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Introduction 
 

 

Les dermatoses bulleuses auto-immunes représentent un vaste groupe de maladies 

acquises définies par l'existence de bulles cutanées et/ou muqueuses secondaires à la fixation 

d'autoanticorps au niveau de protéines de structure de la jonction dermo-épidermique  ou de 

composants transmembranaires des desmosomes entraînant des clivages et une perte de 

cohésion à ce niveau. La perte de l’adhésion interkératinocytaire entraine la formation de 

bulles intraépidermiques et forme le groupe des pemphigus, alors que l’atteinte des protéines 

de la jonction dermo-épidermique provoque la constitution de bulles sous épidermiques 

(groupe des pemphigoïdes, epidermolyse bulleuse acquise, dermatite herpétiforme, dermatose 

IgA linéaire). 

 

 Nous nous sommes intéressés aux pemphigoïdes bulleuses (PB) et pemphigoïdes 

cicatricielles (PC), deux affections qui impliquent une réponse auto-immune contre la 

protéine BP180. L’épitope reconnu par les autoanticorps anti BP180 est différent pour ces 2 

maladies : dans la PB, ces autoanticorps sont dirigés contre la partie transmembranaire 

participant à la formation des hémidesmoses, alors que dans la PC les anticorps sont dirigés 

contre la partie C terminale qui participe à la formation des fibrilles d’ancrage.  

 Ces deux affections surviennent chez les sujets âgés. Une association avec l’allèle 

HLA DQB1*0301 a été montrée pour ces deux pathologies auto-immunes dans les 

populations caucasiennes, tant d’Amérique du Nord qu’Européenne. Cette association laisse à 

penser que les molécules HLA-DQ sont capables de présenter un peptide de la membrane 

basale aux lymphocytes T, présentation qui serait à la base de l’activation du système 

immunitaire. Plusieurs études tendent à montrer que les clones T autoréactifs jouent un rôle 

important dans ces maladies auto-immunes. Le traitement de ces pathologies fait appel à des 

immunosuppresseurs non spécifiques et une meilleure compréhension des mécanismes 

cellulaires impliqués dans ces pathologies pourrait permettre une thérapeutique plus 

spécifique, telle que l’utilisation de clone T autoréactif pour contrôler la production d’auto- 

anticorps spécifique. 

 

 

 

 



Lors de ce travail nous avons étudié l’implication des molécules HLA de classe II dans 

la réponse auto-immune vis-à-vis de l’antigène BP180. La première partie de ce travail 

présente une revue de la littérature sur le système du complexe majeur d’histocompatibilité et 

son association avec les maladies auto-immunes et la deuxième partie concerne les différentes 

dermatoses bulleuses auto-immunes objectivées et les anticorps les plus fréquemment 

impliqués dans leur pathogénie. 

 

 
 



LE SYSTEME HLA 

1. Généralités 

 Le Complexe Majeur d'Histocompatibilité (CMH), est une série de gènes qui codent 

pour des molécules exprimées à la surface des cellules et impliquées dans la reconnaissance 

des antigènes par les lymphocytes T; ce nom n'indique que l'une de ses propriétés : la capacité 

d'induire une forte réponse immunitaire allogénique, particulièrement lors de greffes ou de 

transplantations. C'est cette propriété qui a été à l'origine de la découverte du CMH de la 

souris (Histocompatibilité 2 : H-2) et de l'homme (HLA).  

Ce système a été initialement défini comme l’acteur du rejet de greffe ; il est évident que le 

rejet de greffe n’est pas le rôle naturel de ces gènes. Cette définition peut être reconsidérée 

avec les données actuelles de la génétique et de l’immunologie. 

Le système HLA est formé d’une série de gènes étroitement liés qui codent des 

glycoprotéines. Les produits de ces gènes peuvent être définis comme l'ensemble des 

molécules impliquées dans la présentation de peptides au récepteur des cellules T (TCR). La 

définition génétique doit être complétée par la définition fonctionnelle du CMH, comme  la 

région chromosomique où se trouvent les gènes contrôlant directement la structure et 

l'expression des molécules présentatrices de l'antigène (APM). Les deux définitions se 

complètent, mais doivent être nuancées. Cette définition concerne les molécules directement 

présentatrices de l'antigène (APM), mais aussi d'autres molécules pouvant contribuer à la 

fonction de présentation.  

 Les gènes et les produits du HLA sont répartis en trois classes, I, II et III (Klein, 

1977), selon leurs propriétés biochimiques, leurs expressions phénotypiques et leurs 

fonctions. 

Les produits de classe I (HLAI) sont des glycoprotéines composées d'une chaîne lourde (α ou 

H) associée à la β-2microglobuline (β2m), et exprimées à la membrane de la presque totalité 

des cellules nuclées de l'organisme. Ils présentent un peptide endo-cellulaire aux lymphocytes 

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



Les produits de classe II (HLA de classe II) sont des glycoprotéines composées de deux 

chaînes alpha et bêta, de distribution plus restreinte exprimées à la membrane des 

lymphocytes B, des monocytes, macrophages et des lymphocytes T activés. Ils présentent un 

peptide, provenant d'une protéine extracellulaire endocytosée, aux lymphocytes T CD4+CD8-

. 

 

1-1 Historique : 

 C’est en 1936 que Peter Gorer découvrait le premier antigène du CMH chez la souris 

par agglutination des globules rouges, puis il démontrait à l’aide de greffes de tumeurs que cet 

antigène jouait un rôle important dans les phénomènes de compatibilité (ou histo 

compatibilité). Par la suite, il a été rendu compte que les deux systèmes, H2 et HLA, sont 

contrôlés par des gènes reliés avec les fonctions importantes dans le contrôle de réponse 

immunitaire. 

En 1952, Dausset mettait en évidence le premier antigène d’histocompatibilité chez l’homme 

par leucoagglutination : le sérum d’un malade polytransfusé entraînait une agglutination des 

leucocytes de certains sujets, mais pas du donneur. Ce premier antigène HLA fut appelé Mac 

(du nom du malade). En 1958, Van Rood rapportait l’extrême fréquence des anticorps 

antileucocytaires dans le sérum de femmes multipares. L’implication de ce système dans les 

greffes de rein est démontrée par Kissmeyer-Nielsen en 1966 : un rejet aigu du greffon survient 

chez les receveurs qui ont développé des anticorps dirigés contre les antigènes receveurs. 

La complexité de ce système allait conduire à la mise en place dès 1964 de plusieurs centres 

scientifiques pour étudier les gènes et les produits du système CMH. 

 Le CMH est qualifié de complexe, parce qu'il est composé d'un ensemble de gènes 

fonctionnant de manière coordonnée. Il existe d'autres antigènes d'histocompatibilité en 

dehors du CMH. En effet même lorsqu'une identité des CMH est réalisée entre donneur et 

receveur de greffe, celle-ci est rejetée (Counce et al, 1956). Les autres loci sont qualifiés de 

mineurs (Hmin), car le rejet de greffe est généralement moins rapide qu'en cas 

d'incompatibilité pour le CMH, et l'on ne détecte pas d'anticorps reconnaissant les antigènes 

Hmin. Le qualificatif majeur du CMH est donc justifié par l'intensité de la réponse 

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

 



1.2 Les gènes HLA 

 Le complexe majeur d’histocompatibilité de l’homme est une région du génome 

localisée sur le bras court du chromosome 6 (6p21.3) qui comporte de nombreux gènes 

impliqués dans la réponse immune. Cette région se caractérise par une forte densité de gènes, 

dont la caractéristique est le déséquilibre de liaison, les allèles de loci voisins étant transmis 

en haplotype. 

Classiquement la région HLA s’étend sur 3,6Mb. Récemment, la région HLA a été étendue à 

7,6 Mb car les séquences environnantes, en particulier celles situées en partie télomérique, ont 

montré des gènes semblables aux gènes HLA. De plus ces gènes montrent un déséquilibre de 

liaison avec les gènes de la région HLA. Cette région étendue présente un intérêt dans les 

recherches d’association HLA et maladie (Horton et al., 2004). 

 Elle se subdivise en 3 régions : Classe I, II et III sur la base de leurs caractéristiques 

structurales, leurs propriétés biochimiques, leur expression phénotypique et de leurs 

caractéristiques fonctionnelles. 

 

 

 

 

Figure N° 1 : Carte simplifiée des gènes de la région HLA. HLA (http://www-
dsv.cea.fr/thema/hla2). 
 

 

-les gènes de classe I et les gènes de classe I-like : La partie la plus télomérique mesure 

environ 1600 Kb. Ces dernières années, un grand nombre de gènes a été identifié dans la 

région de classe I. La cartographie actuelle comporte 36 gènes et comprend :  

▫ les loci HLA-A, B et C dits classiques,  

▫ les gènes de classe Ib ou gènes de classes I non classiques citons : E, F, G, H, J et 7.5 

p/9p  

▫ de nombreux pseudogènes.  



 La structure des gènes de HLA classe I, organisés en introns et en exons, a pu être 

déterminée à partir du premier gène HLA séquencé. Les gènes HLA-A, B et C sont constitués 

de 8 exons séparés par 7 introns. L’exon 1 code la séquence signal, les exons 2, 3 et 4 codent 

respectivement les domaines extracellulaires de la molécule HLA, α1, α2 et α3. L’exon 5 

code la partie transmembranaire de la molécule, et les exons 6, 7 et 8 la partie  

intracytoplasmique.  

 Les gènes de classe II, centromériques, forment une famille homogène plus restreinte 

(une quinzaine chez l’homme). Les gènes de classe II codent les chaînes α et β des molécules 

HLA de classe II, les molécules TAP1 et TAP2, protéine transporteuse de peptides et des 

éléments du protéasome (gène LMP2 et LMP7). Ces gènes sont situés en position 

centromérique du chromosome 6. Ils comprennent principalement trois familles de gènes : 

DR, DP, DQ. 

La région de classe II contient 23 à 25 gènes ou pseudo-gènes. Les gènes DRA, DRB1, 

DRB3, DRB4, DRB5, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1 sont fonctionnels et produisent, selon les 

haplotypes, les 4 ou 3 molécules de classe II (figure 1). 

Les autres gènes de classe II sont soit des pseudogènes (DRB2, DPA2, DPB2, DQB3) soit des 

gènes sans défaut apparent mais non transcrits (DQA2, DQB2). Les gènes DOB et DNA sont 

transcrits à un niveau faible dans les lymphocytes B.  

 Les gènes de classe III : Outre les gènes de classe I et II, le CMH compte de 

nombreux gènes codant des produits aussi divers que les « facteurs de nécrose des tumeurs » 

TNFα et TNFβ, les composants du complément C4, C2 et Bf, les transporteurs de peptides 

TAP1 et TAP2, des protéines de choc thermique HSP70, une vany1-tRNA synthétase, des 

cytochromes P450. Malgré leur grande diversité, ces gènes sont pour la plupart impliqués 

dans des phénomènes immunitaires. 

 

1.3 - Les glycoprotéines HLA : 

Les molécules HLA de classe I et II sont des glycoprotéines qui appartiennent toutes les deux 

à la superfamille des immunoglobulines. Les molécules de classe I et II sont constituées de 

deux chaînes qui forment à leur surface une fente capable de contenir un peptide. Néanmoins, 

les molécules HLA de classe I et II diffèrent par leur taille, leur composition et leur fonction. 

 

 

 



1-3-1-Structure primaire et secondaire :  

 Les molécules HLA de classe I, exprimées à la surface des cellules, sont de 55-60 

kDa, composées d'une chaîne lourde transmembranaire (44 kDa) associée de façon non 

covalente à une chaîne légère (11.5 kDa) non glycosylée (Gerey et al., 1973), la β2-

microglobuline (β2m) qui n’est pas implantée dans la membrane cellulaire. 

La partie extra-membranaire de la chaîne lourde comporte trois  domaines : deux domaines 

α1 et α2 qui s'associent pour former un sillon reposant sur un feuillet β supportant deux 

hélices α , et un domaine α 3 associé à la β2m . Cette structure est le site de présentation du 

peptide. L’ensemble de la molécule s'inscrit dans un cylindre de 7 nm de long et 4 à 5 nm de 

diamètre. 

La chaîne lourde H ou α est composée de 348 acides aminés :  

- 274 acides aminés pour la partie extracellulaire  

- 27 acides aminés pour la région transmembranaire qui est riche en acides aminés 

hydrophobes permettant l’ancrage solide de la molécule dans la membrane. 

- 28 acides aminés pour la région intracellulaire. Cette région possède des sites de 

phosphorylation et constitue l’extrémité carboxyterminale de la molécule. 

La β 2  microglobuline est un polypeptide de 99 acides aminés ; son rôle est de maintenir la 

structure de la chaîne alpha par des liaisons chimiques faibles et sans doute d’en permettre 

l’expression extracellulaire.  

 Les molécules de HLA de classe II sont des glycoprotéines transmembranaires de 55-

60 kDa, composées de deux chaînes associées de façon non-covalente: une chaîne lourde α 

(31-34 kDa) est plus glycosylée que la chaîne légère β (26-29 kDa). La chaîne β est composée 

d’un domaine transmembranaire hydrophobe et un domaine C-terminal intra-cytoplasmique. 

Enfin, la molécule DR est glycosylée sur les asparagines α78 (glycosylation riche en 

mannose), α117 et β19 (glycosylations complexes avec notamment du mannose, du fucose, de 

l’acide sialique et de l’acétylglucosamine). 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

                                                   

                                  

Figure N° 2 : Représentation schématique des molécules HLA de classe I et de classe II 

 

 

              HLA –A2                                HLA-A68 (Salter et al., 1990)                       classe II 
 

Figure N° 3 : Schémas des structures des molécules HLA de classe I et II   

(http://www-dsv.cea.fr/thema/hla2)

  



1-3-2-Structure tridimensionnelle : 

 La structure tridimensionnelle a été étudiée par cristallographie et a été établie par 

Bjorkman en 1985 sur une molécule HLA de classe II A2 (Bjorkman et al., 1985). 

La première structure tridimensionnelle d’une molécule de CMH II résolue est celle de HLA-

DR1 (DRA*0101/DRB1*0101) complexé avec le peptide HA 306-318 issu de 

l’hémagglutinine du virus de la grippe (Brown et al., 1993 ; Stern et al., 1994). Depuis, les 

structures tridimensionnelles de plusieurs autres molécules de CMH II ont été résolues : trois 

molécules humaines DRB1*0301 (Ghosh et al. 1995), DRB1*0401 (Dessen et al. 1997) et 

DRB1*1501 (Smith et al. 1998b).  

 Toutes les molécules de HLA de classe II présentent une structure globale identique.  

Chaque domaine α2 et β2 se replie en deux feuillets β antiparallèles plissés à quatre et trois 

brins qui sont associés en une structure en sandwich β par un pont disulfure (α2: C107-C163, 

β2: C117-C173). Ces deux domaines interagissent par leurs feuillets β. 

Les domaines α1 et β1, structurellement très proches et symétriques, se replient en un feuillet 

β antiparallèle plissé à quatre brins, surmonté d’une longue région en hélice α d’une trentaine 

de résidus. Les feuillets β de ces deux domaines α1 et β1 s’associent par liaisons hydrogène 

pour former un unique feuillet β à huit brins, surmonté par les deux domaines hélicoïdaux. 

Cette dimérisation crée un profond sillon entre les hélices α des domaines α1 et β1. Ce sillon 

est le site fonctionnel de la molécule  HLA de classe II où se fait la liaison des peptides.  

Les domaines α2 et β2 sont des glycoprotéines transmembranaires comportant 3 parties : 

extracellulaire, transmembranaire et intracytoplasmique. Chaque chaîne comporte deux 

domaines extracellulaires. Les zones polymorphes sont localisées dans les domaines N - 

terminaux. La   structure tridimensionnelle des molécules de classe I est comparable à celle de 

la molécule de classe II ; elle fait apparaître une cavité entre les domaines α1 et α2 dont le fond 

est un feuillet β plissé et les bords des hélices α. Cette cavité située au sommet de la molécule 

a été identifiée comme un site de liaison des peptides endogènes. 

 

1-3-3-Expression cellulaire des produits : 

Les molécules HLA s’expriment de façon codominant.  Alors que les molécules HLA de 

classe I s’expriment de façon ubiquitaire, les molécules HLA de classe II s’expriment sur un 

nombre restreint de cellules. De plus l’expression peut être modifiée par les secrétions de 

cytokines et dans diverses situations pathologiques. 



1-3-4-Expression physiologique : 

 Les molécules de classe I sont exprimées sur la plupart des cellules de l’organisme, 

particulièrement sur les lymphocytes et les macrophages. Leur densité est plus faible sur les 

hépatocytes et très faible ou nulle sur les érythrocytes, les cellules du système nerveux central, 

les épithéliums acinaires du pancréas et des glandes salivaires, le trophoblaste et les cellules 

embryonnaires au début du développement. L'expression au niveau des hépatocytes est 

diversement appréciée. Si les molécules HLA-A et HLA -B sont exprimées de façon similaire 

à la surface des cellules, les produits HLA-C sont moins représentés (environ 10 fois moins). 

Les cellules humaines homozygotes pour chaque locus HLA II expriment trois ou quatre 

molécules HLA de classe II suivant leur haplotype DR : une ou deux molécules DR, une 

molécule DQ et une molécule DP. 

 L’expression des molécules de classe II est restreinte aux cellules présentatrices de 

l’antigène (APC)  comme les lymphocytes B et les cellules professionnelles présentatrices 

telles que les macrophages, les cellules dendritiques intersticielles, les cellules de Langerhans 

de la peau (Colombani, 1993). Elles sont aussi exprimées à la surface des mastocytes (Frandji 

et al., 1993). Elles sont également présentes à la surface des lymphocytes T activés et des 

précurseurs érythrocytaires, granulocytaires et monocytaires. Pour les lymphocytes B et T, 

l’expression du HLA de classe II dépend respectivement de leur état de différenciation et de 

leur état d’activation. En effet, seules les cellules B matures expriment les molécules de HLA 

de classe II à la différence des cellules immatures et des plasmocytes, alors que les 

lymphocytes T doivent être activés pour exprimer ces molécules à leur surface.  

Dans le thymus, les molécules HLA de classe II sont exprimées sur les cellules épithéliales du 

cortex et de la médulla ainsi que sur les cellules dendritiques d’origine hématopoïétique. 

Enfin, certains tissus non lymphoïdes, comme les endothéliums capillaires, de nombreux 

épithéliums (langue, duodénum, épididyme, sein, trachée…), les glomérules rénaux et la dure-

mère, expriment également les produits de classe II. Il semblerait que cette expression soit 

constitutive. Néanmoins, cette expression peut être induite sur toutes les cellules de 

l’organisme par différentes cytokines (IFN, TNF,.....) 

 

1-3-5-L’assemblage 

 L’expression des molécules HLA de classe I et II fait intervenir l’assemblage. 

L'assemblage de la β-2 microglobuline et de la chaîne lourde est nécessaire à l'expression 

d'une molécule fonctionnelle à la surface des cellules. 



Les molécules HLA de classe I sont mobiles dans la membrane cellulaire et elles peuvent être 

endocytées et recyclées à la surface de la cellule.  

Le processing : Ces molécules suivent la voie classique de biosynthèse des protéines 

membranaires. Synthétisées dans le réticulum endoplasmique (RE), elles traversent ensuite 

l'appareil de Golgi puis elles sont dirigées vers la membrane plasmique par l'intermédiaire de 

vésicules de sécrétion constitutives (Figure N° 4). 

Les protéines antigéniques sont dégradées en peptides dans le cytoplasme des cellules 

présentatrices de l'antigène (APC). Les peptides sont transportés du cytoplasme dans le 

réticulum endoplasmique (RE) par des molécules produits des gènes RING 4 ou TAP 1 

(Trowsdable et al.1990) et RING 11 ou TAP2 (Powis et al, 1992). La dégradation du peptide 

se poursuit dans la lumière du RE pour aboutir à des séquences peptidiques de 8 à 9 acides 

aminés. 

Les peptides obtenus par dégradation des protéines cytoplasmiques sont transportés dans le 

RE par le transporteur TAP (transporter associated with antigen processing) dont les deux 

chaînes (TAP1 et TAP2) sont codées dans le locus HLA II. Ce transporteur est localisé sur les 

membranes du RE et du cis-Golgi. Il réalise le transport actif du cytoplasme vers le RE de 

courts peptides qui se lieront aux molécules de classe I (Neefjes et al, 1993). Les chaînes 

lourdes H et la β-2 microglobuline nouvellement synthétisées sont simultanément déposées 

dans le RE avec la participation de molécules accessoires (protéines p88). Peptide, chaîne H 

et β -2 microglobuline s'associent pour former un hétérotrimère stable qui est transporté dans 

l'appareil de Golgi puis à la surface de la cellule (Degen et al., 1992). 

