenues aprés
déplétion des IgG ne sont pas différentes. On constate pour eux aussi une forte
diminution des IgE totales. e dernier patient a révélé que la déplétion des IgG peut
également avoir un effet sur les patients considérés comme négatifs : la valeur de milli-
DO obtenue apres déplétion des IgG est au-dela du seuil de positivité. Par ailleurs, ce
patient possede des IgG anti-NC16A a un taux éleveé, mais inférieur a la limite de
linéarité du test. Cela indique que I'on ne peut pas suspecter une compétition entre
IgG anti-NC16A et IgE anti-NC16A que chez des patients ayant des taux fortement
élevés d’lgG anti-NC16A.

En conclusion, la déplétion des IgG provoque des effets inattendus et variables suivant
les patients. Explorer les raisons sous-jacentes a ces phénomeénes n’est pas I'objectif
de cette thése, mais plusieurs hypothéses peuvent étre évoquées. La déplétion des
IgG souléve plus de questions qu’elle n’apporte de réponses. Cet effet n’a pas été
évoqué dans la littérature, les auteurs décrivant la plupart du temps de faibles
variations apres la déplétion des IgG. Malgré la révélation d’'un sérum « faux négatif »,
la déplétion a également diminué la valeur des sérums positifs, et pourrait conduire a
des « faux négatifs » si ce phénomene se reproduisait chez d’autres patients. Nous
avons donc fait le choix de ne pas dépléter systématiquement les sérums avant le
dosage des IgE anti-NC16A.

3) Comparaison des résultats obtenus avec et sans ajout ’EDTA

Aprés avoir constaté l'influence de la déplétion en IgG sur les résultats obtenus, nous
avons poursuivi la mise au point de la technique ELISA. Certains tests biologiques ou
les cibles antigéniques sont fortement rapprochées peuvent perturber la détection des
anticorps fixés sur leur cible. Cet effet est d0 a la présence du complément, et a été
décrit dans certaines techniques de détection des IgG dirigées contre des antigénes
HLA. Dans ces techniques automatisées, I'emploi de billes portant une densité élevée
d’antigénes HLA entraine parfois I'absence de détection des anticorps fixés. La
proximité des fragments Fc des IgG spécifiques liées a leur cible permet la fixation du
fragment C1q du complément. En présence de calcium, les fragments C1r et C1s du
complément se fixent a leur tour sur le fragment C1q. L’encombrement stérique du
complexe C1(qrs) relié aux extrémités Fc des IgG est ensuite renforcé par la liaison
du fragment C3d. La révélation par I'anticorps conjugué secondaire est alors perturbée
par cet encombrement stérique. Ce phénoméne a mené a I'absence de détection des
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anticorps anti-HLA (183). L'utilisation d’'EDTA, de C1 inhibiteur ou le pré-traitement des
sérums a 56°C permet d’empécher la formation des tétraméres de C1s et C1r et leur
fixation sur le fragment C1, limitant ainsi 'encombrement stérique. Les IgG anti-HLA
fixées sur le support sont alors détectées (184,185). Ce phénomene a été appelé
« effet prozone du complément ».

Dans le cas présent, les motifs antigéniques sont présents de fagcon suffisamment
dense pour évoquer ce phénomeéne. En effet, le peptide antigénique adsorbé sur les
puits est un tétramere du domaine NC16A (cf Fig 11). Il était important de vérifier
'absence de conséquences du phénomeéne décrit ci-dessus. Les IgE sont fragiles, il
était donc impossible de dé-complémenter les sérums par chauffage avant la
réalisation des dosages. Nous avons donc choisi d’analyser I'effet de I'incubation des
sérums dans un tampon de dilution contenant 10mM d’EDTA, une concentration
suffisante pour chélater les ions calcium présents dans le sérum. Trois sérums de
patients considérés comme positifs et six sérums considérés négatifs en IgE anti-
NC16A ont été sélectionnés. Les sérums ont été dilués au 1 :2 dans deux tampons
différents uniquement par I'ajout ou non d’EDTA. Les IgE anti-NC16A ont ensuite été
dosées lors de la méme expérience. Les résultats sont présentés dans la figure 34.

Figure 34 : Effet de I'EDTA sur les taux circulants d'lgE anti-NC16A. Les trois contrles de qualité valident
I'expérience. Les sérums de patients positifs sans EDTA sont représentés en bleu. Les sérums des patients négatifs
qui se positivent avec EDTA sont représentés en rouge. Les sérums des patients négatifs dont la valeur n’est pas
modifiée apres ajout ’EDTA sont représentés en vert.

En prenant en compte la variabilité intrinséque au test, on constate que les valeurs de
milli-DO obtenues aprés ajout dEDTA sont soit identiques, soit plus élevées qu’en
absence I’EDTA dans le tampon de dilution.
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- Pour les 3 patients positifs (SOIISIDIENS), des taux élevés d’IgE anti-NC16A
sont retrouvés en présence ou en I'absence d’EDTA sans variation importante
de la milli-DO

- Pour trois des six patients considérés comme négatifs (HEINCIIONOES), |2
présence d’'EDTA provoque une augmentation importante de la milli-DO
mesurée. Cette augmentation est suffisamment élevée pour considérer ces
patients positifs pour les IgE anti-NC16A, en présence d’EDTA.

- Pour les trois derniers patients négatifs (POIMISIVERtSs), 'ajout ' EDTA ne modifie
que peu les milli-DO mesurées. Ces patients sont donc considérés comme
réellement négatifs.

Nous avons donc analysé a nouveau 29 patients et 15 contrbles sains pour lesquels
nous avions déja dosé les IgE anti-NC16A, mais en diluant cette fois le sérum au 1 :2
dans un tampon contenant de TEDTA. Nous avons comparé les valeurs obtenues chez
ces patients, dans la figure 35.

La gamme de calibration n'a pas été traité de la méme maniére lors des deux
expériences (dilution sans ou avec EDTA). Or le calibrateur est sujet a une variation
de la DO aprés ajout dEDTA (augmentation des valeurs en milli-DO). Nous n’avons
donc pas pu normaliser les valeurs obtenues en milli-DO par rapport au calibrant. Pour
comparer les milli-DO obtenues et mettre en évidence les variations observées, nous
avons procédeé ainsi :

- Les sérums de patients pour lesquels la milli-DO est modifiée de moins de 20%
aprés ajout de 'EDTA, ainsi que les contrdles sains, ont été sélectionnés

- Une droite de régression a été tracée avec ces sérums

- L’équation de cette droite a servi a calculer la valeur théorigquement attendue
dans I'expérience avec 'EDTA, a partir de la valeur obtenue lors de I'expérience
sans EDTA

Cette méthode permet d’écarter les points pour lesquels I'ajout d’EDTA provoque une
variation importante de la milli-DO, en conservant les points peu variables. L’équation
de la droite obtenue est sensée représenter la variation entre les deux expériences.
Les valeurs pour lesquelles une variation importante était constatée ne devaient pas
étre prise en compte, car dans leur cas la variation est supposée étre due a la présence
d’EDTA.

- Une fois les valeurs théoriques obtenues, I'écart a la moyenne entre la valeur
théorique attendue et la valeur obtenue a été calculée pour chaque point.

- Tous les points pour lesquels une variabilité inférieure a 15% entre la valeur
théorique et la valeur mesurée ont été conservés pour construire une droite de
régression, d’'ordonnée a l'origine proche de zéro, et dont les points sont
représentés en bleu (Fig 35).

- 16 sérums de patients, ainsi que la totalité des contréles sains (N = 15), sont
considérés comme suffisamment peu variables pour construire cette courbe

(points bleus).
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- 13 sérums voient leur DO fortement modifiée aprés I'ajout d’EDTA, ils ont été
représentés en orange (Fig 35).

- Un seul point, signalé par une astérixe, est problématique, sa variation par
rapport a la valeur théorique reste supérieure a 15% qu'’il soit inclus, ou non,
dans le calcul de la droite de régression. Le choix a finalement été pris de
l'inclure dans le calcul malgré une variation de 15,92% par rapport a la valeur
théorique attendue selon nos calculs.

Figure 35 : L'ajout d'EDTA permet d'obtenir des valeurs de milli-DO supérieures au seuil de positivité pour certains
patients considérés négatifs jusqu'alors. Le cadre rouge indique le seuil a partir duquel les valeurs sont considérées
positives (250 milli-DO). Les points bleus sont les points ayant servi a construire la droite de régression, ce sont
ceux dont I'écart a la moyenne n’excede pas 15% entre la valeur théoriquement attendue et celle obtenue avec
EDTA. Les points orange représentent les points pour lesquels I'écart a la moyenne est supérieur a 15% et donc
pour lesquels la variabilité peut étre due a I'ajout ’EDTA. Le point indiqué par une astérixe est le plus écarté de la
droite de régression mais a quand méme été intégré dans le calcul de cette derniere car sa non-intégration au
calcul de la droite ne change pas significativement les conclusions.

- Les valeurs théoriques attendues ont donc été extrapolées par rapport aux
valeurs obtenues sans EDTA, selon I'’équation de la droite ci-dessus.

- Les valeurs théoriques et les valeurs obtenues avec 'EDTA ont été également
été représentées sur le méme graphe, afin de vérifier si les valeurs se
répartissaient d’'une maniere similaire. La méme répartition des points était
effectivement observée autour de la droite de régression (données présentées
en annexe 4).

De cette maniére, nous vérifions que les points éloignés par rapport a la valeur
attendue sont répartis de la méme maniére. On obtient ainsi un graphique qui met en
évidence les points dont les valeurs sont modifiées lors de I'ajout ’'EDTA. Le détalil
des valeurs obtenues en milli-DO est donné dans la table en annexe (Annexe 5). Le
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seuil pris en compte pour ces expériences a été calculé de la méme maniére que dans
le paragraphe 2) et correspond a une valeur de 250 milli-DO.

Nous avons obtenu les résultats suivants :

La droite de régression obtenue posséde un coefficient de corrélation R? de 0,93 et
une ordonnée a l'origine proche de zéro. Elle décrit la variation des milli-DO mesurés
explicables par la variation entre les deux expériences (Fig 35). Les contrbles
contenant tous les réactifs sauf le sérum, ou tous les réactifs sauf le sérum et le
conjugué anti-IlgE, ne voient pas leur valeur augmenter apres I'ajout ’EDTA (données
non montrées ici). Les valeurs obtenues pour les contréles sains (N=15) ne sont pas
augmentées en cas d’ajout ’'ETDA. Ces résultats confirment que 'augmentation de
la DO observée chez certains patients aprés ajout dEDTA n’est pas un artéfact da a
la seule utilisation d’'EDTA.

Les valeurs obtenues avec le calibrateur (un patient fortement positif dilué en série)
augmentent légerement pour les dilutions élevées, (1/128 ; 1/64) et de fagon plus
importante pour les dilutions plus faibles (1/2 ; 1/8 ; 1/16). La variation entre la valeur
théorique et la valeur obtenue reste néanmoins inférieure a 15%.

Concernant les patients atteints de PB (N=29), on constate que :

- Pour les patients positifs, I'ajout ’EDTA peut, ou non, modifier la valeur obtenue
en milli-DO. En cas de modification, les valeurs obtenues sont la plupart du
temps augmentées.

- De rares patients positifs (N = 2) ont des valeurs en milli-DO plus faibles aprés
l'ajout I’EDTA, sans toutefois diminuer la valeur obtenue au point de les
considérer négatifs

- Les sérums pour lesquels la milli-DO est plus élevée aprés I'ajout d’EDTA sont
essentiellement des sérums de patients qui étaient considérés négatifs

- Une partie des patients considérés négatifs conserve une mili-DO en dessous
du seuil malgreé I'ajout EDTA

- Une part importante d’entre eux voient au contraire la valeur de la milli-DO
augmenter, et passer largement le seuil de positivité.

- La plupart des points variables aprés I'ajout d’EDTA se retrouve dans la zone
située au-dessus de la courbe de régression

En s’intéressant a la zone proche du seuil de positivité, matérialisée par un cadre rouge
(Fig 35), on constate qu’un certain nombre de patients était considéré comme négatif.
L’ajout ’'EDTA a permis de révéler que ces patients (N=6) possedent en réalité des
IgE anti-BP180 circulantes. Les SiX points orange situés au dessus du cadre rouge
représentent en effet des patients considérés comme négatifs jusque la. L’ajout
d’EDTA dans le tampon de dilution du sérum peut donc avoir deux conséquences : (1)
soit une faible modification de la valeur de la mill-DO mesurée; (2) soit une
augmentation de la valeur de la milli-DO mesurée. Dans ce second cas, cet effet
semble particulierement important lorsque des patients considérés comme négatifs
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obtiennent des valeurs de milli-DO supérieures au seuil de positivité. L’ajout de 'TEDTA
permet donc de rendre positifs en IgE anti-NC16A certains sérums considérés comme
négatifs en 'absence de traitement par TEDTA. Nous avons donc choisi d’ajouter de
'EDTA dans la procédure appliquée a tous les sérums afin de sensibiliser le dépistage
des IgE anti-NC16A.

Enfin, pour écarter un effet particulier de 'EDTA sur les sérums pour lesquels les
valeurs obtenues en IgE anti-NC16A sont plus élevées, nous avons repris dix sérums
concernés par cette modification de la milli-DO aprés I'ajout d’EDTA. Nous avons
ensuite dosé les IgG anti-NC16A sur ces dix sérums, avant et aprés I'ajout d’EDTA,
dans deux expériences indépendantes, et en présence de la gamme de calibration et
des témoins du kit commercial de dosage des IgG anti-NC16A. Nous avons obtenu
une répartition tres proche pour la plupart des points (cf Fig 36).

Figure 36 : L'ajout d'EDTA ne modifie pas le taux d'lgG anti-NC16A. L'ordonnée a l'origine de la droite est de 2
(valeur minimale dosée par I'ELISA). La droite de régression a été calculée a partir de 9 des 10 points obtenus (en
bleu). Le seul point variable (en orange) est déja positif en 'absence d’EDTA.

A l'exception d’'un point, I'ajout ’EDTA ne modifie pas le taux d'IgG anti-NC16A.
Notons que pour ce patient particulier, ce résultat ne change pas la positivité au test,
la valeur obtenue est au dessus du seuil de positivité. Cette expérience démontre que
'ajout ’EDTA a un effet propre sur le dosage des IgE anti-NC16A, et sensibilise le
test ELISA développé.
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4) Normalisation, détermination d’un seuil et validité de la méthode

Une fois tous les dosages effectués en présence d’EDTA, toutes les valeurs obtenues
ont été normalisées en unités arbitraires (UA), a I'aide d’'un sérum de patient défini en
tant que calibrant et dilué en série. Aux dilutions suivantes (1/2, 1/8, 1/16, 1/64, 1/128)
ont été attribuées les valeurs arbitraires de 1000, 250, 125, 31,25 et 15,6. A chaque
expérience, une courbe de calibration était obtenue par les valeurs du calibrant en
milli-DO. La droite de régression a été calculée, en représentant le logarithme de la
valeur obtenue en milli-DO pour ce calibrant en fonction du logarithme de la valeur en
UA. Cette droite permet ensuite de déterminer la valeur des sérums testés, en UA. Les
coefficients de variation du coefficient de corrélation (a) et de 'ordonnée a l'origine (b)
de ces droites sont un indicateur de la faible variabilit¢ entre les différentes
expériences. lIs sont indiqués dans le tableau 8, pour N = 7 expériences. Un coefficient
de variation du coefficient directeur de la droite inférieur a 10% pour un test ELISA est
une donnée importante permettant d’évaluer la fiabilité du test.

