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Introduction

Les dermatoses bulleuses auto-immunes (DBAI) représentent un groupe de maladies peu fréquentes, liées a
la production d’anticorps dirigés contre les systémes de jonction de la peau et des muqueuses. Elles sont
caractérisées par la présence de bulles et d’érosions/ulcérations sur la peau et/ou les mugueuses. [1] Il existe
un nombre relativement important de sous-types de DBAI dont les pemphigus, la pemphigoide bulleuse
(PB), la pemphigoide des muqueuses (PM), I’épidermolyse bulleuse acquise (EBA), la dermatose a IgA
linéaire (DIgAL), et le diagnostic différentiel peut se révéler difficile simplement & partir du tableau clinique.
Le diagnostic de DBAI repose donc sur une suspicion clinique ainsi que sur la mise en évidence d’anticorps
dirigés contre des structures de la peau et/ou des muqueuses. [2,3] La détection de certains autoanticorps en
IFD est I’examen gold standard, cependant les tests sérologiques utilisant un procédé immuno-enzymatique
(ELISA) sont de plus en plus utilisés en routine dans le diagnostic des DBAI [4].

Contrairement a la pemphigoide bulleuse [5-8], peu de données existent dans la littérature concernant les
performances des tests ELISA dans le diagnostic de pemphigoide des muqueuses avec atteinte buccale
stricte. L’objectif de cette étude était d’évaluer la sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive positive et
négative des tests ELISA anti-BP180 et anti-BP230 dans la pemphigoide des muqueuses avec atteinte

buccale exclusive.

1.1 Généralités sur les dermatoses bulleuses auto-immunes

1.1.1 Définition

Les dermatoses bulleuses auto-immunes (DBAI) représentent un groupe hétérogéne de maladies
auto-immunes, peu fréquentes et de pronostic variable, parfois sévere. Elles sont secondaires a la
présence d’auto-anticorps dirigés contre différents constituants de la peau et/ou des muqueuses :
I'épiderme, la jonction dermo-épidermique (JDE) ou le derme superficiel. La conséquence clinique

de ces pathologies est la formation de bulles au niveau cutané ou bien au niveau des muqueuses [1]
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On distingue deux grands groupes de DBALI, en fonction du site de clivage [9] :

- Les dermatoses bulleuses auto-immunes intra-épidermiques, qui se caractérisent par une
perte de cohésion inter-cellulaire, résultant de I’altération d’un ou de plusieurs constituants des

desmosomes par les auto-anticorps. Les maladies correspondantes sont les pemphigus.

- Les dermatoses bulleuses auto-immunes sous-épidermiques, qui nous intéressent
particulierement dans ce travail, sont caractérisées par la perte de I’'adhésion entre le derme et
I’épiderme, résultant d’une altération d’un ou plusieurs composes de la jonction dermo-

épidermique par les auto-anticorps. Les maladies correspondantes sont les pemphigoides.

1.1.2 Immunopathologie

1.1.2.1 Rappels sur les systéemes de cohésion en lien avec les DBAI

1.1.2.1.1 Les desmosomes [9]
Les desmosomes sont les complexes majeurs de I'adhésion entre les kératinocytes. Ils sont
constitués :
- De protéines transmembranaires appelées cadhérines : ce sont les desmogléines (DSG) 1 et 3 et les
desmocollines.
- De composants cytoplasmiques : la desmoplakine, la plakoglobine, la
plakophiline, et I’envoplakine, qui forment la plaque desmosomale cytoplasmique.
Les domaines extracellulaires des cadhérines desmosomales permettent I'adhésion intracellulaire et

leurs domaines intracellulaires les relient aux filaments des cytokératines (Figure 1)
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Figure 1 : Organisation moléculaire du desmosome [9]

Légende : Dsg : Desmogléine, DSC : Desmocolline, DPK : Desmoplakine, ENV : Envoplakine, FIC : Filaments

intermédiaires de cytokératine, PG : Plakoglobine, PL : Plakophiline

1.1.2.1.2 La jonction dermo-épidermique [9-11]
Cette région représente un continuum anatomique et macromoléculaire complexe, constitué de
protéines issues des kératinocytes de I'épiderme (ou de 1’épithélium muqueux), et des fibroblastes
du derme (ou du chorion muqueux), qui forment un réseau fonctionnel de protéines fibrillaires et de
glycoprotéines permettant une adhésion stable de 1’épithélium de surface au derme sous-jacent. Elle
permet donc I'adhérence du derme a I’épiderme. Son équivalent au niveau des muqueuses est la

jonction chorio-épithéliale (JCE).
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Figure 2 : Organisation moléculaire de la jonction dermo-épidermique. [12]

Elle est constituée de plusieurs zones distinctes (Figure 2) :

- Les hémidesmosomes, ce sont des structures complexes d’attache des kératinocytes basaux a la

membrane basale qui contiennent plusieurs protéines importantes :

- La plectine et la protéine BP230, ou BPAG1, composants majeurs de la plaque
hémidesmosomale dont la fonction est d'assurer I'appariement aux filaments de
kératine des cellules de 1’épiderme, ainsi que I'ancrage de ces cellules a la lame

basale par connection avec les filaments d’ancrage

- BP180, ou BPAG2 ou collagene XVII, qui est protéine trans-membranaire, avec
une extrémité N-terminale intracellulaire et une extrémité C-terminale qui se

prolonge dans la lamina lucida. Le domaine NC16A, immédiatement juxta-
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membranaire, est la cible majeure des anticorps anti-BP180 dans la pemphigoide

bulleuse (PB) et dans la PM. [9]

- La membrane basale, constituée de deux couches :

- lalamina lucida, claire en microscopie électronique, qui renferme I’intégrine
a6p4. C’est une protéine trans-membranaire, formée de 2 sous unités, qui fait le

lien entre la plagque hémidesmosomale et la lamina densa, via la laminine 5.

- la lamina densa, dense aux électrons, qui renferme la laminine 5

- Les fibrilles d’ancrage, constituées en grande majorité de collagene V11, qui permettent la
cohésion entre le derme et la membrane basale.
Tous ces constituants sont fortement antigéniques et peuvent étre la cible d'auto-anticorps dans les

DBAI sous-épidermiques. [11]
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1.1.2.2 Les cibles antigéniques impliquées dans les DBAI
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Figure 3 : Organisation schématique des principales cibles antigéniques reconnues dans
les dermatoses bulleuses auto-immunes (Humbel RL. (2003) Autoanticorps et
autoantigenes de la peau. GEAI /’info n°6 octobre 2003 page 4)

Les DBAI regroupent ainsi plusieurs pathologies qui posseédent chacune des cibles antigéniques
identifiées et qui peuvent étre détectées au laboratoire par certaines techniques immunologiques.

Celles-ci sont résumées dans la Figure 3.

Cependant, il n’a pas été démontré qu’il y ait une spécificité absolue vis-a-vis d’'une dermatose

bulleuse donnée. [13]
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1.1.3 Diagnostic des dermatoses bulleuses auto-immunes

Le diagnostic est d’abord clinique, avec la recherche de lésions bulleuses au niveau de la peau et/ou
des muqueuses, puis histologique, avec la localisation de la Iésion bulleuse au sein des tissus, et
enfin il est confirmé gréce a la détection d’auto-anticorps par différentes méthodes de laboratoire.

Les éléments diagnostics sont rassemblés dans le tableau suivant.