Les molécules de HLA de classe II sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique (RE) 

où elles s’associent en proportion stœchiométrique avec des trimères de la chaîne invariante 

(Ii) (un dimère αβ pour une molécule Ii), formant ainsi des nonamères qui sont exportés vers 

l’appareil de Golgi (Cresswell et al., 1992 et 1996). La chaîne Ii est une glycoprotéine 

membranaire, jouant un rôle important dans la présentation de l’antigène par les molécules de 

CMH II. En effet, elle permet le bon repliement de ces molécules dans le RE en les stabilisant 

puisqu’en son absence, la majorité des molécules de classe II s’agrège dans le RE et n’est pas 

transportée vers l’appareil de Golgi (Viville et al., 1993 ; Elliott et al., 1994). Elle facilite leur 

transport du RE vers le Golgi puis vers les endosomes (Viville et al., 1993 ; Elliott et al., 

1994) grâce à des signaux d’adressage localisés dans la région cytoplasmique de la chaîne Ii 

(Pieters et al., 1993; Odorizzi et al., 1994). Enfin, la chaîne invariante empêche le chargement 

des molécules de HLA de classe II  par les peptides endogènes présents dans le RE et le Golgi 



(Roche et al., 1992) et permet donc la séparation des voies de présentation HLAde classe I et 

HLA de classe II (Teyton et al., 1990). La chaîne Ii est progressivement dégradée dans les 

endosomes à partir de son extrémité C-terminale luminale (Maric et al., 1994). Le mécanisme 

de dégradation ménagée de la chaîne Ii contrôle en même temps le transport intracellulaire 

des molécules du HLA de classe II et leur association avec les peptides antigéniques. Il est 

probable que dégradation de l’antigène et capture par les molécules du HLA de classe II ne 

soient pas des phénomènes indépendants. En effet, des protéines partiellement dénaturées ou 

dégradées peuvent interagir avec les molécules de HLA de classe II (Runnels et al., 1997) en 

raison de l’ouverture des extrémités du sillon de liaison des peptides. Sa dégradation se 

poursuivrait par digestion autour de la région protégée par la molécule HLA (Deng et al., 

1993). De fait, récemment, des complexes de 120 kD composés de deux molécules de HLA 

de classe II liées à un même long fragment antigénique ont été identifiés (Castellino et al., 

1998). De plus, il semble que deux types de molécules de HLA de classe II soient engagés 

dans la présentation (Delvig et Robinson, 1998). 

Modification de l’expression par les cytokines 

L'expression des molécules HLA peut être fortement augmentée par des cytokines 

(interferons α, β et  γ, TNFα, interleukine 4, GM-CSF) ou lors d'infections virales. Une 

diminution de l'expression peut être observée sur des cellules cancéreuses ou lors d'infections 

virales.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 Figure N° 4 : Schéma représentatif des différentes étapes aboutissant à l’expression des 

molécules HLA à la membrane cellulaire (http://www-dsv.cea.fr/thema/hla2). 
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2-Le polymorphisme HLA 

  Le système HLA est le système le plus polymorphe de l'homme : un gène est 

considéré polymorphe lorsqu’il existe deux allèles dans la population avec une fréquence d’au 

moins 0,01% (un gène polymorphe est un gène pour lequel l’allèle le plus commun a une 

fréquence supérieure à 1%, les autres étant assimilés à des anomalies). Le système HLA 

constitue une véritable carte d'identité biologique qui permet aux mécanismes de défense 

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

Le polymorphisme des molécules HLA a d’abord été décrit par des techniques sérologiques 

(test de microlymphocytotoxicité complément dépendante à l'aide d'allosérum initialement 

décrit par Terasaki et Mc Clelland en 1964). Elles apportent une définition immunologique au 

phénotypage HLA. Puis la connaissance du polymorphisme a été améliorée grâce à  des 

techniques biochimiques d'isoélectrofocalisation (IEF) puis à des techniques cellulaires 

(cytotoxicité à médiation cellulaire, culture mixte (CML : cell mediated lympholysis). Mais 

c’est surtout le développement des techniques de biologie moléculaire qui a permis et permet 

une bonne définition de ce polymorphisme. La technique de RFLP initialement décrite par J 

Bidwell (Bidwell et al., 1988) a progressivement été remplacée par des techniques utilisant la 

réaction de polymerisation en chaîne reaction (PCR) telles que la « polymerase chain reaction 

sequence specific primer » (PCR-SSP), et le séquencage. Grâce à ces techniques et à la mise 

en place de banques de données, il est actuellement possible de connaître les différents allèles 

de chaque locus et la variabilité inter locus et inter allèle.  

En raison de cette grande variété, il a été nécessaire d’établir une nomenclature 

internationale (Bodmer et al., 1992). Cette nomenclature s’est progressivement construite 

grâce à des « workshops internationales » qui ont conduit à la WHO nomenclature.  

 

Tableau N ° 1 : Nombre d’allèles spécifiques connus en 2005 pour chaque locus. 
( www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html) 

 

 HLA Class I  HLA Class II  

Gène A B C DQA1 DQB1 DRB1 

Allèles 414  728  210  28 66 413 

Protéines 328  628  166  21 51 348 

Nulles 31  21  5  1 1 2 



 L’accumulation des données de séquences d’ADN et des acides aminés a permis 

d'établir le degré d'homologie entre les différents loci et de comparer les différents allèles 

d’un locus. Combinée aux études de structure tridimensionnelle, l’analyse des séquences a 

permis de comprendre comment les différents acides aminés influençaient la structure et la 

stabilité des différentes molécules HLA.  

Degré de variabilité : La variabilité correspond au degré de différence entre deux allèles (ou 

molécules). Elle est mesurée par le pourcentage de nucléotides (ou acides aminés) différents 

entre les séquences considérés. La connaissance d'un nombre croissant de séquences 

nucléotidiques permet de préciser les régions conservées (domaine α3 et β2m) et variables 

(domaine α1, α2) de la molécule et de définir objectivement les notions de variabilité et de 

polymorphisme de ces molécules. 

Haplotype et déséquilibre de liaison : Dans cette région du génome il existe peu de sites de 

recombinaison. Aussi les gènes voisins sont transmis ensemble, et peuvent être transmis en 

bloc de génération en génération. Un haplotype décrit une combinaison d’allèles codés par 

différents loci présents sur le même chromosome. Du fait de la transmission haplotypique, 

certains allèles sont en déséquilibre de liaison. Ces déséquilibres varient dans les différentes 

ethnies, de même que la fréquence des différents allèles dans celles-ci. 

Localisation des sites polymorphiques : Le polymorphisme des molécules HLA-A, B et Cw 

est porté par la chaîne lourde α, celui des molécules HLA-DR, DQ est localisé dans le 

domaine N-terminal des chaines β et en plus α pour le DQ. 

Les domaines β2 m et α 3 sont conservés et les domaines α1 et α2 sont variables avec des 

régions de forte variabilité (résidus 9, 24, 41-46, 62-82, de domaine α1 et résidus 95-99, 114-

116, 152, 156, et 163 du domaine α2). La molécule comporte 25% de résidus variables, et 

seulement 7,3% des résidus sont hypervariables. Chaque molécule est porteuse de douze à 

une vingtaine de sites variables reconnus par des anticorps et éventuellement par les TCR 

avec toutefois une préférence pour quinze résidus (Rudensky et al., 1991; Chicz et al., 1992; 

Hunt et al., 1992; Chicz et al., 1993). 

Les régions de grande variabilité sont situées sur l'hélice α du premier domaine et les feuillets 

β des premiers et deuxièmes domaines. Le troisième domaine est conservé. Ainsi les régions 

variables sont, elles, localisées près du site de liaison avec le peptide et du site contact avec le 

récepteur T. 

 



La formation du complexe CMH-peptide met en jeu des interactions entre certaines chaînes 

latérales du peptide et les poches du sillon. Les acides aminés du peptide ont été numérotés 

par Stern (Stern et al., 1994) en fonction de leur position par rapport aux poches du site de 

liaison. Ainsi, le résidu en position P1 a sa chaîne latérale enfouie dans la profonde poche 

hydrophobe située à l’une des extrémités du sillon. Les autres résidus enfouis, ou résidus 

d’ancrage, sont en position P4, P6, P7 et P9. Les résidus P2, P5 et P8 pointent vers le solvant. 

Le résidu P3 présente une position intermédiaire. Chaque poche, en fonction de ses 

caractéristiques (taille, hydrophobicité, charge), accepte certaines chaînes latérales et pas 

d’autres, ce qui est à l’origine de la spécificité de liaison des molécules de HLA de classe II. 

Ainsi, dans la molécule HLA-DR1 (Stern et al., 1994; Rammensee et al., 1995), la profonde 

poche hydrophobe en P1 montre une forte préférence pour les résidus aromatiques et 

aliphatiques, et constitue le principal déterminant d’ancrage du peptide. Plus petites, moins 

profondes et moins hydrophobes, les poches P4, P6, P7 et P9 montrent des préférences moins 

strictes : P4 accommode des chaînes latérales aliphatiques, P6 préfère les petits résidus et P9 

les résidus hydrophobes. P7, dans la molécule HLA-DR1, ne semble pas contribuer d’une 

façon importante à la spécificité de la molécule. D’autre part, le réseau de liaisons hydrogène 

permet de maintenir le peptide en contact étroit avec le HLA. De plus, comme il est 

indépendant de la séquence du peptide et du polymorphisme des molécules HLA, il permet 

d’expliquer pourquoi une molécule HLA de classe II peut lier une grande diversité de 

peptides différents (Figure N° 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

                       

 

Figure N° 5 : Carte épitopique des diverses spécificités HLA de classe II ; les acides aminés 

sont identifiés par un code et la figure montre le réseau de liaisons hydrogène entre le 

squelette du peptide et la molécule de HLA de classe II (http://www-dsv.cea.fr/thema). 

 

 



3-La fonction biologique des molécules de CMH  

 Les molécules de classe I présentent les antigènes aux cellules T cytotoxiques pendant 

que les molécules de classe II présentent les antigènes aux cellules T auxiliaires. Cette 

spécificité reflète une autre différence, le type d'antigène présenté. Les molécules de classe I 

présentent des peptides issus de la dégradation, par le protéasome, de protéines 

cytoplasmiques «endogènes ». Pendant que les molécules de classe II permettent aux cellules 

professionnelles présentatrices de l’antigène (APC pour Antigen Presenting Cells) comme les 

cellules dendritiques, de présenter aux lymphocytes T CD4+ des peptides issus de n’importe 

quelle protéine extracytoplasmique qui peut se concentrer dans les compartiments 

d’endocytose (Castellino et al., 1997 ; Germain et al., 1997) « exogènes». L’activation de 

cellules T  pourrait activer des cellules B pour produire l'anticorps qui mènerait à la 

destruction du pathogène.  

 

 

                            

Figure N° 6 : Schéma représentatif de la fonction des molécules HLA de classe I et HLA de 

classe II 

 

 



 L'organisme humain est normalement tolérant vis à vis ses propres peptides. Cette 

tolérance est acquise au cours de la vie fœtale par deux processus :  

* L'un se déroule dans le thymus. C'est la délétion clonale ou destruction des clones 

lymphocytaires correspondant aux autoantigènes. 

Les cellules souche d’origine médullaire se différencient en lymphocytes T dans le thymus. 

Au cours de leur transit de la corticale vers la médullaire, les lymphocytes T se multiplient et 

réarrangent les gènes de TCRαβ. Au contact des cellules de l’épithélium thymique les 

lymphocytes T capables de reconnaître les molécules HLA du soi sont sélectionnés 

positivement alors que ceux qui sont capables de reconnaître des peptides du soi présentés par 

le HLA du soi sont sélectionnés négativement au contact des cellules originaires de la moelle 

osseuse. La différenciation des populations CD4+ et CD8+ se fait par contact respectivement 

avec les molécules HLA de classe II et les molécules HLA de classe I.  

* L'autre processus se déroule à la périphérie. C'est l'anergie clonale ou « information de ne 

pas réagir » adressée aux clones lymphocytaires survivants reconnaisable des autoantigènes. 

 

 

              

 

Figure N° 7 : Représentation schématique de la tolérance centrale pendant la maturation de 

thymocytes (Simmonads et al., 2005).  

 



 Le rôle essentiel de molécules HLA concerne la réponse immunitaire. Les molécules 

HLA de classe I sont des molécules de restriction et de reconnaissance pour la lyse des 

cellules cibles par les lymphocytes T cytotoxiques (LTC). Le LTC (CD8+) ne reconnaît 

l’antigène étranger, à la surface d’une cellule présentatrice d’antigène, qu’en association avec 

une molécule du CMH (Zingernagel et Doherty, 1979).  

Donc les molécules HLA vont chercher les peptides à l'intérieur des cellules et les 

transportent ensuite jusqu'à la membrane plasmique, afin de les mettre en contact avec le 

récepteur antigénique des cellules T. Les molécules HLA de classe I sont spécialisées dans le 

« ramassage » des peptides venus de l'intérieur des cellules (autopeptides, peptides viraux), 

auxquels elles se lient dans le réticulum endoplasmique. Les molécules HLA de classe II sont 

spécialisées dans le « ramassage » des peptides venus de l'extérieur des cellules (peptides 

bactériens, parasitaires, alimentaires, médicamenteux), auxquelles elles se lient dans les 

vésicules de phagocytose (figure N° 8) 

 

 

 

 

 

 

Figure N° 8 : Schéma représentatif de la fonction des molécules HLA dans la réponse 

immunitaire. 

 

 

 

 

 

 



HLA et maladies auto-immunes : 

 

 L’implication de facteurs génétiques dans les maladies auto-immunes a été suggérée par 

l’observation d’une augmentation de la fréquence de ces pathologies chez les jumeaux 

homozygotes ou dizygotes par rapport à la fréquence dans la population générale (30 à 70 % vs 

5-10%). L’implication de facteurs génétiques est encore renforcée par une plus grande  

fréquence de survenue de maladies auto-immunes multiples et variées dans la descendance de 

malades atteints de maladie auto-immunes porteurs d’allèles HLA associés à une maladie auto-

immune par rapport aux membres de la famille n’exprimant pas cet allèle. 

La première association de HLA et maladie a été décrite en 1969 par Kourilsky. Depuis la 

région HLA a été associée avec plus d’une centaine de maladies (Stewart et al., 2004 ; Shiina 

et al., 2004). Traditionnellement, la région HLA est considérée associée à une maladie si au 

moins un allèle présente une fréquence significativement augmentée ou diminuée par rapport à 

un groupe témoin. L’analyse de la région HLA élargie (HLAx) montre que 28% des 252 gènes 

traduits de la région HLAx peuvent être associés aux maladies auto-immunes (Horton et al., 

2004).  

 Le degré d’implication du système HLA semble varier considérablement d’une maladie 

à l’autre : ainsi l’association HLA avec le diabète de type 1 est fortement marquée alors qu’elle 

est faible pour la sclérose en plaque. Il faut noter que d’autres gènes que ceux de la région 

HLA peuvent être impliqués dans ces pathologies. 

La fréquence d’un antigène HLA peut être augmentée dans la population malade par rapport à 

celle observée dans la population témoin (allèle associé), diminuée (allèle protecteur) ou 

identique (allèle neutre). 

 L’existence d’un fort déséquilibre de liaison entre les loci de la région HLA rend 

souvent difficile l’identification des allèles associés à une maladie auto-immune. Cette 

difficulté est encore accrue avec l’analyse de la région HLA élargie. Ainsi, certaines 

associations initialement décrites s’avèrent secondaires. Par exemple, le diabète de type 1 a 

initialement été décrit comme associé au locus HLA-B, puis DRB1. Actuellement, le locus 

DQB1 est considéré comme le locus conférant un risque majeur mais en association avec les 

gènes DRB1, DQA1, les gènes de classe III, et la région HLA de classe I élargie.  

 

 



Divers mécanismes peuvent contribuer à l’implication du système HLA dans l’auto-immunité, 

en particulier ceux impliquant la présentation des peptides à des lymphocytes T  

- présentation de neo épitopes liés à des modifications post transcriptionnelles : 

- réaction croisée ou mimétisme moléculaire par des agents infectieux 

- modification de l’interaction peptide et poche  

-    modification de l’expression des molécules HLA à la surface des cellules (Garrido et 

al., 1997) 

Présentation de neo épitopes liés à des modifications post transcriptionnelles : 

La majorité des protéines de mammifères présente des modifications post 

transcriptionnelles (MPT) qui peuvent conduire à la formation de néoantigènes. Diverses 

modifications ont été rapportées : l’addition ou la modification d’acides aminés, des 

modifications de la glycosylation, méthylation ou phosphorylations des protéines, 

désamination ou citrullisation de la protéine, protéolyses extracellulaire. Ces modifications 

peuvent être induites par des enzymes ou survenir de façon spontanée (Anderton et al., 2004).  

Ces néoantigènes pourront stimuler les lymphocytes T grâce aux récepteurs T de forte 

affinité. Pour exemple, les antigènes impliqués dans la maladie coeliaque sont des composants 

du gluten de blé. La désamidation de la gliadine par la transglutaminase stimule plus 

fortement les clones de lymphocytes T cytotoxiques HLA-DQ2 isolés à partir du tubes 

digestifs de patients atteints de maladie coeliaques. La désamidation d’une seule glutamine 

suffit à augmenter l’affinité du peptide pour la molécule HLA-DQ2 (Arentz-Hansen et al., 

2000 ). 

Interaction peptide et poche :  

 Les allèles DRB1*03 sont fréquemment associés aux pathologies auto-immunes (DID, 

lupus, thyroidite.) alors que les allèles DRB1*07 ont un effet protecteur. Ces allèles diffèrent 

par la présence d’arginine en position β74 de la poche de la molécule DR3 alors que la 

molécule DR7 présente une glutamine à cette localisation. 

 En effet, l'extrême diversité des produits des gènes HLA et le caractère quasi-

individuel de la combinaison des antigènes, expliquent les variations d'un individu à l'autre de 

la réponse immunitaire. Qu'un individu possède un allèle du système HLA qui lui permet, du 

fait de sa constitution et de sa structure tridimensionnelle, de présenter tel peptide étranger, il 

sera donc répondeur, alors qu'un autre ne possédant pas le même allèle en sera incapable et 

sera donc non-répondeur. Ceci est la conséquence du phénomène de restriction et montre bien 

que les molécules HLA servent de marqueurs d’identité. C'est cette particularité qui est, sans 

doute, à la base des différentes susceptibilités individuelles à de nombreuses affections.  



D’autre coté, il faut pas oublier que les maladies auto-immunes sont polyfactorielles : si la 

fréquence d’apparition d’une maladie auto-immune chez un jumeau monozygote est 

fortement augmentée, cette fréquence n’est pas de 100%. Ceci signifie que son 

développement nécessite la conjonction de facteurs génétiques et de facteurs non génétiques, 

tel que des facteurs environnementaux. Si on désigne par x la prévalence d'une maladie dans 

une population donnée et par y le pourcentage de concordance de l'affection chez les jumeaux 

vrais monozygotes, on constate que :  

• y est nettement supérieur à x, ce qui implique l'existence de gènes de susceptibilité. 

• y reste nettement inférieur à 100 %, ce qui montre que la possession des gènes de 

susceptibilité ne suffit pas pour entraîner la maladie.  

Pour expliquer une pénétrance incomplète, il faut donc faire appel à des facteurs non 

génétiques, tel que des facteurs issus de l'environnement, qu’ils soient chimiques, 

alimentaires, infectieux ou autres. 

  

 Donc l’association de maladies auto-immunes et le système HLA n’étant jamais 

absolue, des critères précis de signification statistique doivent être respectés. L'association est 

étudiée dans une population de sujets non apparentés comportant des individus présentant la 

pathologie étudiée et des individus témoins normaux. Une probabilité que l’association soit 

due au hasard est calculée, ainsi que le risque relatif (RR).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



III- Les systèmes de cohésion de peau : 

 

La cohésion de l’épiderme est principalement assurée par les desmosomes qui 

permettent l’adhésion des kératinocytes entre eux, et par des filaments et fibrilles d'ancrage, 

les hémidesmosomes qui participent à la jonction dermo-épidermique (JDE) et assurent une 

bonne adhésion entre l'épiderme et le derme sous-jacent. 