Moyenne (a) 0,549 CV(a)= 8,67%
Ecart-type (a) 0,0476
Moyenne (b) 1,621 CV (b) = 15,55%
Ecart-type (b) 0,2522

Tableau 8 : Moyenne et coefficients de variation (CV) des coefficients de proportionnalité (a) et de I'ordonnée a
l'origine (b). N = 7 expériences.

Un contréle négatif a été défini : le sérum d’un individu sain (contréle de 'EFS). Un
contréle positif a également été défini : le sérum d’un patient atteint de PB et possédant
un taux d’IgE anti-NC16A intermédiaire, autour de 280 UA.

Pour déterminer un seuil de positivité et vérifier 'absence de fausse positivité,
plusieurs populations différentes ont été sélectionnées. Dans un premier temps, 40
sérums d’individus sains ont été obtenus a partir de dons anonymes a I'EFS
(Etablissement Frangais du Sang). Les IgE totales et les IgE anti-NC16A ont été
dosées, afin de vérifier la spécificité du dosage des anticorps anti-NC16A d’isotype IgE
(Fig 37).
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Figure 37 : Absence de corrélation entre le taux d'IgE totales et le taux d'IgE anti-BP180 chez les individus sains.

Il N’y a aucune corrélation entre le taux d’'IgE totales et la valeur obtenue en UA, selon
les tests de corrélation de Pearson et de Spearman (données non montrées). Le fait
que les sérums contenant des taux élevés d’IgE, parfois supérieurs a la normale, ne
soient pas les sérums donnant des valeurs plus élevées en IgE anti-NC16A confirme
la spécificité du test et 'absence de fixation non spécifique des IgE des patients sur
les puits revétus de I'antigéne NC16A.

D’autres populations ont également été testées afin d’établir un seuil. 42 patients
contrbles, c’est-a-dire ne possédant aucun auto-anticorps détectable au laboratoire
d’auto-immunité, ont été sélectionnés. Parmi eux, 7 d’entre eux souffraient de
dermatose d’origine non auto-immune. 17 patients souffrant de dermatose bulleuse
autre que la pemphigoide bulleuse ont également été inclus. Enfin, les sérums de 87
patients souffrant de PB ont été testés pour la présence d’IgE anti-NC16A. La figure
38 résume les populations incluses. Les IgE anti-NC16A ont été dosées chez tous ces
patients.
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Figure 38 : Répatrtition des patients testés en ELISA IgE anti-NC16A. 99 sujets contréles ont été sélectionnées afin
d’établir un seuil de positivité. 87 patients atteints de pemphigoide bulleuse ont ensuite été testés.

Plusieurs seuils ont été définis, a I'aide de la série d’instruction disponible en ligne
« Reference Value Advisor » selon la méthode « Box-Cox » (179) : (1) un seuil en
incluant seulement les individus sains (2) un seuil en incluant individus sains et patients
contrbles (exempts de toute maladie auto-immune) et (3) un seuil clinique, en incluant
les individus sains, les patients contréles et des patients atteints de dermatoses auto-
immunes ou non auto-immunes autres que la PB. Cette série d’instruction étudie la
répartition des valeurs natives et des valeurs transformées par la méthode « Box-
Cox ». Cette derniére vise a rendre la distribution des valeurs étudiées normales.
Parmi d’autres tests, un test non paramétrique est ensuite effectué sur les distributions
obtenues, afin d’établir un seuil. Les seuils et les intervalles de confiance obtenus en
prenant en compte les populations contrbles sont présentés dans la table 9.

Population et effectif Nature du test Distribution des valeurs Seuil IC 90% du seuil
« Box-Cox »

N=40 contréles sains Non paramétrique Non normale 24,0 (UA) [20,5 ; 24,1]
N=75 contréles (individus - i

sains et patients controles) Non parametrique Normale 29,3 (UA) [24,1 ; 36,9]

Tous les patients non PB Non paramétrique Non normale 28,5 (UA) [24,8 ; 36,9]

(N=99)

Tableau 9 : Seuils et intervalles de référence de chaque population contrble selon la série d’instructions
« Reference Value Advisor ».

Le seuil retenu est a la fois celui donnant la valeur la plus élevée, et celui pour lequel
la population se répartit d’'une maniére se rapprochant de la loi normale en test « Box-
Cox ». La valeur de 29,3 est donc considérée comme le seuil le plus pertinent. Si I'on
détermine le seuil de positivité de fagon plus empirique en assumant que la distribution
des valeurs est normale, en prenant en compte la moyenne de la population contréle
a laquelle on ajoute trois déviations standard, la valeur obtenue est de 31, soit trés
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proche du seuil obtenu par la méthode précédente. La valeur du seuil a donc été
définie a 30 unités arbitraires.

Le contrble positif passé dans chaque expérience est le méme sérum, issu d’aliquots
réalisés a partir du méme tube. Le contrble de qualité positif donne les valeurs
suivantes (représentation en graphique de Levey-Jennings) (Fig 39).

Figure 39 : Représentation en graphique de Levey Jennings des valeurs obtenues (en UA) par le dosage du
contréle de qualité. Tous les points se situent autour de la moyenne de tous les points obtenus (en orange), et ne
s’en écartent jamais de plus de deux écarts-types (bornes supérieure et inférieure, en rouge).

5) Reésultat du dosage des IgE anti-NC16A par ELISA

Une fois tous les sérums analysés en présence d’EDTA et avec le seuil défini a 30 UA
(individus sains et patients contréles) on obtient les résultats suivants résumés dans
la Table 10.

Tableau 10 : Populations testées et résultats de I'ELISA anti-NC16A.

Les différents groupes obtenus ne sont pas comparables en ce qui concerne I’age :
malgré une recherche de patients agés en tant que contrdles, 'age moyen des
individus atteints de PB reste trés élevé. Par ailleurs, les donneurs sains de I'EFS sont
des individus plutét jeunes, et ce groupe a donc une moyenne d’age plus basse. Le
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ratio M/F est proche de 1 pour les populations contréles, et Iégérement en faveur des
hommes dans le groupe des patients souffrant de PB.

Les résultats obtenus indiquent que le seuil sélectionné est trés sensible : 80% des
patients PB ont des IgE anti-NC16A. Un trés faible nombre (N=3) de contréles sont
positifs, mais possédent des valeurs limites, juste au-dessus du seuil. La figure 40
représente valeurs obtenues en UA des différentes populations étudiées.

91



Figure 40 : Seuls les patients atteints de PB présentent des taux élevés d'IgE anti-NC16A. Le seuil de 30 UAe est
représenté par une ligne rouge. Les contréles de 'EFS (N = 40), les patients contréles (N = 42) et les patients
atteints de DBAI autres que la PB (N = 17) sont regroupés dans la population nommée « Tous les contrbles ».
Seuls des patients atteints de PB (N = 87) possedent des taux d’IgE anti-NC16A fortement élevés.

92



87 patients atteints de pemphigoide bulleuse ont été analysés. La plupart d’entre eux
sont positifs en IgE anti-BP180 (70/87 soit 80%). Notons que 10 points présentent des
valeurs en UA supérieures a 1000, hors de la zone de linéarité car la valeur maximale
définie du calibrant est 1000 UA. lls ne sont donc pas représentés sur la figure mais
indiqués en haut du graphique.

On constate qu’un grand nombre de patients atteints de PB posséde des IgE anti-
NC16A. Les valeurs obtenues par ce test sont trés étalées, certains patients étant
proches du seuil de positivité, et d’autres en dehors de la limité de linéarité. Toutefois,
la plupart des taux mesurés se trouve entre ces deux extrémes. Seule la population
de patients atteints de PB présente une telle répartition.

Sur les 17 patients négatifs en IgE anti-NC16A on note que :

- Trois patients sont seulement positifs en BP230 et n'ont jamais eu d’lgG anti-
NC16A.

- Neuf patients possédent des IgG anti-NC16A.

- Six patients sont négatifs en IgG anti-NC16A et en IgG anti-BP230. Ces patients
présentaient une présentation clinique évocatrice de PB, et le diagnostic a été
confirmé par un dépét d’'lgG et de complément le long de la jonction en IFD
chez tous ces patients. Cing de ces six patients avaient également une
infiltration sous-épidermique de polynucléaires éosinophiles constatée en
anatomopathologie.

Un seul patient a toujours été négatif en IgG anti-NC16A mais est néanmoins positif
en IgE anti-NC16A. Pour deux patients, les taux d’IgE anti-NC16A sont encore élevés,
malgré la négativation des taux d’lgG anti-NC16A au moment du dosage. |l semble
donc, a lI'exception d’un patient, que I'on retrouve des IgE anti-NC16A chez des
patients ayant également des IgG anti-NC16A. Les patients étant seulemement
positifs en IgG anti-BP230 ne possédent pas d'IgE anti-NC16A. La totalité des
informations cliniques et biologiques est résumée en annexe (Annexe 6).

6) Comparaison des sous-groupes en fonction des parameétres biologiques

La population de patients atteints de pemphigoide bulleuse est constituée de 87
patients. Le diagnostic a été fait sur la clinique, la positivité des biopsies en IFD et en
anatomopathologie, et sur la présence d’anti-BP180 et d’anti-BP230. L’ensemble des
informations cliniques et biologiques a été recueilli pour ces patients (résumé dans
'annexe 6). Nous avons ensuite recherché la présence d’une corrélation entre le taux
d’IgE anti-NC16A et des différents paramétres biologiques.

a) Comparaison des taux d’IgE anti-NC16A et d’lgG anti-NC16A :

La totalité des résultats a été présentée sur la figure 41. La limite de linéarité de 'ELISA
IgE anti-NC16A est de 1000 UA. Celle de 'ELISA 1gG anti-NC16A est de 200 U. Seuls
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les points présentant des valeurs inférieures a la limite de linéarité des deux méthodes
ont été représentés soit N = 58 patients. La présence d’une éventuelle corrélation entre
IgG et IgE anti-NC16A a été recherchée (Fig 41).

Figure 41 : Corrélation entre les taux d'IgE anti-NC16A et d'lgG anti-NC16A

Les valeurs obtenues ne sont pas corrélées selon le test de corrélation de Pearson (r
= 0,0801; p = 0,461) ce qui signifie qu’il N’y a pas de proportionnalité dans les
variations des taux d’IgE et d’'IgG. Le R? de la droite de régression ci-dessus est tres
éloigné de 1, ce qui confirme que la variation des taux d’'IgE anti-NC16A en fonction
des taux d’lgG anti-NC16A n’est absolument pas proportionnelle. La présence d’lgG
anti-NC16A chez tous les patients possédant des IgE anti-NC16A, sauf un, semble
néanmoins indiquer que I'on retrouve des IgE anti-NC16A seulement chez des patients
ayant par ailleurs produit des IgG contre cette cible.

b) Taux d’IgE totales

Depuis quelques anneées, les taux d’IgE totales sont dosés chez les patients atteints
de pemphigoide bulleuse. Pour un certain nombre de patients (antérieurs a 2019) les
taux d’IgE n’étaient pas disponibles. 41 patients sont donc analysés quant a I'existence
d’un lien entre le taux d’IgE totales et celui d’'IgE anti-NC16A. Le taux d’IgE anti-NC16A
a été représenté en fonction du taux d’IgE totales chez ces patients (Fig 42).
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Figure 42: Corrélation entre le taux d'IgE anti-NC16A et le taux d'IgE totales

Selon le test de corrélation de Spearman, il n’y a pas de corrélation entre le taux d’'IgE
totales et le taux d’IgE anti-NC16A (r = 0,2524 ; p = 0,1113). Cependant, une partie
des points (entourés en vert) est répartie de fagon particuliére, le long de la droite de
régression tracée. Ces points semblent répartis de fagon proportionnelle au taux d’IgE
totales. On peut suspecter pour ces points que le signal détecté en ELISA IgE anti-
NC16A soit en réalité un signal non spécifique, di a I'adsorption des IgE sur les puits
de polystyrene. Pour les points entourés en rouge, il est clair que le signal obtenu en
ELISA IgE anti-NC16A est dU a la présence d’IgE capables de reconnaitre leur cible.

La répartition de ces points a été étudiée par le calcul d’'un ratio entre le taux d’'IgE
anti-NC16A et le taux d’IgE totales. Une répartition similaire des points était constatée,
et une droite de régression a été calculée en sélectionnant les points pour lesquels le
signal mesuré en ELISA IgE anti-NC16A semblait varier en fonction du taux d’lgE
totales. Les résultats sont présentés en annexe (Annexe 7). Cette analyse semble
montrer que pour certains patients, entourés en vert, le signal obtenu en ELISA IgE
anti-NC16A varie de fagon proportionnelle au taux d’IgE totales.

c¢) Taux de PNE circulants et présents le long de la jonction

L’analyse des biopsies en anatomopathologie s’intéresse a la présence de PNE au
niveau de la bulle. Plusieurs auteurs ont tenté de corréler les taux d’éosinophiles
circulants a la présence d’IgE anti-NC16A. Ces données étaient disponibles chez 80
patients (Fig 43).
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Figure 43 : Corrélation entre le taux d'IgE anti-NC16A et le taux de PNE circulants

Selon le test de corrélation de Spearman, le taux d’IgE anti-NC16A n’est pas corrélé a
une élévation des PNE circulants (r = 0,1492 ; p = 0,1866). |l en est de méme pour le
test de corrélation de Pearson. La présence de PNE circulants ne présumant en rien
leur présence au niveau de la jonction dermo-épidermique, il est plus pertinent de
s’intéresser a une éventuelle corrélation entre la présence d’IgE anti-NC16A et la
présence de PNE infiltrant la bulle sous-épidermique retrouvés en anatomopathologie.
80 patients ont pu étre analysés.

