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Introduction
I. Du système immunitaire à l’auto-immunité

A. Généralités sur le système immunitaire

1. Description

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

l’organisme dans le but de maintenir son intégrité. On distingue classiquement 2 

composantes : l’immunité innée et l’immunité adaptative. 

Très brièvement, le système immunitaire inné correspond aux systèmes de défense 

non-spécifiques du danger reconnu. Il est composé des différentes barrières de l’organisme 

(épiderme, muqueuses), de l’acidité gastrique, des cellules phagocytaires ainsi que du système 

complément. Les cellules phagocytaires sont majoritairement des polynucléaires neutrophiles 

mais il est aussi retrouvé les éosinophiles, les basophiles, les cellules dendritiques et les 

monocytes / macrophages. Les lymphocytes Natural Killer (NK) sont classés dans l’immunité 

innée car leur pouvoir cytotoxique s’exerce sur les cellules sans reconnaissance spécifique 

d’un antigène. Le système immunitaire inné a la particularité d’agir vite contre les agressions, 

de déclencher une réaction inflammatoire par sécrétion de chimiokines et de cytokines et ainsi 

recruter et activer les cellules de l’immunité adaptative. Le système immunitaire inné dispose 

de différents récepteurs aux signaux d’infection et de danger comme les Toll like receptor

(TLR), les Nod like receptor (NLR). Ces récepteurs activent les cellules immunitaires par 

reconnaissance de motifs communs à différents pathogènes viraux, bactériens ou fungiques 

comme le lipo-polysaccharide (LPS) des bactéries Gram-, le peptidoglycane des bactéries 

Gram+, l’acide ribonucléique (ARN), l’acide désoxyribonucléique (ADN) monobrin ou 

encore les motifs osidiques de type mannans de certains champignons. Le répertoire inné 
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reconnu est le fruit de millions d’années de sélection de motifs pathogènes et d’évolution des 

espèces. Ce répertoire est donc limité et statique et ne peut pas s’adapter aux mutations 

microbiennes à l’échelle de l’individu. 

Le système immunitaire adaptatif, au contraire est composé des cellules ayant la 

capacité d’orchestrer une réponse immunitaire complexe dirigée spécifiquement contre 

l’agent de danger grâce à un récepteur spécifique à cet antigène. Ce récepteur spécifique de 

l’antigène est appelé B cell receptor (BCR) chez les Lymphocytes B (LB) et T cell receptor

(TCR) chez les Lymphocytes T (LT). Ces récepteurs sont issus de la recombinaison aléatoire 

de plusieurs gènes composant les chaînes protéiques de ces récepteurs. Ce système de 

recombinaison permet théoriquement la synthèse d’une infinité de récepteurs différents qui 

subiront encore des étapes de maturation chez les LB. Le répertoire antigénique 

lymphocytaire peut donc s’adapter à tous type d’antigène et évoluer avec les mutations 

microbiennes pour éviter l’échappement. Cette réponse nécessite des signaux d’activation 

transmis par l’immunité innée ainsi qu’une collaboration complexe contact-dépendante entre 

les cellules de l’immunité adaptative. Les acteurs du système immunitaire adaptatif sont les 

cellules présentatrices d’antigènes et les lymphocytes. Très brièvement, toutes les cellules 

nucléées présentent des antigènes peptidiques via leur Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

(CMH) autrement dit Human Leucocyte Antigen (HLA) chez l’humain. Il existe 2 classes 

majeures de CMH : CMH classe I et CMH de classe II. Le CMH de classe I est le complexe 

protéique présent sur toutes les cellules nucléées et permet de présenter aux lymphocytes des 

peptides endogènes, c’est-à-dire issus de la traduction d’un gène de la cellule. Le CMH de 

classe II ne se retrouve que sur un type cellulaire particulier : les cellules présentatrices 

d’antigènes professionnelles (CPA). Ces cellules sont les cellules dendritiques, les LB et les 

monocytes / macrophages. Elles phagocytent des antigènes, les digèrent dans des lysosomes 

et apprêtent ces peptides dans le CMH de classe II pour le présenter aux LT. Il existe 2 
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grandes familles de lymphocytes : les Lymphocytes B et les lymphocytes T. Le LB, durant sa 

maturation, va acquérir un récepteur à l’antigène (BCR) par recombinaison de gènes qui sera 

capable de reconnaitre un antigène soluble. La fixation de l’antigène au BCR va induire son 

internalisation, sa digestion et la présentation de peptides issus de l’antigène via le CMH de 

classe II du LB à un LT helper (LTh). Les lymphocytes T ont aussi un récepteur antigène 

spécifique issu de la recombinaison de gènes mais ils ne reconnaissent les peptides que 

lorsqu’ils sont apprêtés dans un complexe CMH. Ils sont classés en 2 grandes catégories, les 

LT CD8+ (LTc) et LT CD4+ (LTh) en fonction de leur capacité à reconnaitre un peptide 

apprêté dans un CMH de classe I ou II respectivement (Les clusters of differentiation

(CD) définissent des groups de cellules en fonction de l’expression de ces molécules à leur 

membrane). 

Lorsqu’un LTc reconnait un peptide dans un CMH de classe I via son récepteur 

spécifique (TCR) et qu’il reçoit un autre signal apporté, par exemple, par des cytokines 

inflammatoires, il lysera la cellule cible grâce à la libération de différentes enzymes 

cytotoxiques (granzyme et perforine essentiellement). 

Le LTh est le « chef d’orchestre » de la réponse immune adaptative. Il est capable de 

reconnaitre un peptide apprêté dans un CMH de classe II, c’est-à-dire présenté par une CPA. 

Lorsqu’une CPA présente un peptide issu de la phagocytose d’un agent infectieux, le LTh 

reconnait ce complexe et s’active. L’activation d’un LTh permet la mise en place de toutes les 

réponses immunes en fonction du contexte d’activation de ce LTh. Le contact entre la CPA et 

le LTh permet la fixation du TCR au complexe peptide/CMH et la reconnaissance de signaux 

secondaires d’activation (CD28/B7,…) ainsi que la sécrétion de cytokine qui marquera le 

contexte de danger : ce contact entre cellules s’appelle synapse immunologique. Le LTh 

pourra alors orienter la réponse en sécrétant différents types de cytokines qui activeront des 

acteurs immunitaires différents. Le LTh activé de type Th2 mettra en place les programmes de 
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transcription GATA3 et STAT6 qui lui permettront de sécréter les interleukines (IL) IL-3, IL-

5, IL-9, IL-10 et IL-13 (pour les majoritaires). Ces cytokines vont activer les LB dont les BCR 

interagissent avec un antigène. Les LB activés vont proliférer et se différencier en LB 

mémoire et plasmocytes sécréteur d’anticorps après avoir modifié son BCR pour augmenter 

son affinité pour l’antigène suite au phénomène d’hypermutation somatique et changer 

d’isotype pour sécréter l’immunoglobuline (Ig) appropriée, d’abord IgM puis IgG, IgA ou 

IgE. Ce type de réponse est efficace contre les agents extracellulaires comme une majorité de 

bactérie et de parasites. À cette réponse Th2 on oppose souvent la réponse Th1. Dans ce cas le 

LTh exprimera le facteur de transcription T-bet et sécrétera les cytokines IL-2, Tumor 

necrosis factor alpha (TNFa), interféron alpha et beta (INF) essentiellement. Ces cytokines 

vont activer les LTc pour qu’ils puissent proliférer et lyser les cellules qui présenteront des 

antigènes exogènes via leur CMH de classe I. Cette réponse est efficace contre les pathogènes 

intracellulaires comme les virus essentiellement mais aussi contre les cellules tumorales qui 

présentent alors des peptides altérés qui signent le danger cancéreux. Il existe d’autres types 

d’activation comme Th3, Th9 et Th17 qui sont des réponses minoritaires caractérisées par la 

sécrétion d’autres cytokines qui activeront des acteurs immuns différents. 

2. Éléments de régulation du système immunitaire

Le système immunitaire s’active en présence d’antigènes infectieux grâce aux 

récepteurs de l’immunité innée et de l’immunité adaptative. Les récepteurs de l’immunité 

innée reconnaissent des motifs non spécifiques exogènes. La tolérance de l’immunité innée 

face au soi est le fruit de centaines de millions d’années d’évolution et de sélection de 

récepteurs reconnaissant des produits microbiens et non des produits du soi. Il s’agit d’une 

tolérance passive, le système immunitaire inné ne peut s’activer que devant ces signaux de 

danger. 
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Dans l’immunité adaptative, les lymphocytes présentent un récepteur à l’antigène qui 

est spécifique et issu d’une recombinaison aléatoire de gènes. Cette recombinaison aléatoire, 

tant chez les LB que chez les LT, ne permet pas de garantir une spécificité de ces récepteurs 

pour des antigènes exogènes. La question de la reconnaissance d’éléments exogènes : le « non 

soi » par le système immunitaire et la non activation de ces cellules vis-à-vis d’élément 

endogène a fait largement débat et différents systèmes de régulation du système immunitaire 

sont encore à découvrir. 

Il est d’abord important de souligner que le LB ne peut normalement s’activer, 

proliférer et se différencier en mémoire et plasmocyte que si il reçoit un signal contact 

dépendant d’un LTh folliculaire qui lui aussi possède une spécificité sur l’antigène présenté, il 

s’agit de la réponse thymo-dépendante. En d’autres termes, si un LB reconnait un peptide 

endogène, il lui faut un LTh spécifique du peptide pour s’activer. Une activation des LB sans 

la coopération d’un LTh existe, la réponse thymo-indépendante provient généralement de la 

reconnaissance de motifs osidiques répétés et représente une faible part de la réponse 

humorale. La reconnaissance de peptide exogène est donc théoriquement centrée sur la 

capacité des LTh à distinguer les peptides exogènes dangereux. C’est cette capacité à ne pas 

s’activer vis-à-vis des antigènes du soi ou d’antigènes environnementaux non pathogènes qui 

définit la tolérance immunitaire. On distingue différents types de régulation du système 

immunitaire pour une activation dans un bon contexte : la tolérance centrale et la tolérance 

périphérique. 

a. Tolérance centrale

La tolérance centrale est le mécanisme qui a lieu durant la maturation des LT qui 

permet la reconnaissance du « non soi » ou plutôt la non reconnaissance du « soi ». La 

thymopoïèse commence dans la moelle osseuse durant laquelle les précurseurs lymphoïdes 

subissent les premières étapes de leur maturation. Contrairement aux LB, les thymocytes ne 
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sortent pas de la moelle osseuse matures naïfs (près à être activés mais n’ayant jamais fixé 

d’antigènes), les thymocytes doivent rejoindre le Thymus pour continuer leur maturation et 

devenir matures. Les étapes de maturation thymiques permettent l’acquisition des molécules 

co-réceptrices CD4 ou CD8 qui définiront l’avenir du LT en LTh CD4+ ou LTc CD8+. Les 

thymocytes sortent de la moelle osseuse à un stade dit double négatif, c’est-à-dire n’exprimant 

ni le co-récepteurs CD4 ni le CD8. A ce stade, la cellule réarrange les chaînes de son TCR 

puis il rentre dans le thymus et expriment les 2 molécules co-réceptrices CD4 et CD8, ils sont 

dits double positifs. 9 thymocytes sur 10 subissent un réarrangement de gènes du TCR 

improductif, c’est-à-dire que le nouveau gène est inexprimable et la synthèse d’un TCR 

impossible, les thymocytes ne reçoivent pas de signal de survie et meurent par « négligence ». 

Pour les autres cellules exprimant un TCR, cette double expression CD4 CD8 permet le test 

du récepteur sur les cellules corticales et médullaires du thymus qui expriment les CMH de 

classe I et II. La liaison du TCR à un complexe CMH de classe I sélectionnera le co-récepteur 

CD8 et régulera positivement le facteur de transcription Runx3 (runt-related transcription 

factor 3) qui initie le programme génétique de fonction cytotoxique (Park et al. 2010) alors 

que la fixation du TCR à un complexe CMH de classe II définira le thymocyte comme un 

futur CD4+ LTh en activant l’expression du facteur de transcription ThPOK (T helper–

inducing POZ/Krüppel factor) qui établit le programme génétique de type helper (He, Park, 

and Kappes 2010). Ce mécanisme permet donc de sélectionner les thymocytes ayant un TCR 

qui peut se fixer sur un complexe CMH. Les autres thymocytes, ne pouvant fixer un 

complexe, entreront en apoptose, il s’agit de la sélection positive. Les thymocytes vont perdre 

l’expression du co-récepteur non stimulé et deviendront simples positifs CD4 ou CD8. 

La deuxième étape de sélection thymique permet ensuite d’éliminer les Thymocytes 

qui ont un TCR qui reconnait avec trop d’affinité les peptides endogènes (du « soi »). La clé 

de ce mécanisme réside dans une caractéristique très importante des cellules médullaires du 
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thymus. En effet, elles expriment une enzyme Autoimmune regulator (AIRE) qui permet 

l’expression et l’apprêtement de quasiment tous les peptides endogènes codés par l’ADN dans 

les CMH de classe I et II. Lorsqu’un LT a passé la sélection positive, il doit tester son affinité 

sur les complexes CMH/peptide endogène. Si son affinité est trop forte, il est considéré 

comme auto-réactif et capable de s’activer contre son organisme, il entrera en apoptose. Il 

s’agit de la sélection négative, étape primordiale à l’élimination des LT auto-réactifs (Figure 

1) Seuls les thymocytes n’ayant pas une affinité trop forte pour des complexes CMH/peptide 

endogène seront conservés et redistribués dans la circulation générale. La tolérance centrale 

n’est pas efficace à 100% et des lymphocytes auto-réactifs se retrouvent dans le sang 

périphérique. Ainsi, d’autres mécanismes périphériques existent pour prévenir l’activation 

lymphocytaire contre des éléments du soi. 

Figure 1 : La sélection thymique

Les thymocytes double négatifs entrent dans le thymus, acquièrent l’expression des 2 
co-récepteurs CD4 et CD8, sont sélectionnés positivement sur la reconnaissance d'un 

complexe peptide/CMH puis négativement s'ils reconnaissent trop fortement des 
peptides endogènes (www.labarchives.com) 
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Les Lymphocytes B subissent aussi des étapes de sélections durant leur maturation qui 

permet d’éliminer une partie des lymphocytes auto-réactifs. Le BCR des LB est produit sur le 

réarrangement aléatoire des gènes qui le compose avec une diversité combinatoire supérieur à 

1010. La capacité à former des BCR auto-réactif est grande et le mécanisme de sélection dans 

la moelle osseuse élimine 90% des LB formé avant d’être libéré dans la circulation sanguine. 

Différents mécanismes ont été démontrés et explique cette sélection. Il s’agit de la délétion 

clonale, de l’anergie et enfin de l’immuno-editing.

Des mécanismes de délétion spécifiques d’auto-antigènes ont été mis en évidence dans 

les travaux de Nemazee (Nemazee and Buerki 1989) indiquant que des LB spécifiques de 

l’antigène H-2Kk étaient supprimées de la rate et des ganglions des souris qui expriment cet 

antigèneµ. Ces travaux ont suggérés que cette étape de délétion clonale avait lieu au stade de 

passage de l’état de pré-B à LB transitionnel. 

Le mécanisme d’anergie des LB a été mis en évidence dans les travaux de 1988 

(Goodnow et al. 1988) mettant en évidence un blocage de la maturation de LB spécifiques 

d’un antigène dans la moelle osseuse qui n’est pas une délétion clonale. Ces LB étaient 

caractérisés par une faible expression de leur IgM de surface contrairement à une forte 

expression des IgD mettant ainsi en évidence un rôle de cette chaîne lourde dans les 

mécanismes de tolérance centrale chez les LB  

Enfin, il a été montré que, même dans un système d’expression de chaînes de BCR 

auto-réactives, certains LB continuaient leur maturation par un phénomène « d’editing ». 

C’est-à-dire que le LB auto-réactif modifie son BCR et réorganise la synthèse d’une nouvelle 

chaîne légère pour modifier la spécificité de son récepteur pour continuer sa maturation 

(Tiegs, Russell, and Nemazee 1993; Gay et al. 1993; Pelanda et al. 1997). 

�
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b. Tolérance périphérique

Pour introduire le mécanisme de la tolérance périphérique il est important de revenir 

sur les mécanismes moléculaires d’activation lymphocytaire T CD4+. L’activation de ces 

cellules est dépendante de l’engagement du TCR sur un complexe peptide/CMH de classe II 

d’une CPA, il s’agit du signal 1 d’activation. Cet engagement entraine l'activation de Lck 

(lymphocyte cell-specific tyrosine kinase) qui phosphoryle alors les motifs ITAM 

(immunoreceptor tyrosine-based activation motif) du complexe CD3, entrainant le 

recrutement de ZAP70 (TcR-ζ chain-associated 70 kDa tyrosine phosphoprotein), qui mène à 

une cascade de phosphorylation. La protéine transmembranaire LAT (linker of activation in T 

cells) est l'une des principales cibles de ZAP70 ; elle permet l'activation de PLC�1 qui 

hydrolysera le lipide membranaire PIP2 (phosphatidyl inositol diphosphate) en DAG 

(diacylglycerol) et IP3 (inositol triphosphate), ayant chacun une fonction dans l'activation 

cellulaire. Le DAG active 2 voies de signalisation majeures que sont i) les MAPK (mitogen-

associated protein kinase) qui conduisent à l'activation du complexe AP-1 (adaptor protein 

complex 1) formé par le couple Fos/Jun, et ii) PKC�, qui permet l'activation de facteurs de la 

famille NF-�B. IP3 active de son côté les canaux calciques du réticulum endoplasmique, 

entrainant un flux intracellulaire de Ca2+ dont il résulte l'activation du facteur de transcription 

NFAT1 (nuclear factor of activated T cells). L'action conjuguée d’AP-1 et de NFAT1 a pour 

finalité la transcription du gène de l’Il-2 (Smith-Garvin et al., 2009) et l’activation 

lymphocytaire T. 

Les molécules de co-stimulation (signal 2) permettent une transduction complète du 

signal 1. La fixation de CD28 avec ses ligands CD80 ou CD86 (complexe appelé B7), 

exprimés par les CPA, engendre le recrutement de la sous-unité p85 de PI3K. Cette dernière 

effectue la conversion de PIP2 membranaire en PIP3, qui va cibler Akt. Akt possède un rôle 

essentiel dans la translocation nucléaire des facteurs de transcription NF-�B, qui permettent 
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l'expression de la molécule anti-apoptotique Bcl-xL (Smith-Garvin, Koretzky, and Jordan 

2009) et active pleinement AP-1 ainsi que mTOR (Valdor and Macian 2013) (Figure 2). 

Figure 2 : La synapse immunologique lors de l'activation lymphocytaire T

Le signal 1 correspond à l’engagement du TCR sur le complexe peptide/CMH, le signal 2 aux recepteurs de co-
stimulat ion (CD28/B7) et le  signal 3 à la sécrétion de cytokines de stimulat ion. Ensuite les acteurs de la cascade 

d’activation du TCR. (Goldsby et al. 2000) 

i. L’anergie

L’engagement du TCR en absence de co-stimulation par l’axe B7/CD28 active 

inefficacement les voies de signalisation MAPK et PI3K/Akt. Il en résulte une activité réduite 

de NF-�B et l’absence de transactivation de CD28RE (CD28 response element) sur le 

promoteur du gène de l’Il-2 via des flux calciques de faibles intensités (Wells 2009). Alors 

que les faibles concentrations de Ca2+ ne permettent pas d’activer efficacement NF-�B et le 

complexe AP-1, l’activation ainsi que la translocation nucléaire de NFAT1 s’effectuent sans 

défaut. En l’absence d’AP-1, NFAT1 induit l’expression de gènes répresseurs 

transcriptionnels, tels que Egr2 et Egr3 (early growth response), ou Ikzf1 codant Ikaros 
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(Borde et al. 2006). Ces trois gènes sont des inhibiteurs de la transcription d’Il-2. 

L’inactivation conjuguée des gènes Egr2 et Egr3 entraine une auto-immunité, tandis que leur 

surexpression active fortement l’ubiquitine- ligase E3 Cbl-b. Par ailleurs, Egr-2 et Egr-3 

stimulent l’expression des suppresseurs de signaux cytokiniques SOCS1 et SOCS3, qui 

inhibent notamment STAT1 et STAT3 (Li et al., 2012). Il en résulte un état de non activation 

de ces lymphocytes qui ne pourront plus s’activer, même après re-stimulation avec les co-

récepteurs B7. Les lymphocytes sont dits anergiques. 