 

1- Systèmes de cohésion au sein de l'épiderme : 

Au sein de l'épiderme, la cohésion inter kératinocytaire est assurée par des complexes 

multiprotéiques formés de protéines d'adhésion de surface (cellule adhésion molécules : 

CAM) qui relient la surface des cellules et le cytosquelette qui est un réseau de fibres, 

également appelé lamina, qui parcourt le cytoplasme, il soutient la cellule, détermine sa forme 

et permet l'ancrage des organites et de certaines enzymes dans le cytoplasme. 

Les protéines transmembranaires appartenant à la famille des cadhérines sont concentrées au 

niveau des desmosomes et des jonctions d'adhérences (Kowalczyk et al., 1999 ; Garrod et al., 

2004). 

Le desmosome est un système de jonction intercellulaire des épithéliums, il est également 

présent dans le myocarde, l'arachnoïde et la pie mère (Machet et al., 1994). Il représente le 

premier complexe majeur d'adhésion des kératinocytes et joue un rôle primordial dans le 

maintien de la stabilité de l'architecture tissulaire (North et al., 1999), dans le développement 

embryonnaire normal (Cheng et al, 2004) et dans les communications intercellulaires. Dans la 

peau humaine, la densité des desmosomes par rapport à la surface des kératinocytes augmente 

de la couche basale à la couche granuleuse où elle est maximale. Leur densité décroît ensuite 

jusqu'à la superficie du stratum corneum. Le desmosome est constitué de 2 parties :  

- La plaque desmosomale qui permet de relier le desmosome aux kératines du cytosquelette. 

Elles est composée de protéines cytoplasmiques non glycosylées tels que la plakoglobine, la 

plakophiline et les desmoplakines I et II. 

-  Le core, portion intercellulaire des desmosomes, constitué de deux familles de protéines 

glycosylées transmembranaires, appartenant à la grande famille des cadhérines (Amagai, 

199l): les desmogléines (1 et 3) et les desmocollines (1 et 3) qui assurent, par l'intermédiaire 



de leur domaine extracellulaire, l'ancrage intercellulaire. La fixation à la plaque desmosomale 

cytoplasmique est, elle, assurée par son domaine intracellulaire (Getsios et al., 2004). 

 Le deuxième complexe majeur d'adhésion inter kératinocytaire est constitué par les 

jonctions d'adhérence (Nykvist et al, 2001 ; Perez-Moreno et al, 2003) : les jonctions gap et 

les jonctions serrées qui contribuent aux échanges intercellulaires, et les jonctions 

intermédiaires qui sont des complexes formés de cadhérines (E-cadhérine « épithélium », P-

cadhérine « placenta » ) et de molécules cytoplasmiques (plakoglobine, α et β catenine, 

vinculine) qui, en se liant au cytosquelette plasmique, jouent un rôle majeur dans le maintien 

de la stratification épidermique. 

                  

 

                      

Figure N° 9 : Distrubution des desmosomes et des hémidesmosomes dans les cellules 

épithéliales (Wilson et Hunt, 2004). 

 

 



2- Systèmes de cohésion entre le derme et l'épiderme : 

 L'adhérence dermo-epidermique est assurée au niveau d'une région complexe 

d'environ 100 nanomètre : la zone de la membrane basale ou jonction dermo-epidermique qui 

est essentiellement constituée de molécules produites par les kératinocytes (collagènes, 

glycoprotéines, protéoglycanes, protéines liant le calcium) (Burgeson et al., 1997 ; Salmon 

Her et al., 1998 ; Quondamatteo et al., 2002). Les études moléculaires et génétiques des 

dermatoses bulleuses  auto-immunes (DBAI) ont contribué à la caractérisation des 

constituants moléculaires de cette jonction dermo-épidermique, ainsi qu’à une meilleure 

compréhension de leurs fonctions (Borradori et al, 1999 ; Zambruno et al, 1999) et à la mise 

en évidence d'une association entre les altérations des hémidesmosomes et la survenue de 

certaines DBAI (Borradori et al., 1996). Au cours de différentes pathologies affectant cette 

structure, il a été démontré que le mode d'expression variait selon le site touché au niveau de 

ces hémidesmosomes qui assurent non seulement l'adhésion entre la membrane basale 

cytoplasmique des kératinocytes du derme et la membrane basale sous jacente qui contient 

des fibrilles d'ancrage, mais aussi un rôle majeur dans la transmission des signaux de la 

matrice extracellulaire vers le compartiment intracellulaire (Bernard et al., 1997 ; Borradori et 

al., 1996 ; Eimpl et al., 1996). 

La microscopie électronique différencie plusieurs structures de la junction dermo-

épidermique qui sont de la superficie vers la profondeur : 

▫ Les hémidesmosomes, qui sont répartis sur la membrane plasmique du pôle basal des 

kératinocytes, correspondent à une densification de cette membrane. Ils comprennent 

une plaque dense intracytoplasmique dite plaque d'ancrage sur laquelle convergent des 

filaments intermédiaires de kératine ou tonofilaments, la membrane cytoplasmique et 

une ligne dense extracellulaire fine, parallèle à la membrane cytoplasmique dont elle 

est séparée par un espace. 

▫ La membrane basale épidermique constituée de la lamina lucida qui surmonte la 

lamina densa. Elle est traversée par des filaments d'ancrage plus visibles en regard des 

hémidesmosomes. La lamina lucida ne serait pour certains qu'un espace virtuel 

correspondant à un artefact de fixation (Chan et al., 1993). Les fibrilles d'ancrage sont 

des structures curvilinéaires, avec une striation horizontale, qui naissent 

perpendiculairement sous la lamina densa. Elles se terminent par endroits par des 



structures dermiques appelées plaques d'ancrage. Elles s'associent à des microfibrilles 

élastiques et à des fibres de collagène. 

                     

 

Figure N° 10 : Structure schématique de la jonction dermo-épidermique d’après Zambruno 
(Zambruno et al., 1999). 

On y observe quatre étages distincts comprenant (du haut en bas) 

-La membrane basale des kératinocytes basaux avec leurs hémidesmosomes, 

-La lamina lucida, espace clair aux électrons, traversée par les filaments d’ancrage, 

- La lamina densa, zone dense aux électrons, 

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

 

Les principaux composants  des hémidesmosomes et de la membrane basale épidermique 

individualisés sont des protéines cytoplasmiques appartenant à la famille des plakines tels 

que l'antigène de la pemphigoïde bulleuse 230 (Ag PB230 ou BPAg1) et la plectine qui vont 

permettre de relier les filaments de kératine à la plaque cytoplasmique des hémidesmosomes 

(Favre et a.l, 2001). 



o L’antigène BP230 (Ag BP230 ou BP AgI), reconnu par la majorité des sérums de 

malades atteints de pemphigoïde. Le gène codant la protéine BP 230 est situé sur le 

bras court du chromosome 6 en position 6p11-12 (Matsuzaki et al., 2003). C'est une 

protéine spécifique de la jonction dermo-épidermique, localisée à la partie interne de 

l’hémidesmosome au niveau de la plaque d'insertion des filaments intermédiaires 

(Ishiko, 1993). Elle est formée de deux domaines globulaires séparés par un domaine 

central alpha hélicoïdal. Le domaine globulaire C-terminal contiendrait des séquences 

répétitives homologues à celles de la desmopakine et de la plectine.  

o La plectine, l’IFAP300 et l'antigène HD 1 (500 kDa) sont des molécules en 

association étroite avec les filaments intermédiaires de kératine. Seul l'antigène HD1 

paraît être spécifique des hémidesmosomes. 

 

 

                              

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

impliqués dans deux types de jonctions d'ancrage : 

• le desmosome, interaction cellule-cellule 

• le  hémi-desmosome, interaction cellule-lame basale. 

 



Des composants transmembranaires : 

▫ L’antigène de la pemphigoïde bulleuse 180 (Ag BP 180 ou BPAg2 aussi dénommé 

collagène type XVII) qui traverse la lamina lucida et contribue à la formation des 

filaments d'ancrage (Van den Bergh et al., 2003) et l'integrine α6β4 qui jouent un rôle 

crucial dans la formation des hémidesmosomes et dans l'interaction des kératinocytes 

basaux  avec les protéines de la membrane basale. 

▫ Les intégrines sont des récepteurs trans-membranaires hétérodimériques. L'intégrine 

α6 β4 est constituée de la sous-unité α6 et de la sous-unité β4. Elle se lie à la laminine-

1 mais possède une affinité plus forte pour la laminine-5 (Niessen et al., 1994). Cette 

intégrine est indispensable à l’établissement de complexes d'ancrage stables dans la 

jonction dermo-épidermique. L'absence de domaine α6 empêche toute liaison avec les 

laminines alors que sa portion extracellulaire permet l’adhésion de l'intégrine avec le 

domaine NC16A de l'AgBP180. La sous-unité β4 joue un rôle important dans 

l'ancrage de l'intégrine à la plaque de l'hémidesmosome (Spinardil et al., 1995). Elle 

possède des similitudes avec le domaine cytoplasmique de l'AgBPI8O, ce qui suggère 

un second site d'interaction entre ces molécules. 

▫ Les protéines  intrinsèques de la membrane basale épidermique sont constituées 

d'éléments ubiquitaires et de composants ayant une spécificité tissulaire, parmi elles : 

les laminines qui sont des glycoprotéines non collagéniques de grande taille et de 

structure hétérotrimérique. Elles sont composées de 3 chaînes polypeptidiques α, β et 

γ, génétiquement distinctes. Les 3 sous-unités de chaque molécule de laminine 

s'assemblent pour former une croix asymétrique composée d'un bras long constitué des 

extrémités N-terminales des trois sous-unités, et de trois bras courts constitués chacun 

de l'extrémité C-teminale de chaque sous-unité. Il existe 11 isoformes de laminine ; 

seules deux ont été formellement identifiées dans la membrane basale épidermique: la 

laminine-5 (α3 β3 γ2), et la laminine-6 (α3 βl γl). 

▫ Le collagène IV est l'élément structural le plus important des membranes basales. Il 

constitue la charpente moléculaire de la lamina densa. Non spécifique de la jonction 

dermo-épidermique, le collagène IV est une macromolécule formée de protomères 

composés de 3 chaînes polypeptidiques. 

▫ Le nidogène ou entactine est une glycoprotéine dont le gène est situé sur le 

chromosome lq43 (Fox et al., 1991 ; Mayer et al., 1995). Cette molécule est un 

composant ubiquitaire des membranes basales, localisé essentiellement dans la lamina 



densa et la partie basse de la lamina lucida de la jonction dermo-épidermique 

(Horiguchi et al., 1989). Elle sert de liaison stable entre la laminine-6 et le collagène 

IV. 

▫ Le collagène VII est le composant principal des fibrilles d'ancrage. Son gène est situé 

sur le chromosome 3p21 (Payen et al., 1989). Il est spécifique des membranes basales 

de l'épiderme, des épithéliums de malpighie et de la cornée. 

 L'organisation supramoléculaire de la membrane basale est, elle, sous la dépendance 

de deux réseaux : le premier formé autour des laminines 5 (précédemment connues comme 

nicéine, kalinine ou épilegrine) et des laminines 6 qui sont des glycoprotéines formées de 3 

chaînes (α , β et γ) qui  participent à la formation des complexes d'ancrages comprenant les 

hémidesmosomes (qui interagissent avec l'integrine α6β 4  sur le versant épidermique), les 

filaments et les fibrilles d'ancrages (dont le composé principal est le collagène VII qui 

interagit avec la laminine 5 sur le versant dermique). Le deuxième réseau est formé autour du 

collagène de type IV de la lamina densa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV - Dermatoses bulleuses auto-immunes : 

 

 Les dermatoses bulleuses auto-immunes constituent un groupe de maladies acquises 

caractérisées par l'existence d'auto-anticorps qui vont se fixer in vivo au niveau de protéines 

qui assurent la cohésion de l'épiderme. Cette fixation entraîne une altération de la fonction 

adhésive de ces protéines, avec comme traduction clinique majeure la formation de bulles 

cutanées.  

Deux grands groupes doivent être distingués selon le type de clivage, lequel dépend des 

antigènes-cibles atteints par la réaction auto-immune : 

▫ Les dermatoses bulleuses auto-immunes intra-épidermiques caractérisées, par la perte 

de cohésion des kératinocytes entre eux. Elles résultent généralement de l’altération 

des desmosomes par les auto-anticorps et elles forment le groupe des pemphigus. 

▫ Les dermatoses bulleuses auto-immunes sous-épidermiques, caractérisées par la perte 

de l’adhésion entre le derme et l’épiderme. Elles résultent de l’atteinte de la jonction 

dermo épidermique, le plus souvent du fait de l’altération d’une de ses structures par 

les auto-anticorps, par exemple l’hémidesmosome dans la pemphigoїde bulleuse. 

 

Dermatoses bulleuses auto- immunes sous-épidermiques : 

 Ce groupe de pathologies est caractérisé cliniquement par la présence de bulles, de 

vésicules, d’érosions, de cicatrices, cutanées ou muqueuses, et histologiquement par un 

clivage sous-épidermique. Sur le plan immunologique, il est caractérisé par l'existence de 

dépôts in vivo d'anticorps anti-membrane  basale,  détectables  en immunofluorescence 

directe, et par la présence inconstante d'auto-anticorps circulants dirigés contre les 

déterminants antigéniques de la membrane basale, détectés par immunofluorescence indirecte. 

Il s'agit d'un ensemble de pathologies qui comprend : la pemphigoïde bulleuse (PB), la 

pemphigoïde cicatricielle (PC), l'épidermolyse bulleuse acquise (EBA), la pemphigoïde 

gestation (PG), la dermatose à IgA linéaire. Elles ont un critère immunologique commun : 

elles présentent toutes des dépôts linéaires d’immunoglobuline G (IgG) de sous classe IgG1 et 

IgG4 (Suzuki et al., 1992 ; Laffite et al., 2001), et/ou de complément (C3, parfois C4 C1q), et 

parfois d'immunoglobuline A (IgA) le long de la zone de la membrane basale de l'épiderme. 

Ces pathologies diffèrent par leurs cibles antigéniques. Le diagnostic précis de chacune de ces 

pathologies ne peut être effectué que par la confrontation des données cliniques, 

morphologiques, et immunochimiques.  



 

Pemphigoїde bulleuse (PB) : 

 C’est la plus fréquente des dermatoses bulleuses auto-immunes dont elle représente 

70% des cas (Bernard et al., 1995). Elle touche surtout les sujet âgés (âge moyen : environ 70 

ans), et  est exceptionnelle chez les enfants (Arechalde et al., 1999) avec un mortalité estimée 

de 11 à 30 % selon les séries (Bernard et al., 1995 ; Roujeau et al., 1998 ; Colbert et al., 

2004).  

Sur le plan morphologique, il existe des dépôts linéaires d'IgG et/ou de C3 le long de la 

membrane basale en immunofluorescence directe, parfois associés à de l'IgA. En l'immuno 

microscopie électronique directe, les dépôts sont sur le pôle basal des kératinocytes basaux et 

dans la lamina lucida (Prostn et al., 1987). En immuno microscopie électronique  indirecte, 

les anticorps spécifiques se fixent sur le versant interne des hémidesmosomes (Bedane et al., 

1990) et notamment l’antigène de la pemphigoїde bulleuse 230 (Ag PB 230 ou BPAg1) et 

l'antigène de la pemphigoïde bulleuse 180 (Ag PB180 ou BPAg2 aussi dénommé collagène 

type XVII) (Arechalde et al., 1999 ; Giudice et al., 1992). Ces deux antigènes sont des 

composants fondamentaux pour la cohésion dermo-épidermique.  

Le domaine immunogénique dominant de la PB180 (PB180 NC16A) reconnu par le sérum 

des patients atteints de pemphigoïde bulleuse est adjacent à la membrane plasmique des 

hémidesmosomes (Zillikens et al., 1997 ; Döpp et al, 1990). La démonstration du caractère 

pathogène des anticorps anti-BP 180 a été apportés chez le souriceau nouveau né par une 

étude de transfert passif d'anticorps de lapin dirigés contre la partie homologue chez la souris 

de l'épitope immunodominant de l'Ag BP180 humain (NC16A), ce transfert passif  

reproduisant alors chez le souriceau les lésions cliniques, histologiques et 

immunopathologiques de la pemphigoïde bulleuse (Liu et al, 1993,1997, 2000 ; Sitaru et al., 

2004). 

 
La pemphigoïde cicatricielle (PC)  

C’est une affection caractérisée par l’atteinte sélective des muqueuses et la formation 

ultérieure de cicatrices atrophiques. Elle touche surtout le sujet âgé. Les lésions cutanées sont 

inconstantes et souvent peu nombreuses (Thomas et al., 2000). Il existe des formes mono 

symptomatiques avec l’atteinte d’une seule muqueuse notamment buccale ou oculaire (Chan 

et al., 2002 ; Bernard et al., 2004). 



Sur le plan morphologique, il existe des dépôts linéaires d'IgG et/ou de C3 le long de la 

membrane basale en IFD, parfois associés à de l'IgA.  

En immunofluorescence directe, ces dépôts immuns sont épais et irréguliers, situés à la fois 

dans la partie basse de la lamina lucida et sur la  lamina densa (Bernard et al., 1990).  

En l'immuno microscopie électrique indirecte, les dépôts sont situés sur la lamina densa et 

dans la lamina lucida, mais laissant toujours un espace clair sous la membrane des 

kératinocytes basaux (Bedane et al., 1991).  

La détermination biochimique des protéines cibles n'a été réalisée qu'en Western blot. Le 

principal antigène cible identifié est Ag BP 180 (BPAg2) au niveau NC16A, comme dans la 

pemphigoïde bulleuse (Labib et al., 1986 ; Bernard et al., 1992 et al.; Schmidt et al., 2001), 

mais également au niveau de la partie C-terminale du domaine extracellulaire de la BP 180 

(Nakatani et al., 1998 ; Hashimoto et al., 1999 ; Lee et al., 2003). Les autres antigènes cibles 

sont la laminine 5 (Lazarova et al., 2001), la laminine 6 (Chan et al., 1997), le collagène VII 

et la chaîne β4 de l'integrine α6β4, essentiellement dans les atteintes oculaires (Leverkus et al., 

2001 ; Bhol et al., 2003). 

La pemphigoide cicatricielle oculaire (PCO) est particulièrement  grave en raison du risque 

principal de cécité. Le début de la maladie peut être insidieux ou subaigu affectant, d’abord la  

conjonctive puis la cornée. L'atteinte est lentement progressive au stade précoce de la 

maladie, cependant l'évolution ultérieure peut être rapide et grave. 

La classification de Tauber et Poster (Tauber et Poster, 1992) permet de distinguer quatre 

stades cliniques: 

▫ Stade I: au début une conjonctive banale, érythémateuse, qui laisse secondairement 

apparaître une fibrose sous-conjonctivale entraînant un processus cicatriciel 

destructeur créant brides, adhérences et synéchies ; 

▫ Stade II : une diminution de profondeur des culs-de-sac conjonctivaux inférieurs ou 

supérieurs ; 

▫ Stade III : apparition de symblépharons (adhérence paupière globe oculaire) ; 

▫ Stade IV : lorsque la fibrose devient totale (soudure partielle ou totale des bords 

palpébraux).  

Les lésions cicatricielles sont en plus responsables d’entropion et de trichiasis. Ce processus 

évolutif peut s’accélérer de façon spontanée ou être déclenché par un traitement médical 

(corticoïdes locaux), voire un acte chirurgical sur la cornée ou la conjonctive. 

 



La pemphigoϊde gravidique (herpès gestationnelle) (PG)  

Elle touche entre 1 /3000 et 1/50000 grossesses et il s'agit d'une éruption bulleuse, non 

cicatricielle, de la femme enceinte, assez semblable à la PB. En immunofluorescence directe, 

ces dépôts linéaires de C3 le long de la zone de la membrane basale de l’épiderme, parfois 

associés à de l’IgG (Kelly et al., 1994). 

Sur le plan biochimique, les antigènes cibles, étudiés en Western blot et en 

immunoprecipitation, sont les mêmes que dans la PB : l’Ag PB230 et surtout l’Ag PB180 et 

notamment l’épitope NC16A (Lin et al., 1999 ; Sitaru et al., 2003) et la partie C-terminale de 

BP 180 (Shimanovich, 2002). 