Présence de PNE
N =80 le long de la JDE
Positif | Négatif
IgE anti- Positif 61 3
NC16A Négatif 12 4

Tableau 11 : Répartition des patients suivant la présence de PNE le long de la jonction dermo-épidermique

Selon le test de Fisher, on considére que la présence d’IgE anti-NC16A est associée
a la présence de PNE prés de la jonction dermo-épidermique apreés analyse
anatomopathologique (p = 0,0268).
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7) Comparaison des sous-groupes en fonction des caractéristiques cliniques

a) Présence de bulles (N=86)

N = 86 Bulles
Présence | Absence

IgE anti- Positif 65 4

NC16A Négatif 12 5

Tableau 12: Répartition des patients suivant la présence de bulles sous-épidermiques

Selon le test de Fisher, on considére qu'il existe une association entre la présence de
bulles et la présence d’IgE anti-NC16A (p = 0,0131). Ce résultat est contradictoire avec
certaines données de la littérature, qui décrivent une prédominance des IgE anti-
NC16A chez des patients présentant une clinique aypique (absence de bulles, ou
prépondérance d’un prurit). Néanmoins, la présence de bulles fait partie des
caractéristiques cliniques retrouvées chez la plupart des patients atteints de PB.

b) Phénotype pauci- ou multi-bulleux (N=66)

N = 66 Bulles
Pauci- Multi-
bulleux bulleux
IgE anti- | Positif 21 33
NC16A | Négatif 11 1

Tableau 13 : Répartition des patients suivant le phénotype pauci- ou multi-bulleux

Selon le test de Fisher, on considére qu'’il existe une association entre un phénotype
multi-bulleux et la présence d’IgE anti-NC16A (p = 0,0010). Ce résultat est également
contradictoire avec les données de la littérature, mais consistant avec un lien entre la
présence de bulles et celle d’'IgE anti-NC16A (cf paragraphe 7a).

c) Présence de prurit (N=86)

N = 86 Prurit
Présence Absence

IgE anti- Positif 57 12

NC16A Négatif 11 6

Tableau 14 : Répatrtition des patients suivant la présence ou I'absence d'un prurit
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Selon le test de Fisher, on considére qu'il n’existe pas d’association entre la présence
d'IgE anti-NC16A et un phénotype particuliérement prurigineux (p = 0,1789).
Néanmoins, la présence d’un prurit fait €galement partie des caractéristiques cliniques
retrouvées chez la plupart des patients atteints de PB. Pour affiner ce test, il serait plus
pertinent de corréler I'intensité du prurit, qui semble selon la littérature étre plus intense
chez les patients qui possedent des IgE anti-NC16A. L’intensité du prurit est évaluée
par une échelle visuelle analogique (EVA, entre O et 10). Elle n’est pas précisée chez
un nombre suffisant de patient pour pouvoir évaluer le lien entre ce critére et la
présence d’IgE anti-NC16A.

d) Intensification thérapeutique (N=86)

En I'absence de score clinique disponible chez tous les patients, nous avons approché
la sévéritié de la maladie avec un critére objectif : I'intensification thérapeutique. Tous
les patients dont |la pathologie a été contrdlée par 'emploi de corticostéroides par voie
locale ou systémique sont considérés comme n’ayant pas nécessité d’intensification
thérapeutique. Les patients ayant nécessité une intensification thérapeutique sont
ceux pour lesquels 'emploi d’'un autre immunosuppresseur a été recquis pour obtenir
un contréle satisfaisant de la maladie (méthotrexate, rituximab, omalizumab, IVIg).

N = 86 Intensification thérapeutique
Oui Non

IgE anti- Positif 26 44

NC16A Négatif 3 13

Tableau 15: Répartition des patients ayant nécessité une intensification thérapeutique en fonction de la présence
d'IgE anti-NC16A.

Selon le test de Fisher, il N’y a pas d’association entre la présence d’IgE anti-NC16A
et le recours a une immunosuppression plus importante (p = 0,3958).

e) Séverité de la maladie (N = 80)

La sévérité de la maladie n’était pas décrite dans tous les courriers disponibles lors du
recueil de données. D’aprés les données disponibles, nous avons défini une PB
comme étant sévére sur la base des caractéristiques suivantes : (1) le clinicien décrit
une pemphigoide bulleuse sévere ; (2) le patient a une atteinte muqueuse ; (3) le
patient avait une atteinte cutanée étendue, qui a nécessité [l'usage
d’immunosuppresseurs autres que la corticothérapie pour obtenir un contréle de la
maladie. Le lien entre la sévérité et la présence d’IgE anti-NC16A a été évalué selon
le test de Fisher.
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N =80 Séveérité de la maladie
Oui Non

IgE anti- Positif 27 37

NC16A Négatif 1 15

Tableau 16 : Répartition des patients suivant la présence d'IgE anti-NC16A et la sévérité de la maladie

Selon le test de Fisher, il existe un lien entre la présence d’IgE anti-NC16A et une
maladie sévere (p = 0,0074). Ces résultats devront cependant étre confirmés par une
évaluation plus précise de la sévérité de la maladie.

f) Autres parametres cliniques (N = 86)

D’autres paramétres cliniques disponibles ont été analysés, afin de rechercher une
éventuelle corrélation entre la présence d’IgE anti-NC16A et d’'une présentation
clinique atypique. Un phénotype urticarien est décrit chez certains patients ; de méme,
une partie des patients présente une atteinte décrite comme « prurigo-like » ou
eczématiforme ; enfin, de rares patients présentent une atteinte des muqueuses. Le
test de Fisher n’a retrouvé aucun lien entre ces trois présentations cliniques atypiques
et la présence d’IgE anti-NC16A (données non montrées).

Enfin, les mémes paramétres cliniques ont été comparés a la présence ou I'absence
d’'lgG anti-NC16A. Les mémes résultats ont été obtenus, a savoir un test de Fisher
indiquant un lien entre la présence d’lgG anti-NC16A (quel que soit le taux) et la
présence de bulles (p = 0,013), un phénotype multi-bulleux (p = 0,01) et une maladie
sévere (p = 0,0123). Les tableaux résumant la répartition des patients suivant leurs
caractéristiques cliniques et la présence d’IgG anti-NC16A sont présentés en annexe
(Annexe 8).

8) Patients sous Omalizumab : Présence d’IgE anti-NC16A et efficacité
thérapeutique

La série étudiée dans ce manuscrit représente, a notre connaissance, la premiére
étude comprenant autant de patients atteints de pemphigoide bulleuse (N = 12) dont
les taux circulant d’IgE anti-NC16A ont été dosés avant et éventuellement apres
traitement par Xolair (= omalizumab). La figure 44 résume les résultats de cette série,
en termes de taux d’IgE anti-NC16A, d’IgE totales et de succes ou d’échec
thérapeutique.
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Figure 44 : Résumé des caractéristiques des patients traités par Omalizumab : positivité des IgE anti-NC16A et
réponse thérapeutique au Xolair

Les données biologiques (taux d’IgE totales et taux d’IgE anti-NC16A) et cliniques
(date du début du traitement et efficacité thérapeutique) des patients traités par
omalizumab sont présentées en annexe 9. Les taux d’'IgE anti-NC16A sont
représentés sur la Figure 45 en fonction de linitiation du traitement par omalizumab.
Les patients répondeurs et non répondeurs sont indiqués par des points de couleurs
différentes.
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Figure 45 : Evolution du taux d’IgE anti-NC16A en fonction de la mise sous omalizumab chez N = 12 patients. La
droite verticale bleue indique le moment de l'introduction de 'omalizumab. Le seuil est indiqué en pointillé. Les
points verts correspondent aux patients traités avec succes. Les points noirs représentent les patients pour lesquels
l'omalizumab n’a pas eu d’efficacité. Le point rouge indique le seul patient négatif en IgE anti-NC16A dans cette
série, et pour lequel le traitement n’a pas eu d’efficacité.

Il semble que la présence d’anticorps d’isotype IgE dirigés contre le domaine NC16A
de la BP180 ne permet pas de préjuger de l'efficacité de 'omalizumab. Les six patients
traités avec succes par omalizumab (points verts) possédent tous des IgE anti-NC16A,
a des taux variables. Pour cing des patients traités, aucune efficacité thérapeutique
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n’a été constatée malgreé la présence d’IgE anti-NC6A (points noirs), parfois avec des
taux élevés.

La distinction des patients ne peut pas non plus se faire sur le taux d’IgE anti-NC16A :
les taux les plus élevés ne sont pas forcément retrouvés chez les patients répondeurs.
Les taux les plus faibles d’IgE anti-NC16A ne sont pas non plus retrouvés chez les
patients non répondeurs.

Un seul patient traité par omalizumab n’avait en fait aucune IgE spécifique du domaine
NC16A, et chez ce patient le traitement a été arrété faute d’efficacité (point rouge).
Avec un seul patient dans ce cas, ce résultat ne permet pas de conclure quant a une
absence d’efficacité de 'omalizumab lors de I'absence d’IgE anti-NC16A.

Globalement, on constate que les taux d’IgE anti-NC16A évoluent relativement peu
chez chaque patient, et ce en dépit de l'introduction de 'omalizumab. Ce constat n’est
pas surprenant, en raison du mécanisme d’action de cet anticorps monoclonal
thérapeutique, qui complexe les IgE et augmente leur demi-vie dans le sang circulant
(186). Au cours de notre étude, nous avons a plusieurs reprises dosé les IgE anti-
NC16A sur plusieurs sérums d’'un méme patient, prélevés a différents temps. Chez
ces patients, en dehors de tout traitement par omalizumab, nous avons constaté le
méme phénomene que celui décrit avec les 12 patients ci-dessus, a savoir que le taux
d’IgE anti-NC16A varie peu chez un méme patient (données non montrées ici).

Comme nous I'avons montré avec I'étude d’'une population de 87 individus atteints de
pemphigoide bulleuse, la présence d’IgE anti-NC16A est en fait relativement fréquente
(80% des patients). Il n’est donc pas étonnant de trouver un grand nombre de patients
positifs en IgE anti-NC16A chez ces patients traités par omalizumab. La prescription
d’'omalizumab a été effectuée en se basant sur des données cliniques (forme
particulierement prurigineuse et/ou érythémateuse, résistance aux traitements) et
biologiques (taux d’IgE totales élevées). Le taux d’efficacité de 'omalizumab est dans
cette petite cohorte de 50%. Le nombre de patients n'est pas assez élevé pour
permettre de suggérer une conclusion quant a 'efficacité du traitement et la présence
d’'IgE anti-NC16A, méme s’il semble que le seul critere d’'une présence d’IgE anti-
NC16A ne garantisse pas un succes thérapeutique de 'omalizumab.

En conclusion, nous avons mis au point au laboratoire un test d’identification
permettant le dosage des IgE spécifiques du domaine NC16A de la BP180. Lors de la
mise au point nous avons noté que l'ajout dEDTA dans le tampon de dilution
sensibilise le test et révéle la présence d’IgE anti-NC16A chez certains patients
considérés jusque-la comme négatifs. Nous avons constaté qu'un grand nombre de
patients possédent de tels auto-anticorps. Il reste cependant difficile de déterminer si
la présence d’IgE anti-NC16A est rattachée a une présentation clinique particuliére, a
un devenir ou une sévérité de la pathologie, ou a l'efficacité thérapeutique de I'anti-IgE
thérapeutique, 'omalizumab. Ce travail est actuellement poursuivi au laboratoire
d'immunologie de fagon prospective : les IgE anti-NC16A sont dosées chez tous les
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nouveaux patients PB, afin de connaitre leur taux au diagnostic et de surveiller une
éventuelle modification de leur taux au décours de la maladie. La constitution d’'une
cohorte de patients PB suivie dans le temps permettra également d’évaluer si certaines
caractéristiques cliniques peuvent étre reliées a la présence ou a I'évolution du taux
d’IgE anti-NC16A.
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Partie IV : Discussion

Concernant la détection d’auto-anticorps ciblant d’autres épitopes que le
domaine NC16A, et notamment LAD1 et LABD97, plusieurs conclusions peuvent
étre tirées apres la mise au point de la technique par PAGE-SDS et de Western blot,
et 'analyse des résultats obtenus.

Tout d’abord, la lignée immortalisée de kératinocytes humains NTERT permet bien
d’obtenir les antigénes d’intérét, LAD-1 et LABD97. |l est toutefois nécessaire, pour
obtenir des quantités suffisantes des produits de dégradation, de réaliser une digestion
enzymatique par la plasmine (idéalement, 20 minutes avec 0,1 U/mL), et de concentrer
les surnageants de culture.

Dans notre population de contréles sains, la révélation d’une protéine migrant a 120
kDa chez un individu suggére que d’autres protéines que LAD-1, présentes dans le
surnageant et migrant au poids moléculaire apparent de 120 kDa, peuvent étre
reconnues par les anticorps circulants. Pour ce patient, aucun marquage n’a été
observé en IFI sur peau clivée, ce qui semble exclure la présence d’anticorps anti-
LAD-1 dans ce sérum. Cette dernieére donnée démontre parfaitement une des limites
de la technique utilisée : la révélation d’'une bande migrant a une taille précise peut
correspondre a la reconnaissance de plusieurs protéines. En I'absence de technique
d’identification, on ne peut affirmer que les protéines révélées a ce poids moléculair
apparent sont bel et bien la protéine LAD-1. Toutefois, la plupart des patients souffrant
de PB et reconnaissant une protéine migrant a 120 kDa, posséde également des anti-
NC16A en ELISA et des anticorps marquant la membrane basale dermo-épidermique
en IFl. Cela suggére que ces patients possédent des auto-anticorps dirigés contre une
ou plusieurs protéines de la jonction. On peut donc émettre I'hypothése que ces
patients possedent des anticorps anti-LAD-1. Néanmoins, il sera nécessaire a I'avenir
de confirmer toute positivité en Western blot de cette bande détectée a 120 kDa, par
IFI sur peau clivée.

Dans la population de patients atteints de pemphigoide bulleuse en I'absence de tout
traitement par anti-PD-1 ou PD-L1, on constate que le taux de positivité pour la
protéine migrant 120 kDa est faible. Pour I'un des deux patients, la positivité de cette
bande présente un intérét, en 'absence d’lgG anti-NC16A et donc de cible identifiée
jusqu’alors. Concernant les patients atteints de PB suite a un traitement par anti-PD-1
ou anti-PD-L1, ils présentent un taux de positivité en ELISA IgG NC16A proche de
60% selon la littérature (162). Or c’est dans cette population que nous avons retrouvé
le taux le plus important de bande positive a 120 kDa. Ces données démontrent bien
que la technique de Western blot développée présente un intérét chez les patients
atteints de PB « ELISA IgG NC16A négatifs ».

73% des sérums provenant de patients ayant développé une pemphigoide bulleuse
dite « immuno-induite » reconnaissent une protéine migrant a 120 kDa, contenue dans
le surnageant de culture des kératinocytes. Seulement 9% des patients dans le groupe
contrble, et 18% chez les patients traités par anti-PD-1 et chez les patients atteints de
PB possédent des anticorps reconnaissant une protéine migrant a 120 kDa. La
réactivité contre la protéine LAD-1 est donc retrouvée plus fréquemment dans la
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population de patients PB traités par anti-PD-1 ou anti-PD-L1, que dans les autres
populations. Nos résultats sont donc en accord avec la littérature, et permettent de
renforcer '’hypothése du développement d’une variante de pemphigoide bulleuse, dite
« LAD-1 positive », aprés traitement par anti-PD-1 ou anti-PD-L1 (25,187).

Pour continuer a étudier I'apparition d’auto-anticorps anti-LAD-1 et le développement
d’'une PB chez les patients traités par anti-PD-1 ou anti-PD-L1, il faut envisager une
étude clinique prospective et plus exhaustive. La constitution et I'analyse de bio-
banques permettrait, en cas d’apparition d’'une PB sous anti-PD-1, de rechercher la
présence éventuelle d’anticorps anti-LAD-1 avant I'instauration du traitement, ou avant
I'apparition des signes cliniques de PB. Il semble pertinent de déterminer si de tels
auto-anticorps précédent I'instauration de 'immunothérapie ou si c’est le traitement qui
induit I'apparition des auto-anticorps, puis de la pathologie auto-immune. Cette
information permettrait, le cas échéant, de prédire le développement d’'une PB en cas
de précessivité des anticorps anti-LAD-1, et d’adapter la prise en charge du patient et
les doses d’anti-PD-1 délivrées. Cette question reste un défi important, dans le
contexte d’une utilisation des inhibiteurs des points de contréle du systeme
immunitaire dans un nombre d’indication croissantes en oncologie. Des cas de PB ont
récemment été rapportés a la suite d’un traitement par un anticorps thérapeutique
ciblant le TGFB (188). Un nouveau traitement, employé dans le cancer du rein, le
bintrafusp a, est un anticorps bi-spécifique ciblant PD-L1 et la forme soluble du TGF.
Un premier cas de PB aprés l'instauration de ce traitement a été rapporté (189).