Maladie cceliaque | Vésicules ou ++ Pas de 0 Biopsie avec Régime sans
connue ou pas, excoriations peu (premier signe de IFD gluten
enfants, adultes spécifiques symptome) Nikolsky* Anticorps Disulone
jeunes antitransglutam- | Réponse
inase, fréquente
antiendomysium
Enfants surtout, Bulle tendue sur + Pas de Rare chez Biopsie avec - Arrét si
adultes : origine peau saine ou signe de enfant IFD médicament
médicamen-teuse | urticarienne Nikolsky* Possible inducteur
(vancomycine) (atteinte du siege chez adulte - Disulone ou
chez I'enfant) corticoides
per os
Adulte Bulle en peau saine | o Kystes Fréquente Biopsie avec Immunosup-
(zones de milium IFD, IME directe | Presseurs
frottement ++) +/- corticoides
Grossesse 2° ou 3° | Bulle sur fond -+ Plaques 0 Biopsie avec Dermocorticoi
trimestre érythémateux urticariennes IFD -des
(abdomen : péri- (abdomen) AC anti-BPAG2 | +-
ombilicale) (ELISA) corticoides
per os
Sujets agés Bulle tendue +++ Pas de Rare Biopsie avec Dermocorticoi
Association lésions parfois initial signe de IFD des seuls
maladies urticariennes Nikolsky* Anticorps Rarement :
neurologi-ques Parfois : sériques anti- corticoides
grabatisan-tes |ésions peau* (IFl et per os ou
(démence, AVC, M purement ELISA anti- Immunosupre
de Parkinson) urticariennes BPAG1-2) s-seurs
ou
eczématifor-
mes
Sujets agés Synechies 0 Atteinte Prédomin- Biopsie avec Disulone
oculaires cornée, ante IFD Immunosup-
Erosions buccales pharynx, IME presseurs,
(dysphagie) ou cesophage +/- corticoides
énitales per os
volution
cicatricielle
Contexte d’auto- Bulle flasque sur 0 Signe de Au cours du | Biopsie avec Corticoides
immunité peau saine Nikolsky* pemphigus | IFD oraux
Erosions buccales, vulgaire Anticorps Immunosup-
dysphagie +++ sériques anti- presseurs
peau* (IFl et
ELISA anti-
desmogléines)

Tableau 1 : Eléments du diagnostic des différentes maladies bulleuses auto-immunes [1]

Légende : AC : Anticorps, AVC : Accident Vasculaire Cérébral, BPAg1 : Bullous pemphigoid Antigen 1, BPAg2 :
Bullous pemphigoid Antigen 2 IFD : Immunofluorescence directe, IFI : Immunofluorescence indirecte, IME :
Immunomicroscopie électronique, M : Maladie

Nous allons nous intéresser dans ce travail aux examens diagnostics faisant appels a des techniques

immunologiques.
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1.1.3.1 L’immunofluorescence directe

C’est le gold standard pour le diagnostic des DBAI. [14] C’est une technique qui permet de
révéler, au microscope optique, un dépdt d’anticorps au niveau de la membrane basale, a partir de
biopsies de peau ou de muqueuse péri-lésionnelle. Les prélévements sont adressés au laboratoire
d’anatomie pathologique, congelés, ou bien conservés dans du milieu de Michel. Les antigénes
recherchés sont les auto-anticorps de type IgG, IgM, IgA, et des anticorps dirigés contre certaines
parties du complément (C3), se fixant sur des protéines d’ancrage au sein de la peau et/ou des

muqueuses. lls sont marqués par un anticorps monoclonal spécifique de I'antigéne recherché.

1.1.3.2 L’immunofluorescence indirecte

L’immunofluorescence indirecte (IFI) se réalise sur divers substrats qui présentent les antigéenes.
C’est une méethode permettant de détecter la présence d’auto-anticorps anti-membrane basale
présents dans le sérum du patient, qui se lient aux antigenes présents sur le substrat.

La membrane basale est clivée artificiellement sur les substrats afin d’exposer ses 2 versants (cela
permet de recréer artificiellement une bulle). [15] Les dépdts immuns se font soit sur le toit de la
bulle, soit sur le plancher de la bulle, soit sur les deux. Il existe différents substrats dont le choix se

fera en fonction de la DBAI suspectée.

1.1.3.3 Les tests ELISA

Le test ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) est une technique immune-enzymatique
qui permet d’identifier, de doser et de détecter la présence d’auto-anticorps diriges contre des cibles
antigéniques présentes dans le sérum. Pour cela, il faut connaitre la protéine cible (par exemple :
BP180, Ag viral, etc.) pour permettre son isolement. On I'incube dans des puits avec le sérum du
patient. Puis a I'aide d’anti-anticorps, on détecte la présence ou non d’anticorps spécifiques de cette

protéine contenus dans le sérum.
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Dans les DBAI, des kits ELISA permettent de détecter, en routine, des auto-anticorps anti-
desmogléine 1, desmogléine 3, et anti-envoplakine dans les pemphigus, et anti-BP180, anti-BP230

et anti-collagéne VII dans les pemphigoides. [14]

1.1.3.4 L’immunoblot

C’est une technique qui n’est pas réalisée en routine. Elle permet de détecter des anticorps
circulants et de caractériser le poids moléculaire de I'antigene cutané contre lequel sont dirigés ces

anticorps. Elle est beaucoup utilisée en recherche pour trouver de nouveaux antigenes.

1.1.3.5 L’immunomicroscopie électronique

La microscopie immunoélectronique permet de localiser de fagon trés précise les structures de la
membrane basale sur lesquels se fixent les autoanticorps. Cependant, cette technique est réalisée
uniquement dans les laboratoires hospitaliers de référence. De plus, elle ne permet pas d’identifier

les cibles moléculaires des auto-anticorps.

1.2 La pemphigoide des muqueuses

1.2.1 Définition

La pemphigoide (du grec pemphis = bulle, ampoule) des muqueuses (PM) fait partie des
dermatoses bulleuses sous-épidermiques. C’est une pathologie inflammatoire qui est
caractérisée par un dép6t linéaire d’IgG, d’IgA et/ou de C3 le long de la membrane basale
épithéliale ainsi que par une atteinte predominante des muqueuses.

Anciennement dénommée pemphigoide cicatricielle, celle-ci désigne déesormais la forme clinique
rare qui touche majoritairement la peau, et dans laquelle les lésions cutanées évoluent sous-forme

de cicatrices. [16,17]
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C’est une maladie rare (incidence estimée a 70 nouveaux cas/an), qui survient préférentiellement
chez le sujet &geé (entre 60 et 80 ans) avec une certaine prédominance féminine. [18]

Bien que 1’étiologie soit inconnue, des auto-anticorps circulants dirigés contre la JCE seraient a
I’origine de cette réaction inflammatoire. Ces auto-anticorps reconnaissent une cible antigénique
majeure : BP180. Cependant, ce n’est pas la seule ; en effet un certain nombre d’autres antigenes
cibles ont été identifiés, notamment la laminine 332 (ou laminine 5), la BP230, et I’intégrine a6p4.
[5,12,19]

Certaines études montrent un lien avec la prise de certains médicaments tels que le furosémide,

certains antibiotiques a base de peénicilline, etc. [20-22]

Il existe une prédisposition génétique liée a I’allele HLA-DQB1*0301 DQw7 sur le chromosome 6.
Cet allele aurait un réle dans la reconnaissance des auto-antigénes cibles au niveau de la JCE par

I'immunité cellulaire. [18,23]

1.2.2 Description clinique

La PM est une maladie chronique évoluant par poussées, qui peut survenir initialement au niveau

d’une ou de plusieurs muqueuses. [10]

1.2.2.1 Caractéristiques cliniques des pemphigoides des muqueuses

Les patients atteints de PM présentent géneralement des bulles tendues évoluant vers des
érosions/ulcerations au niveau des muqueuses et, dans une moindre mesure, de la peau. Ces lésions
guérissent habituellement sous forme de cicatrices, de fagon plus rare au niveau de la cavité

buccale.[10]
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1.2.2.1.1 Atteintes de la cavité buccale

L’atteinte de la cavité buccale est la plus fréquente (dans 85% des cas) et volontiers inaugurale

[10].

Les sites intra-buccaux comprennent la gencive attachée (80% des cas), la muqueuse buccale
(58%), le palais (26%), la muqueuse alvéolaire (16%), la langue (15%) et la levre inférieure (7%).

[18]

Des bulles de contenu clair ou hématique, d’aspect tendu, a contours érythémateux, peuvent étre

retrouvées au niveau de toutes ces muqueuses (Figure 4-5).

Figure 4 : Ulcérations a contours érythémateux au
niveau du palais dur, chez un patient atteint de
pemphigoide des muqueuses (JC Fricain)

Figure 5 : Bulle mugueuse chez un patient atteint de
pemphigoide des muqueuses (JC Fricain)
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Elles finissent généralement par se rompre, de fagon spontanée ou bien de fagon traumatique, pour

laisser place a des érosions/ulcérations (Figure 6-7).

Figure 6 : Bulles muqueuses, a contours érythémateux,
chez un patient atteint de pemphigoide des muqueuses
(JC Fricain)

Figure 7 : Erosions / ulcérations chez un patient atteint
de pemphigoide des muqueuses (JC Fricain)

Au niveau gingival, on retrouve classiqguement une gingivite érosive (desquamative) qui peut aller
d’un simple érytheme gingival localisé, a une gingivite généralisée ou prédominent des bulles et/ou

des ulcérations (Figure 7-8).
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La gingivite érosive peut également étre retrouvée dans le pemphigus vulgaire et dans le lichen plan
oral qui doivent étre exclus. [18] Ces lésions gingivales finissent par cicatriser en s’atrophiant,

laissant parfois un aspect vernis de la gencive. [17]

Figure 8 : Gingivite érosive avec atteinte diffuse de la gencive
au maxillaire (JC Fricain)

Le signe de la pince est caractéristique de la PM. 1l est positif lorsque la traction de la gencive
proche d’une Iésion entraine un décollement important (de plusieurs mm) de la partie superficielle
de la muqgueuse (Figure 9). Cela témoigne de la fragilité de la zone de jonction épithélio-
conjonctive. [17] La partie décollée représente le toit de la bulle, c’est a dire 1’épithélium qui

n'adhére plus a la lame basale.