 

L'épidermolyse bulleuse ancquise (EBA)  

C’est une maladie très rare qui débute habituellement vers 30-40 ans et réalise un tableau 

clinique similaire aux épidermolyses bulleuses héréditaires de type dystrophique. Elle est due 

à l’existence d’auto-anticorps dirigés contre le collagène VII, constituant des fibres d’ancrage 

de la jonction dermo-épidermique. Elle est exceptionnelle chez l’enfant. 

Sur le plan morphologique, il existe des dépôts linéaires d'IgG et/ou de C3 le long de la 

membrane basale, parfois associés à de l'IgA. En immunofluorescence directe les dépôts 

d'immunoréactants sont situés sous la lamina lucida, dont ils sont séparés par un espace clair 

(Bedane et al., 1991 ; Prost et al., 1989). En immunofluorescence indirecte, les anticorps 

spécifiques se fixent à la partie inférieure de la lamina densa, et dans la zone des fibres 

d'ancrage (Bedane et al., 1991). 

La caractérisation biochimique des protéines cibles est identique en Western blot et en 

immunoprécipitation : il s'agit de deux antigènes de 145 kDa et 290 kDa, constituants du 

procollagène VII (Woodley et al., 1986). 

 

La dermatose à IgA linéaire (DL IgA) 

Elle se caractérise par une éruption bulleuse chronique d'aspect très variable, en peau normale 

ou érythémateuse évoluant souvent chez l'enfant, plutôt localisée à la partie inférieure du 

tronc. Les bulles ont souvent un groupement herpétiforme. L’association avec une 

entéropathie au gluten, en règle asymptomathique, est moins fréquente que la dermatite 

herpétiforme. 



Sur le plan morphologique, cette pathologie se distingue des autres par un critère histologique 

formel : il existe, en immunofluorescence directe, un dépôt linéaire exclusif d'IgA, le long de 

la membrane basale.  

En immunofluorescence directe, les dépôts d'IgA sont contre la lamina densa, et sur la 

membrane des kératinocytes basaux, prenant parfois un aspect bipolaire (Prost et al., 1989). 

Sur le plan biochimique, l'antigène cible serait une protéine de 97  kDa et 120 kDa,( Allen et 

al., 2003) et les auto-anticorps reconnaissent des épitopes de la région NC16A mais 

également des épitopes proches de cette région (Zone et al., 1998 ; Zillikens et al., 1999) et la 

partie C-terminale (John et al., 1998 ; Roh et al., 2000). 

 

Antigène et anticorps anti BP180 :  

L’antigène de 180 kD (AgBP180 ou BPAg2) : est une glycoprotéine transmembranaire avec 

une extrémité C-terminale contenant quinze domaines collagéniques et seize domaines non 

collagéniques de longueurs variables (Giudice et al., 1992 ; Zillikens et al., 2002). La 

pathogénicité des auto-anticorps anti BP 180 a été établie sur modèle animal (Liu et al., 

1993 ; Xu et al., 2004). 

Le gène codant la protéine BP 180 est situé sur le bras long du  chromosome 10 (10q24.3) 

(Zillikens et al., 2001). L’extrémité N-terminale de la protéine se situe dans 

l'hémidesmosome, la partie C-terminale est située à la partie inférieure de la lamina lucida et 

participe à la formation des filaments d'ancrage reliant les hémidesmosomes à la lamina 

densa.  

Cette protéine comporte plusieurs sites antigéniques.   

Le site antigénique majeur de BP 180 est localisé sur une région non collagénique juxta et 

extra membranaire, de 73 acides aminés, appelée NC16A (Giudice et al., 1992). Cette région 

NC16A a été découpée en plusieurs fragments d'environ quinze à vingt acides aminés. La 

partie la plus immunogène du domaine NC16A est la portion adjacente à la membrane basale 

des kératinocytes, qui est reconnue par 90 % des sérums des patients atteints de pemphigoïde 

bulleuse (Zillikens et al., 1997 ; Nakatani et al., 1998). Il a été montré que les sérums de 

malades atteints de pemphigoïde bulleuse ayant des auto-anticorps dirigés contre BP 180 

reconnaissaient des épitopes (de 10 à 20 acides aminés) différents à l’intérieur de la région 

NC16A (Zillikens et al., 1997). Ils peuvent plus rarement reconnaître des épitopes mineurs de 

la portion extracellulaire de BP180 en dehors de la région NC16A (Hata et al., 2000), en 



général les anticorps contre la partie NC16 sont plus fréquents que ceux contre la partie C-

terminale (Silk et al., 2002 ).  

Dans la pemphigoïde cicatricielle, les auto-anticorps dirigés contre BP 180 reconnaissent des 

épitopes de la région NC16A mais également de la région C-terminale 4575 (Balding et al., 

1996 ; Bédane et al., 1997 ; Hirako et al., 2003). 

 Les anticorps anti BP180 sont observés non seulement dans le sérum de patients 

atteints de pemphigoïdes bulleuses, pemphigoïde cicatricielle mais aussi de pemphigoïde 

gravidique, de dermatose à IgA linéaire et de lichen plan pemphigoïde (Zillikens et al., 1999). 

La recherche d’auto-anticorps circulants dirigés contre l'antigène BP 180 a un double intérêt : 

▫ Intérêt diagnostique (Olivry et al., 2000 : Kobayashi et al., 2002) : lorsque les 

anticorps circulants sont absents, il est parfois difficile de faire le diagnostic 

différentiel avec l'épidermolyse bulleuse acquise. Seule l'immunomicroscopie 

électronique directe peut alors faire la différence. Cependant cette technique est une 

technique longue et coûteuse et nécessite une grande expérience pour l'interprétation 

des images. La mise au point d'une technique plus sensible, rapide, reproductible et 

indépendante de l'opérateur permettrait de suivre l'évolution du taux d'anticorps 

circulants anti-BP180. Elle permettrait également de faire le diagnostic différenciel 

avec l'épidermolyse bulleuse acquise lorsque le taux d'anticorps circulants est faible. 

 

▫ Interêt pronostique : pour la prise en charge des malades puisque le taux des auto-

anticorps circulants anti BP 180 a pu être corrélé à l'activité de certaines maladies 

comme PB (Schmidt et al., 2000 ; Amo et al., 2001) et CP (Leverkus et al., 2002) . 

La corrélation du taux d’anticorps anti BP180 NC16A et de l’activité de la maladie n’a 

été montrée que dans la pemphigoïde bulleuse où les auto-anticorps circulants sont 

détectés dans 70% des cas. Dans la pemphigoïde cicatricielle, les auto-anticorps 

sériques sont détectés dans moins de 50% des cas et à des taux faibles.   

 

      

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure N° 12 : Structure de la protéine transmembranaire  BP180 ou BPAg2 (George et al., 

1992 ;  liu et al., 1995). 

• Le peptide BP 180-NH2: De 488 à 585 aa 

•  constitue  dans l’hémidesmosome  

• comprend une partie intra cellulaire, la partie transmembranaire et NC16A 

• Le peptide BP180-COOH : De 1399 à 1530 aa 

•  constitue à la partie inférieure de la lamina lucida  
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V- Implication du système HLA dans les dermatoses bulleuses auto-immunes  

 

 L’association HLA et DBAI a été décrite aussi bien dans le groupe des pemphigus, 

dermatoses bulleuses auto-immunes intra-épidermiques, que le groupe des pemphigoïdes, 

dermatoses bulleuses auto-immunes sous-épidermiques.  

 

Immunogénétique et pemphigus : 

 Les études immunogénétiques ont été initiées chez les sujets d’origine juive en raison 

de la forte incidence de cette pathologie dans cette population. Dans cette population, Kuffer, 

a observé une fréquence plus élevée de l'allèle HLA-A26 (split de A10), HLA-B13, HLA-

B38, HLA-DR4 (Kuffer , 1987). Ces associations sont la traduction d’une augmentation de la 

fréquence de l’haplotypes HLA-B38 DR4 DQ8 (Ahmed et al., 1991). Ces données ont été 

confirmées par les résultats de typages en biologie moléculaire. Lombardi a montré que plus 

de 90% de ces malades juifs ashkénazes possédaient l'haplotype HLA-DRB1*0402, 

DQB1*0302. Dans d'autres groupes éthniques, comme les japonais, les allèles DR14 et 

DQB1*0503 seraient plus fréquents. Les fréquences de DRB1*0402, DRB1*1401 et de 

DQB1*0503 étaient significativement plus  importantes chez les italiens non juifs (Lombardi 

et al ., 1996).  

Delgado a  distingué deux populations de pemphigus vulgaire, chacune ayant son propre 

marqueur : la première constituée des juifs ashkénazes dont l'allèle dominant serait HLA-DR4 

et la seconde population regroupant les japonais, les hindous et ceux aux ancêtres européens 

non juifs où l'allèle DR14 prédominerait (Delgado, 1996). De plus, il a remarqué que l'allèle 

DQB1*02 était en fréquence moindre chez les malades et que ceux qui sont porteurs des 

allèles DQB1*0302 et DQB1*O503 pourraient être candidats à la production d'anticorps dans 

le pemphigus vulgaire. 

 

Immunogénétique et pemphigoïde 

Une association HLA et pemphigoïde est décrite en 1989 par Zaltas sur une cohorte de 

70 patients atteint d’PCO : il observe une augmentation de la fréquence des allèles DR4 (43% 

chez les patients, vs 18% dans le groupe control), DR5 (PCO 41% vs 16%), DQw3 (57vs 

31%) (Zaltas et al., 1989). Cette observation n’est pas confirmée par Venning (Venning et al., 

1989) sur une étude portant sur 16 patients de PC.  L’apparition des techniques de biologie 

moléculaire permettra dès 1991 à l’équipe d’Ahmed de montrer que l’allèle HLA- 



DQB1*0301 confère une prédisposition génétique à cette maladie (Ahmed et al., 1991). Cette 

association sera confirmée dans les populations caucasiennes dans les pemphigoïdes 

cicatricielles, avec atteintes oculaires, orales et muqueuses par diverses équipes (Oyama et al., 

2006 ; Carrozzo et al., 2001 ; Drouet et al., 1998 ; Chan et al., 1997 ; Delgado et al., 1996 ; 

Yunis et al., 1994 ). Ces études sont résumées dans le tableau n° 2.  

Notre laboratoire a montré, sur une étude portant sur 50 patients, que si l’haplotype 

DRB1*1101 DQB1*0301 conférait une forte susceptibilité à la PC (24% vs 6,6% dans le 

groupe contrôle), l’haplotype DRB1*0701 DQB1*0202 avait un effet protecteur (0% in CP vs 

12,7 % dans le groupe control). 

Une prédisposition conférée par HLA-DQB1*0301 a également été décrite en 1996 

dans la pemphigoïde bulleuse  par Delgado (fréquence 35,7 % vs 16,1 % dans le groupe 

control) (Delgado, 1996). Delgado a observé aussi une augmentation moins significative de la 

fréquence des allèles HLA-DQB1*0302,*0303, *0602, *0603). Il a suggéré que cette 

association est liée à la présence de la séquence des acides aminés en position 71-77 des 

molécules HLA DQB1. Ces associations n’ont pas été observées sur une étude portant sur 108 

patients par Taylor (Taylor et al., 1993). Dans une étude anglaise de 58 BP, l’association 

HLA DQB1*0301 n’est observée que dans la population masculine (Banfield et al., 1998). 

Aucune de ces études ne montre une association entre la présence d’auto anticorps anti 

membrane basale et le système HLA. 

Une prédisposition des allèles a été décrite dans d’autres types de pemphigoïde. Une 

augmentation significative de l’haplotype HLA-B8 DR3 chez l’enfant est reconnue dans la 

dermatose à IgA linéaire (DL IgA). Dans le Pemphigus foliacé une augmentation de A26, 

DR4 et de DRB1 (Moraes et al., 1991) a été observé. Une association HLA-DR3 et DR4 a été 

décrite dans la pemphigoïde gravidique (Shornick et al., 1995). 

Ils ont montré que les molécules HLA-DR et DQ pourraient être impliquées dans la 

PC grâce à leur aptitude à présenter des peptides dérivés de la protéine BP180 aux 

lymphocytes T, en addition des modifications de l'expression des molécules HLA au niveau 

de la conjonctive dans le PCO, qui pourraient être impliquées dans le développement de la 

PC. 

 

Cette prédisposition liée aux antigènes HLA dans les pemphigoïdes peut s’expliquer 

par la capacité des antigènes HLA de classe II, exprimés à la surface de cellules présentatrices 

d’antigènes, à activer les antigènes aux lymphocytes T.  Le nombre de cellules de Langerhans 



est augmenté dans l’épiderme des malades atteints de PB (Nestor, 1987). Ces cellules 

pourraient internaliser les protéines de la jonction, telle que BP 180, et présenter ces peptides 

aux lymphocytes T, pour générer une réponse immune en présence des facteurs de 

costimulation. La présence de clone T spécifique de BP 180 a été détectée chez des patients 

atteints de  PB (Lin et al., 1999 ; Budinger et al., 1998). La protéine BP 180 est présente dans 

le thymus. L’existence de pathologies auto-immunes ayant pour cible cette protéine laisse à 

penser qu’il existe une rupture de la tolérance vis-à-vis de BP 180. 

  

 



 

Auteurs, 

année 

publication 

Nombre de 

patients inclus 

dans l’étude 

Phénotype HLA prédisposant à la 

maladie 

Phénotype 

HLA 

protecteur 

Zaltas et al., 

1989 

70 PCO DR4 43% patients ; 18% contrôles,  
DR5 41% patients ; 16% contrôles,  
DQw3 57% patients ; 31% contrôles 
 

 

Venning et 

al., 1989 

32 PB 

16 : PC 

Pas d’association est trouvée  

 

 

Ahmed et al., 

1991 

20 PCO DQw3 (p = 0,006), DQw7, 

DQB1*0301(RR = 9,6) 

 

Yunis et al., 

1994  

22 OP, 17 PCO DQB1*0301, 38,6% OP (p = 0,0047) 

 vs 52,9% PCO (p = 0,0001) 

 DRB1*04 , *0101, DQA1*03 PCO ( p 

= 0,0001) vs OP (p = 0,0012) 

 

Delgado et 

al., 1996  

21 BP, 

17 PCO, 22 OP  

DQB1*0301 (p = 0,005, p < 0,0001, p 

=0,001),  

*0302,*0303, *0602, *0603 ( p = 0,01) 

 

Chan et al., 

1997 

21 PC 

11 PB  

DQB1*0301 76% (16/21 PC) p < 0,005, 

Pas d’association est trouvée en BP  

 

Drouet et al., 

1998  

25 PC  DRB1*1101(24%) DQB1*0301(54%) 

RR = 4,23 

 

DRB1*0701 

DQB1*0202 

RR = 0,19 

Carrozzo et 

al., 2001  

28 pemphigoïde DQB1*0301 RR = 28,73  

Oyama et al., 

2006  

124 

pemphigoïde 

DQB1*0301,  

DRB1*04, 

DRB1*11, 

 

 

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



Objectifs de travail: 

 

Notre travail a porté sur deux aspects de l’implication du système HLA dans les 

pemphigoïdes bulleuses. 

1. Le phénotype HLA influence- t-il la réponse humorale anti BP 180 ? 

2. Quel est l’effet des cytokines, impliquées dans l’PCO, sur l’expression des 

molécules HLA de classe II à la surface des cellules conjonctivales ? 

 

Le phénotype HLA influence-t-il la réponse humorale anti BP 180 ? 

Les anticorps anti BP 180 sont observés dans les toutes les formes de pemphigoïdes. 

Cependant ces anticorps reconnaîtraient des épitopes différents dans les pemphigoïdes 

bulleuses et cicatricielles.  

Notre laboratoire a démontré dans notre population une association HLA de classe II avec les 

2 formes les plus courantes de pemphigoïdes (Drouet et al., 1998).  

Nous nous sommes demandé si le phénotype HLA de classe II des malades pouvait influencer 

la réponse humorale vis-à-vis des anti BP 180. Pour répondre à cette question, nous avons 

développé un test ELISA vis-à-vis de 2 épitopes de la protéine BP 180. Puis nous avons 

analysé la présence de ces anticorps en fonction du phénotype HLA des patients par une étude 

rétrospective. 

 

Quel est l’effet des cytokines, impliquées dans l’PCO, sur l’expression des molécules 

HLA de classe II à la surface des cellules conjonctivales ? 

La fibrose observée dans la PC serait en partie due à la sécrétion de  TGF-β. Cette cytokine 

diminue l’expression des molécules HLA de classe II sur les cellules lymphoïdes. Notre 

équipe a observé la présence d’une expression de molécules HLA-DR et DQ sur les biopsies 

de kératinocytes de patients atteints de pemphigoïdes cicatricielles,  alors que cette expression 

est absente sur les biopsies de peau de sujets sains  (Delpuguet, 1999). Cette expression des 

molécules HLA de classe II nous parait contradictoire avec les connaissances du rôle 

immunomodulateur du TGF-β sur l’expression des molécules HLA de classe II. Nous avons 

analysé in vivo l’expression des molécules HLA sur les cellules conjonctivales de patients 

atteints de PC par immunofluorescence sur des empreintes oculaires. En parallèle, nous avons 

comparé l’influence de 3 cytokines (IFNγ, TNFα et TGF-β) sur  une lignée conjonctivale et 

une lignée lymphoïde. 



MATERIELS ET METHODES 
 

 Matériel : 

Sérums : Notre étude est une étude retrospective effectué en utilisant les sérums de 

sérothèque du service de dermatologie. Nous avons utilisé des sérums de patients atteints de 

pemphigoïde bulleuse, de témoins positifs contenant des auto-anticorps dirigés contre BP 180, 

détectés par immunoblot sur extrait épidermique, et de témoins négatifs (sérums des sujets 

sains ne contenant pas d’anticorps dirigés contre la protéine  BP 180 en immunoblot). 

 Recherche d’anticorps anti BP180 

Les recherches d’anticorps anti BP180 ont été effectuées sur des extraits de peau par la 

technique du Western blot selon un protocole déjà établi dans le laboratoire de dermatologie, 

et par la technique d’ELISA, protocole que nous avons développé. Nous avons pu établir des 

tests ELISA spécifiques des parties carboxy terminale (COOH) et transmembranaire (TM) de 

la protéine BP180 à l’aide de peptides de fusion. Le développement de ce test était identique 

pour les deux peptides COOH et TM.  

Pour la production des peptides recombinants, un produit PCR codant le fragment d’intérêt a 

été amplifié à partir de l’ADN complémentaire (ADNc) obtenu par transcription inverse 

d’ARN totaux extraits de kératinocytes, cellules exprimant la protéine BP180. Le produit 

PCR est inséré dans un plasmide puis transféré dans Escherichia coli (E.coli). Après le 

contrôle de l’insertion du transcrit BP180 par séquençage de l’ADN extrait des colonies 

d’E.coli, la protéine de fusion est extraite des bactéries et purifiée par un passage sur colonne 

de chromatographie d’affinité. 

 

A- Recherche d’anticorps anti BP180 par ELISA  

1- Choix du vecteur et principe:  

Nous avons choisi le plasmide pGEX-5X-1 pour produire les protéines de fusion. Ce système 

utilise la Glutathion S-transférase (GST) pour permettre l’expression et la purification des 

protéines recombinantes produites dans E.coli. Le système est basé sur l’expression inductible 

de fragments de gènes fusionnés avec le gène de GST conduisant à la production de protéines 



de fusion contenant la GST en N-terminal et le peptide d’intérêt en C-terminal qui 

s’accumulent en grande quantité dans le cytoplasme des cellules.  