Concernant I'analyse des patients atteints de DIGAL, plusieurs conclusions peuvent
également étre tirées. Tout d’abord, nous avons augmenté lintensité des bandes
obtenues, et donc amélioré la sensibilité du test, en augmentant la concentration de
I'anticorps anti-IgA couplé a la phosphatase alcaline. Cela a permis de contrdler sur
une seconde expérience la présence d’'une réactivité pour une protéine migrant a
environ 95 kDa pour un des sérums. Seul un patient dont le diagnostic de DIGAL avait
été retenu possédait des anticorps anti-LABD97. Malgré la rareté de la pathologie, le
taux de positivité aurait di étre plus élevé (181). Plusieurs explications sont
envisageables : (1) une erreur diagnostique, malgré une clinique évocatrice, et en
'absence d’autre test disponible actuellement afin d’identifier la cible antigénique, (2)
un manque de sensibilité de la technique, (3) la perte d’un épitope reconnu lors de la
digestion enzymatique par la plasmine.

Ce dernier point permet d’évoquer les perspectives du développement de ce test.
Actuellement d’autres sources antigéniques sont analysées. Nous avons déterminé la
combinaison optimale entre concentration de la plasmine et durée d’incubation pour
obtenir un surnageant contenant les deux peptides (LAD-1 et LABD97). En
concentrant le surnageant de facon plus importante (30X environ, au lieu de 10X) il
sera désormais possible de déterminer, avec une bonne sensibilité, des profils de
patients réagissant avec l'un, l'autre, ou les deux produits de clivage de la BP180.
Plusieurs équipes ont étudié le profil de réactivité de patients atteints de PB et ont
suggéré que la reconnaissance simultanée des domaines C-terminaux et NC16A était
associée a une forme clinique plus sévére et une atteinte des muqueuses (23,93,115).
Nous ne possédons pas de fragments recombinants de la BP180 permettant d’étudier
la réactivité vis-a-vis des différents domaines de la protéine. Toutefois, I'étude du profil
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de réactivité vis-a-vis des fragments LAD-1 et LABD97 serait intéressante pour
distinguer des auto-anticorps capables de reconnaitre spécifiquement la partie C-
terminale de la BP180, présente seulement sur le fragment LAD-1.

En ce qui concerne la détection et le dosage des IgE circulantes anti-NC16A dans
le sérum de patients atteints de PB, plusieurs conclusions peuvent également étre
tirées.

Dans un premier temps, nous avons développé un test original, trés sensible,
permettant grace au systéme « biotine — streptavidine » la détection de faibles taux
d’'IgE capables de reconnaitre le domaine NC16A. Chez des patients possédant
souvent au diagnostic de forts taux d’anticorps d’isotype IgG spécifiques de la méme
cible, il était légitime d’envisager une compétition pour la cible antigénique, et une
absence de détection des IgE chez certains patients. Cet artefact avait été envisagé
par plusieurs auteurs, et vérifié par I'incubation préalable des sérums sur des puits ou
des colonnes portant la protéine A (137) ou la protéine G (12,140). D’aprés leurs
résultats, les valeurs obtenues aprés déplétion ne sont pas modifiées. Dans notre
étude, les résultats obtenus aprés déplétion des IgG indique qu’une part importante
des IgE sont perdues au décours de I'adsorption des IgG. Ces données suggeérent
I'existence de complexes immuns IgG — IgE (190-192). La présence de ces complexes
immuns dans le contexte de la pemphigoide bulleuse n’a pas été décrite a notre
connaissance, et mérite d’étre étudiée de fagon plus approfondie. Dans notre pratique,
nous avons choisi de ne pas dépléter les IgG, afin de ne pas risquer de perdre des IgE
spécifiques du domaine NC16A et de rendre des résultats faussement négatifs.

Par ailleurs, la présence de cibles antigéniques trés rapprochées, comme c’est le cas
dans les puits utilisés dans ce test (tétramére du domaine antigénique NC16A) peut
étre a l'origine d’'un autre artefact : I'activation du complément et un encombrement
stérique des IgG potentialisé par le dépbét des fragments de C1q. Pour étudier
'influence de phénoméne, nous avons incubé les sérums des patients en présence
d’EDTA, chélateur des ions calcium. La comparaison des résultats obtenus avant et
aprés l'usage d’'EDTA confirme que, chez certains patients, les taux dosés étaient
sous-estimés, voire non détectés en I'absence d’EDTA. La plupart des patients
présentaient un taux élevé d’lIgG anti-NC16A. Pourtant, les IgE anti-NC16A étaient tout
de méme détectées chez de nombreux patients malgré I'absence d’EDTA. Nous
savons que les patients atteints de PB peuvent posséder différentes sous-classes
d’'IgG anti-NC16A, essentiellement des IgG1 et des IgG4 (125). Nous pouvons émettre
I'hypothése que, chez certains patients, le recrutement du complément n’a pas lieu
dans les puits recouverts de I'antigéne. Cela pourrait s’expliquer par le fait que les IgG
présentes chez ces patients étaient des IgG4. Ces dernieres n’activant pas le
complément, la détection des IgE anti-NC16A a pu se faire sans encombre. En
revanche, les patients pour lesquels I'ajout I’EDTA positivait le test pourraient
posséder des IgG1, capables de recruter le complément. Cette hypothése devra étre
confirmée par la caractérisation de la sous-classe des IgG anti-NC16A détectées.

L’absence de corrélation entre le taux d’IgE totales et le taux d’'IgE anti-NC16A indique
une bonne spécificité du test. Cependant, pour un petit nombre des sérums analysés
on suspecte une fixation non spécifique des IgE sur la surface du polystyréne. Pour
évaluer I'hnypothése d’une fixation non spécifique des IgE sur le polystyréne de la
plaque en présence d’'un taux d’IgE totales trés élevé, nous avons calculé le ratio de
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la valeur du signal obtenu en ELISA IgE anti-NC16A par rapport au taux d’'IgE totales.
Lorsque les taux d’IgE sont trés élevés, on observe, pour certains patients, que le
signal mesuré en ELISA IgE anti-NC16A semble proportionnelle au taux d’IgE totales.
Une partie du signal mesuré pourrait donc étre non spécifique, di a I'adsorption des
IgE totales sur les puits, lorsque les taux d'IgE sont vraiment trés élevés. Ce
phénomeéne n’est en effet observé que pour des sérums ou le taux d’IgE total est
supérieur a 1000 kU/L. Cela explique pourquoi il n’a pas été constate lors de I'analyse
des sérums de contrdles sains : les taux d’IgE totales, méme élevés au-dela de la
moyenne, restent inférieurs @ 1000 kU/L. Pour éviter cet artefact, nous avions d’ores
et déja imposé dans notre protocole des étapes de lavage intenses (trois lavages a
chaque série, avec une étape de séchage des puits par retournement aprés chaque
série de lavages). Lors de futures expériences nous pourrons augmenter le nombre
ou l'intensité des lavages, et étudier I'effet sur le signal observé. Enfin, nous pouvons
également étudier le signal obtenu en ELISA IgE anti-NC16A par des sérums de
patients contenant de forts taux d’IgE totales, supérieurs a 1000 kU/L, mais a priori
sans IgE anti-NC16A car provenant de patients exempts de PB. Des patients souffrant
de maladies allergiques seraient la population adaptée. Le signal obtenu en ELISA IgE
anti-NC16A sera analysé en fonction du taux d’IgE totales, afin de vérifier si le taux
d’IgE anti-NC16A peut étre surestimé chez certains patients.

La proportion de patients positifs en IgE anti-NC16A est plus importante que celle
attendue par rapport a la plupart des données de la littérature (5,6). Cela peut étre
expliqué par une sensibilité accrue du test et a 'ajout d’EDTA, permettant de détecter
de faibles taux d’IgE circulants. Une étude comprenant 117 patients (138) retrouvait
un pourcentage plus faible de patients positifs en IgE anti-NC16A (environ 40%).
Plusieurs auteurs décrivaient un lien entre la présence d’IgE anti-NC16A et une
maladie plus sévere (5,151). D’autres études n’ont pas retrouvé cette association
(12,140). Aprés analyse des données obtenues, nous avons constaté qu'’il semble
exister un lien entre une maladie plus sévéere et la présence d’IgE anti-NC16A. Ce lien
a également été retrouvé avec la présence d’lgG anti-NC16A. Cette information
rappelle la corrélation bien décrite entre les IgG anti-NC16A et I'activité de la maladie.

Une analyse récente des données de la littérature releve les contradictions de
plusieurs études quant a un lien éventuel entre certaines présentations cliniques et la
présence d’IgE anti-N16A (132). Dans cette analyse, un lien entre la présence d’IgE
anti-NC16A et une présentation clinique particuliere est affirmé dans cinq études, mais
n’'a pas éteé retrouvé dans cing autres études. Il apparait dans notre étude que le taux
des IgG et des IgE anti-NC16A n’est pas corrélé a une forme clinique particuliere. La
présence de bulles et un phénotype multi-bulleux sont les seuls critéres cliniques
associés a la présence d’lgG et d’'IgE anti-NC16A. Cela peut s’expliquer par un fort
taux de positivité du test : 80% des patients possedent des anticorps d’isotype IgE, et
il parait donc difficile d’y rattacher une présentation clinique particuliére.

Il est important de noter la limite principale de ce test, identique a celle du test
commercial. La recherche ciblée des IgG circulantes spécifiques du domaine NC16A
de la BP180 ne permet pas de conclure quant a la présence d’anticorps capables de
reconnaitre d’autres épitopes de la BP180. Dans la littérature, la recherche des IgE
anti-BP180 est essentiellement réalisée par des tests ELISA, qui détectent des IgE
capables de reconnaitre le domaine NC16A de la protéine. Notre étude a également
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utilisé un systéme permettant la détection d’IgE anti-NC16A. Nos données peuvent
ainsi étre comparées a celles de la littérature. Le domaine NC16A contient les épitopes
majeurs reconnus par les anticorps contenus dans le sérum de patients atteints de PB.
Le taux circulant des IgG anti-NC16A a été corrélé a l'activité de la maladie. Il reste
encore a déterminer si c’est également le cas pour les anticorps d’isotype IgE.

Les IgE sont essentiellement retrouvées dans les tissus. lls peuvent se fixer sur les
récepteurs Fce des PNE et des mastocytes, et sont alors impossibles a détecter par
I'étude du sérum. La mise en évidence d’IgE en IFD démontre qu’une partie des auto-
anticorps de classe IgE est d’ores et déja fixée au niveau tissulaire, soit le long de la
JDE, soit a la surface de cellules localisées prés de la jonction. Bien que les données
obtenues au laboratoire semblent indiquer que trés peu d’IgE sont fixées le long de la
JDE, il faut imaginer que la petite surface analysée en IFD ne représente qu’une infime
partie de la surface globale capable d’adsorber ces auto-anticorps. L’observation d’un
marquage de cellules dermiques proche de la membrane dans notre étude est en
accord avec une littérature récente, qui décrit la colocalisation des récepteurs Fce et
des IgE déposées dans les tissus de patients atteints de PB (143,145). Ces données
sont en faveur d’'un mécanisme physiopathologique impliquant les IgE et les PNE, et
non les IgG, l'activation du complément et le recrutement de PNN.

Concernant les IgE anti-NC16A dosées par ELISA et 'efficacité de 'omalizumab, nos
résultats doivent étre considérés avec prudence du fait du faible nombre de patients
inclus. Une étude semble suggérer que le mécanisme physiopathologique impliquant
les IgE pourrait impliquer les PNE : l'instauration de I'omalizumab provoque une
diminution de I'expression des RFce au niveau tissulaire (193). Ce mécanisme suggére
a nouveau un réle propre des IgE anti-NC16A dans la PB. Dans notre étude
cependant, la présence d’IgE anti-NC16A, ou un taux élevé d’'IgE anti-NC16A, ne
semblent pas présumer d’une efficacité de 'omalizumab. Le suivi des IgE anti-NC16A
aprés l'instauration du traitement ne présente pas non plus d’intérét : les IgE sont
retenues dans le sang circulant, complexés a I'anticorps thérapeutique, et I'on retrouve
des taux similaires d’IgE totales et d’IgE spécifiques de la cible sur les prélevements
effectués aprés le début du traitement (186). Il est important de noter que pendant la
rédaction de ce manuscrit, deux patientes atteintes de pemphigoide gestationnelle
(PG) ont été traitées par omalizumab. Elles ne possédent pas d’'IgE anti-NC16A
détectés par notre test ELISA, pourtant elles ont été traitées avec succes (données
non montrées). Ce résultat suggére qu'il est impossible de conclure quant a I'efficacité
de 'omalizumab en fonction de la présence d’IgE anti-NC16A. Soit le test développé
n‘est pas assez sensible, et les deux patientes ont en réalité des auto-anticorps
d’isotype IgE dirigés contre le domaine NC16A. Soit les IgE pathogénes dans la PB
(et dans la PG) sont spécifiques d’autres épitopes que le domaine NC16A, et dans ce
cas il faudrait les rechercher par d’autres techniques (Western blot, ELISA avec
d’autres fragments de la BP180). Soit comme évoqué plus haut, la présence ou
'absence d’IgE anti-NC16A circulantes n’est pas un bon indicateur. Les IgE
spécifiques peuvent étre intégralement fixées sur leur cible, ou sur les récepteurs aux
fragments Fceg, et ne pas étre détectés dans le sang circulant.

Il parait important de déterminer le rble des IgE et des PNE dans la PB. Depuis de
nombreuses années, la PB est assimilée comme étant une maladie auto-immune ou
I'activation du systéme immunitaire est mixte : « Th1/Th2 ». On retrouve en effet chez
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les patients atteints de PB des cytokines pro-inflammatoires et des cellules
caractéristiques d’une réponse Th1 (IFNy, cytotoxicité) mais également Th2 (IL-4,
PNE) (194). Les arguments en faveur d’'une composante Th2 dans la PB sont la
présence d’IL-4 dans le sérum (195) et la présence d’éotaxine dans le sérum (196) et
les bulles des patients (197). Dans ce contexte, plusieurs molécules s’opposant aux
mécanismes dits « Th2 » sont envisagées dans la PB. L’'omalizumab a été développée
initialement pour le traitement de 'asthme sévére, une maladie ou la composante Th2
est bien décrite (198). Nous avons déja vu qu'’il est utilisé dans le traitement de la PB.
D’autres anticorps monoclonaux thérapeutiques sont développés, pour s’opposer au
développement d’'une réponse Th2 et au recrutement des PNE. De rares succes
thérapeutiques ont été rapportés apres le traitement de patients atteints de PB par
dupilumab, un anticorps anti-IL-4 et IL-13 (199,200). De petites séries semblent
suggerer une certaine efficacité de ce traitement (201). De méme, un traitement anti-
IL-5 est en cours de développement (9) et son utilisation est envisagée chez des
patients souffrant de PB et résistants aux thérapeutiques classiques. Il est donc
nécessaire de déterminer le lien existant entre ces mécanismes physiopathologiques
et une efficacité de ces traitements.