Figure 9 : Décollement par traction de ’épithélium gingival lors du
test de la pince (JC Fricain)

Ces atteintes sont souvent trés douloureuses, ce qui peut géner I'alimentation du patient a 1’origine

d’une dysphagie. L’évaluation de la douleur doit donc étre reéalisée, car elle peut notamment
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entraver les efforts d'hygiéne bucco-dentaire, a I’origine d’une accumulation de plaque dentaire, et

peut donc augmenter le risque de développer une maladie parodontale (Figure 10).

Par ailleurs, le traitement parodontal en tant que tel ne permet pas d’obtenir une résolution de

I'inflammation gingivale.

Figure 10 : Défaut d hygiene entrainant une
accumulation de plagque bactérienne dans la gingivite
érosive (JC Fricain)

1.2.2.1.2 Atteinte oculaire
L atteinte oculaire est la seconde atteinte la plus fréquente (50 a 60 % des cas). Elle se traduit par
une conjonctivite chronique érythémateuse avec une évolution cicatricielle qui peut conduire a
une cécité en cas de diagnostic tardif et/ou d’absence de traitement. [17]
Elle participe a déterminer la sévérité de la pathologie. 1l est donc indispensable de réaliser un

examen ophtalmologique lors du diagnostic.

1.2.2.1.3 Atteinte nasale, pharyngée, laryngée et oesophagienne
Les atteintes des muqueuses nasales, pharyngo-laryngée (8-20 % des cas) et cesophagienne (4 % des
cas) peuvent entrainer une dysphonie, une dyspnée, et/ou une dysphagie avec perte de poids et, dans

les cas séveres, mettent en jeu le pronostic vital du patient. [17]
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1.2.2.1.4 Atteinte génitale, anale

Une atteinte génitale est présente dans 15% des cas [17], réalisant :

- chez ’homme un tableau de balanite érosive et synéchiante avec adhérence du gland au prépuce

et rarement un phymosis ou une sténose urétrale

- chez la femme un tableau de Iésions érosives post-bulleuses responsables d’inconfort, de

douleurs et/ou de dysurie.

1.2.2.1.5 Atteinte cutanée
On peut aussi retrouver une atteinte cutanée, moins fréquente (dans 25% des cas). [17] Les lésions
bulleuses sont peu nombreuses, a type d’érosions chroniques associées a des cicatrices atrophiques

(Figure 11), notamment au niveau du cuir chevelu ce qui peut entrainer une alopécie.

Figure 11 : Atteinte cutanée de la
pemphigoide des muqueuses : érosion du cuir
chevelu et cicatrice chronique (JC Fricain)

1.2.2.2 Les différentes formes cliniques de pemphigoide des muqueuses

Les formes cliniques de PM sont variées. La forme la plus fréquente correspond a une atteinte de

plusieurs muqueuses, plus ou moins associée a des Iésions cutanées.

Une seule mugueuse peut également étre la cible du processus auto-immun. Ce sont le plus souvent
des PM avec atteinte buccale stricte ou des PM avec atteinte oculaire stricte. Celles-ci évoluent

habituellement sur un mode chronique mono-symptomatique pendant parfois plusieurs années. [17]
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1.2.3 Diagnostic positif de pemphigoide des muqueuses
Un diagnostic précoce de PM est essentiel car un traitement efficace doit étre mis en place le plus

tot possible, afin d’éviter des complications graves.

La conférence de consensus de Chicago (2002) [16] a souligné le caractere primordial des critéres
cliniques et de I’'IFD (gold standard) dans le diagnostic des PM. Cependant, le diagnostic
differentiel avec d’autres DBAI avec atteinte buccale peut se révéler complexe. Certains examens
spécialises, disponibles seulement dans certains laboratoires, peuvent étre utilisés en routine pour

confirmer le diagnostic de PM.

1.2.3.1 Examen histologique

Figure 12 : Examen histologique d 'une biopsie de muqueuse buccale révélant la
présence d’une séparation bulleuse sous épithéliale. (JC Fricain)
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L’analyse histologique, au microscope optique, d’un prélevement de muqueuse péri-lésionnelle,

révele :

- La présence d’une bulle sous-épithéliale, avec un épithélium intact (absence d’acantholyse et

de nécrose de 1’épithélium).

- La présence, inconstante, d’un chorion inflammatoire infiltré par des lymphocytes, des

polynucléaires éosinophiles et neutrophiles, en regard de la bulle.

Des remaniements fibro-cicatriciels peuvent étre observés dans les lésions plus avancées. [17]

Les prélévements doivent parfois étre répétés, et le risque d’exacerbation de la maladie

inflammatoire ou de fibrose excessive doit étre pris en compte.

1.2.3.2 Examen par immunofluorescence directe
L’TFD sur un prélévement péri-lésionnel montre, en microscopie optique, un dépét linéaire d’IgG,

de C3, et/ou d’IgA, au niveau de la membrane basale.

Figure 13 : Anticorps anti-membrane basale mis en évidence par
immunofluorescence directe

32



Elle ne permet pas de différencier avec certitude la PM de la PB.[16]

Cet examen étant invasif, le prélevement ne peut étre renouvelé facilement. En effet, la répétition
des biopsies gingivales pourrait entrainer des problémes esthétiques et/ou fonctionnels. 1l se peut
également que les patients soient incapables de se présenter a des séances rapprochées, qu’ils
prennent un traitement anti-coagulant rendant difficile la biopsie, ou bien ils peuvent aussi refuser la

pratique de gestes chirurgicaux.

1.2.3.3 Examen par immunofluorescence indirecte

Ce sont majoritairement des anticorps anti-membrane basale de type 1gG qui peuvent étre détectés
au niveau du versant épithélial de la bulle, mais également au niveau du versant conjonctif. Des IgA
peuvent aussi étre reconnus dans 20% des cas. [1] Cependant, I'IFI n’est pas un critere diagnostic

suffisant selon la conférence de consensus de Chicago (2002).[16]

1.2.3.4 Les tests ELISA

Des tests ELISA sont prescrits en routine dans le diagnostic de PM afin de rechercher des anticorps
de type IgG anti-BP180 (spécifiques du domaine protéique NC16A) et anti-BP230, a partir d’un
prélévement sanguin. Leurs performances diagnostiques restent peu évaluées a ce jour, notamment
en Fance. Par ailleurs, il n’existe pas de tests ELISA commercialisés pour rechercher des anticorps

anti-laminine 332 (ou lamine 5) anti-intégrine a6p4. [17]
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1.2.3.5 L’immunomicroscopie électronique

Elle révele, de fagon tres sensible, des destructions focales au niveau de la lamina densa de la

membrane basale, en lien avec un dép6t important d’anticorps anti-BP180 [17]. Cependant, cet

L e S %72

» a4

Figure 14 : Etude par microscopie électronique d 'une
Iésion cutanée montrant une destruction focale de la
lamina densa au niveau de la membrane basale [17]

examen n’est pas réalisé en routine, car peu de centres sont équipés.

1.2.4 Diagnostics différentiels des pemphigoides des muqueuses

La pemphigoide des muqueuses doit étre différenciée des autres dermatoses avec atteinte de la
mugqueuse buccale. Les éléments permettant de réaliser le diagnostic différentiel sont résumés dans

le tableau 2.
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Disease Target antigen’ Clinical characteristics Diagnostic tests?