Il est a noté qu’en l’absence de contexte inflammatoire, les CPA, notamment les 

cellules dendritiques résidentes des ganglions lymphatiques ou de la rate, induisent un état de 

tolérance chez les lymphocytes T naïfs fortement avides pour les complexes CMH/peptide du 

soi après avoir passé les étapes de sélection thymique. Ces CPA tolérogènes, exprimant des 

complexes CMH/peptide du soi, induisent chez les lymphocytes T l’expression de molécules 

immuno-régulatrices telles que CTLA-4 et PD-1. CTLA-4 est nécessaire pour stopper le cycle 

cellulaire, tandis que PD-1 maintient la cellule dans un état de paralysie fonctionnelle, en 

inhibant notamment la stabilité des interactions avec les CPA (Mueller 2010). CTLA-4 est 

une molécule membranaire ayant comme ligand le complexe B7 avec une plus grande affinité 

que le CD28. Lorsque CTLA-4 est exprimé, il entre en compétition avec le CD28 sur la 

fixation de B7 et empêche ainsi la transduction du signal 2 par cet axe. Classiquement CTLA-

4 est exprimé par les LTh après une forte activation pour mettre en place la fin de la réponse 

immunitaire : il s’agit de la contraction clonale. Mais CTLA-4 peut aussi être exprimé dans 

d’autres contextes pour empêcher une activation fortuite. PD1 est aussi une molécule 

membranaire des LT et a comme ligand PDL-1 et PDL-2. Son expression est induite par les 

signalisations du TCR, et de la chaine � commune des récepteurs aux interleukines IL-2, IL-7, 

IL-15 et IL-21 chez les lymphocytes. Pendant la signalisation induite par le TCR, 

l’engagement de PD-1 avec l’un de ses ligands permet de bloquer la prolifération cellulaire 
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mais surtout d’inhiber la production de cytokines ainsi que les fonctions cytotoxiques, et 

réduit la survie cellulaire du lymphocyte en inhibant la voie PI3K/Akt (Keir et al. 2008). PD-1 

influe aussi en déstabilisant la synapse immunologique entre lymphocytes et cellules 

présentatrices d’antigènes et en augmentant le seuil d’activation lymphocytaire (Kahan, 

Wherry, and Zajac 2015), ce qui inhibe l’activation T. D’autres acteurs sont importants pour 

le maintien de l’intégrité organique et le contrôle d’une activation aberrante du système 

immunitaire. Nous ne présenterons dans ces travaux que les lymphocytes T et B régulateurs. 

ii. Les Treg

Les lymphocytes T régulateurs (Treg), ont été mises en évidence comme permettant de 

prévenir l’auto- immunité chez la souris (Sakaguchi et al. 1995). Il s’agit d’une population de 

lymphocytes T CD4+CD25+ ou CD4+CD45RB- représentant de 1 à 10% des lymphocytes T 

CD4+ totaux chez l’homme et la souris. Les Treg contrôlent l’activité périphérique des 

lymphocytes effecteurs en exerçant une activité suppressive sur les réponses excessives ou 

aberrantes. Ils migrent dans les sites inflammatoires et inhibent les différentes populations 

lymphocytaires T CD4+ (Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 et Thelper folliculaire), LT CD8+

cytotoxiques et LB. La première caractérisation moléculaire de ces cellules est intervenue 

avec la découverte de l’expression par les Treg du facteur de transcription Foxp3. Les Treg 

sont dépendants de l’IL-2 pour leur survie, leur prolifération, le maintien de l’expression de 

Foxp3 et de leur fonction suppressive. Après acquisition du phénotype effecteur, les Treg 

peuvent exercer une activité suppressive par le biais de nombreux mécanismes. Ils peuvent 

sécréter in vivo des cytokines immuno-régulatrices telle que l’IL-10, dont l’effet le plus 

notable est l’inhibition de l’expression du CMH II et des molécules de co-stimulation CD80 et 

CD86 par les cellules présentatrices d’antigènes (Shalev et al. 2011). Les Treg produisent 

également l’IL-35 ou le Tumor growth factor beta (TGF-�), et ont la capacité d’activer ce 

dernier depuis sa forme latente par le biais de leur forte expression de l’intégrine �V�8 
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(Worthington et al. 2015). Étant dépendant d’une source d’IL-2 exogènes, les Treg nécessitent 

de se localiser dans une zone d’activation immunitaire pour exercer leurs fonctions 

répressives et ont la capacité de se polariser sur la réponse en cours pour l’inhiber (Figure 3). 

Figure 3 : La plasticité des Treg

Le Treg co-exprime Foxp3 avec un des autres facteurs de transcription T en miro ir de la réponse à inhiber 
(Trends in immunologie) 

Il existe 2 sources de Treg, La majorité des Treg circulant sont issus directement de la 

sélection thymique, ils sont dits Treg naturels (nTreg) contrairement aux Treg induits (iTreg) 

qui sont issus d’un LTh conventionnel CD4+ Th0 naïf Foxp3- qui, suite à des stimulations 

cytokiniques particulière comme la sécrétion d’IL-6 et de TGF-� dans des 

microenvironnements tolérogèniques, se polarise en iTreg et prend un phénotype régulateur. 

iii. Les Breg

C’est en 1974 que les premières études ont démontré un rôle suppresseur ou régulateur 

de la population B. En effet, la déplétion des LB spléniques provoque le développement d’une 

hypersensibilité chez le porc de guinée (Katz, Parker, and Turk 1974). En 1996, des modèles 

de souris déficientes en LB sont dans l’incapacité de réduire l’inflammation d’une encéphalite 
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induite suggérant ainsi ce rôle immuno-régulateur de la population B (Janeway, Goodnow, 

and Medzhitov 1996). Ce n’est qu’en 2002 qu’un premier mécanisme régulateur a été mis en 

évidence : les LB suppriment l’inflammation par la sécrétion d’IL-10 (Fillatreau et al. 2002). 

Depuis, d’autres mécanismes régulateurs ont été mis en évidence comme l’inhibition de 

l’orientation inflammatoire Th1 et Th17 par les LB régulateurs dits Breg (Carter et al. 2011) 

et le maintien voire l’induction de Treg (Sun et al. 2008). Les Breg sont aussi capable 

d’inhiber une réponse inflammatoire en contrôlant les phénotypes des cellules dendritiques 

qui diminuent de fait la sécrétion d’interleukines pro- inflammatoires et inhibent les 

orientations Th1 et Th17 (Matsumoto et al. 2014). Plus récemment, il a été montré que les 

Breg ont la capacité de sécréter les interleukines anti- inflammatoires IL-35 et TGF-�. La 

stimulation de LB par de l’IL-35 in vitro induit une boucle autocrine positive, les LB sécrètent 

à leur tour de grandes quantités d’IL-35 et ont des fonctions régulatrices en transfert adoptifs 

(Wang et al. 2014) (Figure 4). 

Figure 4 : Propriétés fonctionnelles des Breg

Les Breg sont capables via la sécrétion d’IL-10, d’IL-35 et de TGF�, 
d’inhiber les réponses th1, th17, LTc, les monocytes et les cellules 
dendritiques, mais aussi d’induire l’activation d’autres populations 

régulatrices Treg, Tr1 et iNKT. 
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Plusieurs populations de LB avec des phénotypes proches et des fonctions régulatrices 

ont été décrites mais ces différences sont-elles le signe de l’existence de plusieurs sous 

populations distinctes de Breg ou s’agit- il de la même population répondant différemment en 

fonction de l’environnement immunitaire tissulaire ? Cette question reste à résoudre. Pour le 

moment, les populations B identifiées comme capables de sécréter des interleukines 

régulatrices sont les LB précurseurs transitionnels 2 de la zone marginales (T2-MZP) (Evans 

et al. 2007), les LB CD5+CD1dhi dits B10 (Yanaba et al. 2008; Yoshizaki et al. 2012), les LB 

de la zone marginale des organes lymphoïdes (Gray et al. 2007), les LB exprimant Tim1 

(Ding et al. 2011), les plasmocytes CD138+ (Neves et al. 2010; Shen et al. 2014), et les 

plasmablastes (Matsumoto et al. 2014). Chez l’humain, différents travaux ont permis de 

caractériser certains Breg et 2 phénotypes font consensus pour le moment : 

CD19+CD24hiCD38hiCD1dhi (Blair et al. 2010; Flores-Borja et al. 2013) et 

CD19+CD24hiCD27+ (Iwata et al. 2011). Ces difficultés à caractériser phénotypiquement les 

Breg ou seulement sur leur capacité à sécréter de l’IL-10 a fait se poser la question de 

l’existence d’un facteur de transcription commun aux différentes sous populations B 

régulatrices, comme Foxp3 pour les Treg. L’identification d’une telle molécule faciliterai leur 

analyse phénotypique et permettrai de répondre à la question de leur ontogénie. Aujourd’hui, 

2 modèles de développement existent : le premier correspond à l’existence d’une population B 

spécifique, un peu comme les nTreg, qui nécessitent l’expression d’un facteur de transcription 

pour acquérir un phénotype régulateur. La deuxième hypothèse propose que quel que soit le 

stade de développement classique d’un LB, s’il reçoit certains stimuli, il peut acquérir ce 

phénotype régulateur. L’incapacité de certaines études à identifier un facteur de transcription 

commun ainsi que l’hétérogénéité phénotypique des Breg nous fait pencher vers cette dernière 

hypothèse (Bouaziz et al. 2010; Lin et al. 2014). En effet, les LB à tous les stades de 
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développement sont capables de sécréter des cytokines anti- inflammatoires en fonction de 

l’environnement (Figure 5). 

Figure 5 : Modèle développemental de Breg

Le LB immature, suite à son activation via les TLR, le CD40 ou certaines cytokines devient LB mature ou T2 
MZP régulateur, ces cellu les peuvent elles aussi se différentier en plas mablaste ou plasmocytes conservant ou 

non son phénotype régulateur en sécrétant de l’IL-10, IL-35 ou TGF�. 

La question est posée de savoir quels sont les stimuli qui permettent cette transition 

régulatrices des LB. Plusieurs études ont démontré que l’induction des Breg était très forte en 

contexte inflammatoire auto-immun (Evans et al. 2007; Colliou et al. 2013) et que l’absence 

de Breg ne permettait plus de contrôler ces contextes inflammatoires voire de les induire. La 

voie la plus décrite pour l’induction du phénotype régulateur B met en jeu l’engagement du 

BCR et la stimulation de TLR9 et/ou CD40 (Mauri and Bosma 2012). Il a été démontré 

récemment l’induction de Breg suite à la sécrétion des interleukines IL-1� et IL-6 dans un 

contexte de polyarthrite auto- immune (Rosser et al. 2014). D’autres cytokines peuvent induire 

des Breg comme l’IL-21 (Yoshizaki et al. 2012) ou le facteur de croissance des granulocytes 

GM-CSF en association avec l’IL-15 (Rafei et al. 2009). Une étude a démontré que l’absence 

de cytokine anti- inflammatoire pouvait induire des Breg. En effet, il a été rapporté que 

l’utilisation d’un anti-IL-35 induisait l’apparition d’une population B sécrétrice d’IL-10 et 

d’IL-35 (Wang et al. 2014). Ces éléments indiquent que les cytokines anti- inflammatoires 

sont aussi importantes dans l’induction et le développement des Breg. Les différentes 

pressions homéostasiques serait à l’origine du développement ou de l’inhibition du 
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compartiment B régulateurs (Chasset et al. 2016; de Masson et al. 2015; Lykken, Candando, 

and Tedder 2015) 

3. Introduction à la rupture de tolérance

L’auto-immunité est physiologique, puisqu’une partie plus ou moins importante des 

lymphocytes présentent des récepteurs à l’antigène avec une faible affinité pour des éléments 

du soi et de façon polyclonale, mais le système de régulation de cette auto- immunité peut être 

défaillant. Apparaît alors une auto- immunité pathologique, auto-agressive et plus ou moins 

ciblée, qui va aboutir au déclenchement d’une maladie auto- immune (MAI). Après cette 

vision rapide des différents éléments permettant l’activation et la régulation du système 

immunitaire, présentons maintenant les situations pathologiques dans lesquels le système 

immunitaire s’active contre des antigènes normalement tolérés. Ces situations pathologiques 

peuvent toucher des antigènes exogènes normalement tolérés, on parlera dans ce contexte 

d’allergies et si l’antigène normalement toléré est endogène, on parlera alors d’auto- immunité. 

L’allergie est donc un terme général décrivant toutes les pathologies associées à 

l’activation du système immunitaire contre un élément, un antigène exogène présent 

normalement dans l’environnement. Les intolérances ne sont pas des allergies car le système 

immunitaire ne s’active pas contre un antigène mais le mécanisme est shunté. Dès 1945, Gell 

et Coombs décrivent une classification aujourd’hui reprise et améliorée mais qui englobe la 

majorité des mécanismes physiopathologiques d’hypersensibilité, c’est-à-dire les allergies et 

les auto- immunités (Figure 6). 
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�
Figure 6 : Les différents types d'hypersensibilités

Cette classificat ion, issue de celle de Gell et Coombs, prend en compte les allerg ies et les auto-immunités et ne 
considère que le mécan isme physiopathologique cellulaire. 

Très brièvement, l’allergie de type 1 est la forme clinique la plus commune, le 

déclenchement de sa symptomatique est immédiat lors de la rencontre avec un antigène (après 

la première phase de sensibilisation). Lors de la sensibilisation, l’antigène exogène est 

présenté à un LTh qui activera un LB pour sécréter des IgE qui vont se fixer sur les 

mastocytes en attendant la rencontre avec l’antigène. Lors de la réintroduction de l’antigène, 

les anticorps fixés sur les mastocytes vont ponter et provoquer la dégranulation mastocytaire 

qui va libérer de l’histamine responsable de la clinique. Ce sont les rhinites aux pollens, aux 

poils d’animaux, l’asthme ou bien les chocs anaphylactiques. 

L’allergie de type 2 est aussi le fruit de la collaboration LT/LB mais provoque la 

sécrétion d’anticorps d’isotype IgG. Ces anticorps vont recruter d’autres acteur de l’immunité 

après leur fixation sur l’antigène comme le complément ou les polynucléaires. 

L’allergie de type 3 est aussi lié à la présence d’IgG mais dans ce cas la fixation des 

anticorps à l’antigène cible provoque la formation de complexes immuns qui sont la source de 

la symptomatologie. Il est rapporté des vascularites ou des insuffisances rénales liées au dépôt 

de ces complexes dans le système circulatoire ou dans les glomérules rénaux. 
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L’allergie de type 4 est dite retardée, c’est-à-dire que sont classées toutes les 

pathologies associées à l’activation immunitaire plusieurs jours ou semaines après 

l’exposition à l’antigène. Certaines réactions médicamenteuses ou l’allergie au nickel sont de 

ce type, il est aussi rapporté un lien avec des prédispositions génétiques (essentiellement 

variants HLA) et la réactivation d’agents infectieux notamment viraux. Le délai d’apparition 

des signes cliniques est lié au recrutement et à la prolifération des acteurs de cette pathologie 

(mastocytes, polynucléaires, LTc,…). 

Cette classification mécanistique peut prendre en compte les maladies auto- immunes 

car les physiopathologies sont proches sauf que ce sont des antigènes endogènes qui sont les 

cibles immunologiques. 

B. Les Maladies auto-immunes

1. Introduction

Les maladies auto- immunes sont donc liées à l’activation du système immunitaire 

contre des éléments du « soi ». Elles sont classées en 2 grandes catégories : les maladies 

spécifiques d’organes ou de tissus et les maladies non spécifiques d’organes ou systémiques. 

Une classification mécanistique comme les hypersensibilités est aussi possible, comme vu 

précédemment ; une autre classification existe aussi et décrit 2 types de MAI, les MAI à auto-

anticorps et les MAI inflammatoires. Dans tous les cas, elles sont décrites comme 

multifactorielles, c’est-à-dire mettant en jeu dans leur déclenchement et leur développement 

des éléments propres à l'individu (facteurs génétiques, endocriniens,…) et des facteurs 

environnementaux (infectieux, agents chimiques,…). La prévalence globale (même si 

certaines sont assez rares) est élevée et en font donc un problème de santé publique majeur car 

ce sont des maladies chroniques au traitement long et couteux. 
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L’épidémiologie de ce groupe de maladie reste difficile à établir tant par la difficulté 

diagnostic de certaines d’entre elles que par l’hétérogénéité des formes cliniques qui fausse le 

classement. Au total, l’augmentation du nombre de diagnostics, l’allongement de la durée de 

vie, l’amélioration de la prise en charge diminuant la mortalité, la prévalence de ce groupe 

entier de maladie est estimée entre 5 et 10%. Les pathologies thyroïdiennes et le diabète de 

type 1 sont les pathologies les plus représentées avec des prévalences proches de 4000 pour 

105 habitants. La prévalence de la maladie cœliaque semble avoir été largement sous-estimée 

puisque des études récentes ramènent le chiffre de 100 pour 100 000 habitants à quasiment 

1/200 pour les formes frustres. De façon générale, les maladies auto-immunes s’observent 

chez la femme avec des sexes ratio qui peuvent aller jusqu’à 9/1 pour le lupus érythémateux 

systémique ou le syndrome de Gougerot Sjögren. Les MAI s’observent à tout âge mais la 

femme est surtout touchée en période d’activité ovarienne avant la ménopause. Les hormones 

sexuelles chez la femme ont un rôle dans le développement de ces maladies, en effet, des 

modèles animaux confirment cette hypothèse et il est affirmé un lien entre MAI et 

contraception hormonale, grossesse et ménopause. 

Des facteurs génétiques ont été mis en évidence notamment devant la concordance de 

ces maladies chez des jumeaux monozygotes (25 et 30% pour le lupus et le diabète de type 1 

respectivement) ou des formes familiales, cependant la concordance n’est pas entière ce qui 

suggère un rôle prépondérant des éléments environnementaux. La recherche de facteurs 

associés au MAI a orienté vers la mise en évidence de variants ou d’isoformes de molécules 

HLA particulières, certains allèles HLA DR1 et DRB1 sont associés à la polyarthrite 

rhumatoïde (PR), certains allèles DQB1 sont des facteurs de susceptibilité au diabète de type 

1. Pour les facteurs environnementaux, l’implication d’agents infectieux dans le 

déclenchement des MAI est suggérée par de nombreux arguments comme la similitude de 

structures moléculaires entre des auto-antigènes et des molécules microbiennes. Par exemple, 
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il y a des similitudes entre la protéine M du streptocoque et l’endocarde expliquant certaines 

symptomatologies d’atteintes cardiaques auto-immunes lors d’infection à Streptocoque. 

L’établissement d’un lien aussi direct entre auto- immunité et infection est rare, cependant 

certains éléments laisse penser que des infections peuvent jouer dans le déclenchement de 

certaines MAI comme certaines infections virales qui induiraient le diabète de type 1. Enfin 

certaines substances chimiques peuvent induire des MAI comme le chlorure de vinyle qui 

peut être impliqué dans la survenue d’acrosyndromes, ou encore les ultraviolets impliqués 

dans l’émergence du lupus érythémateux. 

2. Acteurs de l’auto-immunité

Différentes composantes du système immunitaire peuvent être responsables de la 

symptomatique auto-immune. Tous les mécanismes en jeu lors des réponses immunes 

normales peuvent être dirigés sur des antigènes, des tissus, des organes du soi. 

a. Auto- immunité humorale

Une des composantes classiques de l’auto- immunité est la sécrétion d’anticorps dirigés 

contre des éléments du soi. 

Les anticorps sont donc des protéines sécrétés par les plasmocytes après l’activation 

d’un LB et correspondent à la forme soluble du BCR du LB activé et différencié en 

plasmocyte. Les anticorps sont composés de 2 chaines lourdes et 2 chaines légères associées 

entre elles pour former : d’un côté la partie qui fixe 2 antigènes symétriquement (Fab) et de 

l’autre coté la partie constante dit fragment cristallisable (Fc). La partie qui fixe l’antigène est 

appelée région hypervariable, cette région subit beaucoup de phénomènes de mutation et de 

maturation pour augmenter l’affinité de cette région pour son antigène lorsque le LB est 

sélectionné. Le fragment Fc correspond à l’isotype qui peut être soit IgM, IgG, IgA ou IgE. 

Ces différents isotype confèrent à l’anticorps des propriétés différentes pour l’activation du 

complément et n’active pas les mêmes récepteurs (FcR) (Figure 7). 
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Figure 7 : Structure d'un anticorps

Le fragment Fab correspond aux 2 régions variables de fixat ion à l’antigène avec au bout les régions 
hypervariables et le fragment Fc à la part ie constante qui se fixe à ces récepteurs pour activer les cellules  

La production des chaines lourdes et légères des Ig est le fruit de la recombinaison 

aléatoire des gènes codant pour le BCR : VH, DH et JH et C pour la chaîne lourde et VL, JL 

et DL de la sous famille Kappa ou lambda pour la chaîne légère. Ils subissent ensuite d’autres 

étapes de maturation après la rencontre avec un antigène comme l’hypermutation somatique 

pour augmenter son affinité pour son antigène cible en créant des mutations sur les régions 

hypervariables des gènes des chaines lourdes et légères ainsi que le switch isotypique. 

La sécrétion massive d’anticorps nécessite une coopération T/B et une inter-spécificité 

sur le même antigène, c’est-à-dire que le LB qui sécrètera des auto-anticorps à la même 

spécificité antigénique que le LTh qui doit l’activer. Donc pour sécréter des auto-anticorps, il 

faut que les 2 lymphocytes T et B soient auto-réactifs. Mécaniquement, le LB auto-réactif va 

recevoir un message d’activation du LT helper folliculaire permettant sa maturation, 

l’hypermutation somatique et la commutation de classe pour sécréter des auto-anticorps affins 

et « switchés ». Il est retrouvé des auto-anticorps dans toutes les MAI. Dans certains cas, les 

auto-anticorps sont directement responsables de la pathologie, dans d’autres cas la présence 

d’auto-anticorps signe l’existence de la maladie sans être la source de la physiopathologie. 

Les anticorps dirigés contre des éléments du soi peuvent avoir des effets physiologiques 

délétères par différents mécanismes, cela dépend de l’isotype de l’anticorps et de son affinité 

et cela dépend aussi de la cible, de son action physiologique et de sa localisation tissulaire. 
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Les anticorps d’isotype IgM, IgG1 et IgG3 ont la capacité de recruter le complément. 

Lorsqu’ils vont fixer un auto-antigène, le recrutement du complément va provoquer la 

destruction de la cible. L’opsonisation est un autre mécanisme pathologique direct, 

l’opsonisation d’un antigène va faciliter sa phagocytose par le système réticulo-endothélial et 

donc sa destruction. Si la cible est un récepteur hormonal ou à neuromédiateur, la fixation 

d’un auto-anticorps peut provoquer son inhibition ou sa sur-stimulation. Enfin, certains auto-

anticorps ont la capacité de former des complexes immuns dont la pathogénie est indirecte, les 

complexes se déposent dans le système circulatoire et/ou rénal et provoquent des dégâts 

tissulaires (Figure 8). 

Figure 8 : Mécanismes pathogéniques des auto-anticorps

Les auto-anticorps peuvent provoquer la destruction de la cible par recrutement du système complément ou de 
cellu les phagocytaires (gauche), stimuler ou inhiber des hormono- ou neuro-récepteurs (milieu) ou provoquer le 

dépôt de complexes immuns (dro ite) 

b. Auto- immunité cellulaire

Lorsque les auto-anticorps ne sont pas impliqués dans la physiopathologie de la MAI, 

ils en sont la conséquence. L’auto- immunité cellulaire n’exclut pas la sécrétion d’auto-

anticorps mais le mécanisme physiopathologique passe par le recrutement d’acteurs 

cellulaires cytotoxiques capables d’induire un environnement inflammatoire. Ces acteurs sont 

les LTc qui reconnaissent un auto-antigène et lysent les cellules qui le présentent dans leur 

CMH de classe I (une forme de diabète insulino-dépendant). Les LTh sont aussi largement 

impliqués dans certaines pathologies auto- immunes à orientation Th17 comme la PR par 

exemple : les acteurs recrutés sont cellulaires et les dégâts articulaires observés sont liés aux 

signaux d’inflammation reçus par les ostéoblastes. Il y a aussi un recrutement des acteurs 
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innés dans des pathologies dites auto- inflammatoires comme les maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin (maladie de Crohn et Rectocolite hémorragique) dans lesquelles un 

lien avec une activation des TLR et des NLR peut être en cause. Ces maladies auto-

inflammatoires font débat sur leur appartenance au groupe des maladies auto-immunes de par 

la difficulté à mettre en évidence un mécanisme pathologique immunitaire précis. 

