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Introduction

Tes fonctions protectrices du systeme immunitaire dépendent des mécanismes de
| reconnaissance qui différencient les composants moléculaires des agents infectioux de Ceux
du corps. A part les agents infecticux, l'organisme humain entre anssi en contact permanent
avec de nombreuses autres molécules qui sont egalement étrang@res. mais qui ne menacent
pas la santé. Beaucoup de ces molécules dérivent de plantes ou danimaux qué nous
CONSOMIMONS O qui sont presents dans notre enyironnement. Chez la plupart des individus, le
contact avec ces molécules ne déclenche ni réaction inflammatoire ni réponse immunitaire.
Cependant, chez cerains individus, ces molécules inoffensives déclenchent une réponse de
l'immunité adapiative et le développement de mémoire immunologique conduisant 2 des
dégradations tissulaires ou a des conséquences néfastes sur une ou plusieurs fonctions
biologiques : il sagil de réaction dhypersensibilité. Les réactions d'hypersensibilité sont
grouposs de mamére conventonuelle e quilly Lypet yuivant lar mécanismas effecteurs qui
les produisent. Les anticorps sont les molécules effectrices qui déclenchent les reactions
-d‘hypersensibﬂité de type 1, 1 et [II. Par contre, les réactions d'hypersensibilite de type w
sont causes par des produits des cellules T effectrices spécifiques de ]'antigéne. Les acariens
sont des animaux microscopiques de la classe des arthropodes qui se plaisent dans les milieux
chauds, humides. On en rouve des millions dans nos habitations. Les acariens sont tout & fait
ioffensifs. Par contre, leurs excréments (sous forme de poussiére) peuvent eire allergenes
pour ung personne prédisposée aux allergies. Les allergénes des acariens déclenche une
hypersensibilité de type | caractérisee par {a production des anlicorps de type 1gE.
1a déferminafion des parameues immunologiques responsables de l'allergie joue un ole
impertant dans la compréhension des mécanismes immunitaires, le chotx et le suivi
thérapeutique. Dans le cas deg alleruies alimentaires, des protéines inoffensives (allergénes)
sont identifiées par le systeme immunitaire comme étant dommageable et soni combattues en
conséquence. Les allergénes alimentaires. sont définis par leurs poids moléculaires, lewrs
susceptibilités de se lier aux [gE specifiques et leurs pH-isoélectrigues. Grace a la
conngissance des allergenes, il est possible d'extraire sélectivement ces protéines d'un aliment
donué et de le rendre ainsi hypoaliergénigue. Pour ces raisons, nous NOUs SOmmes fixg pour
objectif l'analyse comparative des pH-isoélectrigues des allergénes de bl¢, de J'orge et du lait

de vache.
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1. Généralités

ﬁ

1. L'allergie

Le terme allergie est composé de deux mots dorigine grecque “allos" pour “auire" et
"ergon pour "réaction". Il définit une "autre facon de réagir" et correspond & toutes: les
modifications de l'organisme provoquées par le contact avec une substance capable de se

cOmporter comme un antigene (Eppe, 2006).

L'allergie correspond & un état anormal de sensibilisation de I'organisme vis-a-vis de
substances biclogiques ou chimiques Strangéres, généralement bien tolérées. Cet état apparait
sur un ferram predlspose aprés l'introduction, prolongee ou répetée dans’ l‘or'ganiSme, ou sur la

pean &t les muqueuses, surtout resplratoues d'une substance appelee allergene [1].

2. Les allergenes

Un allergéne est ane substance biologique ou chimique (de nature protéique le plus
souvent) capable de sensibiliser un sujet ei de provoquer chez lui des symptomes allergiques.
Quand elles ont €€ purifices, la plupart s¢ sont avérées étre de nature protéique avec des poids
moléeulaires allant de 10 000 & 40 000 Daltons. Ces protéines, qui sont toutes sofubles dans
l'eau. exercent beaucoup de fonctions biologiques différentes, entre autres des activileés
d'enzymes digestives. de protéines poricuses et de calyecines (Roitt etal.; 2002). Quel que soit
te type dallergene, le premier contact chez & patient atopique peut provoguer unc Teaction

qui est géncralement reproductible a chague contact ultérieur {Quevauvilliers et al., 2009).

2.1 La classification des allergénes

Tout aliergéne peut &tre classe en foaction de son origine. de 1a voie d"exposition el de
la nature de la protéine en cause. Les allergénes sont classés d’abord selon les voigs qu’ils
empruntent pour peénctrer dans I*prgafiivine car ces demmiers déterminent le mode de

présentation de 1 antigéne au systéme immunitaire, Op distingue ©

3-
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1. Généralités

2.1.1 Les pueumallergeses

Pollen, acarien, poussiere de maison ou industriclles, les allergénes de chat et de chien.
Tous ces pneumallergenes sont €n suspension dans f'air ambiant, et peuvent enirer en contact
avec le corps humain et provoque une réaction allergique (Quevauvilliers et al., 2009). La
taille des pneumallergénes mesurée selon leur diamétre aérodynamique est tres importante car
les particules s¢ déposent au niveau des fogses nasales (grosses particules de plus de 10 & 20
um), de larbre trachéo-bronchigue ou des alvéoles (treés petites particules de 1pm) en fonction
de leur taille. Les pneamallergénes sont irés souvent impligués dans la genése des rhinites,

conjonctivites, et asthmes (Demoly et Bousquet, 2002).