Les protéines fusionnées à la GST sont construites en insérant un fragment de gène dans le 

site de clonage du vecteur pGEX-5x-1 (Amersham Pharmacia). L'ADNc est amplifié par PCR 

avec des amorces contenant des sites de restriction appropriés de manière à pouvoir cloner le 

produit de PCR entre ces sites dans le vecteur d'expression pGEX-5X-1, en phase avec la 

séquence codant la glutathione S-transférase (GST). L’expression est placée sous le contrôle 

du promoteur tac, induit par l’analogue du lactose isopropyl β-D thiogalactoside (IPTG). Le 

produit de ce gène est une protéine répresseur qui lie la région de l’opérateur du promoteur 

tac, empêchant l’expression de la protéine de fusion en l’absence d’IPTG. Ceci permet un 

contrôle très fin de l’expression des protéines recombinantes. La construction est insérée dans 

une souche de E. coli mise au point pour l'expression de protéines recombinantes. Des essais 

d'expression à petite échelle sont menés sur quelques dizaines de clones, de façon à 

sélectionner un clone présentant un bon rendement avant de passer à l'expression sur un grand 

volume de culture bactérienne. Le culot bactérien est récupéré par centrifugation. Les 

bactéries sont lysées et les protéines solubles récupérées à partir du surnageant. Le surnageant 

est passé sur une colonne d'agarose-GSH, puis lavé pour éliminer les protéines contaminantes, 

pour enfin éluer la protéine de fusion. La pureté de la préparation est examinée en SDS-

PAGE, et l'activité de la protéine recombinante est vérifiée par un test approprié. 

 

2- Préparation et contrôle des  inserts : 
 

2-1- Extraction des  ARN m 

 L’ARNm a été extrait  soit à partir d’une biopsie de peau obtenu sur des résidus 

opératoires  et des cultures de kératinocytes à l’aide du kit  'Extract-all (Amersham ) selon 

les recommandations du fabricant.  En résumé, 50-100 mg de peau ou 5-10 millions de 

cellules sont lysées dans l’Extract-all. Après homogénéisation, le produit est incubé à 

température ambiante pendant 5 min, pour permettre une complète dissociation des 

complexes nucléoprotéiques. Après addition de chloroforme (20% du volume initial), le 

mélange est agité vigoureusement pendant 15 secondes puis laissé se reposer à température 

ambiante pendant 2 à 3 minutes. L’homogénat est centrifugé à 12000g pendant 15 minutes à 

4°C. Après centrifugation l'homogénat est séparé en trois phases: la phase inférieure phénol-

chloroforme rouge, l'interphase de couleur blanchâtre et la phase aqueuse supérieure qui est 



incolore. Les ARNs restent exclusivement dans la phase aqueuse alors que les ADN et les 

protéines sont dans l'interphase et la phase organique. La phase aqueuse est transférée dans un 

tube propre (sans RNase) et on rajoute 0,5 ml d'isopropanol pour 1 ml d'Extract-all utilisé 

pour l'homogénéisation. Le mélange est laissé à température ambiante pendant 5-10 min ; 

après une centrifugation à 12000g pendant 10 min à 4°C, les ARN  forment un précipité 

blanchâtre au fond du tube. Le culot est lavé avec de l'éthanol à 75%, à raison de 1 ml pour 1 

ml d'Extract-all utilisé, par centrifugation à 7500g pendant 5 min à 4°C. Finalement  le culot 

d'ARN est repris dans 50 µl d'eau stérile. L'ARN total extrait doit faire l'objet d'un contrôle 

quantitatif qui s'effectue par mesure de densité optique au spectrophotomètre à 260 nm :  

 Concentration de l’ARN =DO 260nm x facteur de dilution (500) x 40 µg/ml. 

 

 

 

 

 

Figure N° 13 : Schéma représentant le plasmide PGEX-5X-1 

 



2-2-Production d’ADNc par Transcription inverse (Transcription inverse :RT) 

2-2-1-Principe de la transcription inverse 

La transcription inverse permet la synthèse du brin d’ADN complémentaire à un brin 

d’ARN (messager ou non), aboutissant à la formation d’une molécule hybride : ARN/ADN. 

Cette synthèse est réalisée à l’aide d’enzyme extrait chez certains virus et nécessite l’apport 

d’une amorce permettant l’initiation (Oligo (dT), hexamère ou amorce spécifique). Nous 

avons utilisé comme amorce pour la transcription inverse un Oligo(dT) qui permet une 

hybridation uniquement sur la queue polyA à l'extrémité 3' des ARN messagers. 

2-2-2-Protocole expérimental  

 Afin de générer des fragments d’ADN complémentaire simple brin à partir des ARN 

totaux, une transcription inverse est réalisée avec le kit « SuperScript™ II Reverse 

Transcriptase ®» (Invitrogen). Dans un tube eppendorf dépourvu de nucléases, 1 à 5µg 

d’ARN total est ajouté à 1 µl d’Oligo (dT) (500 µg/ml), et le volume est complété à 12 µl avec 

de l’eau distillée. Le mélange est chauffé à 70°C pendant 10 min et immédiatement placé dans 

la glace pendant 2 min. Après une brève centrifugation, on ajoute 4 µl du tampon 

enzymatique (First Strand Buffer 5X.) (Tris-HCl 250 mM pH 8,3, KCl 375 mM, MgCl2 15 

mM) Ensuite, un mélange de 2 µl de DTT 0,1 M (Gibco) et 2µl de dNTP à10 mM chacun 

(Pharmacia), est ajouté. 

Le tube est chauffé à 42°C pendant 2 min et, après avoir bien homogénéisé son contenu, 1 µl 

de SuperScript™ II Reverse Transcriptase (200 unités) (10000U, soit 200U/µl, Gibco)  est 

ajouté en pipetant délicatement afin de bien délivrer la totalité de l’enzyme et l’échantillon est 

placé à 42°C pendant 50 à 90 min, température optimale de l’activité de l’enzyme. 

La réaction est inactivée en chauffant à 70°C pendant 15 min. A la fin de la manipulation, 1 µl 

(2 unités) de RNase H peut être ajouté afin d’éliminer totalement les ARN résiduels. 

L’échantillon est alors incubé à 37°C pendant 20 min puis repris dans 20 µl d’eau dépourvue 

de RNases. Les ADNc peuvent être conservés à – 20°C ou directement utilisés en PCR.  

2-3-Amplification d'ADN par Réaction de Polymérisation en Chaîne (PCR) 

2-3-1-Principe de la PCR 

La méthode d'amplification par réaction de polymérisation en chaîne (PCR) a été mise au 

point par Saiki et collaborateurs (Saiki et al., 1985). Elle permet la synthèse rapide et fidèle de 

copies multiples d'un ADN dit « matriciel » à partir d'un couple d'amorces 

oligonucléotidiques spécifique de l'ADN à amplifier. L'ADN contenant le segment à amplifier 

est chauffé à une température supérieure à sa température de dénaturation (94-95°C) en 



présence des composants nécessaires à la réplication. Cette température est maintenue entre 

trente secondes et une minute. Elle est ensuite abaissée à une valeur inférieure à la 

température de dénaturation de l'amorce possédant la plus faible température de dénaturation, 

afin que les amorces puissent s'hybrider avec l'ADN dénaturé; elle est maintenue entre trente 

secondes et une minute. On augmente ensuite la température à 72°C. Cette température est 

habituellement supérieure à la température de dénaturation des amorces, ce qui permet à la 

polymérase de commencer l'élongation des amorces avant que la température de l’élongation 

ne soit atteinte. Le fragment synthétisé est alors suffisamment long pour que sa température 

de dénaturation soit supérieure à 72 °C. La durée de cette étape varie en fonction de la 

longueur de la séquence à amplifier.  

Ces trois étapes (dénaturation, hybridation et élongation) constituent un « cycle» au cours 

duquel la quantité d'ADN cible a doublé. Ces cycles sont répétés entre trente et quarante fois 

suivant la quantité de départ et la longueur de l'ADN cible.   

 2-3-2-Protocole expérimental 

Les amplifications ont été réalisées sur un appareil PERKIN ELMER  9700.  

Les amorces et les conditions de PCR sont résumées dans le tableau N° 3 

 

Amorce séquence Le programme PCR ( 30 

cycles) 

Longueur 

Sens BP 180 COOH (à parti de 4197) 

  5’-GGG ATC CCC GCT GAC TTT GCT GGA GAT CTG-3’ 

Anti-sens  Bp 180 COOH : 
 5’-CGG GAA TTC CTT GCT GAT GCC GGG TGG-3’ 

 

Dénaturation à 94C°  45 sec 

Hybridation à 52C° 45 sec 

Elongation à 72C° 45 sec 

 

393 bp 

Sens Bp 180 NH2 : (à parti de 1466) 

  

5’-GGG ATC CCC  TGG TGC CCCTGC GGC TCC TGC-3’ 

Anti-sens  Bp 180 NH2 :  
5’-CGG GAA TTC GAG CTC CTC CTG GCT GTC ACT-3’ 

 

Dénaturation à 94C°   45 sec 

Hybridation à 54C° 45 sec 

Elongation à 72C° 45 sec 

 

290bp 

 

Sens pGEX:  5’-GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG-3’ 

Anti-sens  pGEX:  5’-

CGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3’ 

 

Dénaturation à 94C°  45 sec 

Hybridation  à 55C° 45 sec 

Elongation à 72C°  45 sec 

 



Sens Actine : TTCGTGGATGCCACAGGAC 

Anti-sens Actine : TACCTCATGAAGATCCTCA 

 

Dénaturation à 94C°  30sec  

Hybridation à 55C° 45 sec 

Elongation à 72C°  30 sec 

 

284 bp 

 

Tableau N° 3 : Les amorces et les programmes utilisés pour les PCR 

 

 

2-3-3-Contrôle du produit  de PCR sur un  gel d’agarose : 

Les fragments d’ADN peuvent être séparés par électrophorèse en gel d’agarose en 

fonction de leur taille. La concentration en agarose est adaptée en fonction de la taille des 

fragments que l’on souhaite séparer. 

L’agarose mélangé avec du tampon TAE (1X) (Tris-acétate pH 8,0 40 mM, EDTA 1 mM) ou 

TBE (1X) (Tris-borate pH 8,0 89 mM, EDTA 2 mM) est dissout par chauffage. Avant d’être 

coulé, du Bromure d’Ethidium (BET) à 0,5 µg/ml final, est ajouté pour permettre la 

visualisation ultérieure des fragments d’ADN, en éclairant le gel aux ultra violets (UV) de 254 

à 300 nm. Le tampon de charge est ajouté aux échantillons pour faciliter leur dépôt dans le gel 

et pour permettre de suivre la migration.  

Dans le cas où le produit de PCR doit être extrait de l’agarose après la séparation 

électrophorétique, la bande d’intérêt est découpée à l’aide d’un scalpel sur la table UV en 

respectant quelques précautions particulières: la propreté du matériel électrophorétique pour 

éviter toute contamination, une exposition limitée en temps aux UV. 

  

3- Ligature de l’insert dans le plasmide : 

3-1-Principe de la ligature 

Une ligature  peut être effectuée soit  avec des extrémités franches  soit avec des extrémités 

cohésives. Le plasmide circulaire est clivé avec une seule ou plusieurs enzymes de restriction 

pour produire un fragment d’ADN linéaire avec des extrémités franches ou cohésives. Ces 

extrémités laissent toute possibilité au fragment de se replier sur lui-même lors d’une ligature. 

Pour empêche le vecteur de se ligaturer sur lui-même après son traitement par l’enzyme de 

restriction, une déphosphorylation est pratiquée, qui enlève les groupements 5’ phosphate 

nécessaires à la liaison avec les extrémités 3’ hydroxyles. L’enzyme utilisée est la 

phosphatase alcaline de crevette, SAP (Shrimp Alcaline Phosphatase) (Promega).  Puis 

l’insert est ligaturé dans le plasmide. 



 

 

 

 

 

Figure N° 14 : Schéma montrant la ligature de l’insert dans le plasmide. 

 

 

 

 

 

 



3-2-Protocole expérimental : 

3-2-1-Protocole de digestion : L’ADN  à digérer par une enzyme de restriction (le vecteur  et 

les produits de PCR) est incubé en présence d'un tampon 10X adapté à l'enzyme et de la 

quantité d'enzyme adéquate (on compte 1U d'enzyme pour 1 µg d'ADN à digérer), le plus 

généralement à 37°C pendant 2h à 4h. Lorsque le vecteur est ouvert avec une seule enzyme de 

restriction, ses extrémités 5’ sont déphosphorylées. 

Pour présenter des extrémités compatibles, le vecteur et les produits de PCR  à insérer sont 

digérés avec des enzymes de restriction (Bam HI et EcoRI). 

Afin d’insérer des sites de restriction aux extrémités du fragment à cloner nous avons utilisé 

des amorces contenant les sites de restriction appropriées en 5' (1 ou 2 bases supplémentaires 

en 5' sont ajoutées aux amorces utilisées pour protéger les sites de restriction d'une éventuelle 

activité exonucléasique de la Taq polymérase. 

Donc on a coupé l’ADN avec l’enzyme EcoRI en premier et pour réaliser la seconde coupure 

par l’enzyme BamHI (nécessitant un tampon différent de EcoRI) on a pratiqué une extraction 

suivie d'une précipitation à l'éthanol en milieu NaAc 0,3M pH 7,0. 

Le résultat de la digestion enzymatique est contrôlé et dosé par l’électrophorèse sur un gel 

d’agarose. 

3-2-2-Séparation et isolement d'un fragment d'ADN par électrophorèse : La totalité du 

produit de digestion enzymatique est séparée par migration sur un gel d'agarose en présence 

du témoin de masse moléculaire. Le fragment d'intérêt, séparé du reste du vecteur digéré, est 

repéré grâce au marqueur de masse moléculaire et est découpé avec l'agarose.  La bande 

d’intérêt est purifiée de l’agarose à l’aide du kit « QIAquick Gel Extraction ® » (QIAGEN) 

en respectant les consignes du fabricant. La bande d’agarose (400 mg au maximum) contenant 

l’ADN est dissoute à 50°C pendant 10 min dans un tube Eppendorf contenant 3 volumes de 

tampon du kit pour un volume de gel (100 mg ≅ 100 µl). Après dissolution complète de 

l’agarose, un volume d’isopropanol est ajouté. Le mélange est homogénéisé, puis déposé sur 

une colonne Qiagen pour être centrifugé pendant 1 min à 10000 x g. Ainsi l’ADN est adsorbé 

sur la membrane de silice de la colonne. Après 2 lavages en tampon PE, l’ADN est élué de 

son support par addition de 30 µl d’eau ou de tampon EB, incubation pendant 5 min à 

température ambiante et centrifugation pendant 1 min à 10000 x g. 



3-3-Ligatures de fragments d’ADN à extrémités cohésives dans le vecteur : La ligature se 

déroule dans un très petit volume (20 µL) et à basse température, de façon à faciliter le 

rapprochement des extrémités cohésives de l’insert et du vecteur, et l’action de la T4-ADN 

ligase. Cinquante à quatre cent nanogrammes de vecteur digéré purifié sont mis en présence 

d’un excès d’insert digéré purifié (0,1-1 µg), dans du tampon de ligation (Tris-HCl 300 mM 

pH 7,8, MgCl2 100 mM, DTT 100 mM, ATP 10mM), 1 µL de T4-DNA ligase (Promega), 

qsp 20 µL. La solution est incubée à 16°C dans un bain-marie pendant la nuit.  

 

4-Production des peptides par les bactéries :  

4-1 Souches bactériennes 

Les bactéries utilisées comme hôtes pour les vecteurs sont : 

▫ pour le clonage des fragment d’ADN E.coli TG1 (supE hsd∆5 thi∆(lac-proAB) ; F’ 

[traD36 proAB+lacIq lacZ∆M15]). 

▫ pour l’expression de protéine E.coli JM 105 et BL21 (F-,ompT,hsdS(rB,mB)gal)  

Ces bactéries sont stockées à –80°C dans du glycérol 35% final. À partir de ce stock la souche 

bactérienne est étalée sur une boîte de milieu minimum. Cette boîte peut être conservée 

pendant 2 mois à 4°C. 

4-2-Préparation de bactéries compétentes 

 Une préculture d'une colonie de TG1, JM105 ou BL-21 est réalisée pendant la nuit 

dans 10 ml de milieu de Luria Bertani (LB) sous agitation à 37°C. Cette préculture est diluée 

au 1/100 dans du LB et agitée à 37°C jusqu'à une absorbance de 0,3-0,4 à 600 nm. La culture 

est centrifugée (10 min, 5000xg), le culot bactérien est récupéré  puis resuspendue dans 1/10 

du volume initial dans du TSS IX. 

4-3-Transformation des bactéries par un plasmide 

4-3-1-Principe 

 Le plasmide contient le gène de résistance à l'ampicilline, donc les bactéries sont 

étalées sur des boîtes LBA, les clones ayant intégré une construction plasmique sont donc 

résistants à l’antibiotique de sélection, et l'IPTG agit comme inducteur du gène lacZ tandis 

que le X-Gal permet de mettre en évidence la présence d'une activité β-galactosidase en 

donnant une réaction colorée. 

Ces boîtes sont alors placées à l'étuve (37°C) jusqu’à l’apparition de  colonies de bactéries 

ayant incorporé le plasmide (environ  7heures). 



4-3-2-Protocole expérimental 

Les plasmides contenant l’insert (0,1 à 0,5 µg) sont ajoutés aux bactéries compétentes 

décongelées, puis incubées sur la glace pendant 10 à 40 min. Un choc thermique est ensuite 

réalisé par chauffage à 42°C durant 2 min suivi d’une immersion dans la glace. Les bactéries 

transformées sont alors étalées sur une boîte de milieu gélosé (15 g d'agar pour 11 de milieu 

LB).  

 

4-4-Mise en culture de bactéries transformées  

Les bactéries qui forment des colonies blanches (couleur de bactéries résistantes à 

l'ampicilline, et ayant donc intégré un plasmide) sont ensemencées dans 1,5 ou 3 ml de LBA 

fraîchement préparé puis agitées 6 à 12h à 37°C. 

 

4-5-Contrôle de l’insert  

 Les clones bactériens transformés avec la construction PGEX-5x-1 peuvent être de 

deux types selon l’orientation de l’insertion : le gène peut être orienté dans le bon sens et donc 

la traduction donnera la protéine de fusion, ou bien, le gène est inséré dans le mauvais sens et 

la traduction produira une protéine différent, ou pas de protéine du tout. 

Cette discrimination est possible en réalisant des préparations des plasmides des clones 

bactériens résistants puis en découpant les plasmides avec des enzymes (Pst I pour la partie 

TM et Pst I et Pvu I pour la partie COOH). Dans le cas où l’orientation est bonne, des 

fragments d’ADN des tailles différentes de la mauvaise orientation seront observés  

L’insertion du fragment d’intérêt dans le vecteur de bonne orientation est contrôlée par 

séquençage à l’aide des amorces spécifiques du vecteur. 

 

4-5-1-Extraction de l’ADN plasmidique 

4-5-1-1-Minipréparation d’ADN 

Une colonie de bactérie est prélevée pour inoculer 2 mL de milieu LB contenant l’antibiotique 

de sélection. La culture est incubée à 37°C pendant au moins 10 heures. 

Les cellules sont alors centrifugées à 1400 rpm pendant 15 minutes à 4°C. Le culot bactérien 

est placé à -80°C pendant 30 minutes, mis en suspension dans 200µL de TE contenant de la 

RNase A et de la RNase T (105 unités/mL) et incubé à 37°C pendant 10 minutes afin de 

laisser agir les enzymes . 



La solution de lyse (NaOH 0.1% et sodium dodécylsulfate SDS 1%) est ajoutée aux cellules, 

le mélange est homogénéisé puis placé sur glace pendant 10 minutes. 200 µL d’une solution 

de neutralisation (acétate de potassium 3M) sont ajoutés. 

Ce mélange est à nouveau incubé sur glace 10 minutes puis centrifugé à 13 000 rpm pendant 

15 minutes à 4°C. Le surnageant est prélevé et l’ADN plasmidique précipité pendant 1 heure 

à -80°C par l’ajout de 900µL d’éthanol absolu. L’ADN plasmidique est centrifugé à 13 000 

rpm pendant 10 minutes à 4°C, l’éthanol est alors doucement retiré. Le culot d’ADN est lavé 

par l’ajout de 500µL d’éthanol 70%, centrifugé à nouveau à 13 000 rpm pendant 10 minutes à 

4°C. Après élimination de l’éthanol, le culot d’ADN est séché à température ambiante, puis 

mis en suspension dans 50µL de TE.  

4-5-1-2-Maxipréparation  

 Les bactéries transformées sont mises en culture dans 500mL de milieu LB contenant 

l’antibiotique de sélection, pendant 12 à 20 heures à 37°C (en général une nuit). L’ADN 

plasmidique est ensuite extrait à l’aide du kit Qiagen conformément au protocole recommandé 

par le fournisseur. Les culots d’ADN sont repris dans 500µL de TE, la concentration d’ADN 

est estimée par mesure au spectrophotomètre (260 nm après une dilution au 1/250e). 