Finalement, ce travail a permis d’évaluer I'intérét de la recherche des IgE anti-NC16A.
D’une part, la présence d’IgE anti-N16A ne présente qu’un intérét limité pour poser le
diagnostic de PB. La clinique, I'immunoflourescence directe et I'anatomopathologie
sont les pierres angulaires du diagnostic. Les IgG anti-NC16A confirment le diagnostic,
mais prennent toute leur place dans le suivi et I'évaluation de I'efficacité thérapeutique
et du risque de rechute. Les IgE anti-NC16A pourraient également varier en fonction
de l'activité de la maladie, selon la littérature et les résultats de notre étude. Dans ce
cas, elles n'apportent pas de plus-value au dosage des IgG anti-NC16A. Dans le cas
particulier de patients traités par omalizumab, on pourrait envisager qu’un traitement
ciblant les IgE aurait une efficacité plus importante chez les patients présentant un
taux d’IgE anti-NC16A élevé. Mais la présence ou I'absence d’IgE anti-NC16A n’est
apparemment pas prédictrice de I'efficacité thérapeutique de ce traitement. Ce travail
permet d’envisager un projet prospectif, ou les biopsies de patients au moment du
diagnostic seront analysées en IFD avec des anticorps anti-IgE, un anti-lgG1 et un
anti-lgG4, et ou les anticorps circulants IgE, IgG1 et IgG4 anti-NC16A seront dosés
par ELISA. L’étude seule des taux circulants d’'IgE anti-NC16A ne peut visiblement pas
apporter d’explication claire quant aux mécanismes physiopathologiques sous-jacents
dans la PB. La diversité de la clinique et des profils d’auto-anticorps dans la PB
suggére néanmoins que plusieurs mécanismes sont a I'ceuvre. L’objectif de ce projet
sera de recueillir les données cliniques des patients atteints de PB, de classer les
patients en fonction de leur profil d’auto-anticorps (prédominance des IgG1, des IgG4
+/- des IgE) et de rechercher un éventuel lien entre leur présentation clinique et leur
profil immunologique. Enfin, la recherche d’IgE anti-BP230 semble étre un parameétre
intéressant. Dans plusieurs études, des IgE anti-BP230 ont été retrouvées chez un
nombre important de patients (11,153). Les données concernant ce type d’anticorps
sont également contradictoires : certains auteurs rattachent leur présence a une forme
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clinique résistante, ou au contraire ne trouve aucun lien avec I'activité de la maladie
(17,132).
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Annexes

Annexe 1 : La séquence protéique de la BP180 domaine par domaine

Découpage BP180 en domaines
- Intracellulaire

- Transmembranaire

- Extracellulaire

NI I
|

A

=

— O HHHHHOHHHHHEHITR C

Domaine intracellulaire

AR 1 a 467
MDVTKENKRDGTEVTERIVTETVTTRLTSLPPKGGTSNGYRAKTASLGGGSRLEKQSLTHG
SSGYINSTGSTRGHASTSSYRRAHSPASTLPNSPGSTFERKTHVTRHAYEGSSSGNSSPE
YPRKEFASSSTRGRSQTRESEIRVRLQSASPSTRWTELDDVKRLLKGSRSASVSPTRNSS
NTLPIPKKGIVETKIVIASSQSVSGTYDATILDANLPSHVWSSTLPAGSSMGTYHNNMTT
QSSSLLNTNAYSAGSVFGVPNNMASCSPTLHPGLSTSSSVEFGMONNLAPSLTTLSHGTTT
TSTAYGVKKNMPQSPAAVNTGVSTSAACTTSVQSDDLLHKDCKFLILEKDNT PAKKEME L
LIMTKDSGKVFTASPASIAATSFSEDTLKKEKQAAYNADSGLKAEANGDLKTVSTKGKTT

TADIHSYGSSGGGGSGGEEEGVGGAGGGPWGPAPAWCPCGSCCSWWEW

Domaine transmembranaire

AA 468 4 488

LLGLLLTWLLLLG

LLFGLIAL

Domaine extracellulaire

AR 489 & 1497

———————— AEEVRKLKARVDELERIRRSILEYGDSMDRIEKDRLQGMAFAAGADLDKIGL
HSDSQEELWMFVRKKLMMEQENGNLRGSPGPKGDMGS PGPKGDRGFPGTPGIPGPLGHPG
PQGPKGQKGSVGDPGMEGPMGQRGREGPMGPRGEAGPPGSGEKGERGARGEPGPHGPPGV
PGSVGPKGSSGSPGPQGPPGPVGLOGLRGEVGLPGVKGDKGPMGPPGPRGDQOGEKGPRGL
TGEPGMRGLPGAVGE PGAKGAMGPAGPDGHOGPRGEQGLTGMPGIRGEPPGPSGDPGKPGL
TGPQGPQGLPGTPGRPGIKGEPGAPGKIVT SEGSSMLTVPGPPGPPGAMGPPGPPGAPGP
AGPAGLPGHQEVLNLQGPPGPPGPRGPPGPSIPGPPGPRGPPGEGLPGPPGPPGSFLSNS
ETFLSGPPGPPGPPGPKGDQGPPGPRGHOGEQGLPGFSTSGSSSFGLNLQGPPGPPGPQG
PKGDKGDPGVPGALGIPSGPSEGGSSSTMYVSGPPGPPGPEGPPGSISSSGREIQOYISE
YMQSDSIRSYLSGVQGPPGPPGPPGEVTTITGETFDYSELASHVVSYLRTSGYGVSLFSS
SISSEDILAVLORDDVRQYLRQYILMGPRGPPGPPGASGDGSLLSLDYAELSSRILSYMSS
SGISIGLPGPPGPPGLPGTSYEELLSLLRGSEFRGIVGPPGPPGPPGIPGNVWSSISVED
LSSYLHTAGLSFIPGPPGPPGPPGPRGPPGVSGALATYAAENSDSFRSELISYLTSPDVR
SFIVGPPGPPGPQGPPGDSRLLSTDASHSRGSSSSSHSSSVRRGSSYSSEMSTGGGGAGS
LGAGGAFGEAAGDRGPYGTDIGPGGGYGARARGGMYAGNGGLLGADFAGDLDYNELAVRV
SESMQRQGLLOGMAYTVQGPPGQPGPQGPPGI SKVFSAYSNVTADIMDEFFQTYGAIQGPP

GQRGEMGTPGPKGDRGPAGPPGHPGEPGPRGHKGEKGDKGDQVYAGRRRRRSTAVKP
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BP180 humaine compléte format EMBOSS : Collagéne XVII (COL17A1)

60 AA par ligne ; AAde 1 a 1497

>COL17A1
MDVTKKNKRDGTEVTERIVTETVTTRLTSLPPKGGTSNGYAKTASLGGGSRLEKQSLTHG
SSGY INSTGSTRGHASTSSYRRAHSPASTLPNSPGSTFERKTHVTRHAYEGSSSGNSSPE
YPRKEFASSSTRGRSQTRESE IRVRLQSASPSTRWTELDDVKRLLKGSRSASVSPTRNSS
NTLPIPKKGTVETKIVTASSQSVSGTYDAT ILDANLPSHVWSSTLPAGSSMGTYHNNMTT
QSSSLLNTNAYSAGSVFGVPNNMASCSPTLHPGLSTSSSVFGMONNLAPSLTTLSHGTTT
TSTAYGVKKNMPQSPAAVNTGVSTSAACTTSVQSDDLLHKDCKFL ILEKDNTPAKKEMEL
LIMTKDSGKVFTASPASIAATSFSEDTLKKEKQAAYNADSGLKAEANGDLKTVSTKGKTT
TADIHSYGSSGGGGSGGGGGVGCAGGGPWGPAPAWCPCGSCCSWWKWLLGLLLTWLLLLG
LLFGL IALAEEVRKLKARVDELERIRRSILPYGDSMDR IEKDRLQGMAPAAGADLDKIGL
HSDSQEELWMFVRKKLMMEQENGNLRGSPGPKGDMGSPGPKGDRGFPGTPG IPGPLGHPG
PQGPKGQKGSVGDPGMEGPMGQRGREGPMGPRGEAGPPGSGEKGERGAAGEPGPHGPPGY
PGSVGPKGSSGSPGPQGPPGPVGLQGLRGEVGLPGVKGDKGPMGPPGPKGDQGEKGPRGL
TGEPGMRGLPGAVGEPGAKGAMGPAGPDGHQGPRGEQGLTGMPG IRGPPGPSGDPGKPGL
TGPQGPQGLPGTPGRPGIKGEPGAPGKIVTSEGSSMLTVPGPPGPPGAMGPPGPPGAPGP
AGPAGLPGHQEVLNLQGPPGPPGPRGPPGPS IPGPPGPRGPPGEGLPGPPGPPGSFLSNS
ETFLSGPPGPPGPPGPKGDQGPPGPRGHQGEQGLPGFSTSGSSSFGLNLQGPPGPPGPQG
PKGDKGDPGVPGALGIPSGPSEGGSSSTMYVSGPPGPPGPPGPPGSISSSGQEIQQY ISE
YMQSDSIRSYLSGVQGPPGPPGPPGPVTTITGETFDYSELASHVVSYLRTSGYGVSLFSS
SISSEDILAVLQRDDVRQYLRQYLMGPRGPPGPPGASGDGSLLSLDYAELSSRILSYMSS
SGIS1GLPGPPGPPGLPGTSYEELLSLLRGSEFRGIVGPPGPPGPPGIPGNVWSSISVED
LSSYLHTAGLSFIPGPPGPPGPPGPRGPPGVSGALATYAAENSDSFRSELISYLTSPDVR
SF1VGPPGPPGPQGPPGDSRLLSTDASHSRGSSSSSHSSSVRRGSSYSSSMSTGGGGAGS
LGAGGAFGEAAGDRGPYGTD IGPGGGYGAAAEGGMYAGNGGLLGADFAGDLDYNELAVRV
SESMQRQGLLQGMAYTVQGPPGQPGPQGPPG I SKVFSAYSNVTADLMDFFQTYGAIQGPP
GQKGEMGTPGPKGDRGPAGPPGHPGPPGPRGHKGEKGDKGDQVYAGRRRRRS IAVKP
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Découpage en domaines intracellulaire, transmembranaire et extracellulaire

Domaine intracellulaire (NC16C)

AA 1 a 467

MDVTKKNKRDGTEVTERIVTETVTTRLTSLPPKGGTSNGYAKTASLGGGSRLEKQSLTHG
SSGY INSTGSTRGHASTSSYRRAHSPASTLPNSPGSTFERKTHVTRHAYEGSSSGNSSPE
YPRKEFASSSTRGRSQTRESE IRVRLQSASPSTRWTELDDVKRLLKGSRSASVSPTRNSS
NTLPIPKKGTVETKIVTASSQSVSGTYDAT I LDANLPSHVYWSSTLPAGSSMGTYHNNMTT
QSSSLLNTNAYSAGSVFGVPNNMASCSPTLHPGLSTSSSVFGMONNLAPSLTTLSHGTTT
TSTAYGVKKNMPQSPAAVNTGVSTSAACTTSVQSDDLLHKDCKFL ILEKDNTPAKKEMEL
LIMTKDSGKVFTASPASIAATSFSEDTLKKEKQAAYNADSGLKAEANGDLKTVSTKGKTT
TADIHSYGSSGGGGSGGGGGVGGAGGGPWGPAPAWCPCGSCCSWWKW

Domaine transmembranaire (NC16B)

AA 468 a 488

LLGLLLTWLLLLG
LLFGLIAL

Domaine extracellulaire

AA 489 a 1497

AEEVRKLKARVDELERIRRSILPYGDSMDR IEKDRLQGMAPAAGADLDKIGL
HSDSQEELWMFVRKKLMMEQENGNLRGSPGPKGDMGSPGPKGDRGFPGTPG IPGPLGHPG
PQGPKGQKGSVGDPGMEGPMGQRGREGPMGPRGEAGPPGSGEKGERGAAGEPGPHGPPGY
PGSVGPKGSSGSPGPQGPPGPVGLQGLRGEVGLPGYKGDKGPMGPPGPKGDQGEKGPRGL
TGEPGMRGLPGAVGEPGAKGAMGPAGPDGHQGPRGEQGLTGMPG IRGPPGPSGDPGKPGL
TGPQGPQGLPGTPGRPGIKGEPGAPGKIVTSEGSSMLTVPGPPGPPGAMGPPGPPGAPGP
AGPAGLPGHQEVLNLQGPPGPPGPRGPPGPS IPGPPGPRGPPGEGLPGPPGPPGSFLSNS
ETFLSGPPGPPGPPGPKGDQGPPGPRGHQGEQGLPGFSTSGSSSFGLNLQGPPGPPGPQG
PKGDKGDPGVPGALG IPSGPSEGGSSSTMYVSGPPGPPGPPGPPGS ISSSGQEIQQY I SE
YMQSDSIRSYLSGVQGPPGPPGPPGPVTTITGETFDYSELASHVVSYLRTSGYGVSLFSS
SISSEDILAVLQRDDVRQYLRQYLMGPRGPPGPPGASGDGSLLSLDYAELSSRILSYMSS
SGIS1GLPGPPGPPGLPGTSYEELLSLLRGSEFRGI1VGPPGPPGPPGIPGNVWSSI1SVED
LSSYLHTAGLSFIPGPPGPPGPPGPRGPPGVSGALATYAAENSDSFRSELISYLTSPDVR
SFI1VGPPGPPGPQGPPGDSRLLSTDASHSRGSSSSSHSSSVRRGSSYSSSMSTGGGGAGS
LGAGGAFGEAAGDRGPYGTD IGPGGGYGAAAEGGMYAGNGGLLGADFAGDLDYNELAVRV
SESMQRQGLLQGMAYTVQGPPGQPGPQGPPGI SKVFSAYSNVTADLMDFFQTYGAIQGPP
GQKGEMGTPGPKGDRGPAGPPGHPGPPGPRGHKGEKGDKGDQVYAGRRRRRS IAVKP
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Découpage de I'ectodomaine en domaines collagéniques (C15 a C1) et non

collagéniques (NC16 a NC1)

NC16(A) : AA 489 a 566

AEEVRKLKARVDELERIRRSILPYGDSMDRIEKDRLQGMAPAAGADLDKIGL
HSDSQEELWMFVRKKLMMEQENGNLR

C15 : AA 567 a 808

GSPGPKGDMGSPGPKGDRGFPGTPG I PGPLGHPGPQGPKGQKGSVGDPGMEGPMGQRGRE
GPMGPRGEAGPPGSGEKGERGAAGEPGPHGPPGVPGSVGPKGSSGSPGPQGPPGPVGLQG
LRGEVGLPGVKGDKGPMGPPGPKGDQGEKGPRGLTGEPGMRGLPGAVGEPGAKGAMGPAG
PDGHQGPRGEQGLTGMPGIRGPPGPSGDPGKPGLTGPQGPQGLPGTPGRPG IKGEPGAPG
Kl