3. Maladies auto-immunes spécifiques d’organes

Il est identifié comme maladie auto- immune spécifique d’organe les pathologies 

immunitaires dans lesquelles l’antigène reconnu n’est exprimé que par un organe ou un tissu 

particulier. La symptomatologie sera purement liée à l’atteinte tissulaire spécifique de la 

maladie et au mécanisme d’action pathologique sur la cible. Cependant, il a été montré au 

cours de l’évolution clinique des MAI spécifiques d’organes, des phénomènes de 

chevauchement avec l’association de plusieurs syndromes auto-immuns spécifiques d’organes 

ou systémiques, probablement dus à l’existence d’un terrain propice au développement de 

l’auto- immunité. Ces remarques remettent en cause les classifications précédentes sur les 

acteurs de l’auto- immunité qui ne sont en fait pas exclusif d’un type de réponse, ou bien 

encore la cible de l’auto- immunité qui évolue au cours des maladies. Cependant, la 

physiopathologie majeure des maladies auto- immunes spécifiques d’organes reste liée à la 

sécrétion d’auto-anticorps spécifiques d’une cible, source de la symptomatologie. Elles 

représentent aussi le groupe de maladies auto- immunes avec la plus forte incidence comme 

les thyroïdites. Les principales MAI spécifiques d’organes sont présentées  dans le tableau 1 

ci-après : 

�
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Tableau 1 : Exemples de maladies auto-immunes spécifiques d'organes

Organe Maladie Molécule cible anticorps référence
Thyroïde Thyroïdite Hashimoto Thyroperoxydase Anti-TPO Khan FA et al 2015

Maladie de Basedow Récepteur à la TSH Anti-TSH-R
Foie Cirrhose biliaire 

primitive 
Pyruvate deshydrogenase 
mitochondriale 

Anti-mitochondrie type 2 Ivernizzi P 2013

Hépatite AI type 1 Actine F Anti-actine
Hépatite AI type 2 Cytochrome P450 Anti-LMK1

Muscle Myasthénie Récepteur à l’acétylcholine Anti-AchoR Ha JC et al 2014
Intestin Maladie cœliaque Transglutaminase tissulaire Anti-TG Elli L et al 2015

Pancréas Diabète type 1 Insuline Anti-insuline Taplin CE et al 2008
Glutamic acid decarboxylase Anti-GAD
Protein tyrosine phosphatase Anti-IA2

Estomac Maladie de Biermer Pompes NA/K pariétales Anti-muqueuse gastrique Park JY et al 2013
Facteur intrinsèque Anti-FI

Peau Pemphigus Desmogléines 1 et 3 Anti-Dsg1 –Dsg3 Atzmony L et al 2014
Pemphigoïde bulleuse BP180 BP230 Anti-BP180 –BP230 Kneisel A et al 2014

Rein et 
poumon 

Maladie de 
Goodpasture 

Collagène type 4 de la 
membrane basale glomérulaire 

Anti-MBG Hellmark T et al 2014

4. Maladies auto-immunes non spécifiques d’organes

Les maladies auto- immunes non spécifiques d’organes ou systémiques sont 

relativement rares par rapport aux autres MAI sauf pour la PR. Les mécanismes auto- immuns 

sont en général multiples ; les auto-anticorps présents ne sont pas toujours pathogéniques et 

sont des conséquences du dérèglement immunitaire. Il n’y a donc pas toujours de cible 

antigénique particulière et les mécanismes auto- immuns sont à la fois humoraux et cellulaires. 

Les principales MAI systémiques sont décrites dans le tableau ci-dessous :  

Tableau 2 : Exemples de maladies auto-immunes systémiques

Maladie
Atteintes organiques

majeures
Auto-anticorps Référence

Polyarthrite 
rhumatoïde 

Articulations +++
Poumons, cœur, œil 

Facteurs rhumatoïdes
Anti-CCP 

(Picerno et al. 
2015) 

Lupus érythémateux Articulation, peau, 
reins+++ hématologique 

Anti-nucléaire
Anti-ADN natif 
Anti-Sm 

(Relle et al. 
2015) 

Gougerot-Sjögren Glandes salivaires++, 
œil, poumons, vasculaire

Anti-SSA -SSB (Roguedas et al. 
2006) 

Sclérodermie Peau+++, intestins, 
poumons 

Anti-centromère (Pope and 
Johnson 2015) 

Polymyosite Muscle+++, peau, 
poumons cœur 

Anti-synthétase (Vattemi et al. 
2014) 
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5. Diagnostic

Le diagnostic des pathologies auto- immunes est difficile de par l’hétérogénéité des 

signes cliniques et les différences interindividuelles. Les diagnostics se posent souvent sur des 

critères ou des scores cliniques et biologiques plus ou moins précis édités par des sociétés 

savantes. En plus de tous les examens cliniques et des signes qui seront plus ou moins 

spécifiques de ces pathologies, l’examen biologique le plus évocateur qui posera un 

diagnostic reste la recherche d’auto-anticorps. Ces anticorps peuvent être pathogéniques ou 

témoins de la maladie, ils servent de critères biologiques et sont assez spécifiques. Il est 

important de souligner que certaines variables doivent être prises en compte dans 

l’interprétation des tests de recherche d’anticorps. D’abord, la sensibilité du test, c’est-à-dire 

sa capacité à ne donner des résultats positifs que lorsqu’il y a présence de l’élément à doser 

(vrai positifs). Ensuite sa spécificité, c’est-à-dire sa capacité à ne réagir qu’avec l’élément à 

doser (vrai négatifs). Enfin sa valeur prédictive, mais cela dépend de la pathologie, de 

l’individu et de l’élément à doser (Y-a-t-il toujours sécrétion de ce type d’anticorps pendant 

cette pathologie ?). 

Dans les MAI spécifiques d’organes, les auto-anticorps sont souvent la cause de la 

pathologie et leur identification confirme le diagnostic. Les anticorps les plus recherchés suite 

aux éléments cliniques évocateurs sont présentés dans le tableau 1. 

Dans les MAI systémiques, les auto-anticorps ne sont pas forcément pathogéniques, 

leur présence peut signer certaines forment de pathologies sans en être la source. Le 

chevauchement des signes cliniques et l’hétérogénéité de ces pathologies forcent la 

prescription d’un panel d’auto-anticorps à rechercher pour confirmer l’absence ou la présence 

de certains syndromes mais ne sont pas toujours spécifiques d’une pathologie ni toujours 

présents. Les facteurs rhumatoïdes sont retrouvés chez les patients atteints de PR mais aussi 
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de lupus et chez des personnes saines. Les principaux auto-anticorps recherchés au cours de 

ces pathologies sont indiqués dans le tableau 2. 

6. Traitements actuelles

a. Objectifs des traitements

Le traitement des maladies auto- immunes a plusieurs objectifs : prévenir les poussées 

de la maladie, s'opposer à l'évolutivité des atteintes viscérales, préserver l'insertion 

socioprofessionnelle et guérir la maladie tout en évitant les effets indésirables des traitements. 

Les grandes lignes de ce traitement reposeront sur l’association d’un médicament avec un 

effet sur le système immunitaire et un traitement symptomatique pour améliorer la prise en 

charge et le niveau de vie du patient. Il a aujourd’hui dans l’arsenal thérapeutique plusieurs 

actions possibles sur le système immunitaire : inhiber le système immunitaire globalement par 

l’utilisation de molécules immunosuppressives ou moduler son action plus subtilement pour 

le rendre non pathogène. Les dernières avancées dans la thérapeutique des MAI reposent sur 

l’identification du mécanisme fin de la physiopathologie et de l’utilisation de molécules qui 

vont cibler de plus en plus certaines voies métaboliques ou antigènes pathologiques. En 

utilisant des traitements plus ciblés, plus adaptés à la pathologie, les effets secondaires sont 

réduits et l’impact sur la maladie amélioré. Cependant, le traitement des maladies auto-

immunes fait souvent appel à une stratégie d’immunosuppression non spécifique associant 

habituellement la corticothérapie et les antimitotiques. Ces traitements ne sont pas dénués 

d’effets iatrogènes, ce qui limite leur indication aux maladies auto-immunes dites sévères. 

C’est le dépistage de lésions des « organes nobles » (reins, système nerveux, cœur, systèmes 

digestif et pulmonaire) qui déterminera la sévérité clinique et donc le choix thérapeutique. 

�
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b. Immunosuppresseurs chimiques

La pharmacie dispose d’un panel assez large en immunosuppresseurs chimiques 

utilisés depuis longtemps pour 2 indications principales : le rejet de greffe et les maladies 

auto-immunes. Ces immunosuppresseurs ont différents modes d’action qui feront les 

différentes indications 

Les inhibiteurs de la synthèse d’IL-2 sont les anticalcineurines et sont représentés par 

la ciclosporine (SANDIMMUN® et NEORAL®) et le tacrolimus (PROGRAF®). Ce sont 

toutes 2 des substances naturelles retrouvé dans le Tolypocladium inflatum pour la 

ciclosporine et dans les Streptomyces pour le tacrolimus. Leur mécanisme d’action est de 

pénétrer dans le cytoplasme des LTh et se lier à la ciclophiline ou à FKBP, ces complexes se 

lient à la calcineurine et inhibent son activité phosphatasique ce qui empêche NF-AT de 

rentrer dans le noyau et d’induire la synthèse de nombreuses interleukines dont l’IL-2. Ces 

molécules ont une marge thérapeutique étroite et des effets secondaires de types 

néphrotoxiques, d’infections secondaires et carcinogènes, qui sont à prendre en compte lors 

de leur prescription. 

Le sirolimus (RAPAMUNE®) et l’everolimus (CERTICAN®) sont 2 autres 

molécules qui inhibent l’effet activateur T de l’IL-2. Le sirolimus est extrait du Streptomyces 

et l’everolimus en est un dérivé semi-synthétique. Ils entrent tous les 2 dans le cytoplasme des 

LTh et se fixent à FKBP12 ; ces complexes inhibent totalement l’activité de mTOR. Le signal 

de transduction de CD25 lorsque de l’IL-2 s’y fixe est alors inhibé. 

Les glucocorticoïdes exercent leur effet immunosuppresseur en diminuant l’expression 

des gènes codant pour les cytokines IL-1, IL-2, IL-6, INF� et TNF�. Il en résulte une 

diminution de l’inflammation, de la prolifération lymphocytaire, de l’activité cytotoxique des 

LTc ainsi qu’une diminution de l’expression des gènes du CMH. Cette action passe par la 

fixation des corticoïdes aux Glucocorticoid response elements (GRE) cytoplasmiques ; ces 
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complexes inhibent l’activité des facteurs de transcription pro- inflammatoire Fos et Jun. 

Cependant cette activité immunosuppressive nécessite de fortes doses et ils ne sont pas dénués 

d’effets secondaires importants nuisant à la qualité de vie des patients comme par exemple la 

rétention hydrosodée, la déminéralisation osseuse, un syndrome cushingoïde et des infections 

opportunistes virales essentiellement. 

Les inhibiteurs de la synthèse des bases azotés constituent une autre classe 

d’immunosuppresseurs utilisée. Ainsi, l’inhibition de la synthèse d’ADN empêchera la 

prolifération des clones lymphocytaires lors de réaction immunitaires. L’azathioprine 

(IMUREL®) et le mycophénolate mofétil (CELLCEPT®) inhibent les voies de production 

des bases puriques. Il en résulte une forte myélotoxicité qui force la surveillance 

hématologique régulière lors de la mise en place de ces traitements. 

Il est à noter que beaucoup d’autres médicaments « chimiques » sont utilisés dans le 

traitement des MAI. Certains antipaludéens sont utilisés dans le traitement du lupus 

notamment pour leur activité immunomodulatrice. Il y a aussi tous les autres médicaments 

utilisés en soutien, symptomatiques, comme les anti- inflammatoire non stéroïdiens et les 

antalgiques dont le but thérapeutique est l’amélioration du niveau de vie avec la maladie. 

c. Biothérapies

Les biothérapies sont une classe de médicaments représentés par beaucoup de 

molécules avec une grande diversité d’origine et de mécanismes d’action. Dans ce travail 

nous nous focaliseront sur une famille particulière de biothérapies, les anticorps 

monoclonaux. 

Les anticorps monoclonaux sont les biothérapies les plus spécifiques car les plus 

ciblées et sont, aujourd’hui, en plein essor dans leur utilisation thérapeutique dans la 

modulation immunitaire et en thérapie anti-tumorale. 35 anticorps monoclonaux ont déjà reçu 
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une autorisation de mise sur le marché en France et 350 autres molécules sont en cours de 

demande. Avec l’explosion du nombre de molécules disponibles, les schémas thérapeutiques 

vont radicalement changer d’ici peu. 

C’est en 1975 que Georges Köhler et César Milstein ont publié dans Nature une 

technique de production d'anticorps monoclonaux (Köhler and Milstein 1975). En 1984, ils 

ont reçu le Prix Nobel de médecine pour cette découverte. Les anticorps monoclonaux en 

thérapeutique existent depuis les années 1980 dans des protocoles d’essais cliniques. Leur 

mode de fabrication en fait des biomédicaments difficiles à produire à l’échelle industrielle 

mais les techniques évoluent et aujourd’hui, une grande majorité des laboratoires 

pharmaceutiques sont impliqués dans le développement d’un ou plusieurs anticorps 

monoclonal. Ils en existent différents types et sont classés en fonction de la part d’origine 

murine et humaine dans la composition de l’anticorps. Les premiers anticorps étaient 

complétement de souris (suffixe –momab) puis des techniques d’humanisation se sont 

développées pour augmenter la tolérance des patients au médicament notamment au moment 

de l’injection. Il y a les anticorps chimériques (suffixe –ximab), les anticorps humanisé 

(suffixe –zumab) et enfin les anticorps complètement humain (suffixe –mumab). Le principe 

de leur production est basé sur l’immunisation de souris (Figure 9). Les cellules spléniques 

sont ensuite fusionnées avec des myéloblastes pour créer un hybridome immortel cultivable et 

producteur de l’anticorps de la souris immunisée. Les hybrides sont ensuite sélectionnés sur 

l’affinité des anticorps produits sur l’antigène d’intérêt puis isolés pour ne produire que 

l’anticorps voulu. Les techniques d’humanisation des anticorps sont plus complexes et 

nécessitent des réarrangements géniques. Les séquences des régions hypervariables de la 

chaine lourde et de la chaine légère de l’anticorps sont insérées dans un plasmide contenant le 

reste de la séquence des parties constantes d’un anticorps humain avec l’isotype choisi pour la 

meilleure efficacité in vivo possible et la meilleure tolérance au traitement. 
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Figure 9 : Principe de production d'un anticorps monoclonal

Les splénocytes de la souris immunisée fusionne avec des myéloblaste pour former des hybridomes selectionnés 
et isolés sur les caractéristiques de l’anticorps voulu. 

Il s’agit du principe historique de production des anticorps monoclonaux. Aujourd’hui, 

des techniques de sélection d’anticorps d’intérêt par la création de librairie de phage sur 

lesquelles sont testés tous types d’anticorps et notamment de sang de cordon permet 

d’identifier de nouveaux anticorps spécifiques d’un antigène à partir d’anticorps humains avec 

la plus forte diversité. 

�
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Les principaux anticorps monoclonaux utilisés dans le traitement des MAI sont 

présentés dans le tableau 3 ci-dessous :  

Tableau 3 : Principaux anticorps monoclonaux utilisés dans le traitements de MAI

Anticorps Cible Indications AMM
Belimumab B-cell activating factor Lupus 2014
Natalizumab Integrine �4 Crohn, SEP 2012
Alemtuzumab CD52 SEP 2012
Eculizumab C5 complement hémoglobinurie 2012
Omalizumab IgE Asthme, allergie 2012
Basilixumab IL-2R (CD25) greffe 1998
Daclizumab IL-2R (CD25) greffe 2003
Belatacept CTLA4-Ig greffe 2014
Muronomab-CD3 CD3 greffe 1986
Romiplostin TPO-Ig PTAI 2009
Tocilizumab IL-6R PR 2014
Certolizumab TNF� PR 2010
Adalimumab TNF� PR, arthrite juvénile, psoriasis, crohn 2013
Infliximab TNF� PR, psoriasis, crohn RCH 2012
Golimumab TNF� PR, spondylarthrite, crohn, RCH 2014
Rituximab CD20 lymphome, leucémie, PR, lupus, 

MBAI, vascularite 
1998

Ustekinumab IL-12 et IL-23 psoriasis 2011

Une nouvelle approche dans le traitement des maladies auto- immunes à auto-anticorps 

est la déplétion des lymphocytes B. Initialement prévue pour le traitement des lymphomes B 

dont la déplétion B entrainait la disparition simple des cellules cancéreuses, cette 

thérapeutique s’est vite étendue aux pathologies auto- immunes comme le lupus ou la PR pour 

stopper la production d’auto-anticorps (Hagemeister 2010; Leandro et al. 2005; Joly et al. 

2007; Sutter et al. 2008; Teeling et al. 2004; Teng et al. 2009; Zwick et al. 2010). Un des 

premiers anticorps de déplétion des LB est le rituximab (RTX) qui cible le CD20 des LB. 

�
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Le rituximab (MABTHERA® Roche®) anti-CD20 :

Le CD20 est un marqueur B spécifique exprimé du stade préB jusqu’au LB mature, 

son expression diminue voire disparait chez les plasmocytes. Le CD20 est une molécule 

membranaire qui s’organise en homo-dimère ou –tétramère et interagit avec d’autres 

molécules membranaires comme le CMH, CD40 et le BCR (Li et al. 2004:20; Petrie and 

Deans 2002; Walshe et al. 2008). Sa fonction n’est pas encore bien déterminé mais il semble 

qu’il soit associé au BCR jusqu’à son engagement sur un antigène puis module la 

concentration calcique intra-cytoplasmique du LB pour contrôler le cycle cellulaire (Polyak et 

al. 2008). 

Le rituximab (RTX) (MABTHERA®) est un anticorps monoclonal anti-CD20 

développé et commercialisé par Roche® en France et Genetech® aux Etats-Unis. Il a obtenu 

une AMM européenne en 1998 pour son utilisation dans les hémopathies malignes B. Il s’agit 

d’un anticorps chimérique d’isotype IgG1 dirigé contre le CD20 et pèse 144 kDa. Il induit une 

déplétion B sur une période de 3 mois à 1 an par plusieurs mécanismes. i) la liaison du RTX 

aux LB entraine la formation d’un complexe immun et recruter le composant C1q du 

complement pour lyser le LB. ii) la liaison de la région constante de l’anticorps (Fc) à un 

récepteur Fc�R conduit à la destruction du LB fixé par cytotoxicité cellulaire dépendantes des 

anticorps (ADCC). iii) la fixation du RTX au CD20 entraine un changement de la 

conformation du CD20 et augmente la concentration de calcium intra-cytoplasmique et 

bloque ainsi le cycle cellulaire en phase S (Alduaij and Illidge 2011). Le retour des LB, 

environ 9 mois après l’injection, est caractérisé par un forte augmentation de la population B 

naïve CD5+ et CD38high marqueurs des populations transitionnelles. 

�
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II. Les Maladies auto-immunes bulleuses

A. La peau

La peau est l’enveloppe externe du corps. Cette enveloppe est en continuité avec les 

muqueuses et représente l’organe le plus lourd de l’organisme, soit environ un tiers du poids 

total pour une surface totale de 2m² chez l’adulte. Cet organe a des annexes qui comprennent 

les phanères (poils, cheveux et ongles) ainsi que les glandes sébacées et sudoripares. 

La peau est organisée en 4 régions superposées de la profondeur vers l’extérieur : 

l’hypoderme, le derme, la jonction dermo-épidermique (JDE) et l’épiderme (Figure 10). 

Figure 10 : Schéma de la composition de la peau

Représentation des différentes couches de la peau avec l’hypoderme, le derme et l’épiderme ainsi 
que quelques annexes (doctissimo.fr) 

1. L’épiderme

L’épiderme est un épithélium de revêtement, stratifié, pavimenteux et kératinisé 

constitué de 4 types cellulaires : Les kératinocytes, les mélanocytes, les cellules de 

Langerhans et les cellules de Merkel. 

Les kératinocytes sont les cellules majoritaires de l’épiderme et en constituent environ 

80%. Ils assurent la cohésion et la protection de l’épiderme contre tous les types d’agressions 
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extérieurs (physiques et chimiques). Ces kératinocytes se répartissent en 4 couches dans 

l’épiderme. La couche basale est directement en contact avec la JDE, les kératinocytes s’y 

trouvant assurent l’adhésion de l’épiderme et le renouvellement cellulaire avec un fort taux de 

mitose. La couche spineuse est constituée de plusieurs assises de kératinocytes polygonaux. 