Pemphigus

diseases

Pemphigus Dsg3 Erosions of mucous membra- DIF: ICF IgG/C3

vulgaris Dsg1 nes, flaccid blisters/erosions of  IIF monkey esophagus: ICF IgG
the skin ELISA, IIF: Dsg3+ Dsg1t

Pemphigus Dsg1 Flaccid blisters/erosions of the  DIF: ICF IgG/C3

foliaceus skin, scaling erosions and pla-  |IF monkey esophagus: ICF IgG
ques ELISA, IIF: Dsg1+

IgA pemphigus Dsc1, 2, 3 Pustules mainly in intertri- DIF: ICF IgA/C3

Dsg1, 3 ginous areas IIF monkey esophagus: ICF IgA

ELISA, IIF: Dsc1, 2, 3 Dsg 1, 3 lgA+

Paraneoplastic

Dsg 3, envoplakin, periplakin,

Predominant erosions of oral

DIF: ICF IgG/C3 £ BMF

pemphigus desmoplakin I/ll, a2macroglo- mucosa and lips, neoplasia (he- IIF monkey esophagus: ICF IgG + BMF
bulin-like1, plectin, epiplakin,  matological malignancies, thy- Rat/monkey bladder: urothelium +
Dsc1, 2,3 moma, Castleman’s disease) ELISA, IIF: Dsg3+, envoplakin +
Pemphigoid
diseases
Bullous BP180o NCi6A, BP230 Tense blisters, erosions, erythe- DIF: BMF, n-pattern
pemphigoid ma, urticarial plaques, severe IIF monkey esophagus: BMF
itch IIF $SS: blister roof
ELISA, IIF: BP180+, BP230+
Mucous BP18o, (LAD-1), laminin 332, Predominant mucous membra- DIF: BMF, n-pattern
membrane BP230, a4f6-Integrin ne lesions (oral > conjunctival  IIF monkey esophagus: BMF
pemphigoid > nasal) IIF SSS: blister roof and/or blister floor
ELISA: BP180+, BP230+
IB: LAD-1+; IB: BP180+; IB, IIF: lami-
nin332+; I1B: integrins+
Pemphigoid BP18o NCi16A, BP230 Vesicles, urticarial plaques, DIF: BMF, n-pattern
gestationis erythema mainly in the perium- |IF monkey esophagus: BMF
bilical area; severe itch IIF complement-activated SSS: blister
roof
ELISA, IIF BP180+, BP230+
Anti-p200o/ p2oo protein, laminin y1 As in bullous pemphigoid DIF: BMF, n-pattern
laminin y1 IIF monkey esophagus: BMF
pemphigoid IIF $55: blister floor
IB: p20o0o+, laminin y1 +
Linear IgA BP18o (LAD-1), type VIl col- Vesicles at the lesion margins DIF: BMF, n-pattern (IgA)
disease lagen (string of pearls sign) so- IIF monkey esophagus: BMF (IgA)
metimes; otherwise like bullous [1IF §5S: blister roof (IgA)
pemphigoid IB, ELISA: BP180o+(lgA), LAD-1(IgA)+
Epidermolysis Type VIl collagen Tense blisters and erosions of DIF: u-pattern

bullosa acquisita

skin and mucous membranes

IIF monkey esophagus: BMF
IIF SSS: blister floor
ELISA, IIF: COL7+

Tableau 2 : Eléments du diagnostic différentiel des pemphigoide des muqueuses [17]

Légende : BMF : Membrane basale fluorescente ; BP180 : Bullous pemphigoid 180 kDa ; BP230 : Bullous pemphigoid
230 kDa ; Col7+ : Collagene de type 7 ; DIF : Immunofluorescence directe ; DSG : Desmogléine ; DSC :
Desmocolline ; ELISA : Enzyme-linked immunorbant assay ; ICF : Fluorescence intercellulaire ; Ig(A/G) :
Immunoglobuline de type A ou G ; IIF : Immunofluorescence indirecte ; IB : Immunaoblot ; LAD-1 : Soluble ectodomain
of BP180 ; SSS : Salt-split skin
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1.2.5 Prise en charge des pemphigoides des muqueuses.
La thérapeutique est multidisciplinaire et adaptée a 1’age du patient, ses antécédents et son état de

santé générale.

1.2.5.1 Objectifs

Les objectifs de la thérapeutique sont multiples :

- Maitriser la douleur et rétablir un bon état genéral
- Traiter les Iésions actives

= Prévenir les récidives et les complications

= Apprendre au patient a vivre avec sa maladie chronique (éducation thérapeutique)

1.2.5.2 Prise en charge en odontologie

Lorsque le chirurgien-dentiste suspecte cliniguement une PM, celui-ci doit systématiquement
I’adresser a un médecin spécialiste dans un centre de référence afin de faire le diagnostic et la
prise en charge thérapeutique. Il est nécessaire de ne pas prescrire des traitements par corticoides
(locaux ou per 0s) avant de poser le diagnostic, sous peine de fausser les résultats des examens
immunologiques complémentaires.

Il doit établir en premiere intention un bilan dentaire et parodontal qui doit étre remis au patient a
destination du dermatologue référent.

Une fois que la prise en charge medicale (voir dessous) de la PM est effective, le chirurgien-dentiste
doit proposer un certain nombre de mesures au patient afin de réduire les douleurs gingivales et

accélérer de fagon significative la cicatrisation gingivale.
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Ces mesures sont :

= une éducation thérapeutique concernant 1’hygiene bucco-dentaire :
- incitation au sevrage tabagique
- brossage bi-quotidien avec un dentifrice fluoré

- eviter I'utilisation de brosses a dents électriques, privilégier plut6t un brossage

manuel avec une brosse a dent a poils souples, et suivant la technique du rouleau

- réaliser des bains de bouche antiseptiques avec des produits sans alcool (ex :

chlorhexidine a 12%)
= un suivi dentaire et parodontal régulier et fréquent
- laréalisation des soins dentaires avec certaines précautions :
- anesthésies locales réalisées lentement pour éviter la formation de bulles
- détartrages et surfacages, si nécessaires, minutieux, en évitant le polissage dentaire

- report des actes entrainant un frottement des muqueuses buccales tant que la PM

n’est pas stabilisée (ex : prise d’empreinte)

1.2.5.3 Prise en charge médicale

Le dermatologue hospitalier référent va réaliser les examens complémentaires, le diagnostic, le
bilan d’extension, et va coordonner une prise en charge thérapeutique globale.

Le traitement est médical.

Dans les formes de PM limitées a la cavité buccale, le traitement fait intervenir classiquement en

premiére intention :
- des dermocorticoides contenant du propionate de clobétasol (ex : Dermoval® creme/gel)
= des bains de bouches a base de comprimés effervescents de prednisolone (ex : Solupred®)

- un traitement antalgique adapté a ’EV A : spray ou gel de lidocaine
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La dapsone (Disulone®) est le traitement systémique utilisé en premiére intention. 1l est
particulierement indiqué dans les formes peu évolutives ou débutantes. Avant de prescrire la
dapsone, il est nécessaire d’éliminer un éventuel déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase
(G6PD). Par la suite, une surveillance réguliére de I’'hnémogramme, associé a un dosage régulier de
la méthémoglobinémie est recommandée.

La corticothérapie générale est indiquée dans les formes a début trés inflammatoire ou résistantes
aux traitements, en association a la dapsone ou a certains immunosuppresseurs.

Un bilan ophtalmologique doit étre réalisé, méme en 1’absence de signes oculaires, afin de
rechercher une éventuelle atteinte conjonctivale.

Un soutien psychologique, ainsi qu’un régime alimentaire particulier, peuvent également étre

Proposés au cas par cas.

38



Matériel et Méthode

2.1 Rappel des objectifs de I’étude

L’objectif de cette étude était d’évaluer les performances des tests ELISA anti-BP180 et anti-BP230
dans le diagnostic des pemphigoides des muqueuses avec atteinte endobuccale stricte en évaluant

leur sensibilité, leur spécificité, leur valeur predictive positive et leur valeur predictive négative.

2.2 Type d’étude

Une étude diagnostique rétrospective monocentrique, basée sur les résultats des tests ELISA
réalisés dans le cadre du diagnostic de DBALI, a été conduite dans 1I’Unité d’Activité Médicale des

pathologies muqueuses du CHU de Bordeaux

2.3 Population de I’étude

La population source était constituée par des patients qui avaient recu un diagnostic de DBAI entre

janvier 2010 et septembre 2021 par le Professeur Jean-Christophe Fricain.

Les critéres d’inclusion de 1’étude étaient :
= avoir subi une biopsie avec analyse en IFD lors de la démarche diagnostique.

- avoir réalisé un test ELISA pour la recherche d’anticorps anti-BP180 et anti-BP230, au

cours de la période de diagnostic.

- Les patient qui présentaient des atteintes extra-buccales de PM (région ophtalmique,

laryngée, pharyngeée, nasale, anale, cutanée) etaient exclus de I’étude.
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Les critéres diagnostics de PM avec atteinte buccale stricte, dans notre étude, étaient :

- signes évocateurs de pemphigoide des muqueuses : présence de bulle et/ou d’ulcérations
gingivales au niveau de la gencive attachée et/ou de la muqueuse buccale, signe de la pince

positif.