NC15 : AA 809 a 820

VTSEGSSMLTVP

Cl14 : AA 821 a 850
GPPGPPGAMGPPGPPGAPGPAGPAGLPGHQ

NC14 : 851 a 856

EVLNLQ

C13 : 857 a 896

GPPGPPGPRGPPGPS 1 PGPPGPRGPPGEGLPGPPGPPGSF

NC13 : 897 a 905

LSNSETFLS

C12 : 906 a 938

GPPGPPGPPGPKGDQGPPGPRGHQGEQGLPGFS

NC12 : 939 a 950
TSGSSSFGLNLQ

Cl11 : 951 a 977

GPPGPPGPQGPKGDKGDPGVPGALGIP
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NC11l : 978 a 992
SGPSEGGSSSTMYVS

C10 : 993 a 1007
GPPGPPGPPGPPGSI

NC10 : 1008 a 1032
SSSGQE1QQY ISEYMQSDSIRSYLS

C9 : 1033 a 1047

GVQGPPGPPGPPGPV

NC9 :© 1048 a 1105

TTITGETFDYSELASHVVSYLRTSGYGVSLFSSSISSED ILAVLQRDDVRQYLRQYLM

C8 : 1106 a 1122

GPRGPPGPPGASGDGSL

NC8 : 1123 & 1145

LSLDYAELSSRILSYMSSSGISI

C7 : 1146 a 1160

GLPGPPGPPGLPGTS

NC7 : 1161 & 1174

YEELLSLLRGSEFR

C6 : 1175 a 1192

GIVGPPGPPGPPGIPGNV

NC6 : 1193 a 1214

WSSI1SVEDLSSYLHTAGLSFIP

117



C5 : 1215 & 1235

GPPGPPGPPGPRGPPGVSGAL

NC5 : 1236 a 1264

ATYAAENSDSFRSEL ISYLTSPDVRSFIV

C4 : 1265 a 1279
GPPGPPGPQGPPGDS

NC4 : 1280 a 1315

RLLSTDASHSRGSSSSSHSSSVRRGSSYSSSMSTGG

C3 : 1316 a 1330

GGAGSLGAGGAFGEA

NC3 : 1331 & 1398

AGDRGPYGTD IGPGGGYGAAAEGGMYAGNGGLLGADFAGDLDYNELAVRVSESMQRQGLL

QGMAYTVQ

C2 : 1399 a 1413
GPPGQPGPQGPPGIS

NC2 : 1414 & 1436

KVFSAYSNVTADLMDFFQTYGAIQ

Cl : 1437 a 1483

GPPGQKGEMGTPGPKGDRGPAGPPGHPGPPGPRGHKGEKGDKGDQ

NC1 : 1484 a 1497

VYAGRRRRRS IAVKP
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Annexe 2 : Variabilité du domaine NC16A entre les espéces :

Domaine NC16A : variabilité trés importante (en gras)

Zone hypervariable du domaine NC16A (25 AA) (en gras souligné)

En jaune : doublons alignés mais dont les n° des AA ne correspondent pas du fait de
la variabilité de la taille de la protéine

BRBUERN: Insertions dans la séquence par rapport a la requéte (soit la BP180 de
'Homme)

BRIBIB: D¢létions dans la séquence par rapport & la requéte

= La séquence « coiled-coil » est peu variable, bien conservée dans I'évolution

Motif abcdefg ou a et d sont hydrophobes (d = Leu)

Initie le repliement de la BP180 en triple hélice

Val 492 a lle 505 chez ’'Homme : 2 séquences heptad

Les hélices alpha sont situées de part et d’autre de la séquence coiled-
coil

O O OO

= La séquence furine « RIRR » n’est conservée que chez ’'Homme et les singes
(chimpanzé, bonobo, orang-outan, gorille, gibbons), elle disparait chez toutes
les autres espéces

=> Sites de clivage par I'élastase neutrophile :
o Conservation du 1" site (situé dans le domaine « coiled-coil »
0 A part chez les grands singes, pas de conservation du second site
o Conservation du troisiéme site (situé sur le domaine C15)

=>» Sites de clivage par ADAMs :
0 Asp 514 : conservée chez 30% des espéces
0 Lys 521 : conservé chez 60% des espéeces
0 Leu 524 : devient une Val chez 31 mammiféres, devient une Arg chez 5
grands singes, sinon reste conservé (65% des especes)
0 GIn 525 : conservé chez 94% des espéces
0 Gly 526 : conservé chez 95% des espéces

= AA 528 a 547 (zone primordiale pour un shedding correct) : conservée chez
les grands singes, puis trés forte variabilité inter espéces
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Query range 9: 481 to 540

Query 481
COL17A1 HOMME 481
AUTO-AG HOMME 516
COL17A1-1 HOMME 481
BP180 HOMME 481
1SO 2 CHIMPANZE 481
ISO X1 BONOBO 481
GORILLE 481
ORANGOUTAN 480
GIBBON 481
GIBBON CENDRE 481
BONOBO 457
1SO 3 CHIMPANZE 481
1SO 1 CHIMPANZE 481
I1SO 1 LAMANTIN 475
1SO X1 PANDA 481
1SO X2 PANDA 477
ORYCTEROPE 482
COLUGO 484
PUMA 482
PHOQUE 477
PHOQUE-VEAU 481
LOUTRE DE MER 476
RENARD 482
1SO X1 GUEPARD 482
LYNX 482
ISO X1 LEOPARD 482
1SO X1 CHAT 482
ELEPHANT MER 479
PHOQUE GRIS 477

1SO 1 ORANGOUTAN480

GRIZZLI 476
TIGRE 482
MORSE 478
ISO X2 GUEPARD 478
SINGE LION 480
RAT TAUPE 492
ISO X4 LEOPARD 478
PHOQUE MOINE 481
1SO X2 CHAT 478
CHIEN 482
OTARIE 479
RENARD VOLANT 496
ANE 481
1SO X1 ALPAGA 491
MARSOUIN 488
CASTOR 478

1SO X2 MARSOUINP488

CERF REEVES 486
SURICATE 542
CERF ABOYEUR 486

1SO X1 GLOBICEPH488
LION DE MER 479
1SO X1 MARSOUINP493

ISO X1 BELUGA 488
X1 MARMOTTE JAU 481
CHAMEAU 491
CHEVAL 481
RORQUAL 486
PROP I THEQUE 471
NARVAL 488
BUFFLE 488
TAUPE DOREE 486

1SO X1 GDDAUPHIN488
GALAGO 483
1SO X2 BELUGA 484

LLFGL IALAEEVRKLKARVDELERIRRSILPYGDSMDR 1EKDRLQGMAPAAGADLDKIGL

____________________________ P -
........................... -
............................ [
____________________________ e
____________________________ MeooooeoooQooooo. PVo......T
........................ e R o
........................... [ -
____________________________ .
____________________________ [ -
....................... KTKT _MIHFE.K.Q.SS.E....V..GV.T..GIG..
............. A.....AA. QS.GGV.L.K.TVE.AS......A..G...GAG.L..
_____________ A.....AA..QS.GGV.L.K.TVE.AS_.....A_.G...GAG.L..
____________________ D...V.S.VIELBEN.E.SN.E..K.V..GV.TG.GTG. .
............. Q--G-.... KMQG.MPHLEEK.E.SNTES.HSK. .SD. .EVE.S. .
............. A.....A...QS.SGV.L.DEKVE.SN......A..SV....G.L..
_____________ A.....AA. .QSQDAA.L.KEKAE.AS._.....AV.GV..GAGRL..
_____________ A.....AA..QS.DAV.L.EEKAE.AN......AV.GV..GAGRL..
............. A.....AA..QG.GDV.L.DQK...AS_...L.T..GV...AGGL..
............. A.....A...QS.SNV.LFKEE.Q.AN_.W...E..SVE.GJS.L..
_____________ A.....A...QS.SGV.L.DEKVE.SN......A..GV....G.L..
_____________ A.....A...QS.SGV.L.DEKVE.SN......A..GV....G.L
............. A.....A...QS.SGV.L.DEKVE.SN......A..GV....G.L
............. A.....A ..QS.GGV.L.DEKVE.SS......A..GV....G.L
_____________ A.....AA. .QSPDAV.L.KEKAE.AS. ... ..AV.GV..GAGRL
_____________ A.....AV..QS.DAV.L.EEKAE.AN......AV.GV..GAGRL
____________________________ [
............. A.....AA..QS.GGV.L.K.TVE.AS_.....A_.G...GAG.L
............. A.....A...QS.SGV.L.DEKVE.SN......A_.GV....G.L
_____________ A.....AA. .QSPDAG.L.EEKAE.AN._.W...AG.GV..GAGRL
_____________ A.....A...QS.SGV.L.DEKVE.SN......A..GV....G.L..
........................ F.S_M._SEDEKLE.SS.A...... . TV.........
..................... K..G.VWY.E.K.E.SN......E..GV-SR.G.A..
_____________ A.....A...QS.SGV.L.DEKVE.SN......A..GV....G.L..
_____________ A.....AA._.QS.DAV.L.EEKAE.AS._.._..AV.GV..GMGRL
............. A.....A...QS.GGV.L.DEKVE.SS......A..GV....G.L..
............. A.....A...QS.SNV.LFKEE.Q.AN..W...E..SVE.GRG.L..
_____________ A.....AA._QS.DAG.LFEEKAE.AN. .W...AG.GV..GAGRL. .
_________ DQ-vucvuuewno..T.S.VEL_NEK.E.VS. W...A..G..EG.G.SD.
_______________________ KT.NMR -EEKVEAQV. .DK.EV.KGMG_T.
....................... N.GS.LVL.NKK.ESRKQ.P...VN.DLT.NVGTSR.
............. Noovuova-KV.S.V.L.SKK.E.TSQ.SV..V..RL.EGVG.S..
_______________________ K_.KDRYBB.-E.K.E.SS......V..G..TGEG.A
_____________ N.owuowo--KV.S.V.L.SKK.E.TSQ.SV..V..RL.EGVG.S..
....................... KM.JGR-S_NEK.E.SSQ.AV..V. .RL.EG.G.S..
............. A.....A...QS.NGV.L.EEK.E.SN......A._.DV....G.L
....................... KM.JGR.S_NEK.E.SSQ.AV..V. .RL.EG.G.S
_____________ N.-..o....KG.G.MFL.NKK.E.SSQ.SV..V..RL.EGVG.S
_____________ A.....AA._QS.DAG.LFEEKAE.AN. .W...AG.GV..GAGRL
............. N.ovuowoo-KV.S.V.L.SKK.E.TSQ.SV..V..RL.EGVG.S
............. Noowuowoo-KV.S.M.L.NKK_E.TSR.SV..V..RL.EGVG s
________________________ T.TGV.Y.E.K...SN......A_.DL.TGI..A..
_______________________ D.GG.LVL .NKK_ESRKQ.P. . _VN.DLT. SVGTS..
_______________________ KT.NMR _EEKVEAQV. .DK.EV.T.MG.T..
_____________ Noowuwooo-KV.S.V_L.NEK-E.SSQ.SVP.V..RL.EGVG.S. .
_______________________ WA.GEV.SFQEK.E.SS..._..A..GS.W.VS.T..
_____________ Nooweowoo-KV.S.V.L.ENK_E.TSR.SV..V..RL.EGVG.S..
___________________ E...KM.JJGR.S.NEK.E.SSQ.SVP.A..RL.EG.G.SE.
_______________________ K.KS_MIHFEET.E.SNRE. .. .A..GV.TG.GTG. .
_____________ N.-.-o...-KG.G.MFL.NKK_E.TSQ.SV..V..RL.DGVG.S. .
_________ D..-R.....ED...A.GGA.SFEEK.E.SS.....AA_.DP.LJ.G.A.P
_____________ Noovuowoo-KV.S.M.L.NKK.E.TSR.SV..V..RL.EGVG.S..

540
540
575
540
540
540
540
540
539
540
540
516
540
540
534
540
536
539
543
541
536
540
535
540
541
541
541
541
538
536
539
535
541
537
537
538
551
537
540
537
540
538
556

535
550
547
535
547
544
601
544
547
538
552
547
540
550
535
545
530
546
546
545
547
541
543
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ROUSSETTE EGYPT 488

MOUTON 487
1SO X1 ORQUE 488
ISO X2 GLOBICEPH488
1SO X1 DAUPHIN G488

MARMOTTE 481
SPERMOPHILE 481
DAUPHIN CHINE 487
CHEVAL PRZEW 484

SPERMOPHILE RAYE481
1SO X1 ZEBU 488
ISO X2 ALPAGA 491
1SO X2 GDDAUPHIN488

ZEBU 488
BISON 488
CHEVRE 487
1SO X2 ORQUE 488
RAT KANGOUROU 475

1SO X2 DAUPHIN G488
MARMOTTE ALPES 481
YACK SAUVAGE 488
HERISSON 482
1SO X3 MARSOUINP466

GERBOISE 478
RAT TAUPE NU 470
I1SO X3 BELUGA 461
1SO X3 LAPIN G 486
RAT TAUPE NU 470
ISO X5 LEOPARD 432
RAT A TROMPE 479
1SO X5 LAPIN G 486
MUSARAIGNE 488

MARMOTTE COMMUNE481
YACK SAUVAGE 461

KM
L KM.

...T.S.VEL.KEK.E.SS..... A..G..... G.Y..
..KM_PBGR.S_NEK_E.SSQ.SV..V..RL.EG.G.S..
KG.G.MFL.NKK.E.TSQ.SV..V..RL.EGVG.S..
KG.G.MFL.NKK.E.SSQ.SV..V..RL.EGVG.S..
KG.S.MFL.NKK.E.TSQ.SV..V..RL.EGVG.S..
...T.TGV.Y.E.K...SN..... A..DL.TGI..A..
...T.T.V.Y.E.K_.E.SN..... A..DL.TGI..A
KV.S.V.L.NKK.E.TSQ.SV..V..RL.EGVR.S
KT. NMRVMEEKVEAQV ABQV. .DK_EV.T.MG.T..
...T.T.V.Y.E.K.E.SN..... A..DL.TGI..A..
..KM.IGR.S.NEK.E.SSQ.SV..V..RL EG.G.SE.
N.GS.LVL.NKK.ESRKQ.P...VN.DLT.NVGTSR.
KG.G.MFL.NKK.E.TSQ.SV..V..RL.DGVG.S..
..KM_PBGR_.S_NEK_E.SSQ.SV..V..RL.EG.G.SE.
GR.S.NEK.E.SSQ.SV..V..RL.EG.G.SE.
GR.S.NEK.E.SSQ.SV..V..RL.EG.G.S
KG.G.MFL.NKK.E.TSQ.SV..V..RL.EGVG.S
K..NNV.YFEEKVE.SS..... V..GI.VGDS.A
KG.S.MFL.NKK.E.TSQ.SV..V..RL.EGVG.S..
...T.TGV.Y.E.K...SN..... A..DL.TGI..A..
- -KME-GR.S.NEK.E_SSQ.SV..V..RL.EG.G.S
QHSSRV.LFDEKAEQ.Q. .. .L.D.HRV. TEEEEA- -
KV.S.V.L.SKK_E.TSQ.SV..V._.RL.EGVG.S..
KT.AGVVR.EEAVE.SN..... A...GV.F....A
..-GQGGV.S.E.K.E.SHRE. . _AT.GP. .STGRA
KV.S.M.L.NKK.E.TSR.SV..V..RL.EGVG.S
...M.GGVMYRE.TLGKSS. . ... ..GV..GVG.A
...-GQGGV.S.E.K.E.SHRE....AT.GQ..GTGRA
..QS.SGV.L.DEKVE.SN..... A..GV....G.L
QMKT.MIHFEER.E.SNRE. .. .A. GV.TG.GTG
...M.GGVMYRE.TLGKSS. . ... A _GV..GVG.A
KL.S_M.JB.LEKIEKSS..Q.._AR.GP.TS.GTT
...T.TGV.Y.E.K...SN..... A..DL.TGI..
- -KM.JJGR-S_NEK. E. SSQ.SV..V..RL.EG.G.SE