La couche granuleuse correspond à plusieurs assises cellulaires de kératinocytes ayant dans 

leur cytoplasme des granules basophiles. Enfin la couche cornée dans laquelle les 

kératinocytes sont aplatis et anucléés en contact avec l’extérieur. Les éléments qui 

maintiennent les kératinocytes entre eux et donc la cohésion de la peau sont les desmosomes 

et hémidesmosomes. Ce sont les systèmes de jonction sur lesquels s’ancrent les tonofilaments 

qui font le cytosquelette des kératinocytes. Les desmosomes se présentent toujours comme 

des structures symétriques avec de part et d’autre d’une ligne dense extracellulaire, une zone 

claire aux électrons dénommée desmogléie, la membrane cytoplasmique des kératinocytes et 

une plaque accolée à la face interne de cette membrane sur laquelle s’accrochent des filaments 

intermédiaires. Les desmosomes sont très nombreux dans la couche spineuse et expliquent les 

« épines » visibles au microscope et deviennent cornéo-desmosomes dans les couches plus 

superficielles. Les tonofilaments sont composés de cytokératines associées en paires qui 

forment ensemble une partie du cytosquelette de la cellule. Dans la composition des 

desmosomes, il est important de citer les desmogléines (Dsg1 à 4) et les desmocolines. Ce 

sont des glycoprotéines transmembranaires de la famille des cadhérines qui assurent 

l’adhésion intercellulaire en se fixant aux Dsg de la cellule adjacente. Les desmoplakines et 

plakoglobines forment les plaques d’ancrage des Dsg à l’intérieur du cytosol des 

kératinocytes (Figure 11). 
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Figure 11 : Illustrations des desmosomes

À gauche une vue en microcopie électroniques d’un desmosome. À droite un schéma de la  structure du 
desmosome, les tonofilaments sont fixés aux plaques de desmoplakines, les desmogléines sont ancrées sur ces 

plaques et fixées entre elles dans le compartiment inter-cellu laire. 

Il est à noter que les proportions de chaque Dsg dans la composition des desmosomes 

est tissue-dépendante. En effet, il est retrouvé une majorité de Dsg1 dans l’épiderme et sa 

concentration augmente en allant vers l’extérieur, la Dsg3 est exprimé dans les couches 

basales. Les muqueuses montrent des profils différents d’expression des Dsg, la Dsg3 est 

majoritaire dans toutes les couches et il est retrouvé une faible expression de la Dsg1 dans les 

couches muqueuses les plus superficielles (Figure 12). 

Figure 12 : Distribution des Dsg1 et Dsg3 dans l'épiderme et les muqueuses

La Dsg1 est retrouvée majoritairement sur la peau et de plus en plus vers la superficie alo rs que la Dsg3 est 
plutôt basale dans la peau mais majoritaire dans les muqueuses. 
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Les mélanocytes constituent la deuxième grande population de l’épiderme. Leur rôle 

est la photo-protection de l’organisme par la synthèse des mélanines : phéomélanines 

(pigments jaunes) et eumélanines (pigments bruns). La mélanine est transférée par les 

mélanocytes vers les kératinocytes par l’intermédiaire d’organites sécrétés. Sous l’action de 

radiations lumineuses trop fortes, les phéomélanines deviennent carcinogènes et expliquent le 

développement de certains cancers de la peau. 

Les cellules de Langerhans, troisième population cellulaire de l’épiderme, représentent 

3 à 8% des cellules épidermiques. Leur densité varie de 200 à 1000 cellules/mm² selon leur 

localisation anatomique. Elles appartiennent au groupe des cellules dendritiques présentatrices 

d'antigènes transépithéliales, c’est-à-dire qu’elles migrent de tissu pour présenter des 

antigènes phagocytés. Les cellules de Langerhans, produites au niveau des organes 

hématopoïètiques, migrent vers l’épiderme où elles vont capturer les exo-antigènes et les 

apprêter dans un complexe CMH de classe II. Elles vont ensuite rejoindre les ganglions 

lymphatiques où elles présentent l'antigène aux LTh pour activer une réponse immune. Leur 

localisation épidermique s’explique par l’expression de molécules d’adhérence, telle l’E-

cadhérine, qui leur permet une adhérence homotypique avec les kératinocytes. Les granules 

de Birbeck expriment intensément une lectine de type II/C, la langerine, qui leur est 

spécifique. Elles expriment aussi beaucoup de TLRs qui transmettent un signal de danger, 

induisant leur maturation phénotypique et fonctionnelle. Les différentes familles de récepteurs 

exprimés par les cellules de Langerhans sont capables de reconnaître ou d’internaliser 

différents pathogènes : la langerine, permet notamment la capture d’antigènes glycolipidiques 

dérivés des mycobactéries ou la glycoprotéine d’enveloppe gp120 du virus VIH alors que les 

récepteurs aux fragments Fc des Ig et les récepteurs au complément (CR) permettent la 

reconnaissance de pathogènes ou de corps apoptotiques opsonisés.  
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Les cellules de Merkel constituent la dernière population épidermique. Ce sont des 

cellules neuro-épithéliales avec un rôle de mécanorécepteur relié à une terminaison nerveuse. 

Les cellules de Merkel sont irrégulièrement réparties dans l’épiderme ; elles sont 

particulièrement abondantes au niveau des lèvres, des paumes, de la pulpe des doigts et du dos 

des pieds. 

Les altérations auto- immunes des molécules constituant le derme constitue le groupe 

des dermatoses bulleuses intra-épidermiques autrement dit les Pemphigus. 

2. La jonction dermo-épidermique

La jonction dermo-épidermique (JDE) est la structure séparant l’épiderme du derme 

sous-jacent. Elle apparaît entre les kératinocytes basaux et le derme papillaire comme une 

ligne ondulée, fine et homogène où alternent les saillies de l'épiderme dans le derme dites 

"crêtes épidermiques" et les saillies du derme dans l'épiderme dites "papilles dermiques". Elle 

comprend : la membrane cytoplasmique des cellules basales de l'épiderme (kératinocytes, 

mélanocytes et cellules de Merkel), la lamina lucida claire aux électrons, la lamina densa

dense aux électrons. La JDE présente au niveau des kératinocytes basaux des complexes 

d'ancrage de l'épiderme sur le derme, constitués par un hémidesmosome, des filaments 

d’ancrage, un épaississement de la lamina densa, des fibrilles d’ancrage et des plaques 

d’ancrage dermique (Figure 13). 

Figure 13 : La jonction dermo-épidermique

Illustration de la JDE, à gauche et au milieu schéma de la constitution et de la localisation de la JDE, à dro ite une 
photographie au microscope optique par une technique d’immunohistochimie d’une coupe de peau faisant 

apparaitre la  JDE comme une ligne verte fluorescente. 
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Les études immuno-histochimiques ont montré qu'il existait au niveau de la jonction 

dermo-épidermique des constituants spécifiques des hémidesmosomes, différents des 

constituants universels des membranes basales, particulièrement importants dans le maintien 

de l'intégrité dermo-épidermique et notamment : (Figure 14) 

• L'antigène de la Pemphigoïde bulleuse BP230 (ou BPAG1) au niveau de la plaque 

d'ancrage des tonofilaments des hémidesmosomes. 

• L'intégrine �6�4 et l'antigène de la Pemphigoïde bulleuse BP180 (ou BPAG2 ou 

collagène XVII), molécules transmembranaires des hémidesmosomes. 

• La laminine 5 au niveau des filaments d'ancrage. 

• Le collagène VII au niveau des fibrilles d'ancrage.

Figure 14 : Schéma des molécules constitutives des hémidesmosomes de la JDE

Les hémidesmosomes sont des structures d’ancrage de la première couche de l’ép ithélium épidermique sur la 
membrane basale dermique. Les molécules BP180, BP230 et l’intégrine �6�4 s’ancrent sur les filaments de 

laminine et de collagène de la membrane. 

Les altérations, d’origine génétique ou auto- immune, de ces molécules assurant la 

cohésion entre l’épiderme et le derme aboutissent à des dermatoses bulleuses sous-

épidermiques dont la plus commune est la Pemphigoïde bulleuse. 

3. Le derme et l’hypoderme

Le derme et l'hypoderme sont des tissus conjonctifs richement vascularisés et innervés. 

Ils sont constitués de fibres, de cellules et de la substance fondamentale. Il existe 3 types de 

fibres : élastiques, de « collagène » et de « réticuline ». Elles n’ont pas tout à fait le même 
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rôle, certaines assurent plutôt le maintien et d’autres l’élasticité, leurs distributions sont 

différentes. Les cellules qui peuplent le derme et l’épiderme sont soit fixes d’origine 

mésenchymateuse, soit mobiles d’origine hématopoïétique. Le derme a en moyenne une 

épaisseur de 1 à 2 mm ; il est particulièrement fin au niveau des paupières et du prépuce et en 

revanche très épais au niveau des plantes des pieds. Le derme se continue par l'hypoderme 

sans limite franche ; ce dernier s'étend jusqu'aux plans aponévrotiques ou périostés sauf au 

niveau des paupières, des oreilles et des organes génitaux masculins, où il n'y a pas 

d'hypoderme. 

B. Les maladies auto-immunes de la peau

Les maladies bulleuses auto- immunes (MBAI) représentent un groupe de MAI 

spécifiques d’organes dont l’organe cible est la peau. Les MBAI sont très hétérogènes, peu 

fréquentes et dont le pronostic vital est très variable. Les MBAI sont caractérisées 

cliniquement par l’apparition de bulles cutanées et d’érosions de la peau liées à la production 

d’auto-anticorps dirigés contre différents constituants de l’épiderme, de la JDE ou parfois 

dans le derme. La diversité des MBAI impose, pour leur diagnostic précis, une enquête 

clinique, anatomopathologique et immunologique. Ces MBAI sont classées en fonction du 

site de clivage (dépôt des auto-anticorps) et il est distingué 2 groupes majeurs :  

• Les MBAI intra-épidermiques qui constituent le groupe des pemphigus. Les cibles 

antigéniques sont les Dsg1&3 constituants des jonctions inter-kératinocytes 

(desmosomes). 

• Les MBAI sous-épidermiques dans lesquelles les cibles antigéniques sont des 

composants de la JDE. 

Ces maladies sont caractérisées cliniquement par la présence de bulles sur la peau. 

Une bulle est une collection liquidienne superficielle de plusieurs millimètres de diamètre 



Introduction 

50 
Thèse de recherche Nicolas Berkani 

siégeant sur la peau ou les muqueuses. Ces bulles sont à contenu clair ou séro-hématique. Il 

faut cependant évoquer une MBAI devant une érosion post bulleuse mais aussi devant un 

vaste décollement épidermique. La bulle peut résulter d’un clivage entre le derme et 

l’épiderme à la JDE (MBAI sous-épidermique : Pemphigoïde bulleuse) et formera des bulles 

tendues à contenu le plus souvent clair. La bulle peut aussi résulter d’un clivage intra-

épidermique (MBAI intra-épidermique : les pemphigus), elle sera flasque et fragile. Le signe 

de Nikolsky correspond à un décollement cutané provoqué par le frottement appuyé de la 

peau saine. Il traduit un décollement intra-épidermique (acantholyse) au cours des pemphigus. 

Pour le diagnostic des MBAI, il est important d’éliminer les dermatoses bulleuses non-auto-

immunes. Il en existe différentes sortes : les toxidermies bulleuses, la porphyrie cutanée 

tardive, les dermatoses bulleuses causées par des agents externes, les épidermolyses 

héréditaires, les érythèmes polymorphes bulleux. Il peut aussi exister des formes bulleuses de 

maladies habituellement non bulleuses comme certaines dermatoses vésiculeuses ou certaines 

vasculites nécrotico-bulleuses. 

Les éléments permettant le diagnostic de ces pathologies reposent sur l’interrogatoire 

et l’examen clinique qui orienteront le clinicien mais la confirmation du diagnostic sera posée 

par des examens complémentaires histologiques et immunologiques que sont la biopsie d’une 

bulle, la biopsie d’une peau péribulleuse pour une immunofluorescence directe (IFD) et le 

prélèvement sanguin pour une recherche d’auto-anticorps en immunofluorescence indirecte 

(IFI) ou ELISA ou western blot. D’autres examens sont possibles comme l’IFI sur peau 

humaine normale clivée par la soude ou un immunotransfert pour étudier la cible précise des 

auto-anticorps. 

�
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C. Les Maladies auto-immunes bulleuses intra-

épidermiques : les Pemphigus

Les MBAI intra-épidermiques constituent le groupe des pemphigus, il en existe de 

différents types : le Pemphigus vulgaris (PV), le Pemphigus superficiel ou foliacé (PF), le 

Pemphigus para-néoplasique (PNP) et plus rare le pemphigus induit par les médicaments. 

1. Clinique

Le pemphigus vulgaire (PV) est le plus fréquent des pemphigus, son incidence varie 

de 0,7 à 5 nouveaux cas par millions d’habitants par an, l’âge moyen de déclenchement de la 

pathologie est de 50 ans même si des formes pédiatriques existent et sont largement décrites. 

Le PV touche autant les hommes que les femmes avec un sexe ratio de 1. Son déclenchement 

clinique commence insidieusement par des lésions muqueuses le plus souvent buccales mais 

aussi œsophagiennes et génito-rectales à types d’érosions douloureuses handicapantes. La 

forme classique du PV ne touche que les muqueuses mais certaines formes de PV évoluent et 

deviennent cutanéo-muqueuses. Dans ce cas, l’atteinte cutanée est plus tardive, plusieurs 

semaines à plusieurs mois après les premières lésions muqueuses. Le PV développe des bulles 

flasques à contenu clair siégeant sur la peau saine, ces bulles sont fragiles et laissent 

rapidement apparaitre des érosions post-bulleuses cernées par une collerette épidermique avec 

un signe de Nikolsky positifs autour des lésions (Figure 15). La mortalité du pemphigus en 

général est de 5% et est majoritairement due à des effets iatrogéniques. 

Figure 15 : Lésions du Pemphigus vulgaris

Le pemphigus vulgaris touche la peau et les muqueuses, à gauche des lésions de la muqueuse gingivale et à 
droite des lésions érosives post bulleuses siégeant sur le thorax (Dermis.net)
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Le pemphigus superficiel ou foliacé (PF) regroupe les variants séborrhéique, 

érythémateux, foliacé et herpétiforme du pemphigus. Il représente environ 25% des cas de 

pemphigus. Le pemphigus superficiel n'affecte que la couche superficielle de l'épiderme et sa 

présentation clinique est variable. Les bulles formées sont très fugaces et inconstantes, 

rapidement remplacées par des lésions squamo-croûteuses, souvent prurigineuses, distribuées 

sur les zones séborrhéiques non muqueuses : thorax, visage, cuir chevelu, région 

interscapulaire (Figure 16). Il n’existe habituellement pas d’atteinte muqueuse. Dans les 

formes sévères, le tableau clinique est celui d’une érythrodermie squameuse. Tout comme 

pour le PV, le signe de Nikolsky apparait positif. 

Figure 16 : Lésions du pemphigus foliacé

Dans le pemphigus foliacé, les lésions sont superficielles et ne touche pas les muqueuses 
ici des lésions dorsales (Dermis.net) 

Le pemphigus paranéoplasique est une des formes les plus graves et brutales du 

pemphigus et extrêmement rare sans prévalence connue. Cette forme de pemphigus a été 

décrite plus tardivement dans les années 1990 (Anhalt et al. 1990). Il est souvent associé à 

différents types de proliférations malignes, notamment des hémopathies lymphoïdes. Les 

signes cliniques sont très variables. La maladie se manifeste presque systématiquement par 

des lésions muqueuses diffuses et graves dans la bouche, sur les lèvres et dans l'œsophage, les 

atteintes oculaires sont fréquentes. Les lésions cutanées sont variables, et souvent trompeuses 
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: éruption lichénoïde, bulleuse, de type urticaire, ou évoquant un érythème polymorphe. Les 

poumons peuvent être touchés (30 à 40% des cas), ainsi que et le système gastro- intestinal. 

2. Physiopathologie

C’est en 1964 que les travaux de Beutner et Jordon mettent en évidence la présence 

d’anticorps dirigés contre des antigènes intercellulaires de l’épithélium Malpighien. Les 

antigènes épithéliaux sont les desmogléines (Dsg) classées de 1 à 4. Les cibles principales du 

PV sont les Dsg1 & Dsg3, et explique les atteintes sur les muqueuses et la peau kératinisée ; 

alors que dans le PF, la cible principale est la Dsg1 qui est retrouvée essentiellement dans les 

couches les plus superficielles des peaux kératinisées et explique les atteintes sur la peau 

normale ainsi que le clivage dans la couche granuleuse épidermique à l’histologie. Lorsque 

que les auto-anticorps existent contre la Dsg1 et la Dsg3, on parle alors de forme 

cutanéomuqueuse du pemphigus. (Amagai et al. 1999). De nombreux travaux ont permis de 

mettre en évidence les processus physiopathologiques menant à la formation des bulles et à 

l’acantholyse épidermique lors du pemphigus. L’équipe de Moncada en 1982 met en évidence 

le passage transplacentaire d’anticorps maternels (atteinte de pemphigus) au fœtus provoquant 

des atteintes épidermiques chez le nouveau-né (Moncada et al. 1982). Il a eu le 

développement de nombreux modèles expérimentaux visant à évaluer la pathogénicité des 

anticorps anti-Dsg. Les premiers modèles in vitro ont montré la pathogénicité des IgG anti-

Dsg sur des kératinocytes en culture (Schiltz and Michel 1976). In vivo, les transferts passifs 

d’anticorps de patients à des souris ont démontré le rôle des auto-anticorps IgG anti-Dsg 

(Anhalt et al. 1990), cependant l’implication du complément et de protéases a fait débat dans 

le mécanisme pathologique. Des expériences de transferts de fragments Fab ou F(ab’)² 

d’anticorps anti-Dsg à des souris C5-/- ont montré que la formation de bulles ne nécessitait ni 

le fragment Fc des anticorps (recrutement d’acteurs secondaires par le FcR) ni le système 

complément (Anhalt et al. 1986). Il a été également montré que les anticorps anti-Dsg3 
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n’étaient pas tous capables d’induire la formation de bulles. En effet, seuls les anticorps 

dirigés contre les fragments N-Terminaux (Dsg3 [1-88]) induisaient la formation de bulles par 

destabilisation physique et gène stérique au niveau des sites d’adhérence inter-Dsg contenus 

dans la zone N-Terminale de la Dsg (Sekiguchi et al. 2001). Les anticorps ciblant la partie C-

Terminale (Dsg3 [87-566]) n’induisent pas la formation de bulles mais sont aujourd’hui 

considérés comme précurseurs de la pathogénicité. Ainsi par « epitope spreading », la partie 

N-Terminale serait ciblée secondairement. Cette théorie est appuyée par le fait qu’il existe des 

LTh anti-Dsg3 et que un seul LTh peut induire une réponse B polyclonale. Le LB agissant 

comme une CPA, il peut se produire un phénomène de rétrocontrôle positif entre les LB et 

LTh Dsg3-spécifiques et ainsi accélérer la sécrétion d’auto-anticorps pathogéniques dirigés 

contre la partie N-Terminale de la Dsg3 (Takahashi, Kuwana, and Amagai 2009). Les auto-

anticorps anti-Dsg3 ont fait l’objet de beaucoup d’études pour mieux comprendre leur 

diversité génétique, leur mécanisme de sélection clonal et leur pathogénicité fonctionnelle sur 

des modèles d’inhibition d’ELISA ou de transfert passif (Di Zenzo et al. 2012; Payne et al. 

2005; Qian et al. 2007). Ces études ont montré l’utilisation d’un répertoire restreint de gènes 

VH, DH et JH par les LB spécifiques de la Dsg3 provenant certainement de quelques 

précurseurs LB communs sélectionnés qui ont subi des mutations indispensables pour leur 

liaison à la partie N-Terminale de la Dsg3. Cependant la famille VH1-46 est retrouvée 

partagée sur les auto-anticorps anti-Dsg3 par 4 patients atteints de PV dans une étude de 

l’équipe de Payne AS en 2014 et met en évidence que ces anticorps n’ont besoin que de peu 

de mutations ou pas pour avoir une affinité suffisante pour la Dsg3 et favoriserai leur 

sélection précoce dans le mécanisme pathogénique (Cho et al. 2014). 

�
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Techniques d’analyses des séquences d’anticorps de patients : 

Différentes techniques permettent aujourd’hui l’analyse d’un répertoire immunitaire 

global ou antigène-spécifique. Historiquement, la technique d’analyse qualitative du 

répertoire global lymphocytaire est l’immunoscope. Cette technique permet de conclure sur le 

caractère oligo- ou polyclonal des B circulant par PCR simultanée de tous les CDR3 (régions 

hypervariables) des BCR présents dans l’échantillon. Cependant, dans les études de MAI, 

beaucoup de travaux ont été effectué sur les répertoires restreints à un antigène. Ces analyses 

peuvent fournir des indices ou des éléments de compréhension du mécanisme déclencheur de 

l’auto- immunité, de l’évolution des clones B sélectionnés sur l’antigène de la MAI et 

beaucoup d’autres éléments biologiques intéressant.

La difficulté de ces techniques repose sur l’isolement de la fraction antigène spécifique 

du répertoire B, c’est-à-dire le screening. Il est possible de produire biologiquement des 

antigènes recombinant qui sont marqués soit par un fluorochrome directement soit par des 

motifs peptidiques permettant la fixation ultérieure de fluorochromes comme les queues poly-

Histidine. L’incubation des LB circulant avec le peptide permet le marquage de la population 

B spécifique du peptide et son tri au cytomètre trieur cellule par cellule. Les séquences des 

BCR sont ensuite récupérées par une rétro-transcription de l’ARN, puis une « nested PCR » 

qui sert à amplifier la séquence du CDR3 de la chaîne lourde d’immunoglobuline pour 

pouvoir la séquencer par la méthode Sanger. Aujourd’hui il n’y a plus besoin de trier cellules 

par cellules (cela provoque une forte perte de LB spécifiques), et des techniques de 

séquençage haut débit permettent d’isoler toutes les séquences à partir d’un bulk. La 

technique de criblage par phage display permet aussi d’isoler les LB spécifiques d’un 

antigène et est aussi largement utilisée pour analyser toutes sortes d’interactions moléculaires. 

Les gènes des BCR sont extraits à partir d’un échantillon de LB et insérés dans des phages qui 

exprimeront la chaîne légère ou la chaîne lourde des anticorps de ces LB. Les phages 

exprimant des chaînes d’Ig sont ensuite mis en compétition sur la fixation à un antigène 

d’intérêt et seuls ceux qui montrent la plus grande affinité sont isolés. Cette technique permet 

aussi la production à large échelle de la chaîne d’immunoglobuline voulue et est utilisée pour 

produire les anticorps monoclonaux entièrement humanisé. 
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Certaines études ont montré que la présence des seuls anticorps anti-Dsg utilisés sur 

des kératinocytes en cultures n’induisait pas une acantholyse aussi forte qu’avec l’utilisation 

de tout de sérum des patients. Cette découverte fait penser qu’il y a d’autres cibles 

antigéniques non-Dsg impliquées dans le mécanisme du décollement épidermique et de 

l’acantholyse. Plus récemment, il a été mis en évidence une nouvelle cible antigénique dans le 

pemphigus : les récepteurs à l’acétylcholine (AchoR) membranaires des kératinocytes. La 

formation de bulles et l’acantholyse kératinocytaire seraient liées à la présence conjointe des 

anticorps anti-AchoR qui dévoilent les desmosomes et des anticorps anti-Dsg qui cassent les 

liaisons inter-kératinocytaires (Baroni et al. 2007). 