- la présence de dépdts linéaires d’1gG et/ou C3/IgA au niveau de la membrane basale a

I’IFD.

Le groupe contrdle était constitué par des patients qui avaient une DBAI différente de la PM.

2.4 Les tests ELISA

Un prélevement sanguin avait été fait pour chaque patient par une infirmiere dans le CHU de
Bordeaux.

Les tests ELISA ont été réalisés avec des kits de la marque Euroimmun® (voir annexe 1) dans le
laboratoire d’Tmmunologie et Biothérapies du pdle biologie du CHU de Rouen. Les références des
tests étaient : ELISA anti-BP180-4X REF EA 1502-4801-2 G et ELISA anti-BP230-CF REF
EA1502-4801-1 G. Ces tests ne reconnaissaient que des anticorps de classe 1gG. Selon les
recommandations du fabriquant, les tests avaient tous les deux la méme valeur seuil de 20 uA/ml
pour les anticorps anti-BP180-NC16A et anti-BP230. Au-dessus de cette valeur seuil, les patients

étaient considérés comme positifs, en dessous ils étaient considérés comme négatifs aux tests.

2.5 Source et archivage des données

Les photographies des Iésions buccales réalisées au cours des consultations diagnostiques nous ont
permis de retrouver les dossiers médicaux informatiques des patients. Les données recueillies
étaient : I’age, le sexe et les résultats des tests ELISA anti-BP180 et anti-BP230 qui avaient été
réalisés.
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Ces données ont été anonymisées et stockées sur un ordinateur du CHU de Bordeaux.

2.6 Analyse statistique

Afin d’analyser les performances diagnostiques des test ELISA anti-BP180 et anti-BP230 dans e
diagnostic de PM avec atteinte buccale stricte, nous avons calculé leur sensibilité (Se), leur

spécificité (Sp), leur valeur prédictive positive (VPP) et négative (VPN).
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Résultats
3.1 Population étudiée

68 patients ont été inclus pour cette étude. Parmi eux, 10 patients ont été exclus car ils présentaient
des atteintes extra-buccales de PM (cf. figure 15). La population de 1’étude était constituée de 58
patients : 35 patients qui avaient une atteinte buccale stricte de PM, dont 25 femmes et 10 hommes
(F/H =2,5), d’age moyen 70 ans (ET+11,2), et 23 patients qui étaient atteints d’une autre DBAI
que la PM (groupe contréle) dont 15 pemphigus vulgaires, 6 pemphigoide bulleuse, 1 lichen plan

pemphigoide et 1 dermatose a IgA linéaire.

Diagnostic Nombre de patients Ratio F:H Age (moyenne £ ET)
PM 35 25:10 70+£11,2
ADBAI 23 12:11 63+ 11,5

Tableau 3 : Données démographiques de la population de /’étude

3.2 Analyse des performances diagnostiques

Sur la période d’évaluation, les tests ELISA anti-BP180 se sont réveélés positifs pour 9 patients
atteints de PM avec atteinte endobuccale stricte (n=35), soit environ 26% (VP), et 26 patients
avaient un résultat négatif alors qu’ils avaient la maladie soit 74% (FN). Chez les patients qui
avaient une ADBAI (n=23), donc non-malades, 16 d’entre eux étaient negatifs aux tests ELISA
anti-BP180, soit 70% (VN) . Sur les 7 patients positifs, soit 30% (FP), 6 d’entre eux étaient atteints

de pemphigoide bulleuse, et 1 seul patient avait un lichen plan pemphigoide.
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Par ailleurs, aucun patient atteint de PM avec atteinte endobuccale stricte ne s’est révélé positif au

test ELISA anti-BP230, et 35 patients étaient négatifs alors qu’ils étaient malades, soit 100% (FN).
Chez les patients ADBALI, 22 patients se sont révélés négatifs au test ELISA anti-BP230, soit 96%
(VN). Le seul résultat positif au test ELISA anti-BP230 concerne un patient atteint de pemphigoide

bulleuse, soit 4% (FP).

L’analyse des performances diagnostique des tests ELISA est résumée dans le tableau 4.

Sensibilité Spécificité VPP VPN
Tests ELISA anti-
BP180 26 % 70 % 56 % 38 %
Tests ELISA anti-
BP230 0% 96 % 0% 39 %

Tableau 4 : Performances diagnostiques des tests ELISA dans la PM

Légende : VPN : Valeur prédictive négative, VPP : Valeur prédictive positive
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Critére d’exclusion : atteintes

n=10

Figure 15 : Diagramme résumé de /’étude

Légende : DBAI : Dermatose bulleuse auto-immune, ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, IFD :
Immunofluorescence directe, FN : Faux négatifs, FP : Faux positifs, PM : Pemphigoide des muqueuses, VN : Vrais
négatifs, VP : Vrais positifs
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Discussion

4.1 Discussion des résultats

4.1.1 La population étudiée

4.1.1.1 Sex ratio

Notre étude montre une prédominance de femmes atteintes de pemphigoide des muqueuses avec
une forme buccale stricte (F/H = 2,5), ce qui est concordant avec les autres études présentes sur le
sujet dans la littérature. Ainsi dans 1’étude rétrospective de Petruzzi et al. [24], environ 4,5 femmes

sont atteintes pour 1 homme, tandis que dans 1’étude de Vella et al. [25] le sex ratio F/H est de 3,16.

4.1.1.2 Age au moment du diagnostic

L’age moyen du diagnostic de PM dans notre étude est de de 70,3 ans, ce qui est supérieur celui
retrouvé dans d’autres études. Vella et al. décrit un &ge moyen au moment du diagnostic de 63,5
ans. La différence est plus importante avec Petruzzi et al., qui décrit un &ge moyen de 58,3 ans.

Cependant, 1’age moyen dans notre étude correspond a la fourchette d’age décrite par ’HAS [1].

4.1.2 Efficacité des tests ELISA

Dans notre étude, seuls 28% des patients qui ont une pemphigoide des muqueuses avec atteinte
endobuccale stricte ont été positifs aux tests ELISA anti-BP180 lors du diagnostic. Par ailleurs, on

peut noter qu’aucun d’entre eux ne se sont réveélés positifs aux tests ELISA anti-BP230.

Les valeurs retrouvées dans notre étude sont comparables a celles décrites dans 1’étude
multicentrique de Cozzani et al. (2016) [26]. Celle-ci incluait 39 patients atteints de forme orale
pure de PM, et montrait une sensibilité des tests ELISA anti-BP180 d’environ 22% pour les tests
anti-BP180 et d’environ 6% pour les tests anti-BP230. Cependant, la définition précise de la forme
orale pure de PM n’est pas donnée précisément.
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Petruzzi et al. (2020) ont réalisé une étude prospective portant sur 30 patients atteints de PM
buccale stricte et 42 autres dermatoses buccales (15 pemphigus oraux, 23 lichen plan oraux, 2
érythémes polymorphse et 2 lupus oraux), qui décrit une sensibilité, pour le test ELISA anti-BP180
uniquement, de 50%, une spécificité de 83%, une VPP de 68 % et une VPN de 70%. Cependant,
cette étude utilisait des kits ELISA anti-BP180 de la marque MBL® (Naka-ku, Nagoya, Japan)
avec un seuil de positivité plus de deux fois inférieur (9 UA/ml) aux tests de la marque
Euroimmun® utilisés dans notre étude. De plus, la durée de I’étude ne nous est pas donnée.
L’étude d’Hayakawa et al (2014) [12], sur 30 patients PM buccale stricte, décrit une sensibilité des
tests anti-BP180 et anti-BP230 de 23% et 0% respectivement. Cependant les tests ont été réalisés

dans cette étude avec les kits MBL®, et aucun seuil de positivité n’a été donné.

Les faibles résultats obtenus concernant la sensibilité, la spécificité, la VPP et la VPN des tests
ELISA anti-BP180 et anti-BP230, ne permettent pas de recommander ces tests comme une
alternative au diagnostic de PM par les méthodes conventionnelles. Peu d’études sont présentes sur

ce sujet dans la littérature.