2.1.2 Les trophallergénes

Sorit contenus danms les aliments ou les boissons comme fe lait de vache. i'euf,
l'arachide, le poisson, les crustacés, les fruits 4 cogues (nOIX, noisette, cajou, amande. ), fe
Blé et le soja [2] Les allergenes alimentaires sont en général des glycoprotéines de masse
moléculaire de 10 a4 70 KD, a point isodlectrique acide (Moneret-vautrin et al., 2006).
Au contraire des pneumallergenes; les trophallergénes sont consommés en grandes quantités
(jusqua 10 - 100g/jour), mals seule une fraction mineure est absorbee. Par cantre, de petits
peptidss peavent &t résorbes librement, et §ire reconnus par les cellules T et méme, ¢hez une
miroriie dindividus, par Les anticorps 1gE. Néanmoins, la plupart des reponses allergiques et
anaphylactiques 4 la nourtiture seraient liées, pense-t-on, & des protéines alimentaires qui
nlont pas ¢t digerées et qui déclencheraient la déeranulation des mastocytes locanx ou

parvieadraient dans la circulation (Roitt et al., 2002).

2.1.3 Les allergénes de contact

Provoquent une réaction quand ils sont en contact avec la peau : parfurm, cosmetique.

métaux des bijoux (cobalt, zinc, cuivra), Jatex, certains produits chimigues (colle, vernis) [21

-4
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L. Généralités

ﬁ

2.1.4 Les allergénes professionnels

L'exposition est liée a la profession : farine de ble (boulanger), latex (laborantin),
isocyanates (peintres), colophane (soudeur), persulfates (coiffeuses), poussitre de bois

(menuiserie) [2]-

2.1.5 Les allergénes médicamenteux

Sont contenus dans les médicaments, utilisés en application locale, absorbés par la

bouche (certains antibiotiques) ou injectés (1ode) [2].

3. Les types d'allergie

3.1 L'allergie respiratoire

La plupart des allergénes sont de petites protéines solubles qui sont présentes dans des
particules desséchées d'origime végétale et animale, par exemple les grains du pollen, les
particules formées du mélange séché de squames cutanées et de salive de chat ou les
excriéments secs de I'acarien présent dans la poussiére de maison. Ces particules seches et
légéres passent facilement en suspension dans I"air et sont inhalées au cours de la respiration.
Une fois inhalées, elles sant captées par le mucus des voies respiratoires et des poumons.
Elles se réhydratent et libérent des antigénes prot€iques, qui sont fransportées jusqu’atx
cellules présentatrices d'antigéne professionnelles de la mnqueuse et soumis ensuite @
Iapprétement et & la présentation aux cellules T CD4. ce qui stimule la réponse Th2
entrainant la production d'IgE et sa fixation aux mastocytes. Les allergénes de petite taille et
solubles se détachent des partcules et pénétrent dans ja muqueuse plus facilement
(Parham, 2003).
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1. Géncralités

.

3.2 L'allergie cutanée

On parle dallergie cutanée pour définir les manifestations cutanées d'origine allergique
qui sopt liées & Papplication sur le tegument dun allergéne. Deux pathologies entrent dans ce
cadre ! les eczémas de contact ot les rares urticaires de contact (Dutau, 2005). Elle correspond
trés fréquemment & un eczéma de contact. Elle s¢ caractérise par une réaction outanée qui

§'&end sur une zone plus large que {a zone de contact initial (Laverdet et Martin, 2008).

3.3 L'allergie aux médicaments

L'allergie la plus fréquente concerne quelques antibiotiques et notamment la péniciline
qui peut provogquer une réaction allergique quelque soit le mode d'administration. D'autres
médicaments dont 1a liste et non exhaustive peuvent provoquer unc réaction allergique
modérée, voire gre.vc:(Quevauvilliers etal. 2009).