Une des questions fondamentales dans le mécanisme physiopathologique de la PV, 

comme des autres maladies auto- immunes, reste vis-à-vis de l’élément déclencheur de l’auto-

immunité. Beaucoup d’études se sont concentrées sur la fonctionnalité et l’implication des LT 

anti-Dsg3 et de leurs systèmes de régulation. Les travaux de Yokoyama ont démontré en 2011 

que des Treg récupérés d’une souris Dsg3-/- étaient capables d’inhiber la sécrétion d’IgG anti-

Dsg3 in vivo par transfert à une souris qui produits activement ces auto-anticorps (Yokoyama 

et al. 2011). 

Des études génétiques ont montré une prédisposition à développer un pemphigus porté 

par les gènes qui codent les molécules du système HLA de classe II. Les allèles HLA-

DRB1*04/08/14 confèrent une prédisposition à développer un PV alors que les allèles HLA-

DRB1*03/07/15, HLA-B*50 et HLA-DBQ1*02 sont plutôt protecteur vis-à-vis du 

développement d’un PV (Yan, Wang, and Zeng 2012; Koc et al. 2013). Ces études semblent 

assez population dépendante mais révèlent que certaines molécules du CMH peuvent 

présenter la Dsg3 de différentes manières et inhiber ou activer la réponse pathogénique anti-

Dsg. 
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Une étude menée par notre laboratoire sur des patients atteints de PV traités par RTX 

(Colliou et al. 2013) a montré une modification de la balance LB naïfs / LB mémoires en 

faveur des naïfs qui reste modifiée même 5 ans après la prise de RTX chez les patients 

répondeurs. De plus, il est retrouvé une fréquence de LB sécréteurs d’IL-10 plus importante 

chez les patients en rémission complète que chez les patients non répondeurs. Ces cellules ont 

été impliquées dans de nombreux processus régulateurs de l’auto- immunité et leur rôle dans le 

contrôle de la maladie ou leur défaillance au cours de la pathologie reste à démontrer (Figure 

17). 

Figure 17 : Hypothèse physiopathologique de développement du Pemphigus et effets du RTX

En 1 hypothèse du mécanisme de production des auto-anticorps pathogéniques, en 2 effet de déplétion des LB 
par le RTX, en 3 hypothèse physiologique de rémission et de contrôle de l’auto-immunité par les Breg (Colliou 

et al, 2014) 

3. Diagnostic et traitement

Le diagnostic est posé sur la corrélation de différents examens. L’examen clinique doit 

montrer des bulles ou des érosions post-bulleuses caractéristiques. Le diagnostic est confirmé 

sur la biologie et l’examen histologique qui montre une bulle intra-épidermique supra-basale 

pour le PV et dans la couche granuleuse de l’épiderme pour le PF dans laquelle il est retrouvé 
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des kératinocytes détachés dans la bulle qui signent l’acantholyse. L’étude IFD d’une biopsie 

de peau péri-bulleuse montre des dépôts d’IgG et de C3 entre les kératinocytes et sur leur 

surface prenant un aspect en « maille de filet » (Figure 18). L’analyse du sérum des patients 

démontre la présence d’IgG dirigés contre la surface des kératinocytes dont le titre est corrélé 

à l’activité de la maladie. Les techniques d’ELISA ou de western blot montre que ces 

anticorps reconnaissent la Dsg1 pour le PF et la Dsg3 pour le PV ou une double positivité 

dans les formes cutanéo-muqueuses. 

Figure 18 : Anatomo-pathologie du pemphigus

A gauche une biopsie cutanée standard montrant une bulle intra-épidermique par décollement suprabasal avec 
acantholyse, à droite un image d’IFD cutanée avec un dépôt d’IgG en « maille de filet » autour des kératinocytes 

Le traitement repose sur une corticothérapie systémique à forte dose de prednisone 

(CORTANCYL®) de 1 à 1,5 mg/kg/jour en traitement d’attaque puis diminution progressive 

des doses jusqu’à l’entretien pour contrôler la maladie souvent pendant plusieurs années. Il est 

aussi possible d’utiliser des immunosuppresseurs comme l’azathioprine, la cyclophosphamide 

ou la ciclosporine dans les cas de cortico-résistance ou dans les formes les plus sévères 

associés aux corticoïdes (Nguyen et al. 2004). La disulone et les dermocorticoïdes comme le 

clobetasol (DERMOVAL®) sont une bonne alternative dans les formes peu étendues ou 

comme traitement des PF. Des biothérapies par déplétion des LB par RTX sont aujourd’hui 

utilisées pour stopper la sécrétion d’auto-anticorps pathogéniques en éliminant les LB 

circulants responsables de la pathologie. Le RTX a montré son efficacité dans le traitement 

des formes cortico-résistantes des pemphigus à court terme (Joly et al. 2007; Mouquet et al. 

2008) et à long terme (Colliou et al. 2013) et est aujourd’hui, dans notre laboratoire en train 
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d’être évaluer en première ligne de traitement du Pemphigus sur 90 patients en comparaison 

du traitement corticoïde de référence. 

D. Les Maladies auto-immunes bulleuses sous 

épidermiques

Les maladies auto- immune sous épidermiques sont multiples mais ont comme cible 

commune la jonction dermo-épidermique. Les pathologies majeures de ce groupe sont : la 

Pemphigoïde bulleuse (PB), la Pemphigoïde cicatricielle, la Pemphigoïde gravidique, la 

dermatose à IgA et la dermatite herpétiforme. Il sera fait une brève présentation clinique de 

ces dermatoses mais le développement physiopathologique, diagnostic et thérapeutique 

s’appliquera essentiellement sur la Pemphigoïde bulleuse sur laquelle portent une partie des 

travaux de cette thèse. 

1. Clinique

La PB est la maladie majeure du groupe des MBAI sous-épidermiques et la plus 

fréquente de toutes les MBAI. L’âge moyen des patients atteints de PB est de 80 ans et son 

incidence est de 6 à 7 nouveaux cas par million d’habitants par an et monte à 150 à 330 

nouveaux cas par millions d’habitants par an chez les plus de 80 ans (Schmidt and Zillikens 

2013; Joly 2008; Langan et al. 2008). Sur le plan clinique, la PB est caractérisée par la 

présence de bulles tendues très prurigineuses localisées essentiellement au tronc et à la flexion 

des membres (Figure 19). Les bulles laissent ensuite place à des lésions érodées et crouteuses. 

Il n’y a généralement pas d’atteinte muqueuse, parfois orales mais plutôt érosives que 

bulleuses, et le signe de Nikolsky apparait négatif. Certaines formes de PB sont non bulleuses, 

dans ce cas les lésions sont très prurigineuses et non spécifiques comme des papules 

érythémateuses et des plaques urticariennes. 
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Figure 19 : Lésions des jambes et du tronc de la Pemphigoïde bulleuse

La PB fo rme des bulles tendues à contenu clair sur les jambes et le tronc (atlas-dermato.org) 

La Pemphigoïde cicatricielle est une maladie plus inflammatoire chronique sous-

épithéliale. Elle touche plus souvent les personnes jeunes et son incidence est estimée à 1,6 

par million d’habitants par an. Cette pathologie est caractérisée par l’apparition de bulles 

surtout sur les muqueuses mais parfois aussi sur la peau normale, elle touche principalement 

les muqueuses buccales et oculaires. Cette pathologie peut évoluer jusqu’à la cécité du patient 

lors d’atteintes oculaires trop importantes, mais aussi la constriction des voies respiratoires, 

une dysphagie et des problèmes urinaires et sexuels très handicapant. Les patients atteints de 

PB ont un taux de mortalité assez élevé de l’ordre de 30 à 40% par an. Les malades décèdent 

principalement de complications infectieuses ou cardiovasculaires liées aux portes d’entrée 

infectieuses que sont les lésions et aux nombreux traitements immunosuppresseurs. 

Comme son nom l’indique, la Pemphigoïde gravidique touche les femmes enceintes, 

elle présente de nombreuses similitudes avec la PB classique. L’incidence est estimée à 0,5 

cas par million d’habitants par an. La clinique semble se déclencher plutôt en fin de grossesse 

avec une apparition brutale de nombreuses papules urticariennes très prurigineuses et des 

bulles siégeant sur l’abdomen et le tronc. 5 à 10% des nouveaux né de mère ayant cette 

pathologie développent des atteintes cutanées le plus souvent transitoires et auto-résolutives 

rapidement. 
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La dermatose à IgA est la MBAI la plus courante chez l’enfant avec un pic de 

prévalence à 4-5 ans et devient assez rare chez l’adulte. Les lésions sont de type cloques 

tendues agencées en collier de perles et sont caractéristiques. Il existe un vaste prurit général 

et les lésions siègent le plus souvent sur le tronc, les membres, la zone sacro- illiaque et les 

grands plis du corps peuvent également être affectés. Les lésions peuvent être muqueuses en 

particulier buccales et pharyngiennes. Le déclenchement est souvent spontané mais des cas 

induits à la vancomycine ont été rapportés. 

La dermatite herpétiforme est une maladie qui peut se déclencher à tout âge, et touche 

2 fois plus les hommes que les femmes. L’incidence est de 0,4 à 2,6 cas pour 100000 

habitants par an. Typiquement, les lésions sont de grandes papules ou vésicules de 1 à 3 mm 

(d’où le nom herpétiforme) très prurigineuses. Les lésions guérissent avec une lichénification 

et des problèmes de pigmentation. Les lésions siègent volontiers sur les faces d’extension des 

extrémités (coudes, genoux) mais aussi sur le dos. La dermatite herpétiforme peut se 

développer en entéropathie et est étroitement liée à la sensibilité au gluten. Elle atteint jusqu’à 

10% des patients atteints de maladie cœliaque. 

2. Physiopathologie

La physiopathologie de la PB repose sur la fixation par des auto-anticorps de 

différentes cibles antigéniques composant la JDE et notamment BP180 (Collagène XVII ou 

BPAG2) et BP230 (BPAG1). Lors de mutations dans les séquences codantes de ces 

molécules, les patients développent les formes génétiques d’épidermolyses bulleuses. Il a été 

mis en évidence des LB et des LT spécifiques de BP180 et BP230 sous tendant une 

collaboration immunologique dans le développement de l’auto- immunité. BP180 est 

l’antigène majeur de la PB, c’est une molécule transmembranaire avec une partie intra-

cytoplasmique de liaison au cytosquelette kératinocytaire et une partie extracellulaire 

composée de la juxtaposition de plusieurs domaines collagène et du domaine non collagène 
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NC16A. Il a été démontré que les anticorps d’isotype IgG et IgE responsables de la 

pathogénicité fixent ce domaine NC16A (Zillikens et al. 1997; Fairley, Fu, and Giudice 

2005). Pour valider la pathogénicité de la fixation d’Ig au domaine NC16A, des souris 

transgéniques exprimant un collagène XVII humain ont reçu par transfert passif des IgG anti-

NC16A de patients atteints de PB et cette injection provoque un décollement épidermique 

(Nishie et al. 2007). Des auto-anticorps dirigés contre les éléments intracellulaires de BP180 

ainsi que BP230 (entièrement intracellulaire) mettent en évidence un mécanisme de diffusion 

de l’auto- immunité « epitope spreading ». En effet, il a été démontré un changement de 

l’immunogénicité du domaine NC16A après clivage par des acteurs immunitaires secondaires 

(les éosinophiles et le complément) qui renforce la réaction anti-BP180 et accélère le 

phénomène d’« epitope spreading » car cela génère de nouveaux épitopes et activent de 

nouveaux lymphocytes (Nishie et al. 2010). 

La présence d’auto-anticorps dirigés contre BP180 ou d’autres éléments de la JDE ne 

suffisent pas à induire la formation de bulles. En effet il a été démontré dans un modèle de 

souris ayant reçu des anticorps de lapin anti-NC14A (même domaine que le NC16A humain) 

que ces anticorps fixaient la JDE, s’ensuit un recrutement et une activation du complément, 

une dégranulation mastocytaire d’histamine, un recrutement des neutrophiles et finalement un 

décollement bulleux par friction. Cette expérience ne marche pas chez des souris C5 

déficiente, mastocyte déficiente ou après injection intra-péritonéale d’IL-8 qui séquestre les 

neutrophiles dans le péritoine prouvant ainsi l’implication du complément, des polynucléaires 

et des mastocytes (Liu et al. 1995; Liu et al. 1997; Chen et al. 2001). Wang et son équipe ont 

prouvé que le F(ab’)² des auto-anticorps ne suffisait pas à induire la formation de bulles, 

impliquant le Fc dans le recrutement du complément. Une autre étude a démontré que seul les 

IgG1 mais pas les IgG4 humaines recombinantes anti-NC16A induisaient la formation de 

bulles chez des souris transgéniques porteuses d’un BP180 humain (Li et al. 2010). La 
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physiopathologie est défini comme la fixation d’IgG1 sur la JDE qui recrutent le complément 

et les mastocytes par leur Fc induisant le recrutement des neutrophiles et enfin permettre la 

formation de la bulle sous épidermique (Figure 20).

Figure 20 : Hypothèse physiopathologique du développement de la Pemphigoïde bulleuse

LA fixation des auto-anticorps permet le recrutement du complément, la dégranulation mastocytaire et le 
recrutement des neutrophiles et permet la  formation d’une bulle cutanée ainsi que la  voie alternative dans 
laquelle  les cellules épithéliales produisent de l’IL-6 et de l’IL-8 après fixation des anticorps et recrute les 

neutrophiles directement. 

Cependant, il a été recensé un cas clinique de PB chez un patient déficient en C4 du 

complément (Shiraishi et al. 1991) alors que les souris déficientes en C4 sont résistantes aux 

PB induites par transfert d’anticorps (Nelson et al. 2006). De plus, il est fréquemment 

retrouvé des IgG4 chez les patients atteints de PB et ces IgG4 sont capables d’induire une 

séparation dermo-épidermique sur des cryosections in vitro. Ces découvertes suggèrent 

l’existence d’une voie de formation des bulles qui serait indépendant du complément et 

induite par des IgG4. En effet, les cellules épithéliales sont capables de sécréter de l’IL-8 

après fixation des auto-anticorps à la JDE dans des modèles de culture de kératinocytes in 

vitro, l’IL-8 peut recruter directement les neutrophiles sans le complément (Schmidt, Reimer, 

et al. 2000). Enfin un mécanisme d’internalisation des complexes immuns de BP180 et ses 
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anticorps peut être à l’origine de la formation d’une bulle par perte de la BP180 par 

micropinocytose (Hiroyasu et al. 2013). 

Le problème des modèles de PB existant est qu’il n’est pas retrouvé d’infiltrat 

d’éosinophiles alors qu’il est commun chez les patients atteints de PB. De plus, il est retrouvé 

des IgE chez beaucoup de patients, et ces IgE se lient à la JDE dans 41% des cas (Yayli et al. 

2011). Une étude a montré que les IgE de patients PB peuvent induire le développement d’un 

érythème urticarien et une séparation dermo-épidermique associée au recrutement des 

neutrophiles et des éosinophiles sur une peau humaine greffée à une souris nude (Fairley et al. 

2007). De plus, des études récentes ont montré que des IgE de patients PB peuvent être 

internalisés par des kératinocytes en culture, induire la sécrétion d’IL-8 et la déplétion en 

hémidesmosomes comme observée avec des IgG mais de façon FcR indépendante 

(Messingham et al. 2011). Ces études prouvent l’implication physiopathologique des IgE anti-

BP180 dans la PB. 

3. Diagnostic et traitement

Le diagnostic de la PB se fait sur plusieurs éléments. D’abord clinique, la présence de 

bulles tendues à contenu clair chez un patient âgé. Le signe de Nikolsky est négatif. Les 

résultats des investigations biologiques montrent une hyperéosinophilie que l’on ne retrouve 

pas dans le pemphigus. L’histologie standard montre des bulles sous épidermiques contenant 

des éosinophiles caractéristiques de la PB, sans acantholyse (contrairement au pemphigus) ni 

nécrose des kératinocytes et souvent associé à un infiltrat inflammatoire polymorphe. Les 

résultats d’IFD présentent un dépôt linéaire d’IgG et de C3 le long de la membrane basale de 

la JDE (Figure 21). L’IFI standard expose des anticorps anti-membrane basale d’isotype IgG 

dans 80% des cas et leur taux n’est ni corrélé à la sévérité ni à l’étendue de la maladie. L’IFI 

sur peau clivée montre que les anticorps se fixent au toit de la zone de clivage soit la JDE. 
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Figure 21 : Anatomo-pathologie de la Pemphigoïde bulleuse

A gauche une iconographie d’une coupe histologique standard d’une bulle de patient PB sans acantholyse, à 
drooite une photographie de l’IFD montrant le dépôt d’anticorps le long de la JDE 

Les techniques ELISA montrent une positivité de la fixation d’auto-anticorps sur 

BP180 et BP230. Le traitement comporte des mesures d’hygiènes liées à la présence des 

bulles : bains antiseptiques, hydratation et nutrition de la peau compensant les pertes hydro-

électrolytiques. Le traitement immunitaire classique de la PB repose sur une corticothérapie 

générale à base de prednisone (CORTANCYL®) à la dose de 0,5 à 1 mg/kg/jour pour la dose 

d’attaque, suivi d’une dégression progressive jusqu’aux doses d’entretien qui dépendent du 

contrôle des signes cliniques et des effets secondaires d’une corticothérapie aussi forte chez 

des personnes âgées. De récentes études ont démontré la même efficacité sur les bulles avec 

une corticothérapie locale à base de clobetasol (DERMOVAL®) et une meilleure tolérance 

(Joly et al. 2002). Le traitement d’attaque est poursuivi 15 jours, la dose est ensuite réduite par 

pallier jusqu’aux doses d’entretien suivi pendant 6 à 12 mois. D’autres traitements 

immunosuppresseurs peuvent être envisagés en cas de résistance ou de contre- indication à la 

corticothérapie comme l’azathioprine ou le micophénolate mofetil. De nouveaux traitements 

immunosuppresseurs issus des biothérapies sont à l’étude pour le traitement des formes 

cortico-résistantes de la PB, notamment le RTX qui a déjà fait ses preuves pour traiter le 

pemphigus dans ces formes cortico-résistantes et fait ici l’objet d’une partie du travail de cette 

thèse. 

�
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III. Objectifs de Thèse

Mon projet de thèse porte sur l’analyse des éléments de contrôle de l’auto- immunité 

dans les maladies auto-immunes bulleuses. 

Nous avons mis en place un essai clinique multicentrique portant sur le traitement par 

RTX de patients atteints de PB en rechute et cortico-résistant. Nous avons reçus des bilans 

cliniques ainsi que des prélèvements biologiques sur une période de 2 ans qui nous ont permis 

d’effectuer un suivi clinique visant à évaluer l’efficacité et la tolérance du RTX dans le 

traitement de la PB réfractaire ; mais aussi de suivre un certain nombre d’éléments 

biologiques indicateurs de l’efficacité du traitement par RTX, de son impact sur le système 

immunitaire et donc sur l’auto-immunité dont souffre ces patients. Sur le plan biologique, les 

taux des anticorps anti-BP180 et anti-BP230 ont été mesurées par ELISA, et les différentes 

sous-populations de LB ont été analysées par cytométrie de flux. Des techniques de culture et 

d’activation in vitro nous ont permis de suivre le nombre de LB sécréteur d’IL-10 chez nos 

patients. Nous disposons, grâce à l’équipe allemande de Mickael Hertl, d’un peptide 

recombinant NC16A, domaine immuno-dominant de la PB, avec une queue poly-Histidine 

nous permettant de suivre la fréquence de la population de B spécifique de la BP180 tout au 

long de l’étude mais aussi et surtout de les trier une par une. L’objectif est de séquencer leurs 

BCR anti-BP180 et ainsi avoir une idée du répertoire anti-BP180 des patients. En parallèle de 

cette étude du répertoire auto-immun restreint, il a été fait une analyse du répertoire B global 

par immunoscope. Enfin, nous avons accès à la technologie de Fluidigm® Biomark® à 

l’institut Pasteur, ce qui nous permet d’identifier des profils de sécrétion cytokinique à 

l’échelle de la cellule. Ces techniques nous permettent de suivre l’activité des LB avant et 

après traitement chez des patients bons ou mauvais répondeurs au traitement, ainsi que de 

dégager des éléments biologiques différenciant les patients en rémission complète ou non qui 

pourraient expliquer peut être le mécanisme des rechutes et le retour éventuel de l’auto-
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immunité. L’analyse du répertoire global et BP180 spécifique nous permet tout d’abord de 

mettre en évidence un répertoire auto- immun restreint dans son utilisation des gènes V, D et J 

ainsi que d’apprécier l’impact du RTX sur celui-ci ainsi que sur le répertoire lymphocytaire B 

global. L’analyse du profil de sécrétion cytokinique « one cell » nous permet d’identifier l’état 

d’activation des cellules BP180 spécifiques et leur fonctionnalité avant et après RTX. Tous 

ces éléments nous permettront d’émettre des hypothèses physiopathologiques sur les 

mécanismes de déclenchement de l’auto- immunité, sur l’impact du RTX et la disparition des 

LB dans les MAI, d’identifier et d’analyser un répertoire auto-immun restreint et de mettre en 

évidence des éléments expliquant les rechutes chez certains patients. 

Les MBAI représentent un groupe de maladies dont la physiopathologie est 

caractéristique des maladies spécifiques d’organes à auto- immunité humorale. Le traitement 

de ces maladies par des médicaments éliminant les LB est bénéfique pour les patients. 