548

545
547
547
547
540
540
546
542
540
546
550
547
546
546
545
547
534
547
540
546
537
525
537
529
520
544
529
491
538
544
546
540
519
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Query range 10: 541 to 600

Query 541
COL17A1 HOMME 541
AUTO-AG HOMME 576
COL17A1-1 HOMME 541
BP180 HOMME 541
1SO 2 CHIMPANZE 541
1SO X1 BONOBO 541

GORILLE 541
ORANGOUTAN 540
GIBBON 541
GIBBON CENDRE 541
BONOBO 517

HOMME 1SO CRA_A 332
1SO 3 CHIMPANZE 541
ISO 1 CHIMPANZE 541
1SO 1 LAMANTIN 535
1SO X1 PANDA 541
1SO X2 PANDA 537

ORYCTEROPE 540
COLUGO 544
PUMA 542
PHOQUE 537
PHOQUE-VEAU 541
LOUTRE DE MER 536
RENARD 541
I1SO X1 GUEPARD 542
LYNX 542
1SO X1 LEOPARD 542
1SO X1 CHAT 542
ELEPHANT MER 539
PHOQUE GRIS 537
1SO 1 ORANGOUTAN540
GRIZZLI 536
TIGRE 542
MORSE 538
1SO X2 GUEPARD 538
SINGE LION 539
RAT TAUPE 552

I1SO X4 LEOPARD 538
PHOQUE MOINE 541

1SO X2 CHAT 538
CHIEN 541
OTARIE 539
RENARD VOLANT 557
ANE 536

I1SO X1 ALPAGA 551

MARSOUIN 548
CASTOR 536
1SO X2 MARSOUINP548
CERF REEVES 545
SURICATE 602

CERF ABOYEUR 545
1SO X1 GLOBICEPH548
LION DE MER 539
1SO X1 MARSOUINP553
ISO X1 BELUGA 548
X1 MARMOTTE JAU 541

CHAMEAU 551
CHEVAL 536
RORQUAL 546
PROP I THEQUE 531
NARVAL 547
BUFFLE 547
TAUPE DOREE 546

1SO X1 GDDAUPHIN548

HSDSQEELWMFVRKKLMMEQENGNLRGSPGPKGDMGSPGPKGDRGFPGTPGIPGPLGHPG 600

............................................................ 600
____________________________________________________________ 635
____________________________________________________________ 600
............................................................ 600
............................................................ 600
___________ N 10 1o
____________________________________________________________ 600
............................................................ 599
............................................................ 600
Gueeeeeen E e e o e e e Loww-. 600
___________ M e e e e e e e, 576
............................................................ 391
............................................................ 600
____________________________________________________________ 600
DGH...A..... T S Qucennns Leeeaens Lowe-. 594
DGH. .. ... L...DR..A...Seoiia. Qe Loeeenns Lo.o.. 600
DGH. .. ... L..DR..A...Seoiean. Qv Loeeens T 596
Do e BMNo LT Kool oo Quvnnns Lowe-. Voleo.o.. 599
GGH.E....Q..W.R..... S Qe Lot 603
DGHG. .A. L. . KG...A._.S.ooeeeoo.. Qe Loeoeens Loo.. 601
DGH...V..LooDoocAu o S Qe Leeeeens Loo.. 596
DGH- - .Vl oDee A oS e Qucnnns Low--. V..LS 600
DHH. . .V..L.-.DooKA. .S, Quvennns Lowe-. Loolone.. 595
DGHR. . . . . Lo oNRo A Qucnnns Leeoens Voo... 600
DGHG. .A. L. .KG. . A Seeeeaon.. Qv Loeoeens Lo.o.. 601
DGHG. .A. L. KGo o Ao Qv Loeoeens Loo.. 601
DGHG. .A. .L.LKG. - A oS-, Qucnnns Lewoeens Low--. 601
DGHG. .A. L. .KG...A.o.S.Seeeeeann.. Quvennns Leeoeens Loww-. 601
DGH...V..LooDeocAe oS Qucnnns Leeoenens Lowo-. 598
DGH...V..LooDeo iAo S Qv Lo.o.. V..LS 596
............................................................ 599
DGH. . . ... LowDRecAe oS Qe Leeoeens Loww-. 595
DGHG. .A. .L.LKG. . .A._.Se e, Qucnnns Leeoenens Lowo-. 601
DGH. . .A..L.oDeecAu o S Qv Lo.o.. N..L..R.. 597
DGHG. A L. -KG- o Auo.Se .. Quvcnns Lewoeaens Loww-. 597
N.NN. V..o Y 508
DGP. . Al L. N T Qucnnn I 611
DGHG. .A. .L.LKG. . AL So .. Qv Loeoeens Lowo.. 597
T VA T s T V- S Qucnnns Lewoeens Lowe-. 600
DGHG. .A. L. .KG...A...S.Sceeeeaen.. Qucennns Leeoeens Loww-. 597
DGHQ. . . . . Lo oNR- A e Quvnnns Loeeeaens Voo... 600
DGH...V..LooDoo iAo S Qe Leeoeens L..R.. 598
DGHG. .V..L...Do.-Recen... Leeeeeeeens Quccnns Leeoenens Lowe-. 616
N IO S =B N Qucecnns Lot 596
GDY...... (o (o Lo.o.. 610
DGY...D..QM.Goo iAo (o Q. 607
DGPG. .A. L. Nowooooamen.. Neoooaens Qe Lowo.. VoLlo.... 595
DGY...D..QM.Goo iAo Qu e Q. 607
DGYN. DI Q. AR T ce e Vo Q. 604
DGF .. .A..L..KGoo Ao S, Qucecnns Leeoeaens Loww-. 661
DGYN. .DI.Q. AR . Te oo VQo e Q. 604
DGY...D..Q.M.G...A......... Newooaens Qu e e Q. 607
DGH- - .Vl oDeecAr oS aee Quccnns Leeoeaens L..R.. 598
DGY...DeoQMoGee A e e e Qe e e Q. 612
DGY...D..QM.Goo iAo Qe e e Q. 607
DIP. . A Lo N Qe Leeoeens Lowo-. 600
GDY...... (o T Qe e Lo.... 610
N I I =T N Qucecnns Lot 596
DGY...D..QM.Goo iAo QuAn e Q. 605
DGQD. A LoD T Qe Quvnnn N PO 590
DGY...D.oQM.Goo iAo Qe e Q. 606
DDYNL.DV.Q.MKVR. -A - e eecee e Vo Q. 606
S TV TR U Qe Leeoenens Lowe-. 605
DGY...D..Q.M.G...A.ooo.... Neooaens Qe e Q. 607
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GALAGO 542  DAY...A..L...NeoiAliiiiiiiiiiiaan (o SR Lewleeiaaannn.. 601
ISO X2 BELUGA 544  DGY...D..Q.M.G...A...uuuiiiannnnnn. 0 Q. 603
ROUSSETTE EGYPT 549  DGH...V..L...Deu Teiiiiimnannannnnnnn Q----E.Looooo... lo.... 608
MOUTON 546  DGYNL.DI.Q..SVR.KT.uuuiurmnnnnnnnnn o Q. 605
I1SO X1 ORQUE 548 DGY...D..Q.M.G...A......... Newooeeenn Qe Q. 607
ISO X2 GLOBICEPH548  DGY...D..Q.M.G...A......... Newoonn e Q. 598
ISO X1 DAUPHIN G548 DGY...D..Q.M.G...A......... Newooeennn Qe Q. 607
MARMOTTE 541  DIP...A..LeeoNeoihooi i eeeas (o JR I [ 600
SPERMOPHILE 541  DIP...A..LeeoNeoohoroi e (o JR Leveeanns [ 600
DAUPHIN CHINE 547  DGY...D..Q.M.G.uoAi.iiiiiiiinananaannn Qe Q. 606
CHEVAL PRZEW 543  YD.G.KuuoEuuoNutoii i ieeeeeas (o JR Loeeeeeeeeeeeas 603
SPERMOPHILE RAYE541  DIP...A..L.ooNuwihoromiiiiaaaaann (o JR I [ 600
1SO X1 ZEBU 547  DDYNL.DV.Q.MKVR. .T.uiiieennnnnnnnnn 170 Q. 606
ISO X2 ALPAGA 551  GDY...... 0 ¢ Qo [ 610
ISO X2 GDDAUPHIN548  DGY...D..Q.M.G...A......... Newononn e Q. 598
ZEBU 547  DDYNL.DV.Q.MKVR. .T.uiiimmnnnnnnnnnn 1770 J Q. 606
BISON 547  DDYNL.DV.Q.MKVR. .T.uiiiemnnnnnnnnnn VO o Q. 606
CHEVRE 546  DGYNL.DI.Q..SVR.KT..oierrerannnnnnnn VQ e e ee e Q. 605
1SO X2 ORQUE 548 DGY...D..Q.M.G...A......... Newoonn e Q. 598
RAT KANGOUROU ~ 535  DGL...A..L.eoNuoiToiiiiiiinennnaaann [ P P..VI.N........ 594
ISO X2 DAUPHIN G548 DGY...D..Q.M.G...A_..._..... No.o.--. e Q. 598
MARMOTTE ALPES 541 DIP...A..L...Nowolormmommiaaaaaaaannn [T Leveennns [ 600
YACK SAUVAGE 547  DDYNL.DV.Q.MKVR. .T..iiiieieannnnnnnn 10 Q. 606
HER1SSON 538 DG.G..A..L...N...T.Kivoibowouuunnnnn (o JR Lewn-. AL..... 597
1SO X3 MARSOUINP526  DGY...D..Q.M.G.. AL iiiaaaaannn. 0 Q. 585
GERBOISE 538  DGP...Al.L...NeooToiiiiiiiananaaaann L0 597
RAT TAUPE NU 530 EGG...... Vo KN Qe e [ ST 590
1SO X3 BELUGA 521  DGY...D..Q.M.G...A. ... ...iiiiiannnn.. Qe Q. 580
ISO X3 LAPIN G 545 DGH...A..L...ER..T......... Newooonnnn (o SR Leeeeeaaannn LR. 604
RAT TAUPE NU 530 EGG...... Vo KN Qe e e Lewn-. ST 590
ISO X5 LEOPARD 492  DGHG..A..L.LKG...A...S..iuuuuuunnnn. (o J I [ 551
RAT A TROMPE 539  D.HG..A..V...N...Teooooon.. Newooennnn (o JR R 598
ISO X5 LAPIN G 545 DGH...A..L...ER..T......... Newooonnnn (o SR Leeeeeaaannn LR. 604
MUSARAIGNE 547 DGSN..A..L...N...T......... N oo eeeas Leeeeeeeeaaanns 606
MARMOTTE COMMUNES41  DIP...A..L.ooNuwolommmimaiaaaaann (o JR I Lewu-. 600
YACK SAUVAGE 520 DDYNL.DV.Q.MKVR..T..... HIT.H. o cLL.FSFSV. T et e eeeeeeees Q. 586
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Annexe 3 : Conservation de certains sites de clivage entre 7 espéces mammiféres

roches :

Les sites de clivage de toute la BP180 sont indiqués en couleur :

Il Cleaved by Aspartic protease after this residue (P1 position)

steine protease after this residue (P1 position)

by Cy

B Cleaved

oprotease after this residue (P1 position)

Cleaved by Metall

[l Cleaved by Serine protease after this residue (P1 position)

+

I Cleaved by different multiple protease superfamilies after this position (P1 position)
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Annexe 4 : Représentation graphigue montrant la répartition des points aprés ajout
d’EDTA par rapport a la valeur théoriguement attendue

Figure 46 : Les points concernés par une différence importante en fonction de la présence ou
non d'EDTA sont les mémes dans la représentation des points en fonction de la valeur
théorique attendue. Le cadre rouge indique le seuil a partir duquel les valeurs sont considérées
positives (250 milliDO). Les points bleus sont les points ayant servi a construire la droite de
régression, ce sont ceux dont I'écart a la moyenne n’excéde pas 15% entre la valeur obtenue
et la valeur théorique. Les points orange représentent les points pour lesquels I'écart a la
moyenne est supérieur a 15% et donc pour lesquels la variabilité peut étre expliquée par I'ajout
d’EDTA. Le point indiqué par une astérixe est le plus écarté de la droite de régression mais a
gquand méme été intégré dans le calcul de cette derniére car sa non-intégration au calcul de la
droite ne change pas significativement les conclusions.
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Annexe 5 : Valeurs (milliDO) obtenues aprés ELISA IgE anti-NC16A avec/sans

EDTA

Ecart a la moyenne entre

Sans Avec Théorique avec valeur obtenue et valeur
EDTA EDTA EDTA théorique en présence
d'EDTA
Calibration 1/2 1203 1998 1615 11%
Calibration 1/8 599 947 805 8%
Calibration 1/16 383 601 515 8%
Calibration 1/64 173 242 234 2%
Calibration 1/128| 126 175 171 1%
Patient PB 1 153 639 207 51%
Patient PB 2 1050 1167 1409 -9%
Patient PB 3 900 969 1208 “11%
Patient PB 4 1156 1197 1552 -13%
Patient PB 5 65 235 89 45%
Patient PB 6 185 672 250 46%
Patient PB 7 210 567 283 33%
Patient PB 8 158 385 213 29%
Patient PB 9 91 113 124 -4%
Patient PB 10 77 100 105 -2%
Patient PB 11 1791 2506 2403 2%
Patient PB 12 152 110 205 -30%
Patient PB 13 790 1258 1061 9%
Patient PB 14 1699 2592 2280 6%
Patient PB 15 2443 2403 3277 -15%
Patient PB 16 168 254 227 6%
Patient PB 17 1285 1927 1725 6%
Patient PB 18 660 1931 887 37%
Patient PB 19 487 934 655 18%
Patient PB 20 470 948 632 20%
Patient PB 21 1277 812 1714 -36%
Patient PB 22 69 647 94 75%
Patient PB 23 1176 1871 1578 8%
Patient PB 24 161 920 217 62%
Patient PB 25 481 620 647 -2%
Patient PB 26 1174 1602 1576 1%
Patient PB 27 1329 2216 1784 11%
Patient PB 28 1203 1998 1615 11%
Patient PB 29 2347 1870 3148 -25%
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Controéle 1 92 73 125
Controle 2 97 74 132
Contréle 3 113 79 153
Controle 4 133 112 180
Contréle 5 102 65 138
Contréle 6 106 74 144
Contréle 7 133 74 180
Contréle 8 135 75 183
Controle 9 137 135 185
Controle 10 104 118 141
Controle 11 76 78 104
Controle 12 103 114 140
Controle 13 70 74 95
Controle 14 146 140 197
Contréle 15 86 80 117
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Annexe 6 : Données clinigues et biologiques des patients atteints de PB étudiées en ELISA IgE anti-NC16A