Il est intéressant de noter que nos résultats sont plus faibles que ceux décrit par Bernard et al. [27]
en 1995, avec des anticorps circulants anti-BP180 et anti-BP230 retrouvés chez 82% des patients
atteints d’'une PM avec des atteintes extra-buccales. Dans notre étude, les tests ELISA étaient
positifs chez 4 patients parmi les 10 patients qui présentaient des formes extra-buccales, soit 40%
Plus récemment, la revue systématique d’articles faite en 2015 par Amber, Bloom et Hertl [28] a
décrit une sensibilité des tests ELISA pour BP180, ainsi que pour BP230, nettement superieure
lorsqu’il y a des atteintes extra-buccales. Cela montrerait que les titres des auto-anticorps anti-
BP180 et anti-BP230 sont probablement plus éleves dans les PM avec atteintes extra-buccales que

dans les PM avec atteinte exclusive de la cavité buccale.
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4.2 Principales forces de I’étude

Cette étude est, a notre connaissance, la seule étude frangaise sur le sujet. En effet, quelques études
se sont intéressées aux étiologies, aux cibles antigéniques spécifiques ou a la prise en charge de la

PM, mais aucune ne traite de la valeur diagnostique des tests ELISA pratiqués lors du diagnostic.

Bien qu’il s’agisse d’une maladie rare (pour rappel : 70 nouveaux cas par an estimés en France),
cette étude comprend un nombre de patients atteint de PM avec atteinte endobuccale stricte
(rappel : 35 cas de PM dans notre étude) relativement supérieur aux autres études : 30 cas dans

1’étude italienne de Petruzzi et al. et 30 cas dans 1’étude d’Hayakawa et al (2014) [12].

Concernant la population recrutée, les critéres d’inclusion et d’exclusion, ainsi que le diagnostic

réalisé par un seul praticien expérimenté, limitaient les biais de classement.

4.3 Limites de ’étude

C’est une étude rétrospective et I’approche diagnostique n’était pas adaptée specifiquement a
I’étude que nous avons conduite. Ainsi, un certain nombre de données concernant les résultats des
tests ELISA étaient manquantes. Cependant, une étude prospective paraissait difficilement
réalisable en raison de I’incidence tres faible de la PM. Cela aurait nécessité une période de suivi
sur plusieurs années.

Enfin, la PM est une pathologie d’évolution chronique, et nous n’avons pas assez de recul clinique
sur les patients récemment diagnostiqués. Ainsi des atteintes extra-buccales de PM pourraient se

manifester plusieurs années apres le début de la maladie. [17,29]
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Conclusion

Les résultats de notre étude, ainsi que les recherches menées au cours de I'élaboration de cette theése,
nous ont permis de répondre a notre problématique : les faibles performances diagnostiques des
tests ELISA anti-BP180 et anti-BP230 retrouvées dans notre étude, ne nous permettent pas de
recommander I’usage systématique de ces examens dans le diagnostic de pemphigoide des
muqueuses avec atteinte endobuccale stricte.

L’examen clinique associé a I’immunofluorescence directe restent la regle dans le diagnostic.
Cependant, la recherche de nouvelles cibles antigéniques ayant un réle dans la réaction auto-
immune a I’origine de la PM, pourraient a I’avenir permettre de constituer un outil supplémentaire

dans le diagnostic de PM.
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Annexe : Protocole ELISA Euroimmun ®

Anti-BP180-NC16A-4X ELISA (IgG)
Test instruction

ORDER NO. ANTIBODIES AGAINST | IG CLASS | SUBSTRATE FORMAT

EA 1502-4801-2 G BP180 lgG Ag-coated microplate wells | 48 x 01 (48)

Indication: The ELISA test kit provides a semiquantitative or quantitative in vitro assay for human
autoantibodies of the immunoglobulin class IgG against BP180 in serum or plasma for the diagnosis of
bullous pemphigoid (BP).

Application: The Anti-BP180-NC16A-4X ELISA (IgG) has been developed for the specific detection of
circulating autoantibodies against the hemidesmosomal protein BP180, which are indicative of BP. The
test is used to differentiate BP from other bullous autoimmune dermatoses. It is also suitable for
monitoring patients, since the antibody titer correlates with the disease activity of BP.

Principle of the test: The test kit contains microtiter strips each with 8 individual break-off reagent wells
coated with BP180. In the first reaction step, diluted patient samples are incubated in the wells. In the
case of positive samples, the specific IgG antibodies (also IgA and IgM) will bind to the corresponding
antigenic site. To detect the bound antibodies, a second incubation is carried out using an enzyme-
labelled anti-human IgG (enzyme conjugate) catalysing a colour reaction.

Contents of the test kit:

Component Colour Format Symbol
1. Microplate wells coated with antigens
6 microplate strips each containing 8 individual - 6x8

break-off wells in a frame, ready for use

2. Calibrator 1
200 RU/ml (IgG, human), ready for use dark red 1x20ml 1

3. Calibrator 2
20 RU/ml (IgG, human), ready for use red 1x20ml

4. Calibrator 3

2 RU/ml (IgG, human), ready for use light red 1x20ml

5. Positive control
_(IgG, human), ready for use

blue 1x2.0ml POS CONTROL

6. Negative control
(IlgG, human), ready for use

green 1x2.0ml NEG CONTROL

7. Enzyme conjugate

peroxidase-labelled anti-human IgG (rabbit), green 1x12ml [CONJUGATE]
ready for use
8. iﬂggﬂgrb&l:;ef light blue | 1x 100 ml | [SAMPLE BUFFER|
9. %?(s:oﬁggft;ate colourless | 1 x 100 ml

10. Chromogen/substrate solution

TMB/H,0,, ready for use colourless 1x12 mi SUBSTRATE

11. Stop solution
0.5 M sulphuric acid, ready for use

colourless 1x12mi STOP SOLUTION

12. Test instruction - 1 booklet

13. Quality control certificate — 1 protocol

[LOT] Lot description ( E { Storage temperature
[IVD] In vitro diagnostic medical device « Unopened usable until
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Preparation and stability of reagents

Note: All reagents must be brought to room temperature (+18°C to +25°C) approx. 30 minutes before
use. After first use, the reagents are stable until the indicated expiry date if stored at +2°C to +8°C and
protected from contamination, unless stated otherwise below.

- Coated wells: Ready for use. Tear open the resealable protective wrapping of the microplate at the
recesses above the grip seam. Do not open until the microplate has reached room temperature to
prevent the individual strips from moistening. Immediately replace the remaining wells of a partly used
microplate in the protective wrapping and tightly seal with the integrated grip seam (Do not remove
the desiccant bag).

Once the protective wrapping has been opened for the first time, the wells coated with antigens can
be stored in a dry place and at a temperature between +2°C and +8°C for 4 months.

- Calibrators and controls: Ready for use. The reagents must be mixed thoroughly before use.
- Enzyme conjugate: Ready for use. The enzyme conjugate must be mixed thoroughly before use.
- Sample buffer: Ready for use.

- Wash buffer: The wash buffer is a 10x concentrate. If crystallisation occurs in the concentrated
buffer, warm it to +37°C and mix well before diluting. The amount required should be removed from
the bottle using a clean pipette and diluted with deionised or distilled water (1 part reagent plus 9
parts distilled water.

For example: For 1 microplate strip, 5 ml concentrate plus 45 ml water.
The working strength wash buffer is stable for 4 weeks when stored at +2°C to +8°C and handled

properly.

- Chromogen/substrate solution: Ready for use. Close bottle immediately after use, as the contents
are sensitive to light . The chromogen/substrate solution must be clear on use. Do not use the
solution if it is blue coloured.

- Stop solution: Ready for use.

Storage and stability: The test kit has to be stored at a temperature between +2°C to +8°C, do not
freeze. Unopened, all test kit components are stable until the indicated expiry date.

Waste disposal: Patient samples, calibrators, controls and incubated microplate strips should be
handled as infectious waste. All reagents must be disposed of in accordance with local disposal
regulations.

Warning: The calibrators and controls of human origin have tested negative for HBsAg, anti-HCV, anti-
HIV-1 and anti-HIV-2. Nonetheless, all materials should be treated as being a potential infection hazard
and should be handled with care. Some of the reagents contain the agent sodium azide in a non-
declarable concentration. Avoid skin contact.

Preparation and stability of the serum or plasma samples

Samples: Human serum or EDTA, heparin or citrate plasma.

Stability: Patient samples to be investigated can generally be stored at +2°C to +8°C for up to 14 days.
Diluted samples must be incubated within one working day.

Sample dilution: Patient samples are diluted to be investigated are diluted 1:101 with sample buffer.
Example: Add 10 pl of sample to 1.0 ml sample buffer and mix well by vortexing (sample pipettes are not
suitable for mixing).

Note: The calibrators and controls are prediluted and ready for use, do not dilute them.
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Incubation

For qualitative/semiquantative analysis incubate calibrator 2 along with the positive and negative
controls and patient samples. For quantitative analysis incubate calibrators 1 to 3 along with the
positive and negative controls and patient samples.