Cependant les mécanismes de déclenchement de l’auto-immunité restent une énigme tout 

autant que les mécanismes de contrôle de la maladie après traitement qui expliqueraient 

pourquoi certains patients rechutent et d’autres pas. L’impact de ces traitements sur la 

régénération des LB et le répertoire auto- immun est aussi une clé de la compréhension des 

mécanismes d’action des nouvelles thérapies. 
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Résultats 
I. Introduction aux résultats des travaux sur la 

Pemphigoïde Bulleuse

La première partie des résultats concernent donc les travaux portant sur la 

Pemphigoïde Bulleuse (PB). Ces travaux ont permis la rédaction d’un article scientifique 

présenté ci-après. Nous avons travaillé sur des prélèvements sanguins provenant de patients 

atteints de PB récalcitrante au traitement par corticoïdes. Dix-huit patients ont été recrutés 

dans un essai clinique multicentrique, non randomisé, visant à évaluer la sécurité et 

l’efficacité du rituximab (anticorps monoclonal anti-CD20 commercialisé par Roche® sous la 

dénomination commerciale Mabthera®) en un seul cycle de traitement de la PB. Ces patients 

ont reçu 2 doses (à J0 et à J7) de 1000mg de RTX et ont été suivi cliniquement et 

biologiquement pendant 2 ans. Le suivi clinique a été effectué dans les différents centres de 

références dermatologiques de CHU français. Le suivi biologique a consisté en un dosage des 

concentrations sanguines des auto-anticorps anti-BP180 et –BP230, un phénotypage des sous-

populations circulantes de LB, une analyse du répertoire global des LB aux différentes dates 

d’entretien durant les 2 ans. De plus, nous avons à notre disposition un peptide recombinant 

de l’immuno-domaine NC16A de la BP180 à laquelle est greffée une queue peptidique de 6 

histidines. Ce peptide nous a permis de marquer les lymphocytes B spécifiques de la BP180, 

de les suivre en cytométrie et de les trier individuellement. La concentration des lymphocytes 

B auto-réactifs spécifiques de la PB a pu être suivie chez nos patients. Le tri de ces cellules 

nous a aussi permis de séquencer la partie variable de la chaîne lourde de leur BCR et ainsi 

analyser l’utilisation des gènes VH et mettre en évidence des motifs de séquences redondants. 

De plus, nous avons effectué des analyses d’expression des gènes de cytokines dans le but de 

mettre en évidence des différences fonctionnelles entre les LB auto- immuns des patients avant 
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et après traitement expliquant les rechutes de certains. Ces analyses d’expressions géniques 

« one cell » ont été effectué grâce à la technologie Biomark Fluidigm. Il s’agit d’un 

équipement associant une machine de qPCR composé d’un bloc et d’une camera CCD pour 

les analyses de qPCR, ainsi que d’une plaque permettant des réactions qPCR haut débit en 

croisant jusqu’à 96 prélèvements d’ARN à 96 paires d’amorces, générant ainsi 9216 résultats 

de qPCR par plaques. La plaque de qPCR (Figure 22) dispose de tout une série de micro-

canaux capillaires reliant des nano-chambres de qPCR dans lesquelles vont se répartir, grâce à 

un jeu de pressions différentielles, les prélèvements ainsi que les amorces. La plaque chargée 

est ensuite prête à subir les cycles de PCR suivant le type d’amorces utilisé dans la machine 

Biomark. 

Figure 22 : Présentation de la technologie Biomark Fluidigm

La machine Biomark sur la gauche de l’iconographie ainsi que la plaque en photographie et 
schématisé avec le réseau capillaire sur la droite.

L’intérêt de l’utilisation de cette technologie réside dans la faible quantité de matériel 

ARN nécessaire à l’analyse. En effet, l’ARN d’une seule cellule est analysable pour 

l’expression de 96 gènes. Cependant, cet ARN doit subir une rétro-transcription suivie d’une 

pré-amplification pour être dans les conditions optimales d’analyse. Cette pré-amplification 
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consiste à faire subir à l’ADNc des cellules d’intérêt, 20 cycles de PCR en présence d’un mix 

contenant toutes les amorces. Cette étape permet d’amplifier les petites quantités d’ADNc 

mais reste quantitative pour la suite de l’analyse. De plus, cette pré-amplification permet 

l’analyse des cellules directement après leur isolement sans passer par des étapes d’activation 

ex vivo et reflète ainsi l’état des cellules dans l’organisme du patient. Pour notre étude, nous 

avons choisi les gènes de différentes cytokines exprimées par les LB dans la littérature pour 

analyser leurs profils d’expression cytokinique corrélés à l’état clinique des patients. 

Les travaux ont permis de mettre en évidence l’efficacité clinique du RTX puisque les 

signes cliniques de la pathologie ont disparus après le traitement. Malgré 5 morts durant la 

première année non liées au traitement (avis pharmacovigilance), les 9 autres patients ont tous 

terminés l’essai clinique en rémission complète, bien que 7 patients soient sous traitement 

corticoïde locale car ils ont rechuté durant l’étude. Le suivi immunologique montre une baisse 

rapide et durable du taux d’auto-anticorps IgG anti-BP180 et –BP230, ainsi qu’une déplétion 

des LB durant 9 à 12 mois. Les analyses phénotypiques B lors du retour de l’immunité 

humoral démontrent une modification de la balance LB naïfs / LB mémoires en faveur des 

naïfs même à 2 ans du traitement. Le retour des LB est caractérisé par une augmentation de la 

population B transitionnelle sans pour autant augmenter le nombre de B sécrétant de l’IL-10. 

De plus, les analyses de répertoire montrent une diversité normale dans l’utilisation des gènes 

VH par les LB après traitement chez tous les patients. Les LB auto- immun spécifiques de la 

BP180 ont été triés et analysés à l’échelle unicellulaire afin de séquencer le CDR3 de la 

chaine lourde de leur BCR, et d’analyser leurs profils d’expression cytokinique. Les résultats 

démontrent un changement de profil d’utilisation des gènes VH par les cellules auto- immunes 

après traitement, un blocage du « switch isotypique » des LB IgM+ BP180 spécifiques en 

IgG+ pathogéniques. Enfin les analyses d’expression cytokinique montrent une fréquence 

d’expression de l’IL-15, de l’IL-6, de TRAIL et de TNF plus importantes avant traitement et 
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l’apparition de LB IgM+ BP180 spécifiques exprimant les cytokines anti- inflammatoires IL-

10 et IL-1RA seulement chez les patients en rémission complète, n’ayant pas rechutés. 

Cette étude rapporte les résultats cliniques concernant l’efficacité du RTX en 

traitement de la PB récalcitrante mais également de nouvelles données biologiques sur le 

contrôle homéostasique du compartiment lymphocytaire B global et auto-immun en 

démontrant la baisse du contingent effecteur de LB IgG+ pathogéniques au profit de LB auto-

immuns de type régulateurs. 

�
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II. Article en préparation

Bullous Pemphigoid patients treated with 
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One Sentence Summary:

Patients with recalcitrant Bullous Pemphigoid treated with Rituximab reveal a shift in 

B-Cell Receptor gene usage and cytokine expression by autoimmune B cells. 
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Abstract��

Bullous Pemphigoid is the most common auto-immune bullous skin disease. It is 

characterized by the production of auto-antibodies directed against proteins of the hemi-

desmosome (BP180 and BP230). Rituximab has successfully treated other auto-antibody 

immune diseases, thus we decided to assess the efficacy of a single cycle of Rituximab in 18 

patients with severe type of Bullous Pemphigoid. An immunological evaluation was done to 

understand mechanisms of auto- immune response after treatment. After a 2-year follow-up, 5 

patients died, 3 withdrew from the study 2 patients were in complete remission off therapy 

and 7 patients in complete remission on minimal therapy. The 1 and 2-year relapse rates were 

29.4% (95% CI: 10.3%-55.9%) and 41.2%, (95% CI: 18.4%-67.1%). Lymphocyte phenotype 

analysis confirmed B-cell depletion which lasted for 9 to 12 months. Serum anti-BP180 -

antibody ELISA values and circulating BP180 specific-B cells frequency decreased 

dramatically after treatment, which paralleled the improvement of skin lesions. We observed 

the reappearance of a polyclonal IgM repertoire and changes in the rearrangement of B-cell 

receptor genes in BP180-specific circulating B cells after treatment. Moreover, cytokine gene 

expression analysis showed decrease in frequency of BP180-specific B cells expressing IL-

15, IL-6 and TNF� and production of new BP180-specific IgM+ B cells expressing IL-10 and 

IL-1RA after treatment in patients in complete remission. This study reveals the plasticity of 

BP180 specific auto immune B cells after B cell depletion. 

�
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Introduction�

Bullous Pemphigoid (BP) is the most frequent sub-epidermal auto- immune bullous 

skin disease with an incidence between 7 and 21 new cases per million per year in the whole 

population  and incidence rates estimated at  150 new cases per million per year in people 

over 80 years old (Joly 2008; Langan et al. 2008; Schmidt and Zillikens 2013). BP is 

characterized by the production of auto-antibodies directed against 2 proteins component of 

the hemi-desmosome: BP230 (BPAG1) and BP180 (BPAG2). BP180 is the major antigen of 

BP. Patient’ serum IgG recognize the C-Terminal extracellular non collagen 16A (NC16A) 

domain of BP180 (Zillikens et al. 1997). The binding of antibodies on the NC16A domain 

leads to the  activation of complement, and the recruitment and activation of eosinophils and 

mastocytes, that disrupt the basement membrane zone (BMZ), and induces bullous formation 

in the skin (Liu et al. 1995; Liu et al. 1997; Chen et al. 2001). Disease activity generally 

correlates with serum anti-BP180 antibody levels (Schmidt, Obe, et al. 2000) and their 

measure by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) are used for the diagnosis of BP 

(Roussel et al. 2011). The mostly validated treatment for BP is topical steroids (Joly et al. 

2002; Joly et al. 2011). Other immunosuppressive drugs such as mycophenolate mophetil or 

azathioprine can be used for recalcitrant types of BP but  are poorly tolerated in elderly BP 

patients (Schmidt and Zillikens 2011). 

Rituximab (RTX) showed efficacy on auto- immunes diseases and particularly on 

pemphigus (Joly et al. 2007) and also BP patients (Kasperkiewicz et al. 2011; Shetty and 

Ahmed 2013; Ahmed et al. 2016). These studies report a high rate of complete response but 

there are still relapse. That’s why we decided to assess the efficacy of a single cycle of 

rituximab as treatment for relapsing cortico-resistant forms of BP on 18 patients followed for 

2 years. An immunological evaluation was done to measure the impact of Rituximab on B cell 
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subpopulations, to follow auto- immune response after treatment and underline mechanism of 

tolerance disrupt and relapse. 

Therefor B cells phenotypes and repertoires were analyzed, as well as auto-antibody 

blood titers along the trial. A Poly-Histidine tagged recombinant NC16A domain peptide 

allowed measurement of BP180-specific B cells frequency, to analyze CDR3 repertoire 

changes and cytokine gene expression profiles, before and after treatment, at a single cell 

level. Autoimmune B cells were analyzed after single cell sorting without ex-vivo stimulation 

meaning that we showed a snap shot of in vivo state of auto-immune B cells. Functionality 

and B cell receptors of BP180-specific B cells were analyzed to underline differences between 

responders and relapsing patients that could explain auto- immune selection and tolerance 

disrupt. This study provides for the first time a single cell view of cytokine gene expression 

profiling in autoimmune B cells in the context of BP patients treated by RTX. 

Results��

Subhead 1: Clinical outcome

Eighteen patients with recalcitrant and / or relapsing types of BP were included and 

treated with a single cycle of 2 g of rituximab. A flow diagram of the clinical trial is shown in 

Figure 1 and patients’ characteristics are described in supplementary Table 1. The mean age 

of patients was 77.7 ± 10.9 years. The mean number of daily new blisters at time of inclusion 

was 31.9 ± 43.3. One patient who had a pulmonary infection the day before rituximab 

treatment did not receive the rituximab infusions and was excluded from the analysis. All 

patients achieved disease control after 2 infusions of 1 g of rituximab and topical applications 

of clobetasol propionate for the first two months. Two patients withdrew from the study at 

day 270 and 540 for treatment failure, and a third patient for a stroke which occurred at day of 

RTX infusion (severe stroke). In addition to this stroke, severe treatment adverse events 

included five deaths which occurred during the first year of the trial (failure to thrive 
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syndrome n=2; acute respiratory failure, n=1; cardiac failure, n=1; gastro- intestinal bleeding, 

n=1), and two pneumoniae which occurred on day 10 and day 270. Out of the 9 patients who 

completed the study, 2 patients were in Complete Remission (CR) off-therapy, and 7 were in 

CR still receiving a prednisone dose < 10 mg/day (CR on minimal therapy). The 1- and 2-year 

relapse rates were 29.4% (95% CI: 10.3%-55.9%) and 41.2%, (95% CI: 18.4%-67.1%) 

respectively. 

�

��������	��
������������������
�����
�����
����������������

������

Subhead 2: Auto-antibody follow-up

We first investigated the evolution of serum anti-BP180 and anti-BP230 auto-

antibodies following rituximab treatment (Figure 2). Before treatment, 15 and 5 patients had 

anti-BP180 and anti-BP230 auto-antibodies, respectively. During the 6 month period after 

rituximab infusions, all but one patient had a major decrease of anti-BP180 and anti-BP230 

auto-antibodies from mean BP180 and BP230 ELISA values of 248.5 ± 54.9 UI/L and 138.8 

± 48.2 UI/L at baseline to 86.2 ± 23.4 UI/L and 37.0 ± 18.2 UI/L at 6 months. However, a re-

increase of anti-BP180 and/or anti-BP230 antibody ELISA values was observed from 6 
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months to the end of the study in most relapsing patients as the mean was 102.9 ± 39.7 UI/L 

for anti-BP180 auto-antibodies and 39.0 ± 26.5 UI/L for anti-BP230 (Figure 2); whereas the 

two patients who achieved CR off therapy and did not relapse, had a rapid, marked and long 

lasting decrease of anti-BP180 antibodies up to 2 years after treatment with anti-BP180 

antibody titer at 31 ± 9 UI/L (Figure 2B). 

0 200 400 600 800
0

100

200

300
BP180

CRMT

CR

Time

B
P

1
8
0
 c

ir
cu

la
ti
n
g
 a

n
ti
b
o
d
y 

tit
e
r 

(U
I/

L
)

BP230

0 200 400 600 800

0

50

100

150

200

CRMT

CR

Time

B
P

2
3
0
 c

ir
cu

la
ti
n
g
 a

n
ti
b
o
d
y 

tit
e
r 

(U
I/

L
)

A B

��������	����
�������������������� !"������������#�� �"�����$�%��&'(!���
���������������������������������

����)���$�������%*�����������������������������
�������������������������������������������
����� +,"�

������������������$
���
����*�����������������������������
�����������������������
���������������%�

 +,-."����������������������
����*�

Subhead 3: Phenotypic analysis

To understand RTX impact on humoral compartment, phenotypic analysis of B cell 

subpopulations was performed throughout the trial by flow cytometry. A major depletion in 

total B cell population was observed for 9 to 12 months in most patients after RTX infusion 

(Figure 3A), even if two patients showed persistent depletion 1 year after RTX treatment. 
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B cell subpopulations were characterized and RTX induced long- lasting reversal of the 

balance between naive and memory circulating-B-lymphocytes. Indeed, the mean percentage 

of naive B cells in patients at D0 (63.04 ± 6.01%) was significantly lower than 2 years after 

RTX treatment (84.85 ± 5.317%, p-value = 0.0313; Figure S1). The mean percentage of 

memory B cells at D0 was 26.94 ± 6.01% and decreased at 2 years to 15.15 ± 5.317% (p = 

0.0313, Figure S1). The return of B cells after treatment was characterized by the emergence 

of transitional B cells (6.8-fold increase between D0 and D270), that remained at a high level 

2 years after treatment (3.4-fold increase between D0 and D720, p-value = 0.0313, Figure 

S1). However, on performance of flow cytometry we did not observe a re-emergence of high 

numbers of IL-10-producing regulatory-B-cells after in vitro stimulation of patients’ B cells, 

since the level of regulatory B cells stayed the same before and after RTX treatment (Figure 

S1). The frequency of BP180 specific B cells was determined by flow cytometry, with a HIS 

tagged recombinant immunodominant NC16A peptide (Figure S2 and Figure 3B). The mean 

number of BP180 specific B cells per million CD19+ B cells before treatment was 205.9 ± 

257.2 for IgM+ B cells and 102.9 ± 132.3 for IgG+ B cells. RTX induced a long- lasting and 

large decrease in BP180 specific B cells with a 5-fold decrease for IgM+ B cells and IgG+ B 
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cells in all patients. Interestingly, IgM+ and IgG+ BP180 specific B cells were detectable in 

CRMT patients (21.43 ± 21.16 per million B cells for IgG and 37.57 ± 21.32 for IgM) but 

also in CR patients (3.33 ± 5.774 per million B cells for IgG and 17.67 ± 19.66 for IgM), 

especially for IgM+ BP180 specific B cells for CR patients (Figure 3B). Of note, CRMT 

patients had a 6.4-fold increase in IgG+ BP180 specific B cells compared to CR patients (p-

value = 0.193).Notably, the frequency of BP180 specific B cells in HD was around 0.05%, 

mainly IgM+. Therefore, RTX induced a long-lasting depletion of B cells, a modification of 

balance between memory and naive B cells after treatment, even if BP180 specific B cells 

reappeared in cured patients. 

Subhead 4: B cell repertoire

Patients achieved CR with or without minimal treatment even if BP180 specific B 

cells were still detected in blood. Next, to further understand autoimmune selection 

mechanism and RTX effects on B cell compartment, we investigated B cell repertoire. Global 

circulating IgG+ and IgM+ B cell repertoire was analyzed in four patients before treatment 

and four patients after treatment, and in 2 HD. Immunoscopes of patients before RTX showed 

a restricted repertoire with oligoclonal bias on IgM+ and IgG+ B cells (Figure S3). After 

RTX, patients’ B cells recovered a Gaussian polyclonal normal repertoire on IgM. Two 

patients in CRMT at the end of the trial showed redundant pics in IgG repertoires between D0 

and D720 (VH3a for BP07 and VH3b for BP08). After showing the reminiscence of BP180 B 

cells in patients after treatment, we focused our study on the repertoire of BP180 specific 

autoimmune cells; and more particularly on BCR VH gene usage and CDR3 composition 

before and after treatment. BP180 specific B cells were individually sorted and the CDR3 of 

their heavy chain were sequenced and analyzed for VH usage and analysis of redundant 

motifs. Before RTX, BP180+ IgM+ B cells showed significant use of the VH5 gene family 

(37.9 ± 11.9%) compared to IgM+ B cells after RTX treatment or normal repertoire (6.1 ± 

8.3% and 0.4% ± 0.4% respectively p-value < 0.0001, Figure 4A). BP180+ IgG+ B cells 
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preferentially used VH1 (40 ± 15.5%) and VH5 gene family (32.5 ± 14.8%) compared to IgG 

normal repertoire (1.7 ± 1.6% and 0.7 ± 0.6% respectively, p-value < 0.0001 for both, Figure 

4B) and less VH3 gene family (76.9 ± 5.3% for normal IgG repertoire and 17.1 ± 11.8% for 

BP180 specific IgG+ repertoire, p-value < 0.0001). After RTX, only IgM+ BP180 specific B 

cells were analyzed since we obtained an insufficient number of IgG sequences after RTX 

treatment, due to the lower frequency of BP180 specific IgG+ B cells. IgM+ BP180 specific 

B cell repertoire after treatment showed normal distribution of all VH families for their heavy 

chain BCR (Figure 4A). The amino-acid composition of IgG+ BP180 specific CDR3 before 

RTX treatment showed redundant motifs and particularly the use of a Glycine in position 114 

(Kabat numbering) for 65 ± 15.1% of sequences (Figure 4C). After treatment, patients 

recovered a Gaussian polyclonal global repertoire and RTX impacted BP180 specific B cell 

repertoire demonstrated by a change in VH usage. Analysis of the CDR3 of the BCR heavy 

chain of BP180 specific IgG+ B cells revealed a redundant motif in amino-acid composition. 
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Subhead 5: cytokine secretion profile of BP180 specific B cells

For fuller understanding of the role of auto-reactive B cell population, we used high 

throughput qPCR to analyze the expression of 25 cytokine genes and 5 housekeeping genes 

(Table S1) in autoimmune and normal B cells. Cytokine genes were selected since, according 

to the literature, they are secreted by human B cells. We analyzed a total of 383 single B cells 

including 224 BP180 specific B cells. First of all, ten cytokines were found unexpressed by 

single B cells including IL-2, IL-5, IL-9, IL-12p40, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-27p28 

and TGFb2. However, positive control wells containing 100 CD19+ cells showed detectable 

expression levels of all tested cytokine genes. Control BP180- B cells were analyzed in 3 

groups (Figure S4): BP180- B cells from patients before RTX treatment (D0), BP180- B cells 

from patients after RTX (CR + CRMT) and CD19+ B cells from 2 HD. Interestingly, 

frequencies of cytokine gene expressing B cells were the same among BP180- B cells before 

and after RTX treatment, and HD for all cytokines except BAFF. Indeed, the frequency of 

BAFF expressing B cells was found at a significantly higher level in BP180- B cells from 

patients after RTX treatment compared to HD (7.5 ± 4.8% and 0 respectively, p-value = 

0.0081, Figure S4). 

Then, we compared the frequency of cytokine gene expressing B cells between the 

following groups: D0, CRMT, CR and HD for each cytokine gene. Regarding pro 

inflammatory cytokines, at D0, 29.3 ± 9% of BP180+ B cells expressed IL-15, 20.6 ± 8% 

expressed TRAIL, 10.9 ± 6.2% expressed IL-6, 8.7 ± 5.6% expressed IL1b, 7.6 ± 5.1% 

expressed TNF� and 4.3 ± 4% expressed TNF� (Figure 5A). Interestingly, RTX impacted key 

pro inflammatory cytokine gene expression in CR patients as IL15 expression decreased 1.6-

fold (18.0 ± 10.8%, p-value = 0.1195), IL6 expression significantly decreased to 0 (p-value = 

0.0309), TNF� expression decreased 3.8-fold (2.0 ± 1.9%, p-value = 0.273) and TNF�

expression decreased 2.0-fold (2.0 ± 1.9%, p-value = 1.000) in comparison with DO. 