] ] Intgnsificgtion
Patient Age Sexe alrg15- ;%ﬁ_ IgE PL\IE PNE | Présence F;)f;iréci)_t.yg%e Erythéme | Prurit Phénot_ype g‘fcszfér;r?g Atteinte LO%?J"Sé Séveérité PSEF the_?l&'_erk;(t,lque
(ans) NC16A NC16A totales % | (G/L) | de bulles multi- urticarien ou Qe muqueuse | o0 biopsie thu?qmab,
(UA) bulleux prurigo Omalizumab,
IglV)

1 83 M 1448 200 756 05 | 73 1 M 1 1 1 0 0 0 1 0 1
2 97 F 22 146 205 0 0 1 P 1 1 0 0 0 E 0 0 0
3 92 F 37 144 1661 | 354 | 6,3 1 M 1 1 0 0 0 E 0 1 0
4 92 M 33 200 2079 | 44,8 | 5,8 1 P 0 1 1 0 0 E 1 1 0
5 96 F 306 176 664 7,1 0,5 1 M 1 1 0 0 0 E 0 1 0
6 75 F 32 113 NF 16,4 | 2,1 1 M 1 1 1 0 0 E 0 1 0
7 93 M 1814 136 NF 04 | 01 1 P 1 1 0 0 0 NSP 0 1 0
8 71 F 454 107 128 1,9 | 0,2 1 P 1 1 1 0 0 NSP 0 1 1
9 94 M 24 18 NF 29 | 0,2 1 P 1 1 0 0 0 NSP 0 1 0
10 92 M 17 137 1757 | NF NF 1 P 1 0 1 0 0 L 0 1 0
11 92 M 274 200 NF 53 | 06 1 M 1 1 0 0 0 E 0 1 0
12 85 M 34 166 NF 171 15 1 M 1 1 1 0 0 NSP NSP 1 1
13 70 M 6 37 NF 7 0,5 1 P 1 1 0 1 0 E 0 0 1
14 82 M 188 98 NF 5,70 | 0,50 1 M 1 1 0 0 0 NSP 0 1 0
15 68 M 175 112 NF 10,3 1 1 NSP 1 1 0 0 0 NSP 0 NA 1
16 90 M 3211 33 NF 10,9 | 0,9 1 M 1 1 1 0 0 E 1 1 1
17 74 M 417 132 450 | 20,8 | 1,7 1 P 1 1 0 1 0 NSP 0 1 0
18 83 M 789 178 947 | 10,9 | 1,9 1 M 1 1 0 0 0 1 1 1
19 76 M 42 11 1838 | 47 | 0,2 1 P 1 1 0 0 0 0 1 0
20 91 F 7 56 949 37 | 03 1 P 1 1 0 0 0 0 1 0
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21 78 F 410 63 425 0,7 | 0,11 1 NSP 1 1 1 0 0 L 0 1 0
22 86 M 211 200 NF 345 | 45 1 NSP 1 1 1 0 0 E 1 1 0
23 86 M 850 87 NF NF NF 1 M 1 1 1 0 0 E NSP NA 1
24 96 M 78 29 NF 1,7 | 11 1 NSP 1 1 1 1 0 L 0 1 0
25 77 M 693 92 689 0,8 | 0,1 1 NSP 1 1 1 0 0 NSP 0 1 0
26 73 F 793 200 NF 8,4 1,8 1 M 1 1 0 1 0 E 0 1 0
27 75 M 27 2 NF 139 | 0,5 0 0A 1 1 0 0 0 NSP 0 1 0
28 66 M 1745 32 NF NF NF 0 0A 1 1 0 1 0 0 1 0
29 69 M 141 170 NF 1,1 | 0,7 1 NSP 1 1 0 1 0 1 NA 1
30 87 F 18 200 NF 0,50 | 0,00 1 P 1 0 0 0 0 E 0 0 0
31 94 M 981 200 NF 10,20 | 1,00 1 P 1 1 0 1 0 NSP NSP 1 1
32 90 F 1571 161 NF 16,4 | 11 1 M 1 1 1 0 0 E 1 1 0
33 94 M 1057 148 6722 | 40,8 | 44 1 M 1 1 0 0 0 E 0 1 0
34 73 F 1818 198 4645 1,8 | 0,2 1 M 1 0 0 0 1 L 1 NA 1
35 84 F 78 200 NA 26,3 | 44 1 NSP 1 0 1 0 0 E 0 1 0
36 99 F 1547 180 NF 2,7 103 1 M 1 1 0 1 0 E 1 1 0
37 89 M 7 17 52,00 | 3,70 | 0,30 1 P 1 0 1 0 0 L 0 1 0
38 78 F 331 189 2908 | 17,2 | 1,7 1 1 0 0 1 0 L 0 1 0
39 94 F 225 161 NF 10 0,7 1 1 1 0 1 0 E 0 1 0
40 89 F 74 170 NA NA | NA NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP NSP NA NSP
41 83 M 127 160 NF NF NF 0 M 1 1 1 1 0 E 0 1 0
42 94 F 143 157 614 6,6 1 1 P 1 1 0 0 0 L 0 1 0
43 67 M 829 200 NF 20,10 | 3,10 1 P puis M 1 1 0 0 0 E 0 1 0
44 74 F 7 18 NA 2,7 |1 0,2 1 P 1 0 0 1 0 L 0 NA 0
45 72 M 459 200 NF 214 | 26 1 M 1 1 1 0 0 E 1 1 1
46 71 F 42 176 51 25 | 02 1 P 1 1 0 0 0 NSP 0 1 1
47 88 M 135 166 1153 | 3,8 | 0,3 1 M 1 0 0 0 1 L 0 1 1
48 83 M 140 181 NA 29 2 1 M 1 1 0 0 0 L puis E 0 1 0

136



49 87 M 26 170 NA 3,2 0,6 1 P 1 0 0 0 0 L 0 1 0
50 86 M 43 200 32 6 0,7 1 M 1 1 0 1 0 E 0 0 1
51 88 M 174 75 NA 2 0,2 1 P 1 1 0 0 1 E 1 1 1
52 90 M 113 173 NA 26,3 | 41 1 P 1 1 0 0 0 L 0 1 0
53 87 M 234 17 3032 | 23,5 | 1,5 0 NA 1 1 0 1 0 E 0 1 1
54 79 M 158 145 457 132 | 1,2 0 NA 1 0 0 0 0 E 1 1 1
55 91 F 142 161 NA 187 | 1,6 1 M 1 0 0 0 0 E 0 1 0
56 87 F 267 187 3862 | 79 | 08 1 NSP 1 1 1 0 1 L puis E 1 1 1
57 79 F 867 126 344 0,7 | 01 1 M 1 0 1 0 0 E 1 NA 0
58 82 F 1290 130 NA 155 | 1,9 1 M 1 1 1 0 1 E 1 1 1
59 76 M 56 143 253 96 | 08 1 P 1 1 0 0 0 E 0 1 0
60 84 M 239 18 541 1,7 | 0,7 1 P 1 0 0 1 0 NSP 0 1 0
61 49 F 137 200 277 47 | 08 1 M 1 1 1 0 0 E 1 1 0
62 87 M 57 199 NF 19,9 | 3,6 1 M 1 0 0 1 1 E 0 1 0
63 79 M 22 2 1368 4 0,5 0 NA 0 1 0 0 0 E 0 1 0
64 83 M 27 2 0 2,2 0,2 1 P 1 0 0 0 0 L 0 1 0
65 94 F 176 200 252 14,9 | 1,2 1 P 1 1 0 0 0 L 1 1 1
66 83 F 857 132 NF 1,5 | 01 1 P 1 0 0 0 0 L 0 1 0
67 87 F 158 179 NF 14,5 | 0,9 1 P 1 1 1 0 0 E 0 1 0
68 80 F 31 108 863 | 30,3 | 59 1 M 1 1 0 0 0 E 1 1 0
69 75 M 32 60 NF 09 | 01 1 M 1 0 0 0 0 L 1 1 0
70 77 F 1019 168 NA 8,5 1 1 P 1 1 0 puis 1 0 puis 1 0 puis 1 E 1 1 1
71 82 M 620 200 454 28 2,8 1 P 1 1 1 0 0 L 1 1 1
72 87 F 260 200 331 313 | 29 1 M 1 1 1 0 0 NSP 1 1 1
73 93 F 735 31 NF 0,2 0 1 P 1 1 0 0 0 E 0 1 0
74 83 M 13 151 838 19,7 | 1,56 1 P 1 1 1 0 0 L 1 0
75 80 M 8 2 463 NF NF 0 NA 1 1 0 1 0 E NSP 1 1
76 78 F 60 93 104 77 | 0,7 1 M 1 1 0 1 0 E NSP 0 1
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77 63 F 68 162 NF 44 | 05 1 NSP 1 1 0 0 1 E 0 0
78 72 M 744 200 6262 | 26 | 01 1 M 1 1 0 1 0 E 1 1
79 88 M 215 200 NF 154 | 1,7 1 M 1 1 0 0 0 E 0 0
80 81 M 83 200 NA NA | NA 1 M 1 1 1 0 0 E 0 0
81 53 M 10 50 NA 4.1 0,4 1 M 1 1 1 1 0 E 1 1
82 92 F 1" 11 545 10,7 | 0,5 0 NA 1 1 0 1 0 E 0 0
83 82 F 193 200 1147 | 59,4 | 14,4 1 M 1 1 1 0 0 E 1 0
84 80 M 896 200 448 143 | 1,3 1 M 1 0 1 0 0 E 1 1
85 78 F 7 3 149,00 | 0,20 | 0,00 0 NA 1 1 0 1 0 E 0 1
86 94 M 654 55 NF 25 |02 1 1 1 0 0 0 L 1

87 71 F 156 136 NF 23 |02 1 P 1 1 1 0 1 L 1 0

Toutes les données cliniques et biologiques sont résumées dans le tableau ci-dessus. Les abréviations suivantes sont utilisées : NA : non
applicable (par absence de prélévement ou d’information). NSP : ne sait pas (en I'absence d’information clinique). 0 = absence du signe

clinique. 1 = présence du signe clinique. P = pauci-bulleux. M = multi-bulleux. E = étendu. L = localisé.
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Annexe 7 : Représentation graphique du ratio d’IgE anti-NC16A sur le taux d’IgE
totales, en fonction du taux d’IgE totales

Figure 47 : Représentation en logarithme du ratio IgE anti-NC16A sur IgE totales en fonction
du taux d'IgE totales. Les points répartis autour de la droite de régression (en vert) semblent
avoir un signal mesuré en ELISA IgE anti-NC16A proportionnel au taux d'IgE totales. Les
points situés au dessus ont par contre un signal qui ne dépend clairement pas d’un taux d’IgE
totales trop élevé.
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Annexe 8 : Répartition des patients en fonction de la présence d’lgG anti-NC16A et

de la présentation clinique

N = 86 Bulles
Présence Absence
IgG anti- | Positif 71 4
NC16A | Négatif 6 5
N =66 Bulles
Multi-B Pauci-B
IgG anti- | Positif 34 26
NC16A | Négatif 0 6
N = 86 Erythéme
Présence Absence
IgG anti- | Positif 74 1
NC16A Négatif 10 1
N = 86 Prurit
Présence Absence
IgG anti- | Positif 62 14
NC16A | Négatif 6 4
N =86 Urticarien
Présence Absence
IgG anti- Positif 30 45
NC16A Négatif 1 10
N = 86 Eczématiforme / Prurigo
Présence Absence
IgG anti- | Positif 18 57
NC16A | Négatif 5 6
N = 86 Atteinte muqueuse

Présence

Absence
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IgG anti- | Positif 8 67
NC16A Négatif 0 11
N =81 Sévérité
Sévere Non sévere
IgG anti- | Positif 28 43
NC16A Négatif 0 10
N = 86 Int'ensifice}tion
thérapeutique
Oui Non
IgG anti- Positif 28 47
NC16A | Négatif 2 9
N=72 Localisation
Localisée Etendue
IgG anti- | Positif 16 48
NC16A Négatif 3 5
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Annexe 9 : Valeurs num
traités par omalizumab

ériques des dosages d’IgE anti-NC16A chez les patients

11.08.2020

Patioent I’D‘ate du 'Dates début | Efficacité I%%:gx' IgE totales
n préléevement | traitement ou arrét (UA) (kU/L)
20.05.2020 Oui 130 4639
17.12.2020 Oui 267 3862
23.12.2020 Oui 21 3203
__Oui | 896 448
11.03.2021 Oui 1127 503
25.03.2021 Oui 849 NF
11.12.2020 Oui 620 454
30.12.2020 Oui 145 NF

Début : 05/01/2021

Non 83 457

19.10.2020

Non 158 NF

26.11.2020

17.12.2019

24.03.2020

OO |[R(ARIRIRIWIWIWININININ(~||~|~

20.01.2021

20.01.2021

21.11.2018
02.03.2019
04.03.2019

25.09.2019
09.10.2020
11.02.2021

IR B ARNEENIENEENIENIENIENETC

23.02.2021

Début : 02/12/2020
STOP janvier 2021
Début : 31/03/2020
STOP 15/04/20
Début : 21/01/2021
STOP 22/04/2021
Début : 01/05/2019
STOP ao(t 2020

Début : 19/02/2021
Début : 23/02/2021

Oui 176 NF

Oui 57 NF
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15.01.2020
10.03.2020

STOP 02/04/21
“Non | 1913 | N

12.05.2020
21.05.2020

Début : 14.12.20
STOP 23.02.21

24.02.2021
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MISE AU POINT DE TECHNIQUES DIAGNOSTIQUES DANS LA PEMPHIGOIDE
BULLEUSE : AUTOUR DE LA BP180

La pemphigoide bulleuse (PB) est une pathologie auto-immune médiée par les anticorps. La
cible antigénique principale des auto-anticorps associés a la PB est une protéine de
'hémidesmosome, la BP180. Les techniques disponibles en routine détectent des auto-
anticorps d’isotype IgG spécifiques d’une courte séquence de la BP180, le domaine NC16A.
Bien que non recherchés en routine, des immunoglobulines d’isotype IgE anti-NC16A, et des
IgG spécifiques d’autres épitopes, sont également présents chez certains patients atteints de
PB. Nous avons développé un test ELISA pour détecter ces IgE spécifiques, et recherché
I'existence de liens entre présence des IgE anti-NC16A, paramétres cliniques et biologiques
et réponse thérapeutique a 'omalizumab. Nous avons également mis au point un Western blot
permettant la détection d’auto-anticorps d’isotype IgG spécifiques de produits de clivage de la
BP180 et recherché la présence de ces auto-anticorps chez des patients atteints de PB
iatrogéne.

CONCEPTION OF DIAGNOSTIC TESTS IN BULLOUS PEMPHIGOID: ABOUT BP180

Bullous pemphigoid (BP) is an autoimmune disease antibody mediated. Autoantibodies mainly
target a hemidesmosomal protein named BP180. Routine laboratory tests only detect
antibodies specific of a short sequence of BP180: NC16A domain. BP patients’ sera also
contain anti-NC16A IgE immunoglobulins and 1gG specific of other epitopes, but are rarely
dosed. We developed an ELISA test to detect IgE specific of the NC16A domain, and evaluated
links between anti-NC16A IgE positivity, some biological and clinical parameters, and
therapeutic response to omalizumab. We also developed a Western blot to allow detection of
IgG and IgA autoantibodies specific of enzymatic digestion products of the BP180, and mainly
found these autoantibodies in patients suffering from iatrogenic BP. Development of these
tests, and results of the studies are presented in this manuscript.
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