4-5-2-Séquençage de l'ADN 

 Le séquençage est réalisé selon la méthode des didéoxynucléotides de Sanger (Sanger 

et al., 1977) sur un séquenceur automatique. Le séquençage se fait en deux étapes : la 

première consiste en la synthèse des fragments d’ADN simple brin (réalisée dans un appareil 

PCR classique), la seconde réside dans l’analyse de ces fragments par électrophorèse 

capillaire sur un analyseur ABI Prism. Un mélange de 500 ng de plasmide et 10 ng d’amorçes 

est dilué dans de l’eau qsp 7µL. L’ADN matriciel est dénaturé par un cycle de 2,5 minutes à 

ébullition / 2,5 min sur glace. Au mélange dénaturé sont ajoutés 3µL du réactif «Big Dye®» 

(Perkin Elmer) (contenant un mélange de déoxynucléotides / didéoxynucléotides fluorescents 

/ polymérase), 3µL de tampon de réaction et de l’eau qsp 15µL. Le tube de réaction est alors 

soumis à une PCR de 25 cycles: dénaturation 96°C/6 sec, hybridation 50°C/5 sec et 

polymérisation 60°C/4 min. Les fragments d’ADN simple brin synthétisés sont précipités 

avec 80µL d’éthanol absolu ajouté au produit PCR. Après agitation au vortex, le mélange est 

placé sur glace pendant 20 minutes puis centrifugé 15 minutes à 13 000 rpm à 4°C. Le culot 

est lavé par 150µL d’éthanol à 70% et centrifugé 5 minutes à 13 000 rpm. Le culot est alors 

séché à température ambiante et repris dans 15µL de formamide. L’ADN est dénaturé par 



ébullition 2,5 minutes puis incubation sur glace 2,5 minutes. Pour l’analyse, la réaction 

dénaturée est transférée dans une plaque de 96 puits destinée à être placée dans l’appareil de 

séquençage.  

 

4-5-3-Analyse informatique de l’ADN. L’alignement des séquences, la recherche des sites 

de coupures par les endonucléases de restriction, la recherche de cadres ouverts de lecture 

ainsi que la traduction en acides aminés des fragments d’ADN ont été effectués par les 

logiciels GeneJockey et DNA Strider. La comparaison avec les banques de données, 

GenBank, EMBL, Swiss-prot a été réalisée avec le programme BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) fonctionnant sur le site www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST. Les 

alignements multiples de séquences nucléiques et protéiques ont été effectués avec le 

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

 

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

5-1-Principe : 

Quand les colonies spécifiques sont obtenues, les cultures de bactéries sont effectuées en 

présence de substance facilitant la production de ces protéines de fusion, les protéines peuvent 

être purifiées à partir de lysats bactériens par chromatographie d’affinité utilisant du 

gluthation. La GST a une très forte affinité pour le gluthation, ce qui va permettre la capture 

des protéines de fusion GST ; les impuretés seront supprimées par plusieurs lavages. Cette 

phase de purification permet d’obtenir de très grandes quantités de protéine de fusion. 

5-2-Protocole expérimental 

Une préculture de la souche  prétransformée avec le vecteur d’expression d’intérêt est 

ensemencée dans 2-3 mL de LB-ampicilline. Après 12 heures environ, la préculture est diluée 

au 1/1000ème dans du LB-ampicilline et poursuivie jusqu’à milieu de la phase exponeutielle 

de croissance « DO 600 = 0,6-1,0 ». L’induction de l’expression de la protéine de fusion est 

commencée par ajout d’isopropyl-β-D-thiogalactoside (IPTG, Roche) à 0.2 mM final. La 

croissance est poursuivie pendant quatre  heures, puis la culture est transférée dans des flacons 

de 50 mL et centrifugée pour récupérer les culots bactériens. 

Les culots bactériens sont lysés par 3 cycles de congélation-décongélation dans l’azote 

liquide. Ensuite ils sont soigneusement resuspendus dans un tampon de lyse puis laissés sur la 

glace pendant 10 min. La solution est ensuite centrifugée à vitesse maximum pendant 15 min 

pour faire culotter la fraction insoluble et séparer le surnageant contenant les protéines 

solubles et donc les protéines recombinantes. 



La purification  est effectuée sur une colonne de Glutathione SpharoseB (Amersham) en 

respectant les recommandations du fabricant. 

 

 

 

 

Figue N° 15 : Etapes de la purification de la protéine de fusion 

 



6- Contrôle des peptides : 

6-1-Contrôle quantitatif : Dosage des protéines, méthode de Bradford (1976). Après 

dialyse, les protéines sont dosées avec le réactif de Bradford ® (Sigma-Aldrich) afin 

d’estimer leur concentration. Une gamme étalon de BSA (Bovin Serum Albumin) variant de 0 

à 8 µg/ml est réalisée avec le tampon de dialyse (Tris-HCl 50 mM pH 8, EDTA 10 mM, DTT 

1 mM), dans un volume final de 1 ml. Les échantillons protéiques sont également dilués dans 

le tampon de dialyse avant d’ajouter le réactif de Bradford et de lire l’absorbance à 595 nm. 

La concentration protéique de chaque essai est estimée par rapport à la droite étalon obtenue 

avec la gamme BSA, après élimination de la valeur de l’absorbance du témoin blanc ne 

contenant que du tampon de dialyse et du réactif de Bradford. 

6-2-Contrôle qualitatif : La réactivité des peptides 

L’immunogénicité de chaque peptique est contrôlée par SDS-PAGE, par le western blot et  

par la production d’anticorps après l’immunisation d’un lapin par un peptide. Pour ce faire, 

deux lapins sont immunisés après injections sous-cutanées de 1 mg de peptide dans l’adjuvant 

de Freund, soit 1 lapin pour chaque peptide selon un protocole classique. La production 

d’anticorps sera évaluée dans le sérum chaque semaine  par immunoblot. 

 

ELISA anti BP180 

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

recherchés dans le sérum de patient par une technique ELISA en sandwich.  

 

 

Figure N° 16 : Technique ELISA. 

 

 



Protocole du test ELISA  

 Cent microlitres de protéines de fusion à 20 ng/µl  sont déposés dans les puits de 

plaques de microtitrations à fond plat (GST 96 –well détection Module, Amercham). Chaque 

sérum est testé en double : deux puits sont coatés avec la protéine de fusion et deux puits sont 

coatés avec uniquement la protéine GST du vecteur sans insert permettant ainsi d'évaluer une 

éventuelle fixation non spécifique des sérums sur les plaques, et un témoin négatif est aussi 

effectué avec les sérums.  

Après lavages avec tampon PBS - 0,1% de Tween20  en Automate (laveur labsysteme), tous 

les puits sont saturés avec 200 µl de solution de PBS contenant 1% de BSA à 37 °C pendant 

une heure. Apres une série de lavage, 100 µl de sérums dilués au 1/100 en tampon PBS - 

0,1% de Tween20 sont déposés dans chaque puits et incubés pendant une heure à 37°C. 

Après une deuxième série de lavage en PBS additionné de 0.1% de Tween20, chaque puits est 

incubé avec un anticorps anti immunoglobuline humaine d’isotype IgG couplé à la 

péroxydase dilué au 1/1000 dans PBS- de Tween20 Anti IgG humain®  (Bio-RAD) 

 Après une heure d’incubation à température ambiante,  une deuxième série de lavages 

est effectuée. La réaction est révélée par l’addition de 100 µl d’Ortho-Phénylène-Diamine 

(OPD) (SIGMA),  substrat enzymatique préparé extemporanément (8 ml d'eau distillée + 1 ml 

de tampon citrate 10X + 1 ml d'OPD + 10 µl d'H202).   La coloration  se développe à 

température ambiante et à l'abri de la lumière. La réaction  est arrêtée après 5-6 min par  30 µl 

d'acide sulfurique 8 N. La densité optique est lue  sur un lecteur Elisa à 492 nm de longueur 

d'onde. 



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

Principe : 

 Les protéines sont séparées selon leur poids moléculaire par électrophorèse en SDS-

PAGE en gel d’acrylamide 5-12% (selon le poids moléculaire du peptide ou de la protéine). 

La migration est contrôlée par la présence de poids moléculaire standard (Biorad) pendant 1h 

30 sous un courant constant de 20 mA. 

Après la migration électrophorétique, les protéines sont transférées de façon active sur une 

membrane Hybond-P (florure de polyvinylidène PVDF, Amercham-pharmacia, Biotech) dans 

un appareil de transfert semi-sec, et le tampon utilisé est du (Tris 50mM, glycine 380 mM, 

SDS 0,1%, méthanol 20%) pendant une heure sous un courant de 200 mA. 

Le transfert est contrôlé par la coloration au rouge ponceau de la nitrocellulose et par 

coloration du gel d'acrylamide au bleu de Coomassie. La membrane de nitrocellulose est 

saturée en PBS –lait écrémé 5% pendant deux heures à température ambiante à une nuit à 

+4°C 

Après 10 min de lavage en PBS, la feuille de nitrocellulose est incubée avec l'Ac 

correspondant au peptide étudié, dilué en PBS au 1/1000e, pendant 2 heures à température 

ambiante. La membrane est lavée 5 fois pendant 10 min en PBS-Tween 20, puis incubée avec 

un anticorps secondaire couplé à la phosphatase alcaline (ou à la péroxydase) (Immunotech) 

pendant 1 heure à température ambiante. 

Après 5 lavages en PBS-Tween, la phosphatase alcaline est révélée par le 5-bromo-4-chloro-

3-indolyl phosphate (Sigma) dilué en tampon Tris 0,1 M, NaCI 0,1 M et MgCI2  0,05 M en 

présence de diméthyl formamide. Au bout de 30 min d'incubation la réaction est arrêtée par 

lavage en eau bidistillée. 

 
Western blot pour les protéines épidermiques 

On transfère sur une membrane de nitrocellulose les protéines extraites de peau puis on 

découpe des bandelettes que l'on fait réagir avec le sérum des patients. 

Préparation de l'extrait épidermique : (Bernard et al., 1990) 

Les échantillons de peau humaine normale provenaient de la chirurgie plastique 

(dermolipectomie, mammoplastie). La séparation dermo-épidermique est obtenue par la 

chaleur selon la méthode de Peterson (1984), à 56°C pendant 30 sec. Les protéines 

épidermiques sont extraites dans le tampon d’extraction suivant : 65 mM de Tris HCL (Ph 

6,8) contenant 2% de sodium dodécylsulfate (SDS), 10 mM d'éthylène diamine tétra-acétate 



(EDTA), 2 mM de phényl méthyl sulfonyl fluoride (PMSF) et 0,01 mg / ml d’inhibiteurs de 

protéases : pepstatin, antipain, chymostatin, et leucopeptin (Sigma Chemical Co). L’ensemble 

est ensuite ultrasoniqué puis centrifugé (10 000 à 20 000 g), pendant 20 min. Le surnageant, 

est recueilli, aliquoté et congelé à -30°C ou -70°C.  

Le SDS PAGE est réalisé selon la méthode de Laemmli en gel acrylamide 5 %. 

Les protéines sont transférées sur membrane de nitrocellulose, comme décrit par Towbin en 

1979 dans le tampon suivant : Tris 25mM, glycine 192mM, méthanol 20%. (Le transfert 

s'effectue pendant 18 heures, à 30 volts.) 

Réaction immunologique (Bernard et al., 1990) : 

Après la saturation de la membrane 2 heures à température ambiante, les bandes de 

nitrocellulose sont découpées, puis incubées 2 heures à température ambiante, dans le tampon 

Tris/NaCI/BSA/TWEEN 20 (TTBS), avec les sérums à étudier. Ces sérums sont utilisés à la  

dilution  1/100e.  

Après 5 lavages dans le TTBS, une deuxième incubation avec les anticorps monoclonaux 

anti-sous-classes d'IgG est réalisée pendant une heure à température ambiante. Après cinq 

lavages dans du TTBS, chaque bande est incubée pendant une heure à température ambiante 

avec un anticorps anti-Ig de souris, couplé à la peroxydase, dilué au 1/400e. 

La révélation s'effectue après cinq lavages en TTBS, suivis de trois lavages en Tris, avec le 3-

3-diaminobenzidine (DAB) à 0,5mg/ml dans du Tris HCL à 100 mM (PH 7,4) contenant 

0,01% d’ H2O2 ajoutée extemporanément . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Analyse de l’expression des molécules HLA sur les cellules conjonctivales 

L’analyse de l’expression de surface des molécules HLA a été effectuée sur une lignée 

conjonctivale et sur des cellules conjonctivales de patients et de témoins recueillis par 

immunoempreinte. 

Lignées cellulaires  

L’expression  de surface des molécules HLA a été étudiée sur une lignée conjonctivale Clone 

1-5C-4, obtenue auprès de l’ATCC (référence CCL-20.2 ) et comparée à l’expression des 

molécules HLA sur la lignée LY-91, lignée dérivée d’un lymphome de Burkitt (obtenue 

auprès de M. Cogné, UMR CNRS 6101). La lignée conjonctivale 1-5C-4, initialement 

considérée comme dérivant de la conjonctive normale, semble dérivé de la lignée Hela. 

Conditions de culture des lignées 

 Les cellules LY-91 sont cultivées dans du milieu complet : RPMI 1640 (Gibco) 

additionné de 2 mM de L-glutamine, et sérum de veau fœtal 10% (SVF) décomplémenté par 

chauffage à 56°C pendant 30 min, 100µg/mL de pénicilline, 100µg/mL de streptomycine. Les 

cellules sont maintenues en culture à 37°C sous 5% de CO2 et sous atmosphère humide. 

Les cellules 1-5C-4 sont incubées en milieu 199 avec BSS de Hank (Sigma) additionné 0,68 

mM glutamine, 0,35 g/l sodium bicarbonate et 10% de sérum de veau fœtal à 37°C sous 5% 

de CO2. Pour les amplifier, elles sont lavées deux fois avec du PBS 1x, détachées de leur 

support par l’action de Trypsine  pendant environ 5 minutes à température ambiante. L’action 

de la Trypsine est arrêtée par du milieu complet, les cellules ainsi détachées sont centrifugées 

à 1200 rpm pendant 8 minutes. Elles sont ensuite mises en suspension dans du milieu 

complet, pour être réparties sur des boîtes de culture. 

La viabilité cellulaire est alors contrôlée par un test d’exclusion au bleu trypan. Le colorant à 

0,25 %  (p/v dans l’eau distillée) est ajouté à un aliquote de la suspension cellulaire.  Le 

nombre de cellules mortes (colorées en bleu) par un ml de milieu est déterminé par comptage 

sur une lame de Malassez. Un volume de la suspension cellulaire lavée  est transféré dans du 

milieu de culture neuf, préchauffé à 37°C, afin d’ensemencer chaque lignée à 2,5 x 105 

cellules par ml de milieu.  

Les lignées à une concentration ajustée de un ≅ 10 5  cellules par ml, ont été cultivées en 

absence et en présence de différentes concentrations d’IFNγ (R&D) avec ou sans TNFα 

(R&D) et TGFβ1 (R&D). Après 24, 48 et 72 heures d’incubation avec la (ou les) cytokine(s) 

correspondante(s) l’expression de surface des molécules HLA de classe I et II a été analysée 

en cytométrie de flux. Pour l’analyse en cytométrie de flux, les cellules prélevées sont lavées 



deux fois (200 g, 5 minutes à 4°C) dans du PBS filtré et mises en suspension dans 500 µl de 

PBS-1% paraformaldéhyde. 

Réalisation des Immuno-empreintes ( Pisella et al.,2000) 

Deux morceaux de membrane de nitrocellulose (filtre de polythersulfone®,  0,2 µm  

d’épaisseur et 13 mm de diamètre, Gelman sciences) sont appliqués sur la cornée au niveaux 

du bulbe conjonctival (région conjonctivale) par l’ophtalmologiste. Immédiatement après le 

contact, la membrane est plongée dans un tube stérile contenant 1,5ml de PBS froid (tube 

Falcon de 15 ml). Les tubes sont conservés à +4C° jusqu’à l’isolement des cellules qui est 

effectué dans les 24 heures après le prélèvement. Pour récupérer les cellules conjonctivales, 

on ajoute directement dans le tube qui contient la membrane, 4 ml de PBS albumine 1%.  

Le tube est mis sous agitation douce pendant 30 min puis centrifugé à 400 g pendant 5 min. 

Sur le culot cellulaire sont ajoutés 500 µl de RPMI ; la suspension cellulaire est  comptée sur 

une lame de Malassez. Seuls les échantillons contenant plus de 3000 cellules sont conservés 

pour l’analyse par cytométrie en flux. 

Marquage direct des molécules HLA : 100 µl de cellules sont incubés en présence de 20 µl 

d’un anticorps anti HLA ou d’un contrôle isotypique couplé à la fluorescéine FITC pendant 

30 minutes à 4°C à l’abri de lumière (Tableau N° 4). Après deux lavages en PBS, les cellules 

sont reprises dans 300µl  PBS-PFA 1 %  et conservées à l'obscurité jusqu'à l'analyse par 

cytométrie en flux.  

 

 

Epitope Clone Isotype 

 Control iso-type I MOPC-21  IgG,1κ de souris 

AC anti HLA-ABC 

Humain  

G46-2,6 IgG,1κ de souris 

Control iso-type II G155-178 IgG2α,κ de souris 

AC anti HLA-DR 

Humain  

G46,6(L243) IgG2α,κ de souris 

AC anti HLA-DQ 

Humain  

TÜ169 IgG2α,κ de souris 

AC anti 

cytokeratine 

CAM5,2 IgG, 2α, de souris 

     Tableau N° 4 : Liste des anticorps utilisés en cytométrie en flux.  



Analyse en cytométrie de flux  

L'analyse en cytométrie de flux a été réalisée à l'aide d'un analyseur XL (Coulter)  

équipé de laser Argon de 15mW émettant une lumière d’excitation à  488nm. Le filtre bande-

passe pour la fluorescéine était de 530nm. La fluorescence verte était analysée en mode 

logarithmique sur des cellules  fenêtrées sur un cytogramme biparamétrique associe taille et 

structure. L’analyse portait sur 5000 cellules pour les lignées cellulaires et au moins 1000 

cellules pour les cellules conjonctivales obtenues par immuno-empreinte.  

Analyse immunogénétique :  

L’analyse des typages HLA a été effectuée par le laboratoire HLA, CHU de Limoges dans le 

cadre du bilan d’exploration immunologique des pemphigoïdes bulleuses.   

Extraction d’ADN génomique eucaryote 

 L’ADN a été extrait par la méthode saline (Miller et al., 1988) à partir de 500 µl de 

sang total ou de biopsies cutanées.  Après addition de 1 ml de tampon de lyse (Sucrose 0,3M, 

Tris Hcl 10mM pH 7,5, MgCL2 10%, Triton 100X), les échantillons sont agités puis 

centrifugés pendant 2 minutes à 13000g. Le culot cellulaire est lavé 2 fois en eau bi distillée, 

puis suspendu dans 360 µl de tampon d’extraction contenant de la protéinase K et incubé 

pendant 30 mn à 56°C. 100 µl de NaCl 6M sont ajoutés. Après une agitation vigoureuse, le  

tube est centrifugé pendant 5 mn à 13000 g. Le surnageant est transféré dans un tube propre. 

L’ADN est précipité par addition d’1 ml d’éthanol à 99%. Le culot d’ADN, récupéré par 

centrifugation, est dissout dans 50 à 200µl de tampon TE (Tris-HCl 10mM PH 8,0, EDTA 

1mM).  

Typage HLA générique et allèlique : 

 Les typages DRB1 et DQB1 génériques ou  alléliques par la technique de PCR-SSP 

(polymérase chaîne réaction séquence spécifique primer), décrite par Olerup (Olerup et al ., 

1993), à l’aide de Kit du commerce et en respectant les conditions recommandées par les 

fabricant. Les allèles ont été assignés en respectant la nomenclature internationale WHO de 

2000 (Olerup et al.,1993 ; Bodmer et al.,1997). 

5- Analyse statistique 

L’analyse informatique a été effectuée à l’aide du logiciel Statview. La distribution de 

fréquence entre des échantillons a été effectuée par le test de Chi² ; p est significatif si χ² ≥ 



3,74.  Les comparaisons des expressions de surface ont été effectuées par le calcul des écarts 

moyens (test t), avec des séries appariées.  