Surprisingly, frequency of TRAIL (26.0 ± 12.4%) and IL-1� (18.0 ± 10.9%) expressing B 
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cells was increased in CR patients (respectively compared to D0, p-value = 0.844 and p-value 

= 0.306). For CRMT patients, IL15, IL6 and TNF� were largely decreased as well when 

compared to D0 (14.63 ± 7.8%, 6.1 ± 5.3% and 0% respectively, p-value = 0.014, 0.024 and 

0.515). Moreover, frequency of TRAIL and IL-1� expressing B cells were decreased as well 

(6.1 ± 5.3% and 2.4 ± 2.4 respectively, p-value = 0.001 and 0.040), and TNFα remained at 

baseline level (6.1 ± 5.3%, p-value = 0.776), which constituted 3 major discrepancies between 

the CRMT and CR groups. Moreover, BP180-specific IgG+ B cells expressing IL-6, TNF�

and TNF� found at D0 were no longer detectable in CR patients after RTX treatment. 

Concerning anti- inflammatory cytokines, the frequency of BAFF expressing B cells 

were the same among BP180-specific B cells before and after RTX treatment. There was a 3-

fold increase in BAFF expression in BP180-specific cells compared to HD B cells (24.5 ± 

8.6% and 7.5 ± 8%, p value = 0.0006, Figure 5B);. APRIL expression was similar as the 

frequency of APRIL expressing B cells was near zero in HD B cells (10.5 ± 7% for D0 vs 2.5 

± 2.4% for HD, p-value = 0.041). Interestingly, a higher frequency of IL-1RA expressing B 

cells were found in CR patients (16.0 ± 10.3%) compared to D0 (6.8 ± 5.0%, p-value = 

0.088), CRMT patients (4.8 ± 4.7%, p-value = 0.057) or HD (2.5 ± 4.9%, p-value = 0.040). 

Interestingly, BP180-specific IgM+ B cells expressing IL-10 and IL-1RA were only found in 

CR patients. Because IL-15 may play a role in eosinophil attraction and expansion, we 

measured IL-15 concentrations at the protein level in patients’ sera. IL-15 was dosed in nine 

patients before and after RTX treatment by Luminex technology. Only three demonstrated a 

detectable level of IL-15 in sera before treatment (5.18 ± 2.6 pg/ml). After treatment, six 

patients had detectable concentrations of IL-15 in sera (1.6 ± 0.4 pg/ml), including the three 

previous patients at lower concentrations. Nevertheless, IL-15 was detectable at low levels in 

the sera of CRMT patients. Moreover, all those patients finished the clinical trial in CRMT. 
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Finally, cytokinic genic expression analysis revealed changes in the production of pro- and 

anti- inflammatory cytokine genes by autoimmune B cells after depletion. 
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Discussion

We report here the findings of a clinical study conducted in BP patients treated with 

RTX. Our study provides new information on the physiopathology of BP and an 

immunological response to this treatment. In this trial, 17 patients were followed for 2 years 

after treatment with RTX infusions. Rituximab showed efficacy in all patients who achieved 

disease control after initial RTX treatment. The mean age of patients (77.7 ± 10.9 years) and 

the severity of their disease (relapsing and cortico-resistant forms of BP) were contributing 

factors to the number of deaths (n = 5) and the 1- and 2-year relapse rates at respectively 

29.4% (95% CI: 10.3%-55.9%) and 41.2%, (95% CI: 18.4%-67.1%). A recent study on BP 

treatment by RTX demonstrated a higher CR rate with fewer relapses than in our study, but 

the mean age of patients was 68.2 years, 9.2 years younger than in our study, suggesting a 

higher rate of CR in younger patients (Ahmed et al. 2016). Follow-up of B cell subsets 

confirmed a large and profound depletion of total circulating B cells for 9 to 12 months in 
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parallel with a large decrease in BP180 and BP230 specific auto-antibodies titers. Phenotypic 

analysis of B cell subpopulations showed the re-emergence of transitional B cells and reversal 

of the balance between naive and memory B cells after B cell return, but flow cytometry 

analysis showed no difference in the number of IL-10+ regulating B cells after treatment or 

after in vitro stimulation of patients’ B cells. These finding might explain the high rate of 

relapse in BP patients after RTX therapy (Shetty and Ahmed 2013; Ahmed et al. 2016) 

compared to pemphigus, in which we previously reported the prolonged re-emergence of IL-

10 regulatory-B-cells after initial RTX-induced depletion in patients who achieved long-

lasting CR off- therapy at 6 years (Colliou et al. 2013). Another clinical trial including seven 

patients with recalcitrant BP treated with RTX demonstrated that relapsing patients exhibited 

a higher level of memory B cells than patients in CR (Hall III et al. 2013). Reversal of the 

balance between naive and memory B cells seems to be a crucial element in controlling 

autoimmune emergence and it has been shown in other autoimmune diseases like rhumatoid 

arthritis and systemic lupus erythematous (Anolik et al. 2007; Roll, Dörner, and Tony 2008; 

Nakou et al. 2009). Repertoire analysis showed skewed repertoire in all patients with 

oligoclonal bias during acute phase of the disease before RTX treatment. However, all 

patients recovered a Gaussian polyclonal repertoire on IgM after RTX treatment. Of note, 

normal expansion of B cells and diversity of VH usage on their BCR after depletion were 

demonstrated in older patients in whom we could expect oligoclonal bias even after B cell 

depletion (LeMaoult, Szabo, and Weksler 1997; Allman and Miller 2005a; Frasca et al. 2008). 

These findings confirmed previous studies on the treatment of autoimmune diseases by 

depletion of B cells and the expansion of a new and normal B cell compartment, but studies 

are lacking in older patients (Maurer et al. 2012; Lee, Bae, and Song 2011). Rituximab 

impacts auto-antibody blood titers, B cell subpopulation homeostasis and global repertoire. 

Thus, one of the major impacts of B cell depletion therapy is the ratio of memory effector B 

cells to naive regulatory B cells which is reversed in favor of naive B cells, leading to a more 
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suppressive or tolerogenic cytokine profile (Joly et al. 2007; Lund 2008; Mouquet et al. 2008; 

Luu, Vazquez, and Zlotnik 2014). 

Rituximab also induced a large decrease in BP180-specific IgG+ and IgM+ B cells in 

all patients, but autoimmune B cells remained at detectable levels after B cell return in 

patients in complete remission. To further explore the cellular mechanism of autoimmune B 

cell selection after RTX, we performed sequencing of the CDR3 of the BCR heavy chain of 

BP180 specific B cells before and after treatment. BP180-specific IgM+ and IgG+ B cells 

before treatment preferentially use VH5 gene family. This shows a selection bias for the VH5 

gene family during the acute phases of BP with a switch from VH5 BP180-specific IgM+ B 

cell to the pathogenic VH5 IgG+ B cell with a higher affinity for BP180. RTX treatment 

strongly impacted the autoimmune selection of B cells since the VH usage for IgM returned to 

normal with a majority of VH3 and VH4 BP180-specific IgM+ B cells in parallel with the 

return of a Gaussian repertoire of total B cells. Furthermore, BP180-specific IgG+ B cells 

were barely detectable after RTX treatment meaning that the remaining BP180 specific IgM B 

cells did not undergo selection to become pathogenic IgG+ B cells. The impact of RTX on 

VH usage and isotopic switch blockade has already been demonstrated (Iannone et al. 2016; 

Maurer et al. 2016) but never in a BP context. The CDR3 of the heavy chain of BP180 

specific IgG were sequenced before RTX treatment to find redundant motifs and 60% of them 

showed a Glycine in position 114. Three pathological human auto-antibodies against BP180 

were sequenced and tested for pathogenicity in human skin (Li et al. 2010). Two of them 

showed a Glycine in position 114 on H-CDR3. These findings could explain one mechanism 

of selection based on pattern recognition of pre-pathogenic BP180-specific IgM+ B cells to 

become pathogenic IgG+ B cell. This pattern recognition has been demonstrated in 

pemphigus vulgaris in which a consensus amino-acid motif of D/E-X-X-X-W (D/E-acidic 
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amino-acid, W-tryptophan) was identified in the H-CDR3 of Dsg3 specific pathogenic IgG 

auto-antibodies (Yamagami et al. 2010). 

For the first time, we were able to analyze autoimmune B cells at the single cell level. 

In order to question the functionality of BP180 specific B cells, we performed single cell 

qPCR analysis to measure the expression of a panel of 25 cytokines genes. Expression 

analyses were performed directly on cells after single cell-sorting, with no in vitro activation 

before qPCR. As a consequence, the expression levels of cytokine genes and frequency of 

cytokine expressing B cells reflect the in vivo functionality of BP180 specific circulating B 

cells. Among 25 cytokine genes, 10 were found unexpressed by single B cells including IL-2, 

IL-5, IL-9, IL-12p40, IL-13, IL-17A, IL-17F, IL-21, IL-27p28 and TGFb2. The amount of 

RNAs contained in one cell was possibly too low, even after pre-amplification for detection 

and quantification by Biomark technology, or in any of the BP180-specific cells expressing 

any of those cytokines. Detected genes demonstrated a homogenous level of expression 

between single cells, which is why we analyzed qPCR results in frequency of cytokine gene 

expressing B cells. BP180- B cells from patients before and after RTX treatment were 

compared to B cells from HD and no significant change in frequency of cytokine expressing 

B cells was found. This means that BP180- B cells act like normal B cells from HD. Those 

results demonstrated normal expansion of humoral compartment in older patients. RTX 

impacted BP180-specific B cells since significant changes in frequency of cytokine 

expressing B cells were found. Before RTX, BP180 specific B cells exhibited a higher 

frequency of IL-15 and IL-6 compared to BP180 specific B cells after RTX treatment. 

Furthermore, BP180-specific IgG+ B cells expressing TNF�, found before RTX were no 

longer detectable in patients in CR after treatment. Together with these results, anti-

inflammatory BP180 specific IL-10 and IL-1RA IgM B cells were detected only in patients in 

CR off treatment. These results suggest that an increase in frequency not only of IL-10 but 
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also of IL-1RA in parallel with a decrease in the pro- inflammatory cytokine IL-15, IL-6, and 

TNF� expressing B cells could be a mechanism of tolerance maintenance after RTX. The 

regulatory role of B subpopulations is marked by known IL-10 secretion (Nathan and Ding 

2010; Mauri and Bosma 2012; Rosser and Mauri 2015). We demonstrated IL-1RA expression 

by autoimmune B cells after RTX treatment in CR patients. 

IL-15 expressing B cells were found in 29.3 ± 9.0% of BP180 specific B cells before 

treatment. The role of IL-15 in the physiopathology of BP has never been raised. In a model 

of human eosinophilic esophagitis disease, it was proposed that IL-15 could stimulate helper 

T cells to induce secretion of eosinophil-selective chemoattractants (Collins et al. 1995; 

Elsner et al. 1998). Fixation of IL-15 to its receptor IL-15R, on helper T cells, activates 

STAT5 and induces Th2 cytokine profile secretion by T cells notably IL-5, IL-13 and 

eotaxins 1 to 3 that are known to activate eosinophils. Indeed, IL-15 could explain the 

recruitment of innate immunity and also complete the model of eosinophil attraction in BP. 

Eosinophil attraction was imputed to IgE production that bind to mast cells and produce 

chemoattractants (Dimson et al. 2003). IL-15 was detectable at low levels in the sera of 

CRMT patients before and after RTX treatment. All these patients had relapsed during the 

trial meaning that even if IL-15 was not detectable in all patients before RTX treatment, the 

presence of IL-15 in sera can be correlated with lower efficacy of treatment. 

In conclusion, IL-15 gene expression could represent a mechanism of eosinophil 

recruitment and proliferation. After B cell depletion by Rituximab, B cell populations 

recovered a polyclonal repertoire with a high level of naive B cells. In this study, plasticity of 

autoimmune B cells had been demonstrated; patients in complete remission exhibited 

disappearance of pathogenic effector compartment represented by BP180-specific IgG+ B 

cells expressing pro- inflammatory cytokines and expansion of new BP180-specific IgM+ B 
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cells expressing IL-10 and IL-1RA as a regulatory compartment controlling auto-reactivity 

after RTX treatment. 

Materials and Methods

Study design

Eighteen BP patients were included in an interventional, non-randomized, open label, 

multicenter clinical trial (ClinicalTrials.gov number NCT00525616) to assess the efficacy and 

tolerance of a single cycle of Rituximab (RTX) in the treatment of cortico-dependent BP. 

Treatment consisted of two intravenous (IV) infusions each of RTX 1000 mg administered 15 

days apart in addition to local corticosteroid (clobetasol). The primary endpoint was to assess 

whether a single cycle of RTX could achieve disease control in patients with cortico-

dependent BP. Secondary endpoints were to avoid the use of long-term corticosteroids; and to 

evaluate the duration of disease control and side effects with a single cycle of RTX. The 

clinical and biological controls of BP were estimated every 7 days during a period of 1 month 

and thereafter every month during a period of 2 years. Adverse reactions were assessed 

throughout the clinical trial. Complete Remission (CR) was defined as the absence of new or 

established lesions, as well as the healing of all skin lesions with complete epithelialization 

when patients were off all therapy. CR on minimal therapy (CRMT) was defined as the 

absence of new or established lesions, as well as the healing of all skin lesions with complete 

epithelialization, when patients were still receiving minimal therapy—clobetasol for at least 2 

months. Relapse was defined as the occurrence of new skin blisters after achievement of 

disease control. 

Auto-antibody blood titers

Titers of IgG antibodies against BP180 and BP230 were measured with Bullous 

Pemphigoid (BP) ELISA tests with 1:100 diluted serums following manufacturer protocol 

(EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika AG). 
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Phenotypic analysis

The phenotype of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) was determined by 

six-color flow cytometry with murine monoclonal antibodies (mAbs) against CD3, CD4, 

CD8, CD5, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD24, CD27, CD38, CD56, and CD86 

(Beckman Coulter and BD Biosciences). PBMCs were from BP patients before and after RTX 

treatment and 20 older healthy donors analyzed by Singapore Immunology Network (SIgN), 

Agency for Science, Technology and Research (A*STAR). 

IL-10 regulatory B cell culture and analysis

Purified B cells (5 × 105) were cultured for 48 hours with CpG-B (3 mg/ml) and anti-

human IgG+IgA+IgM (anti-Ig) antibody (Jackson Immuno Research) (20 mg/ml) in 1ml of 

complete medium in 24-well flat-bottom tissue culture plates. Cells were first stained with 

anti-CD19, anti-CD24, anti-CD27, anti-CD38, and anti-CD5 mAb, and then fixed and 

permeabilized, followed by intracellular staining with antihuman IL-10 mAb (B-T10) or 

mouse IgG1 isotype control (MiltenyiBiotec). IL-10 was quantified in culture supernatant by 

ELISA (R&D Systems). All assays were carried out with duplicate samples. 

Anti-BP180 B cell analysis and sorting

Purified B cells from BP patients before and after treatment and two Healthy Donors 

(HD) were incubated for 1 hour at room temperature with histidine-tagged recombinant 

BP180 40 µg/ml. After washing, anti-histidine coupled with phycoerythrin (R&D Systems) 

was used to identify BP180-stained cells. B cells were characterized with anti-human CD19 

and anti-human IgG and IgM antibodies (BD Biosciences). The number of BP180-specific B 

cells per million was then determined. 

CDR3-H amplification and sequences

cDNA was synthesized in a total volume of 14 � l/well in the original 96-well sorting 

plate. Total RNA from single cells was reverse transcribed in nuclease-free water using 150 
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ng random hexamer primer (pd(N)6, GE Healthcare), 0.5 � l of 10 mM each nucleotide dNTP-

Mix (Invitrogen), 1 �l 0.1 M DTT (Invitrogen), 0.5% v/v NP40, 4 U RNAsin® (Promega), 6 

U Prime RNAse Inhibitor™ (Eppendorf) and 50 U Superscript® III reverse transcriptase 

(Invitrogen). Reverse transcription (RT) reaction was performed at 42 °C for 10 min, 25 °C 

for 10 min, 50 °C for 60 min and 94 °C for 5 min. cDNA was stored at −20 °C. IgH gene 

transcripts were amplified by nested PCR starting from 3.5 �l of cDNA as template. All PCR 

reactions were performed in 96-well plates in a total volume of 40 � l per well containing 20 

nM primer mix (Table 1), 300 nM each dNTP (Invitrogen) and 1,2 U HotStar® Taq DNA 

polymerase (Qiagen). All primers were stored in small aliquots to avoid repeated freezing and 

thawing and all PCRs were performed with nuclease-free water. All nested PCR reactions 

with primer mix were performed with 3.5 � l of unpurified first PCR product (Table 1). Each 

round of PCR was performed for 50 cycles at 94 °C for 30 s, 58 °C for 30 s, 72 °C for 55 s. 

PCR were checked for amplification in agarose gel 1.5% and revealed with BET and 2µL of 

second PCR products. Positive PCR products were purified with Nucleospin Gel and PCR 

cleanup (Macherey Nagel®) and sequencing reactions were done with selected primers (table 

2) and Big Dye Terminator V3.1 cycle sequencing Kit (AB®) following manuals instructions. 

Sequencing files were analyzed with SeqScanner software (AB®) and blasted on IMGT. 

Table 1: Primers sequences for CDR3-H amplification and sequence

PCR 1

VHL-1 5’ TCACCA TGGACTGSACCTGGA
VHL-2 5’ CCATGGACACACTTTGYCCAC
VHL-3 5’ TCACCA TGGAGTTTGGG
VHL-4 5’ AGAACATGAAACAYCTGTGGTT
VHL-5 5’ ATGGGGTCAACCGCCATCCT
VHL-6 5’ ACAATGTCTGTCTCCTTCCTCA
C�  II 5’ GCCAGGGGAAGACSGATG
Cµ II 5’ CAGGAGACGAGGGGAAAAG

PCR2

VHF-1 5’ TTGCGGCCGCCAGGTSCAGCTGGTRCAGTC
VHF-2 5’ TTGCGGCCGCCAGRTCACCTTGAAGGAGTC
VHF-3 5’ TTGCGGCCGCSAGGTGCAGCTGGTGGAGTC
VHF-4 5’ TTGCGGCCGCCAGGTGCAGCTGCAGGAGTC
VHF-5 5’ TTGCGGCCGCGARGTGCAGCTGGTGCAGTC
VHF-6 5’ TTGCGGCCGCCAGGTACAGCTGCAGCAGTC
C�  III 5’ AGGTCTAGAGACSGATGGGCCCTTGGTGGA
Cµ III 5’ AGGTCTAGAGAAAAGGGTTGGGGCGGATGC

�
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Cytokinic secretion profile

BP180 specific single B cells were sorted by FACS ARIA III into 96-well plates 

containing 10µL Platinum Taq polymerase and SuperScript III reverse transcriptase 

(Invitrogen), a mixture of Taqman primer-probes at 0.2× concentration specific for the 

transcripts of interest (supplementary Table 1) and CellsDirect qRT-PCR buffer (Invitrogen). 

Immediately following cell sorting, samples were centrifuged, incubated at 55 °C for 10 min, 

and subjected to 20 cycles of PCR (50 °C 15 min then 95 °C for 15 s for the reverse 

transcription, followed by 20 cycles of 95 °C 15 s and 60 °C 4 min for amplification). 

Subsequent preamplified single-cell cDNA was stored at −20 °C until analysis. After ¼ 

dilution in TE buffer, each cDNA sample was then separated into 48 separate reactions for 

further qPCR using the BioMark 48.48 dynamic array nanofluidic chip (Fluidigm, Inc.). 

Briefly, following hydraulic chip priming, 48 preamplified cDNA samples were mixed with a 

mild detergent loading solution to allow capillary flow, and the samples were added to a 48.48 

nanofluidic chip (Fluidigm, Inc.) along with 30 individual Taqman primer-probe mixtures 

listed in supplementary Table 1 (Applied Biosystems) specific for individual transcripts of 

interest, allowing a combination of each sample to mix with each probe in every possible 

combination (a total of 2,304 reactions). The chip was then thermocycled through 40 cycles 

and fluorescence in the FAM channel was detected using a CCD camera placed above the 

chip, normalized by ROX (6-carboxy-X-rhodamine) intensity. 100 CD19+ cell and no-cell 

were used as positive and negative control respectively. To limit potentially biased 

measurement, cells with less than 2 expressed genes among the 5 control genes (HPRT1, 

B2M, GUSB, TUBB and GAPDH) were excluded from the analysis. Data were analyzed 

using Real Time PCR Analysis software with or without normalization of the Ct value for 

each gene using GAPDH as calibrator gene. All primers were validated from cDNA of 

purified B cells stimulated or not by QPCR on Lightcycler (Roche). Sorted cells come from 

PBMC 
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Total B cell repertoire

IgG and IgM repertoire was characterized at the molecular level in B cell PBMCs 

from four BP patients before treatment, four patients after treatment and two HD. 

Complementary DNA was prepared from 10 × 106 PBMCs in a RLT lysis buffer 

(QIAGEN®). VH gene usage and CDR3 analysis were performed with the immunoscope 

method coupled with real time polymerase chain reaction (PCR) to provide quantitative 

information on VH usage. 

IL-15 dosage in serum

IL-15 was dosed in the sera of patients following the manufacturer’s protocol of 

Milliplex MAP Kit (Millipore). No dilution was performed on serum. The plate was analyzed 

in the Luminex 100. 

Statistical analysis

Statistical comparisons were performed with the non-parametric Kruskal-Wallis 

Anova test, and the Wilcoxon signed-rank test was used for paired samples. Statistical 

comparison of the frequency of cytokine secreting cells was performed with Fisher’s exact 

test. All statistical tests were done using GraphPad Prism Software. A p-value � 0.05 was 

considered as significant. 

Study approval

This study was approved by the Ethics Committee of the North West area I and 

conducted according to the Declaration of Helsinki principles (ClinicalTrials.gov number 

NCT00525616). Written informed consent was obtained from each patient with BP for 

collection of blood samples. 