Sample incubation:
(1% step)

Washing:

Conjugate incubation
(2™ step)

Washing:
Substrate incubation:

(3" step)

Stopping:

Measurement:

Transfer 100 pl of the calibrators, positive and negative controls or diluted
patient samples into the individual microplate wells according to the pipetting
protocol. Incubate for 30 minutes at room temperature (+18°C to +25°C).

Manual: Empty the wells and subsequently wash 3 times using 300 pl of
working strength wash buffer for each wash.

Automatic: Wash the reagent wells 3 times with 450 pl of working strength
wash buffer (programme setting: e.g. TECAN Columbus Washer “Overflow
Mode”).

Leave the wash buffer in each well for 30 to 60 seconds per washing cycle,
then empty the wells. After washing (manual and automated tests),
thoroughly dispose of all liquid from the microplate by tapping it on absorbent
paper with the openings facing downwards to remove all residual wash buffer.

Note: Residual liquid (> 10 pl) in the reagent wells after washing can interfere
with the substrate and lead to false low extinction values.

Insufficient washing (e.g. less than 3 wash cycles, too small wash buffer
volumes, or too short residence times) can lead to false high extinction
values.

Free positions on the microplate strip should be filled with blank wells of the
same plate format as that of the parameter to be investigated.

Pipette 100 pl of enzyme conjugate (peroxidase-labelled anti-human IgG) into
each of the microplate wells. Incubate for 30 minutes at room temperature
(+18°C to +25°C).

Empty the wells. Wash as described above.

Pipette 100 pl of chromogen/substrate solution into each of the microplate
wells. Incubate for 15 minutes at room temperature (+18°C to +25°C),
protect from direct sunlight.

Pipette 100 pl of stop solution into each of the microplate wells in the same
order and at the same speed as the chromogen/substrate solution was intro-
duced.

Photometric measurement of the colour intensity should be made at a
wavelength of 450 nm and a reference wavelength between 620 nm and
650 nm within 30 minutes of adding the stop solution. Prior to measuring,
carefully shake the microplate to ensure a homogeneous distribution of the
solution.
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Pipetting protocol

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A|lC2|P 6|P14|P22 C1|P 4(P12(P20
B |pos. [P T|P15(P23 C2|P 5|P13|P21
C|neg. (P 8|P16 | P24 C3 |P 6&6|P14 (P22
D|P 1|P 9|P17|P25 pos. ([P T|P15(P23
E|P 2|P10 (P18 neg. ([P 8 P16 (P24
F|P 3|P11|P19 P1|P9|PI7T|P25
G|P 4|P12|P20 P 2|P10 | P18

H|P §|P13|P21 P 3|P11|P19

The pipetting protocol for microtiter strips 1 to 4 is an example for the qualitative/semigquantitative
analysis of 25 patient sera (P 1 to P 25).

The pipetting protocol for microtiter strips 7 to 10 is an example for the quantitative analysis of 25
patient sera (P 1 to P 25).

The calibrators (C 1 to C 3), the positive (pos.) and negative (neg.) controls, and the patient samples
have each been incubated in one well. The reliability of the ELISA test can be further improved by
duplicate determinations for each sample. Both positive and negative controls serve as internal controls
for the reliability of the test procedure. They should be assayed with each test run.

Calculation of results

Qualitative/semiquantitative: Results can be evaluated semiquantitatively by calculating a ratio of the
extinction value of the control or patient sample over the extinction value of calibrator 2. Calculate the
ratio according to the following formula:

Extinction of the control or patient sample

Extinction of calibrator 2 = Ratio
EUROIMMUN recommends interpreting results as follows:
Ratio <1.0: negative
Ratio 21.0: positive

Quantitative: The standard curve from which the concentration of antibodies in the serum samples can
be taken is obtained by point-to-point plotting of the extinction values measured for the 3 calibration sera
against the corresponding units (linear/linear). Use “point-to-point” plotting for calculation of the standard
curve by computer. The following plot is an example of a typical calibration curve. Please do not use this
curve for the determination of antibody concentrations in patient samples.
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If the extinction for a patient sample lies above that of calibrator 1 (200 RU/ml), the result should be
reported as “>200 RU/ml". It is recommended that the sample be remeasured in a new test run at a
dilution of e.g. 1:400. The result in RU/ml read from the calibration curve for this sample must then be
multiplied by a factor of 4.

The upper limit of the normal range (cut-off) recommended by EUROIMMUN is 20 relative units (RU)/ml.
EUROIMMUN recommends interpreting results as follows:

<20 RU/ml: negative
220 RU/ml: positive

The recommendation is based on data yielded in a ROC analysis using the results of 118 samples of
patients with bullous pemphigoid and 723 control samples. According to the analysis, the specificity was
98% at a cut-off of 19.8 RU/ml. The 98" percentile based on 494 healthy blood donors was 27.4 RU/ml
(g.v. respective paragraphs under “Test characteristics”).

For duplicate determinations the mean of the two values should be taken. If the two values deviate
substantially from one another, EUROIMMUN recommends retesting the samples.

For diagnosis, the clinical picture of the patient always needs to be taken into account along with the
serological findings.

Test characteristics

Calibration: As no international reference serum exists for antibodies against BP180, the calibration is
performed in relative units (RU/ml).

For every group of tests performed, the relative units or ratio values determined for the positive and
negative controls must lie within the limits stated for the relevant test kit lot. A quality control certificate
containing these reference values is included. If the values specified for the controls are not achieved,
the test results may be inaccurate and the test should be repeated.

The binding activity of the antibodies and the activity of the enzyme used are temperature-dependent. It
is therefore recommended using a thermostat in all three incubation steps. The higher the room
temperature (+18°C to +25°C) during the incubation steps, the greater will be the extinction values.
Corresponding variations apply also to the incubation times. However, the calibrators are subject to the
same influences, with the result that such variations will be largely compensated in the calculation of the
result.
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Antigen: BP180 is a transmembrane glycoprotein with an intracellularly localised C-terminus and an
extracellular N-terminus. The ectodomain consists of 15 collagenous and 16 non-collagenous domains.
The 16" non-collagenous domain (NC16A) flanking the ceratinocyte membrane describes the
immunogenic epitope. The reagent wells used in the ELISA are coated with a tetramer of the NC16A
domain (based on human cDNA). The recombinant protein is produced in E.coli.

Linearity: The linearity of the Anti-BP180-NC16A-4X ELISA (IgG) was determined by assaying at least
4 serial dilutions of different patient samples. The Anti-BP180-NC16A-4X ELISA (IgG) is linear at least in
the tested concentration range of (10 RU/ml to 199 RU/ml).

Detection limit: The lower detection limit is defined as mean value of an analyte-free sample plus three
times the standard deviation and is the smallest detectable antibody titer. The lower detection limit of the
Anti-BP180-NC16A-4X ELISA (lgG) is 0.6 RU/ml.

Cross reactivity: The ELISA presented here specifically detects IgG class antibodies directed against
BP180. Cross-reactions with other autoantibodies were not observed in samples of patients with
scleroderma (n = 18).

Interference: Haemolytic, lipaemic and icteric samples showed no influence on the result up to a

concentration of 10 mg/ml for haemoglobin, 20 mg/ml for triglycerides and 0.4 mg/ml for bilirubin in this
ELISA.

Reproducibility: The reproducibility of the test was investigated by determining the intra- and inter-
assay coefficients of variation (CV) using 4 samples. The intra-assay CVs are based on
20 determinations and the inter-assay CVs on 4 determinations performed in 6 different test runs.

Intra-assay variation, n = 20 Inter-assay variation,n=4 x 6
Sample Mean value cv Sample Mean value cv
(RU/ml) (%) (RU/ml) (%)

1 27 3.0 1 26 4.8

2 61 1.2 2 61 3.1

3 119 1.6 3 119 4.2

4 177 2.1 4 174 2.6

Clinical sensitivity and specificity: Sera from 118 patients with bullous pemphigoid, a control panel of
229 patients with other autoimmune diseases and 494 healthy blood donors were investigated using the
EUROIMMUN Anti-BP180-NC16A-4X ELISA (IgG). The sensitivity of the ELISA for bullous pemphigoid
was 88.1%, with a specificity of 97.9%.