 

Annexes tampons 

Milieux de culture pour bactéries : 

Milieu minimum (MM) : MgSO4 1mM, thiamine HCL 1mM, CaCl2 0,1mM, glucose 

1,1mM, agar 15g/l dans une solution de sels M9 (Na2HPO4 0,6%, NH4Cl 0,1%, KH2PO4 

0,3%, NaCl      0,05%. 

Milieu LB : NaCl 1%, Bactotryptone 1%, Extrait autolytique de levure 0,5%, pH ajusté à 7,4 

avec NaOH 10 N. 

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

TSS 1X :( milieu LB sans antibiotique, PEG 10%,DMSO 5% ,MgSO4 20-50 mM,pH final 

6,5). 

Solutions stock : 

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

STET : sucrose 8%, tritonX 5%, Na2EDTA 50mM, Tris 50mM pH 8,0. 

X-Gal 10% : 1g de X-Gal dans 10ml de diméthylformamide. 

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

Solutions stocks pour sds-page : 

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

Tris Hcl 1M, pH 8,8 :: 24,23 g de Tris dans 200 ml d’eau . 

Tris Hcl 1M ,pH 6,8 : 28,24 g de Tris HCL ou 3,88 g de Tris base dans200 ml d’eau 

Acrylamide Stock 45% : 18g de Acrylamide, 0, 48 g de NN’ Bisacrylamide dans 40 ml 

d’eau 

SDS 10%  

Tampons pour électrophorèse : 

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



TAE 1X : Tris 40mM, acétate de sodium 20mM, EDTA-Na2 1mM ; ajusté à pH 7,2 avec de 

l’acide acétique. 

Tampon de charge pour l’ADN : bleu de bromophénol 2,5%, xylène cyanol 0,25% dans du 

glycérol (40% initial). Ou Rouge de Crésol à 2.2 mg/ml, glycérol 40%. 

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

Tampon pour ELISA :  

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

Tampon de lavage PBS-TWEEN à 0,1% : ajouter 1 ml de Tween dans 11 de tampon PBS. 

Tampon de saturation et de dilution: PBS-TWEEN 0,1%. 

Tampon CITRATE 10 X : Pour la préparation de 100 ml  de la solution 10X PH 6 :      

10,14g de NaH2PO4  +  3,57g de  Acide Citrique.            

OPD 10 X, Ortho-Phénylène-Diamine (de SIGMA), pour 100 ml : 1,08 g d’OPD +10 ml de 

tampon citrate 10X. 



 Résultats : 

 

Anti BP 180 et HLA 

 

1- Validation  des peptides de synthèse : 

▫ Les peptides NH2 (de 488 à 585 aa) et COOH (de 1399 à 1530 aa)  obtenus 

(tableau N3) ont été validés après la purification par : 

▫ SDS-PAGE en gel d’acrylamide qui montre la présence des bandes d’intérêt  

pour les 2 peptides de ≈ 45 k D.  

▫ Western blot, en  effectuant une révélation à l’aide de l’anti corps Anti GST- 

HRP (Amersham) (figure N°19) : après la purification, seule une bande de 

taille correspondant à la taille espérée est présente. 

▫ Immunisation des lapins : un lapin a été immunisé par chaque peptide. 

 

                                                         
                                              A         B          A      B               
                                          Peptide NH2    Peptide COOH 
 

                                                               
                                                     NH2  COOH  

 

Figure N° 17 : Contrôle de synthèse des peptides : SDS page des peptides NH2 et COOH 

après la purification (colonne A) et avant la purification  (colonne B), et Western blot après la 

purification. 

45 k Da 

45 k Da 



       2- Comparaisons de la détection des anticorps anti BP 180 par la technique de  

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

 

Détermination du seuil de positivité des tests ELISA : 

- Pour établir le seuil de positivité, nous avons effectué l’analyse des sérums de 60 

donneurs sains, indemnes de pathologie dermatologique. La recherche d’anticorps 

sérique anti peptide COOH ou NH2 a été considérées positive si la différence de 

densité optique du test et du témoin négatif de GST, était supérieure de 2 fois les 

écarts types avec un intervalle de confiance de 95%. La moyenne des DO était 0,124 ± 

0,071 pour le peptide NH2 et 0,052 ± 0,037  pour le peptide COOH.   
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Figure N° 18 : Calcul du seuil de sensibilité : Densité optique moyenne obtenue par technique 

ELISA avec les peptides NH2 et COOH  par analyse des sérums de 60 témoins sains.  

 

Analyse des sérums de patients 

121 sérums de la sérothèque du service de dermatologie, prélevés chez des patients présentant 

une dermatose bulleuse, conservés à – 20°C, et préalablement analysés par technique de 

western blot, ont été analysés par notre technique ELISA avec les deux peptides de synthèse.  

Cinq sérums (4,1%) sont considérés ininterprétables car la densité optique mesurée sur le test 

ELISA-GST sans peptide (témoin GST) était trop élevée (> 2 fois la DO du témoin négatif) ; 

témoignant  d’un bruit de fond élevé.  

Un anticorps anti BP180 dirigé contre la partie  transmembranaire a été trouvé sur 82 sérums 

(67,8 % des sérums analysés), avec une DO moyenne de 1,141 ± 0,916. Le test ELISA 

spécifique de la partie COOH de BP180 était positif sur 24 sérums (19.8%), avec une DO 

moyenne de 0,278 ± 0,194. Vingt et un sérums présentaient une positivité pour les deux 

épitopes  (17,35% des sérums analysés).  



 

Figure N° 19 : ELISA des peptides NH2 et COOH de la PB180 

 

 

La comparaison de la technique western blot et ELISA montre une corrélation de 59, 5 % 

(72/121 sérums) : 49 sérums étaient positifs par techniques de western blot et  pour au moins 

un des 2 tests ELISA ; 23 sérums étaient négatifs pour le western blot et les 2 tests ELISA. 

Dans 6,6 % des cas (8/121) le test de western blot permet de mettre en évidence un anti 

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

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

 
 
 
                                   
                   ELISA                                      
 
 
 
 
WESTERN BLOT 

Nombre (%) de 
sérums négatifs 
NH2 et COOH   

Nombre (%) de 
sérums COOH 
positifs et NH2 
négatif  

Nombre (%) 
de sérums 
NH2 positifs 
et COOH 
négatifs  

Nombre (%) de 
sérums positif 
NH2 et COOH  

BP180 positif 
(N= 57 ; 47,1%) 

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

BP 180 négatif 
(N= 64 ; 52,9%) 

23 (19,0%) 4 (3,3%) 30 (24,8%) 7 (5,8%) 

Total (N= 121; 
100%) 

32 (26,4%) 5 (4,1%) 64 (52,9%) 21(17,3%) 

 
Tableau N°5 : Comparaison des résultats obtenus pour la recherche d’anticorps anti BP180 

par technique ELISA/ Western blot. 

 

 

 



3- Distribution de la fréquence des allèles HLA dans les pemphigoïdes bulleuses 

dans la région Limousin 

Le typage HLA a été effectué chez cent cinquante quatre patients atteints de pemphigoïdes 

bulleuses depuis 1998 ; cette base de données permet de valider les données des études 

antérieures publiées par le  laboratoire et a servi de base à notre étude sur la relation HLA et 

réponse humorale. 

 

En résumé, l’analyse comparative de la  distribution des allèles HLA dans le groupe malade et  

un groupe de sujets sains (106 sujets) montre dans le groupe malade : 

▫ Une augmentation de la fréquence des allèles HLA-DQB1*0301 (pemphigoïdes: 33,8 

% ; témoins : 22,2 %; chi² corrigé 34,8 ; p < 0,001) ;   DRB1*1101/04 (pemphigoïdes: 

17,6% ; témoins : 7,5 % ; chi² corrigé : 5,77 ; p corrigé = 0,02)  

▫ Une diminution de la fréquence des allèles DRB1*0301 ((pemphigoïdes: 4,9% ; 

témoins : 12,7 % ; chi² =11,47: p corrigé = 0,0013) ;  DQA1*0201 (pemphigoïdes: 

8,8% ; témoins : 17,9 % ; p = 0,003) ; DQB1*0201 (pemphigoïdes: 5,5% ; témoins : 

11,8 % chi² 6,6 ; p = 0,01).  Il est à noter que ces 3 allèles sont en déséquilibre de 

liaison, et forment l’haplotype HLA-DRB1*0301 DQA1*0201 DQB1*0201. 

 

Dans le groupe malade, la distribution des allèles HLA diffère pour les PB (83 patients) et 

PC (40 patients). 

▫ La fréquence des allèles DQB1*0301 est significativement augmentée dans la PC 

(PC : 48,8% ; PB: 27,7 % ; chi² 10,3 ; p =0,0013).  L’augmentation de fréquence de 

l’allèle DRB1*1101/04 dans le groupe des PC (25,0%), par rapport au groupe PB 

(13,9%)  (chi² corrigé = 4,64) peut être expliqué par le déséquilibre de liaison entre ces 

deux allèles dans la population caucasienne.  

▫ Par contre, la fréquence de l’allèle DRB1*1301 est plus importante chez les patients 

atteints de PB (10,2%) que chez les patients atteints de PC (6,3%), de même que la 

fréquence de l’allèle DQB1*0302 (PB : 11,4% ; PC : 3.8% ; chi² 3,92 ; NS). 

 Ces différences entre PB et PC nous ont conduit à nous interroger sur la relation entre la 

réponse humorale vis-à-vis des deux épitopes (PB180-NH2 , PB180-COOH) et les génotypes 

HLA des patients dans les deux maladies.    

 

 



4- Réponses anti BP 180 et phénotype HLA : 

         A partir de la base de données du laboratoire HLA, nous avons analysé la distribution 

des allèles HLA de classe II en fonction de la réponse humorale pour 46 patients pour lesquels 

nous disposions de sérums prélevés avant traitement (sérums pour diagnostic) et du typage 

HLA de classe II. Ces résultats sont résumés dans les tableaux N° 6-7-8. 

Dans ce contingent de patients, 31 patients présentaient un test ELISA positif pour l’épitope 

anti BP180- NH2 et 7 patients pour le test ELISA anti BP180-COOH. 32 patients avaient au 

moins un des 2 tests ELISA positif.  

Nous avons observé, pour les malades présentant une positivité de l’ELISA anti BP180-NH2, 

une augmentation de la fréquence des allèles HLA-DQB1*0301, *0302, *0501 et par rapport 

au groupe de malades dont le test ELISA anti BP180-NH2 était négatifs :  

- HLA-DQB1*0301 (18 patients) : un anti BP-180-NH2 est détecté chez 72,2 % (13 cas)  

- HLA-DQB1*0302  (10 patients) : un anti BP180-NH2 a été détecté dans tous les patients 

(100% patients) porteurs de cet allèle. Seule cette association est statistiquement significative 

(p =0.04).  

- HLA-DQB1*0501 : (13 patients): un anti BP-180-NH2 est détecté chez 69,2 % (8 cas)  

Il est à noter qu’au total, 72,4% des malades présentant l’un de ces 3 allèles ont développé une 

réponse anti BP180-NH2 contre 58,8 % chez les malades ne présentant pas un de ces allèles. 

Cette différence est non significative avec cet effectif. 

 

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

anticorps n’a été mise en évidence.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

DRB1*  Epitope NH2  Epitope COOH Epitope NH2 ou 
COOH 

DRB1* Total 
Nombre  

Négatif  
Nombre 

Positif 
Nombre  

Négatif  
Nombre 

Positif 
Nombre  

Négatif  
Nombre 

Positif 
Nombre  

DRB1*0101/
102/103 

14 4 10 13 1 4 10 

DRB1*0301 2 1 1 2 0 1 1 
DRB1*0401 5 3 2 3 2 2 3 
DRB1*0402 2 0 2 2 0 0 2 
DRB1*0403 5 0 5  4 1 0 5 
DRB1*0404 2 0 2 2 0 0 2 
DRB1*0405 1 0 1 0 1 0 1 
DRB1*04XX 2 2  0 2 0 2 0 
DRB1*0701 7 3 4 5 2 3 4 
DRB1*08XX 3 1 2 3 0 1 2 
DRB1*1101 16 5  11 13 3 5 11 
DRB1*1103 2 1 1 2 0 1 1 
DRB1*1104 4 2 2 4 0 2 2 
DRB1*12XX 1 0 1 0 1 0 1 
DRB1*1301 5 0 5  5 0 0 5 
DRB1*1302 8 4 4 7 1 3 5 
DRB1*1303 4 1 3 3 1 1 3 
DRB1*13XX 1 0 1 1 0 0 1 
DRB1*14XX 2 1 1 2 0 1 1 
DRB1*1501/
02/XX 

5 1 4 4 1 1 4 

DRB1*16XX 1 1 0 1 0 1 0 
Total 92 30 62  78 14 28 64 

Tableau N° 6 : Distribution du nombre de patients exprimant les allèles HLA-DRB1 en 

fonction de la présence d’anticorps anti PB180-NH2 ou (et) COOH détectés par ELISA. 

 Abréviation : NS =non significatif 

 

 
 
 



 
  NH2  COOH ELISA  
Patients 
exprimant 
l’allèle 

Total  Négatif   Positif  Négatif   Positif  Négatif   Positif  

Signification 
P = 
χ² = 

DQB1*0201 2 1 1 2 0 1 1  
DQB1*0202 6 2 4 4 2 2 4  
DQB1*0301 38 14 24 31 7 13 25  
DQB1*0302 10 0 10 8 2 0 10 P=0.04 ;  

 χ² =5,49 

DQB1*0303 1 1 0 1 0 1 0  
DQB1*0402 3 1 2 3 0 1 2  
DQB1*0501 13 5 8 12 1 4 9  
DQB1*0503 2 0 2 2 0 0 1  
DQB1*0602 5 1 4 4 1 1 4  
DQB1*0603 5 0 5 5 0 0 5  
DQB1*0604 4 2 2 4 0 2 2  
DQB1*0609 3 1 2 2 1 0 3  
Total 92 30 62  78 14 28 64 92 

Tableau  N°7 : Distribution du nombre de patients exprimant les allèles HLA DQB1 en 

fonction de la présence d’anticorps anti PB180-NH2 ou (et) COOH détectés par ELISA. 

 
 
 
 

  NH2  COOH ELISA  

Patients 
exprimant 
l’allèle 

Total 
Nombre  

Négatif  
Nombre 

Positif 
Nombre  

Négatif  
Nombre 

Positif 
Nombre  

Négatif  
Nombre 

Positif 
Nombre  

DQA1*0101 13 4 9 12 1 4 9 
DQA1*0102 16 5 10 14 2 5 11 
DQA1*0103 3 0 3 3 0 0 3 
DQA1*0104 2 1 1 2 0 1 1 
DQA1*0201 7 3 4 5 2 3 4 
DQA1*0301 13 2 11 10 3 2 11 
DQA1*0303 4 2 2 3 1 2 2 
DQA1*0401 3 1 2 3 0 1 2 
DQA1*0501 25 9 16 21 4 9 16 
DQA1*0505 6 1 5 5 1 1 5 
Total 92 30 62  78 14 28 64 

Tableau  N° 8 : Distribution du nombre de patients exprimant les allèles HLA DQA1 en 

fonction de la présence d’anticorps anti PB180-NH2 ou (et) COOH détectés par ELISA. 

 

 



II-Expression des molécules HLA sur les cellules conjonctivales 
 
1- Les lignées : 

1.1. Effet de chaque cytokine : 

Nous avons étudié l’effet de l'IFNγ et du TNFα sur l’expression des molécules HLA de 

classes I et II sur la lignée conjonctivale 1-5C-4 et la lignée lymphoïde LY-91, qui nous a 

servi de contrôle. Cette étude a été effectuée en présence de dose de cytokines comprises entre 

1 ng/ml et 500 ng/ml après 24H, 48 heures et 72 heures de cultures. Les modifications 

observées à 48 et 72 heures ne sont pas significativement différentes. Les résultats sont les 

moyennes obtenues sur 3 expérimentations. 

 

Pour les molécules HLA-ABC : La lignée conjonctivale 1-5C-4 exprime plus fortement les 

molécules HLA de classe I à l’état basal que la ligné LY-91. L’IFNγ génère une augmentation  

environ 2 fois plus importante de l’expression des molécules HLA-ABC que le TNFα, quelle 

que soit la dose pour la lignée conjonctivale. Ces résultats sont différents de ceux observées 

sur la lignée lymphoïde LY-91 pour laquelle INFγ et TNFα entraînent une augmentation 

modérée et équivalente d’expression des molécules HLA-ABC. 

Pour les molécules DR : La lignée conjonctivale 1-5C-4 n’exprime pas à l’état basal les 

molécules HLA-DR, contrairement à la lignée LY-91. Aucune dose de TNFα n’a permis 

d’observer une induction d’expression des molécules HLA-DR sur cette lignée. Par contre, l’ 

INFγ, à des concentrations supérieures à 5 ng/ml, induit faiblement l’expression des 

molécules HLA-DR. 

Pour les molécules DQ : Nous avons observé une absence d’expression des molécules HLA-

DQ tant à l’état basal, qu’après stimulation par l’IFNγ et/ou le TNFα sur la lignée 

conjonctivale.  

 

 



 

  

 

Figure N° 20 : Comparaison de l’effet des cytokines de l’IFNγ et TNFα sur l’expression 

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

après 48 heures de cultures. La valeur de l’axe des ordonnées correspond à une moyenne de 

fluorescence mesurée par cytométrie sur 3 expérimentations.   

              

 



2.2. Effet combine de l’IFNγ et le TNFαααα 
 
Au terme de la précédente analyse nous avons étudié l’effet combiné des 2 cytokines, IFNγ et 

TNFα à des doses de 10 ng/ml sur l’expression des molécules HLA sur les cultures 

cellulaires. 

 
2.2.1 Sur l’expression cellulaire des molécules  HLA-ABC : 
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Figure N° 21 : Comparaison de l’effet combiné de l’IFNγ et du TNFα sur l’expression 

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

 

 

 

L’association de l’IFNγ et du TNF augmente plus l’expression membranaire des molécules  

HLA-ABC sur la lignée conjonctivale 1-5C-4, que chaque cytokine isolée. La moyenne de 

l’intensité de fluorescence des molécules HLA-ABC est de 25,3 ± 1,5 à l’état basal, 82,1 ± 

11,1 après 48 heures de culture en présence d’IFNγ et de TNFα (p = 0,009), 67,5 ± 13,2 en 

présence d‘IFNγ  seule (p = 0,02), et de 39,5 ± 4,6 en présence de TNFα seul (p = 0,016) ; 

(moyenne de fluorescence obtenue sur 3 expérimentations).  

 

 

 
 
 
 



2.2.2 Sur l’expression cellulaire des molécules  HLA-DR  
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Figure N° 22 : Comparaison de l’effet combiné de l’IFNγ et du TNFα sur l’expression 

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

 

 

Les cultures de la lignée 1-5C-4, en présence d’INFγ et du TNFα à des doses de 10 ng/ml, 

augmente la moyenne d’intensité d’expression des molécules HLA-DR sur la lignée 

conjonctivale 1-5C-4, de 1,59 ± 0,3 à l’état basal, à 3,7 ± 0,9 après 48 heures de culture en 

présence d’IFNγ et de TNFα,  (p = 0,08). L’expression des molécules HLA-DR sur la lignée 

LY-91 à l’état basal est de 15,9 ± 4,15, l’expression des molécules HLA-DR induites par 

l’INF α sur la lignée LY-91 est de 19,03 ± 2,1 , par contre avec l’INFα et le TNFγ elle est de 

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

 

 

2.2.3 Sur l’expression cellulaire des molécules  HLA-DQ : 

La culture en présence d’INFγ et de TNFα n’a pas permis d’induire d’expression des 

molécules  HLA-DQ sur la lignée conjonctivale. 

 

 

 

 

 



2.3. Effet du TGFββββ1 

Nous avons étudié le rôle du TGFβ, cytokine qui semble jouer un rôle majeur dans le 

développement de la fibrose des pemphigoïdes, en particulier dans sa forme oculaire.  Le 

TGFβ1 a été ajouté après 24 heures de cultures des lignées cellulaires en présence de d’IFNγ 

et/ou TNFα. 

 

 

Figure N° 23: Modification de l’expression des molécules de classe I induite par le TGFβ1 

sur la lignée conjonctivale 1-5C-4 cultivée pendant 24 heures en présence d’INFγ et/ou 

TNFα. 