� �
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Table S1: characteristics of patients and clinical status.
Patient 
Id 

Sex 
(Male / 
Female)

Age 
(years)

Disease
Form 
(Paucibullous / 
Multibullous)

Relapses Adverse
effects

Study
discontinuation

Clinical
Status at the 
end

BP01 M 85 P D600 CRMT
BP02 F 59 P Died at D60
BP03 F 82 M D150

Until 
D300 

CRMT

BP04 M 77 P Died at D45
BP05 F 79 M CR
BP06 M 66 P D90 CRMT
BP07 F 82 P D300 CRMT
BP08 F 80 M D270

Until 
D660 

Treatment
failure D660 

BP09 F 82 P Died at D360
BP10 F 85 M CR
BP11 M 86 M Died at D60
BP12 F 79 P Died at D210
BP13 F 83 M D270

D540 
CRMT

BP14 F 85 M Severe cerebral
hemorrhage at 
day of infusion 

Adverse
effect D0 

BP15 M 79 No inclusion
Pulmonary 
infection 

BP16 F 77 P Treatment
Failure D390 

BP17 M 45 M D120
Until 
D180 

CRMT

BP18 M 81 P D570 CRMT

�
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Table S2: Taqman primers used in High Throughput qPCR Biomark analysis.
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Discussion Générale 
Les maladies auto- immunes bulleuses représentées principalement par le PV et la PB 

sont caractéristiques des auto- immunités humorales pour lesquelles les cibles antigéniques 

sont identifiés, les auto-anticorps dosés et leurs taux sont corrélés au statut clinique des 

patients (Koch et al. 1997; Zillikens et al. 1997; Joly et al. 2011). Ces maladies auto- immunes 

ont été traitées par de multiples classes d’immunosuppresseurs et particulièrement les cortico-

stéroïdes systémiques pour le PV et topiques pour la PB, menant à des rechutes fréquentes et à 

des effets secondaires qui peuvent être sévères compte tenu de l’âge des patients et des 

comorbidités associées (Nguyen et al. 2004; Roussel et al. 2011). Les traitements ont 

aujourd’hui évolué et l’utilisation des biothérapies est en train de fournir jour après jour de 

nouveaux médicaments qui enrichissent l’arsenal thérapeutique. La classe la plus utilisée des 

biothérapies est représentée par les anticorps monoclonaux. Ces anticorps monoclonaux ont 

pour cible des protéines membranaires, des cytokines ou des récepteurs de ces cytokines. 

Dans le cas des maladies auto- immunes bulleuses, la biothérapie la plus utilisée est le 

Rituximab (RTX). Le RTX est un anticorps monoclonal chimérique d’isotype IgG1 ayant 

pour cible le CD20, protéine transmembranaire présente à la surface des LB. La première 

utilisation de cette molécule a été réalisée pour le traitement des lymphomes B et des 

leucémies lymphoïdes aigues ou chroniques B (Hagemeister 2010; Zwick et al. 2010). 

Ensuite, l’utilisation du RTX a été étendue à certaines maladies auto- immunes comme le 

lupus ou la PR (Sutter et al. 2008; Teng et al. 2009) mais aussi les myasthénies, les 

vascularites, le purpura thombopénique auto- immun ainsi que les MBAI (Mahévas et al. 

2013; Iorio et al. 2015; Joly et al. 2007). En effet, l’utilisation de cette molécule a pour 

conséquence biologique l’élimination des LB circulant et la diminution du taux d’auto-

anticorps avec un retour du contingent B environ 1 an après le traitement. Ces conséquences 
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biologiques ont été mises en évidence dans de nombreux essais cliniques évaluant l’efficacité 

du RTX dans différentes MAI. Cependant, les rechutes restent fréquentes et les mécanismes 

de contrôles de l’auto- immunité après l’utilisation des traitements dépléteurs de LB restent 

inconnus. L’objectif de ce travail a été de mettre en évidence des différences biologiques, 

phénotypiques et moléculaires entre les patients qui rechutent et ceux qui ne rechutent pas, 

après traitement Rituximab, dans le contexte du traitement des maladies auto- immunes 

bulleuses que sont le Pemphigus et la Pemphigoïde bulleuse. Nous avons pour objectifs 

d’identifier les mécanismes effecteurs et régulateurs qui contrôlent l’auto- immunité et 

pourraient expliquer les phénomènes de rechute et les rémissions complètes. 

Dans ce contexte, nous avions à notre disposition des prélèvements sanguins 

provenant d’essais cliniques dans lesquels des patients atteints de maladies bulleuses auto-

immunes ont été traités par RTX. Les résultats portant sur la PB, présentés dans la première 

partie sous forme d’article, proviennent de l’analyse de ces prélèvements de patients atteints 

de PB en rechute et cortico-résistante. Tout d’abord, le suivi clinique a montré une disparition 

de l’ensemble des bulles cutanées et une chute du taux d’auto-anticorps après le traitement 

chez tous les patients. Ces éléments mettent en évidence l’efficacité du RTX chez des patients 

sans autre alternative thérapeutique. Cependant, le bilan clinique à 2 ans du traitement montre 

que sur les 17 patients traités, 5 sont morts en cours d’étude et 3 sont sortis d’études soit pour 

un effet secondaire grave soit pour échec du traitement. Sur les 9 patients ayant fini l’essai, 2 

sont en rémission complète et n’ont pas subi de rechute durant l’étude, les 7 autres ont terminé 

l’étudeen rémission complète mais avec un traitement corticoïde topique et ont subi une ou 

plusieurs rechutes durant l’essai. Les causes de morts de ces patients ne semblent pas être 

liées au traitement RTX selon les avis des experts en Pharmacovigilance et peuvent être 

expliquées par l’âge avancé de nos patients (77.7 ± 10.9 ans) ainsi que les différentes 
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comorbidités dont souffrent les patients comme l’hypertension, le diabète de type 2, la 

maladie d’Alzheimer ou des atteintes cardiaques. 

Le suivi biologique des patients a montré une déplétion B durant 9 mois à 1 an chez 

tous les patients et un retour de LB caractérisé par la genèse de LB transitionnels et une 

modification de la balance B mémoire / B naïfs qui perdure 2 ans. L’analyse par 

immunoscope a été effectuée sur différents patients avant et après traitement RTX montrant 

un répertoire B IgM et IgG réduits avec des pics oligoclonaux avant RTX et le retour d’un 

repertoire polyclonal et diversifié en IgM après traitement. Ces patients sont âgés et nous 

pouvions attendre la réapparition de pics oligoclonaux après reconstitution du compartiment 

de LB (LeMaoult, Szabo, and Weksler 1997; Frasca et al. 2008; Allman and Miller 2005b). 

Cela signifie que la moelle osseuse réagit à la déplétion de LB en synthétisant de nouveaux 

LB à phénotype transitionnel, et des LB IgM+ naïfs au répertoire diversifié. Cette 

modification de la balance LB naïfs / LB mémoires semble être un élément important dans le 

contrôle de l’auto- immunité comme cela a été montré dans d’autres maladies auto- immunes 

comme le lupus ou la PR (Nakou et al. 2009; Roll, Dörner, and Tony 2008; Anolik et al. 

2007) mais aussi dans la PB (Hall III et al. 2013). Pour rechercher d’autres éléments de 

contrôle de l’auto- immunité, les LB régulateurs sécréteurs d’IL-10 ont été recherchés par une 

technique de stimulation de LB purifiés des patients 48H in vitro (Bouaziz et al. 2010). 

Aucune modification du pourcentage de LB IL-10+ n’a été remarquée après le retour des LB 

chez nos patients en comparaison avec leur niveau avant traitement. Cette observation est un 

des éléments qui pourrait expliquer un taux de rechute supérieur dans la PB. En effet, une 

augmentation significative du taux de LB IL-10+ avait été démontrée après traitement RTX 

de patients atteints de Pemphigus récalcitrant (Colliou et al. 2013). Néanmoins, la mesure a 

été effectuée 2 ans après le traitement RTX chez nos patients alors que l’expérience sur les 

patients atteints de Pemphigus a été effectuée à 5 ans de distance du traitement. 
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L’équipe du Pr Hertl à Marbourg (Allemagne) nous a fournis un peptide recombinant 

qui a la structure du domaine immuno-dominant NC16A de la BP180, antigène cible dans la 

PB. Cet immuno-domaine recombinant est pourvu d’une queue peptidique de 6 Histidine, 

motif non retrouvé naturellement et qui permet la fixation d’anticorps fluorescents pour une 

analyse au cytomètre des LB ayant fixé le peptide durant une incubation. Cette technique nous 

a permis plusieurs choses : Tout d’abord, nous avons pu suivre le taux circulant de LB 

spécifiques de la BP180. Ces lymphocytes ont été triés individuellement pour analyser la 

séquence du CDR3 de la chaîne lourde de leur BCR. Enfin, une analyse transcriptomique a 

été effectuée pour mesurer les niveaux d’expression des gènes codant pour des cytokines. Ces 

expériences ont pour objectifs de mesurer l’auto- immunité, d’analyser l’utilisation des gènes 

VH par ces LB auto- immuns, d’identifier des motifs redondants de sélections sur leur CDR3 

et enfin d’analyser la fonctionnalité de ces LB et l’impact du traitement RTX sur le 

compartiment auto-réactif. 

La mesure de la concentration des LB auto- immuns spécifiques de la BP180 montre 2 

éléments intéressants. Le premier étant la baisse drastique de la concentration de LB BP180 

spécifiques après traitement chez tous les patients. En effet le RTX a pour effet de dépléter 

tous les LB circulants y compris les auto- immuns à partir du moment où ils expriment le 

CD20 en parallèle de la baisse de sécrétion d’auto-anticorps. Le deuxième élément c’est la 

persistance de LB BP180 spécifiques, à bas niveau, non seulement chez les patients qui ont 

rechuté mais aussi chez les patients en rémission complète qui n’ont pas rechuté et qui sont 

sevrés en corticoïdes. Les questions de l’efficacité des mécanismes de sélection et de la 

fonctionnalité de ces cellules se posent. Le séquençage de la partie variable de la chaîne 

lourde de leur BCR nous a permis d’identifier un profil d’utilisation des gènes VH par les LB 

BP180+ circulant. En effet, les LB IgM+ et IgG+ BP180 spécifiques montrent une utilisation 

prédominante des gènes des familles VH5 qui n’est pas retrouvé après traitement au RTX. Les 
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LB IgM+ BP180 spécifiques retrouvent un profil d’utilisation VH normal et diversifié après 

traitement, ce qui suggère la levée d’un biais de sélection par le traitement RTX. De plus, 

l’analyse des séquences des CDR3 des LB IgG+ BP180 spécifiques avant traitement montre 

que 65% de ces LB IgG+ présentent une Glycine en position 114 (numérotation Kabaat) qui 

pourrait être un motif de sélection préliminaire à la formation du contingent B effecteur 

mémoire IgG+ BP180 spécifique impliqué dans la physiopathologie de la PB comme il a été 

montré dans le Pemphigus pour des LB spécifiques de la Dsg3 (Cho et al. 2014:1; Yamagami 

et al. 2010; Qian et al. 2007). Ces éléments ne permettent pas de savoir pourquoi certains 

patients rechutent, cependant l’analyse de la fonctionnalité des LB BP180 spécifiques après 

RTX nous a fourni des pistes de réflexion. 

En effet, la technique de qPCR haut débit supportée par la technologie Biomark 

Fluidigm permet d’effectuer jusqu’à 48 mesures d’expression génique simultanées sur un 

échantillon de l’ordre d’une cellule. C’est ce qui nous a permis la mesure simultanée des 

niveaux d’expression des gènes codant pour des cytokines sur chaque LB identifié comme 

étant auto- immun. Les mesures des niveaux d’expression des gènes de cytokines des LB 

BP180 spécifiques triés individuellement ont permis d’identifier des signatures d’expression 

cytokiniques chez ces LB auto-réactifs avant et après traitement chez des patients en 

rémission complète comparé aux patients ayant rechuté. Il est important de souligner que ces 

cellules ont été triées directement à partir des cellules sanguines des patients et qu’il n’y a pas 

eu d’étape de stimulation ex-vivo, reflétant ainsi l’état physiologique de la cellule dans 

l’organisme du patient, comme une photographie de l’état des cellules à un moment de l’essai 

clinique. Les analyses des mesures d’expression génique ont d’abord montré que parmi notre 

panel de 25 gènes codant pour des cytokines, 10 ne semblent pas être exprimées par les LB 

individuellement alors que les témoins positifs constitués de 100 LB font apparaitre un niveau 

d’expression mesurable. Il est possible que la quantité de matériel de départ soit trop faible, 
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même après la pré-amplification, pour être détecté à l’échelle d’une cellule. De plus, lors du 

calcul du ∆Ct pour chaque gène individuellement, en utilisant GAPDH comme gène de 

ménage, les niveaux d’expression sont similaires entre les cellules. Il est possible que la 

procédure de pré-amplification en amont de l’analyse qPCR puisse niveler la quantité 

d’ADNc mesurée. Cependant il existe une variabilité inter-génique importante, l’analyse des 

mesures d’expression génique des cellules a donc été effectuée en comparant les fréquences 

de LB exprimant un gène de cytokine entre nos groupes de patients qui rechutent et ceux qui 

ne rechutent pas.. 

Il a été montré qu’avant traitement RTX, une forte proportion des LB BP180 

spécifiques exprimait les gènes de l’IL-15, de TRAIL, de l’IL-6, de l’IL-1� et du TNF� qui 

sont des cytokines pro- inflammatoires. Le RTX impacte ces profils car il est démontré une 

diminution de l’expression de ces cytokines sauf TRAIL et IL-1� pour les patients en CR. De 

plus, l’analyse de l’expression de cytokines anti- inflammatoires montre une apparition de LB 

IgM+ BP180 spécifiques après RTX exprimant de l’IL-10 et de l’IL-1RA. Ces cellules ne 

sont retrouvées que chez les patients en RC parallèlement à la disparition des LB IgG+ BP180 

spécifiques exprimant le TNF� qui sont retrouvés uniquement chez les patients ayant rechuté. 

Ces informations nous permettent d’émettre l’hypothèse d’un contrôle de la pathogénicité des 

LB par l’inhibition de la formation d’une population effectrice de LB IgG+ auto-réactifs 

exprimant des cytokines pro-inflammatoires (IL-15, IL-6, IL-1� et TNF�), au profit de 

l’expansion de la population régulatrice de LB IgM+ BP180 spécifiques exprimant des 

cytokines anti- inflammatoires telles que l’IL-10 et l’IL-1RA. 

Il est a noté que la cytokine la plus exprimée par les LB BP180 spécifiques avant 

traitement est l’IL-15. En effet, en moyenne 30% des LB l’expriment comparé à environ 15% 

après traitement ou dans le groupe des LB de donneurs sains. L’implication de l’IL-15 dans la 

physiopathologie de la PB n’est pas connue. Différentes études chez l’humain et chez la 
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souris ont mis en évidence un lien entre la sécrétion d’IL-15 et le recrutement et l’activation 

des éosinophiles, ainsi qu’une polarisation Th2 par les LTh (Collins et al. 1995; Elsner et al. 

1998). En effet, dans le model de pathologie inflammatoire d’oesophagite à éosinophile, une 

surexpression transcriptionnelle du gène de l’IL-15 par les cellules épithéliales de l’oesophage 

a été mise en évidence. Le modèle physiopathologique proposé par cette étude est que la 

stimulation de LTh par l’IL-15, activant ainsi STAT5, induit une polarisation Th2 sécrétant 

ainsi de l’IL-5, de l’IL-13 et les éotaxines 1 et 3 connus pour leur pouvoir activateur des 

éosinophiles. Ainsi, l’IL-15 pourrait être impliqué dans la physiopathologie de la PB au 

moment de sa sécrétion par les LB BP180+ avant traitement RTX et provoquer l’éosinophilie 

caractéristique de la PB. Cependant les dosages sériques d’IL-15 chez les patients atteints de 

PB montrent une très faible quantité d’IL-15 circulante, de l’ordre du pg/µL. Cela suggère une 

action locale de l’IL-15, à l’échelle intercellulaire. 

Cette étude montre pour la première fois la plasticité du compartiment auto-réactif des 

LB dans un contexte de maladie auto- immune bulleuse traitée par RTX. En effet, les données 

phénotypiques, de séquençage et de mesures d’expression génique convergent vers 

l’hypothèse d’un contrôle homéostasique du compartiment effecteur responsable de la 

pathologie par une population régulatrice qui est stimulée après déplétion des LB par le RTX 

chez les patients répondeurs contrairement aux patients qui rechutent, chez lesquels on 

retrouve une résurgence du compartiment effecteur. 

La PB et le PV sont des maladies auto- immunes à auto-anticorps pour lesquelles les 

cibles antigéniques sont bien identifiées mais également les acteurs de la pathologie. C’est 

pour cela que le RTX a été utilisé en traitement de ces deux maladies pour dépléter les LB et 

stopper la production d’auto-anticorps responsables de la pathogénicité. Cependant, dans ces 

maladies, la réponse au RTX n’est pas toujours complète car certains patients rechutent (Joly 

et al. 2007; Mouquet et al. 2008; Shetty and Ahmed 2013). Les différentes approches utilisées 
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lors de ces travaux ont eu pour objectif de mettre en évidence ces différences pour poser des 

hypothèses mécanistiques de rechute après RTX. Les différents travaux concernant ces 

maladies et leur traitement par RTX ont mis en évidence une persistance des LB spécifiques 

de la BP180 ou des Dsg1 et 3 chez les patients après traitement RTX ainsi que des taux 

d’auto-anticorps bas mais toujours détectables (Cho et al. 2014; Colliou et al. 2013). La 

présence de ces acteurs de l’auto- immunité même chez les patients en RC nous fait émettre 

l’hypothèse d’un contrôle de la pathogénicité tant à l’échelle de toute la population B qu’à 

l’échelle des LB spécifiques des auto-antigènes. 

Ces travaux ont mis en évidence, après traitement par RTX, le retour de LB au profil 

transitionnel ainsi que le maintien d’un fort pourcentage de LB naïfs à distance du traitement 

qui semble être favorable au maintien de la rémission. Ce retour de LB naïfs IgM+ est 

caractérisé par un répertoire BCR qui retrouve un profil polyclonal diversifié comme dans 

d’autres travaux (Hall III et al. 2013; Colliou et al. 2013). 

L’analyse du répertoire et du profil d’expression des gènes de cytokine des LB BP180 

a suggéré que les nouveaux LB IgM+ spécifiques de la BP180 ont un profil tolérogène, 

capables d’exprimer de l’IL-10 et de l’IL-1RA. L’IL-10 est une cytokine qui inhibe 

l’activation des LTh (Lykken, Candando, and Tedder 2015) et l’IL-1RA et un récepteur 

soluble à l’IL-1� qui inhibe l’effet pro- inflammatoire de l’IL-1� en le fixant. La balance IL-1 / 

IL-1RA semble jouer un rôle important dans de nombreuses pathologies comme la PR, les 

maladies inflammatoires intestinales et les cancers (Arend 2002). Ces cellules ne sont 

retrouvées que chez les patients en RC. Il est possible que la présence de ces LB régulateurs 

puisse contrôler et inhiber la formation ou la prolifération de LB IgG+ spécifiques de la 

BP180 au profil pro- inflammatoire, réels acteurs de la pathologie. Cette hypothèse rejoint 

celle avancée dans les travaux précédents portant sur le PV dans lesquels il est évoqué une 

inhibition du switch isotypique après RTX par des LB régulateurs empêchant la synthèse de 
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LB IgG+ spécifiques de la Dsg1 ou 3 pathogéniques. En effet, le niveau de LB sécrétant de 

l’IL-10 après stimulation 48h in vitro des LB circulants est retrouvé supérieur chez les 

patients en RC à 6 ans de distance du traitement RTX (Colliou et al. 2013). Dans le cas de la 

PB, ces recherches n’ont pas indiqué cette différence entre les patients en RC et ceux qui ont 

rechutés à seulement 2 ans de distance du traitement RTX. Cette différence est un des 

éléments qui pourraient expliquer un plus fort taux de rechute chez les patients atteints de PB. 

Des différences entre les patients qui rechutent et ceux qui ne rechutent pas ont été 

découvertes. Ces différences permettent d’émettre de nouvelles hypothèses sur le 

déclenchement et le contrôle de l’auto- immunité dans le contexte des MBAI et notamment sur 

la présence d’un contingent de LB spécifiques de la BP180 au profil régulateur chez les 

patients en RC malgré la persistance d’auto-anticorps sanguins. La présence de LB 

spécifiques d’un auto-antigène n’est pas synonyme d’état pathologique si ces cellules ont un 

profil régulateur. L’analyse unicellulaire a permis de mettre en évidence des différences de 

répertoire et de fonctionnalité des cellules auto-réactives qui n’auraient pas été détectées 

autrement qu’à cette échelle. Cependant, la faible fréquence de LB spécifiques d’un auto-

antigène restreint la quantité d’analyses possibles. Les nouvelles technologies d’analyses du 

transcriptome entier à l’échelle d’une cellule permettront d’identifier d’autres différences et 

d’autres éléments avec la même quantité de prélèvement permettant d’expliquer le mécanisme 

fin du déclenchement de l’auto- immunité pathologique. Il serait intéressant de stratifier 

davantage les sous populations de LB auto-réactives, les marqueurs de surface, les facteurs de 

transcription ou les voies de signalisation différenciant les compartiments régulateurs et 

effecteurs de l’auto- immunité. La découverte de voies de signalisation cellulaire ou de 

marqueurs spécifiques à ces populations permettrait d’identifier de nouvelles cibles, voies ou 

approches thérapeutiques pour les patients qui rechutent après traitement au RTX ou de 

compléter le traitement RTX par des adjuvants inhibant la résurgence du contingent effecteur. 
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En conclusion, ces travaux ont permis d’analyser l’efficacité du RTX en traitement de 

la PB récalcitrante, de mieux comprendre la physiopathologie de la PB et l’impact du RTX 

sur l’immunité humorale, de mettre en évidence des différences moléculaires entre les patients 

qui rechutent et ceux qui ne rechutent pas. Ces éléments permettent d’émettre de nouvelles 

hypothèses physiopathologiques complétant les modèles existant et ouvrent sur de nouvelles 

perspectives de travail pour répondre toujours plus précisément à la question des éléments 

déclencheurs de l’auto- immunité et de son contrôle.
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