Anti-BP180-NC16A-4X ELISA (IgG)

Panel n positive
Bullous pemphigoid 118 104 (88.1%)
Pemphigoid gestationis 20 20 (100.0%)
Asymptomatic blood donors 494 10 (2.0%)
Rheumatoid arthritis 107 2(1.9%)
Progressive systemic sclerosis 50 2(4.0%)
Systemic lupus erythematosus 72 1(1.4%)
Sensitivity for bullous pemphigoid 118 104 (88.1%)
Specificity for bullous pemphigoid 723 15 (97.9%)
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In a ROC analysis (AUC value: 0.965) using the results of 118 samples of patients with bullous
pemphigoid and 723 control samples listed in the above table the following characteristics were
determined:

Cut-off Specificity: Sensitivity:
13.4 RU/ml 95% 91%
19.8 RU/ml 98% 90%

Reference range: Levels of anti-BP180 antibodies were determined in 494 sera from healthy blood
donors of between 18 and 68 years of age (185 women, 309 men) using the EUROIMMUN ELISA. The
mean concentration of antibodies against BP180 was 4.5 RU/ml, and the values ranged from 0.01 to
168.0 RU/ml. With a cut-off of 20 RU/ml, 2.0% of blood donors were anti-BP180 positive.

Cut-off Percentile
12.5 RU/ml 95"
27.4 RU/ml 98"

Clinical significance

Bullous autoimmune dermatoses belong to the organ-specific autoimmune diseases. They are
characterised by the formation of autoantibodies against structural proteins of the skin. These structural
proteins establish the cell-to-cell contact in ceratinocytes within the epidermis and the adhesion of the
epidermis to the dermis. Bullous autoimmune dermatoses are divided into 4 main groups based on their
target antigens and the localisation of the blisters: pemphigoid and pemphigus diseases, epidermolysis
bullosa acquisita and Duhring's dermatitis herpetiformis. In pemphigus diseases the blisters form
intraepidermally, whereas in all other bullous autoimmune dermatoses they occur subepidermally.

Table. Target antigens of blister-forming autoimmune dermatoses

Disease Target antigen
Pemphigoid disease
Bullous pemphigoid BP180, BP230
Pemphigoid gestationis BP180, BP230
Linear IgA dermatosis BP180, BP230
Mucosal pemphigoid BP180, laminin 332, a6p4 integrin, laminin
311, BP230
Lichen planus pemphigoides BP180, BP230
Anti-laminin y1/p200 pemphigoid Laminin y1 chain (p200 protein)
Epidermolysis bullosa acquisita Collagen type Vi
Dermatitis herpetiformis Duhring Epidermal/tissue transglutaminase

Main target antigens are printed in bold.

With an incidence of 1.3 to 4.2 new cases per year per 100,000 inhabitants, bullous pemphigoid (BP) is
the most frequent subepidermal blister-forming autoimmune dermatosis in central Europe and north
America. The disease mainly affects elderly people. The manifestation of BP is bulging blisters at the
integument. However, BP may proceed without blisters for weeks or months. Therefore, all elderly
patients with irritating skin disorders persisting for long periods should be tested for BP in differential
diagnosis.

Autoantibodies in BP are directed against two hemidesmosomal proteins, BP180 (type XVII collagen)
and BP230.
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BP180 is a transmembrane glycoprotein with an intracellularly localised C-terminus and an extracellular
N-terminus. The ectodomain consists of 15 collagenous and 16 non-collagenous domains. The 16th
non-collagenous domain (NC16A) directly flanking the ceratinocyte membrane presents the
immunogenic epitope. The majority of BP patients have autoantibodies against BP180 NC16A.
BP180 NC16A is, moreover, the immunodominant region in patients with pemphigoid gestationis and
lichen planus pemphigoides and is found in around half of patients with mucosal pemphigoid and
antibodies against BP180.

BP230 is a glycoprotein of the hemidesmosomal inner cytoplasmic plaque and contributes to the
anchoring of the keratin filament system via its C-terminal domain. The N-terminal end of BP230 is
important for its integration into the hemidesmosomes and interacts with BP180 and the B4-subunit of
a6p4-integrin.

The Anti-BP180-4X ELISA uses a tetramer of the immunogenic NC16A domain and is a reliable
alternative to the indirect immunofiuorescence test. The advantage of the ELISA is the clear
characterisation of the autoantibody specificity when using the recombinant BP180 and the resulting
differentiation from other bullous autoimmune dermatoses such as pemphigus diseases, epidermolysis
bullosa acquisita and Duhring’s dermatitis herpetiformis. The multimer form of the autoantigen increases
the immunoreactivity, thus improving the efficiency of the autoantibody test. The serum level of
autoantibodies against BP180 correlates with BP activity.

The Anti-BP230 ELISA supplements the serological diagnosis of BP via the detection of a second,
independent autoantigen in the genetic sense. In this test a recombinant BP230 is used, namely a
biochemically purified C-terminal piece of the human "230 kDa bullous pemphigoid antigen” expressed in
E. coli. Anti-BP230 develop with a time lag compared to Anti-BP180.

The diagnostic gold standard is the detection of tissue-bound autoantibodies using direct
immunofluorescence. In pemphigoid disease and epidermolysis bullosa acquisita deposits of IgG/IgA/C3
are found in perilesional sample biopsies. Further differentiation is achieved in indirect
immunofluorescence on human skin sheets. Final diagnosis is based on a combination of the clinical
picture with the detection of autoantibodies against the individual target antigens (table) using
monospecific ELISA or immunoblot analysis.

Patients who suffer from bullous pemphigoid exhibit antibodies against BP180 and BP230. These
patients mainly have autoantibodies against BP180. The Anti-BP230-CF ELISA supplements the
serological diagnosis of BP via the detection of a second, independent autoantigen in the genetic sense.
Anti-BP230 develop with a time lag compared to Anti-BP180. The parallel determination of
autoantibodies against BP180 and BP230 increases the serological hit rate in the diagnosis of bullous
pemphigoid. The serum level of autoantibodies against BP180 correlates with the disease activity of BP,
the serum level of autoantibodies against BP230 with the duration of the disease. Hence, the Anti-BP180
ELISA (IgG) and the Anti-BP230 ELISA (IgG) are not only suited to reliably serologically identifying the
autoimmune dermatosis bullous pemphigoid, but also to monitoring the activity of the disease before and
during treatment (e.g. with corticoseroids or in therapy-refractory cases with rituximab) and assessing
the disease duration.
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Résumé

L’objectif de cette étude était d’évaluer les performances des tests ELISA réalisés en
routine dans le diagnostic de pemphigoide des muqueuses avec atteinte buccale stricte.
Pour cela nous avons réalisé une étude diagnostique rétrospective monocentrique basée
sur les résultats des tests ELISA anti-BP180 et anti-BP230 réalisés dans le diagnostic de
DBALI, entre janvier 2010 et septembre 2021, au sein de I’Unité d’Activité Médicale de
pathologies des muqueuses du CHU de Bordeaux. Afin d’évaluer leurs performances
diagnostiques, nous avons calculé leur sensibilité (Se), leur spécificité (Sp), leur valeur
prédictive positive (VPP) et leur valeur prédictive négative (VPN). 58 patients ont été
inclusdans notre étude, dont 35 avaient une pemphigoide des muqgueuses avec atteinte
endobuccale stricte. Le groupe contréle était constitué de 23 patients qui avaient une autre
dermatose bulleuse auto-immune que la pemphigoide des muqueuses. Pour BP180 : Se =
26%, Sp = 70%, VPP = 56%, VPN = 38%. Pour BP230 : Se = 0%, Sp = 96%, VPP = 0%
et VPN = 39%. L’ analyse des resultats semble montrer une faible performance des tests
ELISA anti-BP180 et anti-BP230 dans le diagnostic de PM avec atteinte endobuccale
stricte.

Abstract

The aim of this study was to evaluate the performance of ELISAS tests routinely prescribed
in the diagnostic of mucous membrane pemphigoid limited to buccal mucosa. For this
purpose, we conducted a retrospective monocentric diagnostic study based on the results
of the anti-BP180 and anti-BP230 ELISAs tests performed in the diagnosis of DBAI,
between January 2010 and December 2021, in the Medical Activity Unit of Mucosal
Pathologies of the Bordeaux University Hospital. In order to evaluate their performance,
we calculated the sensitivity (Se), specificity (Sp), positive predictive value (PPV) and
négative predictive value (NPV) of the anti-BP180 and anti-BP230 ELISAs. 58 patients
were included, 35 of whom had mucosal pemphigoid with strict buccal involvement. The
control group consisted of 23 patients who had another autoimmune bullous dermatosis.
For BP180 : Se = 26%, Sp = 70%, PPV = 56%, NPV = 38%. For BP230 : Se = 0%, Sp =
96%, PPV = 0% and NPV = 39%. The analysis of the results seems to show a poor
performance of BP180 and BP230 ELISAs tests for the diagnosis of PM with strict
endobuccal involvement.
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