 
 
Le TGFβ1 a diminué l’expression membranaire des molécules HLA-ABC induite par l’INFγ 

seul ou associé au TNFα, sur la lignée conjonctivale 1-5C-4. La moyenne de fluorescence des 

molécules HLA-ABC après 72 heures de culture en présence d’IFNγ seul est de 142,8 ±13,2 

et diminue à 120,7 ±13,7 en présence de TGFβ1. Par contre, nous n’avons pas observé de 

modification significative de l’action du TNFα pour les molécules HLA-ABC sur la lignée 

conjonctivale 1-5C-4 (moyenne de fluorescence : 48,4±11,2 avec TNFα sans TGFβ1 ; 

52,9±5,8 en présence de TGFβ1.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 

Figure N° 24 : Modification de l’expression des molécules de classe II induite par le TGFβ1 

sur la lignée conjonctivale 1-5C-4 cultivée pendant 24 heures en présence d’INFγ et/ou 

TNFα. 

 

 

Le TGFβ1 a diminué l’expression membranaire des molécules HLA-DR induite par l’INFγ 

seul ou associé au TNFα, sur la lignée conjonctivale 1-5C-4. La moyenne de fluorescence des 

molécules HLA-DR après 72 heures de culture en présence d’IFNγ seul est de 7,55 ±1,2 et en 

présence de TGFβ1 avec l‘IFNγ est de 6,4 ±0,7. 

La culture en présence TGFβ1 et TNFα n’a pas permis de modifier l’expression des 

molécules  HLA-DR sur la lignée conjonctivale. 

La culture en présence TGFβ1 avec INFγ et/ou TNFα n’a pas permis d’induire l’expression 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 



     III- Empreintes oculaires 
 
Pour évaluer in vivo les modifications d’expression des molécules HLA sur les cellules 

conjonctivales de patients atteints de pemphigoïdes, nous avons effectué une analyse de 

l’expression des molécules HLA-ABC, DR et DQ sur les cellules conjonctivales obtenues par 

la technique des empreintes oculaires chez 46 patients. Seuls 26 ont été retenus pour l’analyse 

car le nombre de cellules recueillies chez les autres patients était trop faible. Le groupe patient 

présentait une moyenne d’age de 79,5±7,9 ans et comportait 16 femmes et 9 hommes, le 

groupe de témoins sains  présentait une moyenne d’âge de 78,3 ± 4,1 ans.  
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Figure N° 25 : Expression des molécules HLA-ABC sur les cellules conjonctivales in vivo : 

graphe A  pourcentage de cellules conjonctivales exprimant les molécules HLA-ABC ; figure 

B : moyenne de fluorescence des cellules HLA-ABC positives. 

 

Le pourcentage de cellules conjonctivales exprimant les molécules HLA-ABC est de 

49,1 ± 27,1% dans le groupe PCO et 60,1 ± 36,4 % dans le groupe témoin. L’intensité 

d’expression des molécules HLA-ABC est moins importante pour les patients (31,9± 37,7) 

que pour les témoins (55,2 ± 40,3), mais ces différences ne sont pas significatives.     

 

 

 

 

 

 

 

 



Expression des molécules HLA-DR 
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Figure N° 26 : Expression des molécules HLA-DR sur les cellules conjonctivales in vivo. 

 

Le pourcentage de cellules conjonctivales exprimant les molécules HLA-DR est 26,6± 28,2 % 

dans le groupe PCO et 31,8 ± 24,4 % dans le groupe témoin (non significatif). La moyenne 

des intensités de fluorescence est supérieure chez les patients PCO (13,7 ±22,6) que chez les 

témoins (11,1± 13) (p = 0,05).  
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Figure N° 27 : Expression des molécules HLA-DQ sur les cellules conjonctivales in vivo. 

 

Le pourcentage de cellules conjonctivales exprimant les molécules HLA-DQ est 28,1 ± 28,0 

% dans le groupe PCO et 39,1 ±  28,7 % dans le groupe témoin (non significatif). La moyenne 

des intensités de fluorescence est identique chez les patients PCO (11,2± 18,3) et  les témoins 

(11,2 ±16,9).  

Au total  nous avons observé : 

1) Une diminution du pourcentage des cellules conjonctivales exprimant des molécules 

HLA-ABC, DR et DQ  chez les patients. 

2) Une diminution de l’intensité d’expression des molécules HLA-ABC sur les cellules 

conjonctivales, alors que les molécules HLA de classe II sont au moins aussi 

fortement exprimées chez les patients que chez les malades . 
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Figure N° 28 : Histogrammes montrant l’expression de surface des molécules HLA sur la 
lignée conjonctivale 1-5C-4. Les cellules ont été marquées par marquage direct, puis 
analysées par cytométrie en flux.  



 

 
Figure N° 29 : A gauche : Cytogramme en flux taille/structure des cellules conjonctivales 

obtenu en cytométrie. A droite : histogramme de l’intensité de fluorescence des celllules 

conjonctivales marquées par l’anti-cytokératine (clone LP3K, isotype IgG1) marqué à la FITC  
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Figure N°30 : Histogrammes montrant l’expression de surface des molécules HLA sur des 

cellules conjonctivales obtenues par empreintes conjonctivales chez 3 malades. Les cellules 

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

représentent 1) un contrôle isotypique, 2) le marquage avec l’anticorps anti HLA de classe I 

,3) le marquage avec l’anticorps anti HLA DR, 4) l’anticorps anti HLA-DQ 
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Discussion 
 

La protéine BP180 (ou BPAG2) est une des cibles majeures des auto-anticorps 

impliqués dans les dermatoses bulleuses auto-immunes, en particulier dans les pemphigoïdes 

bulleuses et cicatricielles. Les auto-anticorps anti BP180 des DBAI peuvent reconnaître 

différents épitopes de cette protéine. L’expression clinique des pemphigoïdes bulleuses 

semble différer en fonction de la cible  reconnue par les auto-anticorps. 

La réponse humorale nécessite la présentation d’un peptide étranger par une molécule 

du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) au récepteur T de  lymphocyte T helper. La 

présentation des peptides par le CMH explique pour partie l’existence d’associations HLA et 

maladie. Les pemphigoïdes cicatricielles sont fortement associées à l’allèle HLA-DQB1*0301 

(pemphigoïdes: 33.8 % ; témoins : 22,2 %; chi² corrigé 34,8 ; p < 0,001) et se caractérisent par 

la présence d’anti BP180. Les anti BP180 sont également présents dans les pemphigoïdes 

bulleuses, affections pour lesquelles l’association HLA-DQB1*0301 est faible. L’épitope 

cible des anti BP180 pourrait être différent en fonction de l’expression clinique. Nous avons 

recherché une corrélation entre le phénotype HLA des patients et la cible des anticorps anti 

BP180. Les études en microscopie électronique permettent de penser que dans la PB les 

anticorps anti BP180 reconnaissent un épitope pré ou transmembranaire alors que dans la PC 

les anti BP180 reconnaissent la partie COOH (Bedane et al., 1997). En conséquence, nous 

avons choisi de développer des tests ELISA pour caractériser la spécificité des auto-anticorps 

anti BP180: l’un spécifique de la partie trans et juxta membranaires (NH2), et l’autre de la 

partie carboxy terminale de la protéine (COOH),  à l’aide de protéines de fusion. Nous avons 

tenté d’effectuer un test ELISA avec la protéine BP180 entière, mais nous n’avons pas réussi 

à effectuer l’amplification de l’ensemble du transcrit de BP180. 

Les tests ELISA ont été comparés à la technique de western blot, technique de 

référence au laboratoire pour la recherche de ces auto-anticorps. L’analyse a été effectuée sur 

121 sérums provenant de la sérothèque du service de dermatologie et prélevés sur des 

patients, tous atteints de DBAI : 23 sérums étaient négatifs par western blot et avec les 2 tests 

ELISA. Dans 6,6 % des cas (8/121) le test de western blot permet de mettre en évidence un 

anti BP180, non détecté par les 2 tests ELISA que nous avons développés. Nous avons 

considéré comme  seuil de positivité deux fois la moyenne de densité optique des témoins 

négatifs. Cinq sérums (4,1%) restaient ininterprétables en raison d’un fort bruit de fond. Dans 

4 cas (3,3%) le test ELISA COOH est positif et le test ELISA NH2 est négatif. Trente sérums 

(24,8%) présentaient un profil ELISA NH2 positif et COOH négatif.   



Dans 33,9% des cas (41/121 sérums) un des deux tests ELISA s’est avéré positif alors 

que le WB est négatif. La sensibilité de l’ELISA (67,8%) apparaît, dans notre étude, 

supérieure à celle du western blot (47,12%) pour la recherche des anticorps sériques humains 

dirigés contre BP180.  Cette technique se distingue également par sa bonne spécificité. Le test 

ELISA mis au point par ce travail utilise un fragment NC16a ou un fragment COOH de 

BP180. Les sérums négatifs en ELISA pourraient donc contenir des anticorps dirigés contre 

une autre partie de BP180 et cette raison explique la faible sensibilité apparente de l’ELISA 

mis au point dans cette étude.  

Nous avons principalement observé des auto-anticorps anti BP180 dirigés contre la 

partie NH2 avec 85 sérums positifs (70,2%), la fréquence des anticorps anti COOH n’étant 

que de 26 sérums positifs (21,49 %). Les observations effectuées en microscopie électronique 

permettent de penser que l’épitope COOH est une cible spécifique de la pemphigoïde 

cicatricielle (Bedane et al., 1997) et les résultats de Lee justifient cette observation (Lee et al., 

2003). Dans notre étude, pour les sérums dont nous connaissons le diagnostic, la fréquence 

des anti-BP180-NH2 positif est respectivement de 68,7 % dans la PB (64 cas) et 54.5% dans 

la PC (11 cas), et la fréquence des anti PB180-COOH est respectivement de 25% (PB) et 

4,64% (PC). Sur ces données, l’épitope COOH ne semble pas spécifique de la forme 

ciciatricielle de la maladie. Cette différence peut s’expliquer pour partie par le choix des 

épitopes. Pour la partie NH2 (NC16A), Zillikens a montré qu’un décalage de 15 acides 

aminés suffisait pour modifier le pourcentage de sérums réagissant avec la protéine cible dans 

PB. Nous soulignons que cet auteur observe la même fréquence d’anti BP180-NH2 que celle 

observée dans notre série (Zillikens et al., 1997). Toutefois le faible nombre de patients 

atteints de PC inclus dans notre étude peut être un biais à ce résultat. 

Nous avons observé une grande variabilité des densités optiques des tests ELISA inter 

patients. Cette valeur de la DO pourrait avoir un intérêt clinique,  soit pour prédire la gravité 

de la maladie soit pour assurer le suivi thérapeutique. Döpp a montré une corrélation entre la 

DO auto-anticorps contre PB-180 NH2 et la sévérité de la maladie (Döpp et al., 2000) alors 

que Schmidt indique une corrélation entre PB et le taux de sérum de anti BP180 avec  un 

traitement mais sans corrélation avec la gravité de la maladie (Schmidt et al., 2000).  

Des anti BP230, une autre cible fréquemment observée dans les DBAI, seraient 

fréquemment associés au BP180 en particulier vis-à-vis de la partie cytoplasmique de PB180 

(Oyama et al., 2006). Nous retrouvons cette association sur les sérums de notre étude: sur les 

31 sérums positifs pour l’anti BP230 par technique de Western Blot, 80,6 % (25/31) 

présentaient une réactivité  anti BP180-NH2.  



Au total, le test ELISA : 

1. s’avère plus sensible qu’un test de Western Blot. 

2. permet une quantification du taux des auto-anticorps, qui pourrait être corrélée à la 

clinique. 

3. est plus rapide et plus spécifique que le test de Western Blot. 

4. peut permettre de caractériser plus précisément la cible des auto-anticorps. 

 

La mise en place de ce test avait pour but de rechercher une corrélation entre la 

prédisposition conférée par les allèles HLA de classe II et la cible des auto-anticorps.  La 

distribution de fréquences des allèles HLA  DRB1, DQB1 dans la population malade ne 

diffère pas des données de la littérature (Ahmed et al., 1991 ; Yunis et al., 1994 ; Drouet et 

al., 1998 ; Carrozzo et al., 2001) et confirme la forte association HLA-DQB1*0301 et PC.  La 

fréquence des anti BP180-NH2 ou COOH n’est pas différente chez les patients DQB1*0301 

positifs et DQB1*0301 négatifs. Par contre, nous avons trouvé une association significative 

entre la présence de l’allèle HLA-DQB1*0302 et la présence d’anti BP180-NH2 : un anti 

BP180-NH2 a été détecté chez les dix patients porteurs de cet allèle (p = 0, 04).  Nos 

conclusions diffèrent de celles de Oyama qui associe la présence d’anti BP180 (tous épitopes 

confondus) avec la présence des allèles DQB1*0301 DRB1*04 et DRB1*11. Ces auteurs 

mettent en évidence des anti BP180 chez 76,5 % des malades DQB1*0301 alors que nous 

observons des anti BP180 chez 65,8% des malades HLA-DQB1*0301 et 69,2%  pour 

l’ensemble des malades. Si nous détectons avec une moindre fréquence des anti BP180  chez 

les malades que cet auteur, cela peut en partie s’expliquer par le fait que cet auteur a 

recherché la présence d’anti BP180 vis-à-vis des épitopes couvrant l’ensemble de la protéine 

BP180 et par une étude portant sur un plus grand nombre de patients. Cette augmentation 

indique une évaluation indirecte de l’affinité des peptides pour le CMH II, laquelle est 

expliquée partialement par les propriétés de liaison du peptide au CMH II.  

Au total, notre travail permet de montrer une association entre la réponse humorale anti 

BP180 et les gènes HLA DQB1*0302.  

Le PCO, maladie auto-immune concernant l'ensemble de la surface oculaire, provoque 

une inflammation chronique avec infiltration lymphocytaire. Les molécules HLA-DR sont 

exprimées à la surface des cellules présentatrices d’antigènes. Il a été montré que l'Antigène 

HLA-DR était exprimé de manière anormale par les cellules épithéliales conjonctivales dans 



les conjonctivites chroniques (Brignole et al. 2000).  Nous nous sommes interrogés sur les 

modifications d’expression des molécules HLA dans les atteintes oculaires des PC, et sur 

l’effet des cytokines impliquées dans la PC, sur l’expression des molécules HLA par des 

études in vivo et in vitro. 

Nous avons cultivé les cellules d’une lignée conjonctivale en présence de cytokines (INFγ, 

TNFα, TGFβ) pour étudier leur effet sur l’expression des molécules HLA. La culture en 

présence d’INFγ ou TNFα augmente l’expression cellulaire des molécules  HLA-DR sur la 

lignée conjonctivale 1-5C-4 et la lignée lymphoïde LY-91 (lignée utilisé comme contrôle). 

L’association INFγ et TNFα permet de tripler l’expression des molécules HLA-

ABC (moyenne de fluorescence : 25,3 ± 1,5 à l’état basal, 82,1 ± 11,1 après 48 heures de 

culture en présence d’IFNγ et TNFα ; p = 0,009). Il faut souligner que l’expression des 

molécules HLA-DR, DQ est absente à l’état basal. Si l’expression des molécules HLA-DQ  

n’a pas été induite par ces cytokines, l’expression des molécules HLA-DR est faiblement 

induite en présence d’IFNγ et TNFα : moyenne de fluorescence 1,59 ± 0,3 à l’état basal (non 

différent des valeurs des contrôles isotypiques) et 3,7 ± 0,9 après 48 heures de culture (p = 

0,08). L’apport de TGFβ diminue l’expression cellulaire des molécules HLA induite par  

l’INF γ et/ou TNFα sur la lignée conjonctivale 1-5C-4.  

L’étude in vivo a consisté en l’analyse de l’expression des molécules HLA sur les 

kératinocytes prélevés par empreintes oculaires. Nous avons observé chez les patients 

comparés à des sujets sains du même âge :  

1) une diminution du  pourcentage de cellules conjonctivales exprimant les molécules 

HLA-ABC, DR   

 2) une diminution de la moyenne des intensités d’expression des molécules HLA-

ABC 

 3) une augmentation de l’intensité de fluorescence de HLA-DR mais cette 

augmentation est non significative. 

Un travail préliminaire effectué au laboratoire par N. Delpuget (données personnelles) a 

montré la présence de TGFβ sur les cultures de cellules conjonctivales de patients atteints de 

PC. La comparaison des données observées in vivo et in vitro laisse à penser que la 

diminution d’expression des molécules HLA à la surface des cellules conjonctivales pourrait 

être secondaire à la sécrétion de TGFβ in situ.  



 Tous nos témoins présentent un contingent de cellules conjonctivales exprimant les 

molécules HLA-DR et DQ. Ces données sont semblables aux données de Tsubota  qui 

observe la présence de molécules HLA-DR sur 34,2 % des cellules conjonctivales de témoins 

et de Fujihara qui observe ces molécules chez 30-50% des cellules conjonctivales de témoins 

sains (Fujihara et al., 1996 ; Tsubota et al., 1999). Par contre Brignole (Brignole et al., 2000) 

n’observe pas d’expression des molécules DR sur les cellules conjonctivales prélevées par la 

technique des empreintes dans un groupe de sujets sains. Cet auteur observe une 

augmentation d’expression HLA-DR chez des patients porteurs de syndrome sec; cette 

modification d’expression est partiellement corrigée après 3 à 6 mois de traitement (Brignole 

et al., 2001). Fujihara et Tsubota n’observent pas de modification significative du pourcentage 

et de l’intensité d’expression des molécules HLA-DR à la surface des cellules conjonctivales 

de patient atteints de syndrome sec, y compris les patients atteints d’PCO.  

Au total : 

1) Les cellules épithéliales conjonctivales sont  capables d’exprimer les molécules HLA 

de classe II, DR et DQ. L’expression des molécules HLA de classe II est inductible à 

la surface de ces cellules par l’INFγ et TNFα, mais cette surexpression peut être 

modulée par l’apport de TGFβ. L’expression des molécules de classe II reste modérée,  

et a donc peu de chances de transformer les cellules conjonctivales en cellules 

présentatrices d’antigènes. 

2) Les diminutions d’expression des molécules HLA de classe I (en pourcentage et 

intensité) sur les cellules conjonctivales des patients pourrait être secondaire à la 

sécrétion de TGFβ ; cette observation est un élément en faveur de l’implication de 

cette cytokine dans la physiopathologie de l’atteinte oculaire des PCO. La 

quantification des molécules HLA de classe I  exprimées à la surface des cellules 

conjonctivales pourrait être un critère du suivi biologique des patients traités par anti 

TNFα. 

 
 
 

 

 

 

 

 



Conclusion 

Dans ce travail, nous avons apporté une contribution à l’implication du système HLA 

dans les pemphigoïdes bulleuses auto-immunes : si le laboratoire a confirmé l’association  de 

la PC à l’allèle HLA DQB1*0301, nous avons mis en évidence que seul l’allèle HLA 

DQB1*0302  était associé à une réponse contre la partie NH2 de BP180 dans notre étude 

rétrospective.  

La prédisposition génétique conférée par les antigènes HLA à ces affections, et en 

particulier à la PC, soulève certaines questions. Pourquoi cette affection survient elle à un âge 

aussi tardif ? Est ce en raison de modifications des protéines de la peau ? En effet, au cours du 

vieillissement, il peut apparaître soit des modifications de séquences soit des modifications de 

glycosylation des protéines. Ces modifications permettent l’émergence de néo-épitopes qui 

peuvent être  à l’origine d’une réponse auto-immune agressive. Si tel était le cas, les peptides 

de fusion que nous avons utilisés pour cette étude pourraient ne pas être la cible déclenchante 

de la réponse immune. La présence d’anticorps contre ces cibles ne serait que la résultante 

d’une réaction croisée. L’analyse des transcrits de BP180 ou de la structure tridimensionnelle 

de la protéine pourrait permettre de répondre à cette interrogation. 

La réponse immune nécessite une présentation des épitopes par une cellule 

présentatrice d’antigène. L’apparition de l’expression des molécules HLA DR et DQ à la 

surface des cellules conjonctivales, expression absente des cellules conjonctivales chez le 

sujet jeune et sain,  pourrait conférer à ces cellules une fonction de cellules présentatrices 

d’antigènes. Ces modifications d’expression des molécules HLA de classe II à la surface des 

cellules conjonctivales semblent en rapport avec un phénomène de sénescence puisque ces 

modifications sont également observées chez les sujets âgés sains.  
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