33.1 L'immunogénicité des médicaments

1l sagit en gencral d'hapténes, de poids maléculaires insuffisant pour &tre
immunogeniques sans atre couplés a un porteur. Certains produits ne se lient pas gux-memes
directement aux protéines, Mais seuls leurs produits de dégradation ont cette propriété. Alnsi,
plusieurs produits de dégradation de 1a pénicilline G donnent lien 3 des complexes haplene-
protéines distincts, notamment racide benzylpénicillénique, 'acide benzylpénicilloique (BPO)
et T'acide benzylpénamaldique. Chez I'homme, clest le groupe BPO qui est le déterminant
hapténique majeur. Certains medicaments se fixent sur des éléments figurés du sang en
formant des conjugues hapténes porteurs immunogénique. Les anticorps formés conire ces
conjugués peavent étre lorigine de thrombopénic, dandmies ou de leucopénies selon le
produif €n cause (Bach et Chatenoud, 2002).
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I. Généralités

3.3.2 Les réactions médicamenteuses anaphylactiques

Les réactions medicamenteuses anaphylactiques surviennent dans les mimutes, ou
mémes les secondes, qui sufvent l'administration du medicament €t se présentent comme une
urticaire généralisée souvent associée a de l'asthme. Dans les cas les plus sévéres, le fableau
peut étre celui d'un choc anaphylactique, parfois fatal. Les produits les plus souvent en cause

sont les pénicillines (Bach et Chatenoud, 2002).
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<

3.4 U'allergie alimentaire

Lallergie alimentaire se caractérise par des réactions de défense exagérées qui S¢
produisent 4 la suite de l'ingestion d'un aliment ou dun additif alimentaire considére nuisible
par le corps. Ce sont des allergies qui agissent essentiellement au niveau de la mugueuse
intestinale, mais parfois leur retentissement st général {Quevauvilliers et al., 2009).
Le contact de l'aliment avec des gk spécifigues sur les mastocytes. dans le tractus gastro-
intestinal, pourrait produire des réactions locales telles que de la diarrhée et des vomissements
ou il pourrait permettre a [allergene de pénétrer dans le corps en déterminant une
modification de la perméabilité intestinale par lintermédiaire d'une libération de médiateurs,
cette pénétration entrainant des réactions systémiques, dont une éruption cutanée ( urticaire},

un bronchespasme, un ¢hoc anaphylactigue ( Roitt etal.. 2002).
32.1 Le Franchissement de la barriére mucosale

1l existe différentes voies de sensibilisation a des allergénes alimentaires. Les travaux
réalisés sur des modéles animaux suggerent que la sensibilisation vis-8-vis des allergenes
alimentaires peut résulter d’une exposition cutance corroborant les observations cliniques
chez des patients allergiques 3 "arachide ou a 'amande. Le systeme digestif, avec ses 400 n’
de surface, fournit ume imporiante surface d'échange. La digestion et 'absorption des
nuiriments nécessaires 4 I'organisme est la fonetion majeure de cetie surface d’échange. Le
systeme immunitaire associé & cefte Muqueuse, {e GALT (Gut-Associated Lymphoid Tissue)
permet la protection face aux parasifes et aux hactéries pathngenes tandis qu'une tolérance est
établie face aux protéines alimentaires nécessaires & 1"organisme. Les antigénes alimentaires
ont.3 yoies d'entrée pour traverser la bartidre intestinale et rencontrer le systéme immunitaire

(figure 1).

e Au miveau des plagues de Peyer (PP), disséminges tout le long de la partie distale de
{“intestin gréle. Les PP sont constituces de follicules lymphoides recouverts par un épithélium
contenant des celiules particuliéres; les cellules M (pour & wicrofold ») dépourvues. de

villosites:
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Ces cellules captent les macromolécules présentes dans 1a tumiére intestinale et les
transmettent sans dégradation aux cellules dendritiques sous-jacentes qui les présentent & leur
tour aux cellales T de la zone T des PP. Ce transport par les cellules M serait une étape clef

dans I'induction d’une réponse locale et systémique spécifique.

e Par échantillonnage direct par les cellules dendritiques de la lamina propria, via des
dendrites s'étendant dans la lumiere intestinale. Ces cellules migrent ensuite dans les
ganglions mésentériques ot elles présentent les antigepes capies aux cellules T, imitiant la

réponse immunitaire spécifique.
o Par endocytose des antigénes par les cellules épithélinles puis présentation aux cellules T

sous-jacentes, ou via libération d’exosomes portant les peptides antigéniques assoCiés aux

molécules du CMH 11 (Blanc, 2008).

-
| 1 .
' antigenes

® « Calimentaires

Laaiina cellule 3‘?‘9;}’4 s sEellule T
propria dendritique % o L pae

Figure 1 : Prise en charge des antigénes alimentaires presents dans la lumiére intestimale et

lear présentation au systeme immunitaire associ€ a la muqueuse intestinal (Blanc, 2008).

D
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3.4.2 1'intolérance alimentaire

Lintolérance alimentaire est un probléme relativement fréquent dans l'enfance, surtout
pendant la premiére année de Vvie. Des trois quarts des cas, elle se manifeste par des
symptdmes gastro-intestinaux immédiats (Chapel et af., 2004). La réaction d'intolérance est
déclenchée par un aliment tout & fait courant et consommé fréquemnent. Alors quiil suffit
d'une infime quantité de nourriture pour déclencher une allergie, géncralement il en faut une
portion normale pour que s¢ manifestent les symptémes de linfolérance alimentaire
(Branger et al., 2007).

3.4.2.1 L'intolérance au gluten

L'intolérance au gluten est une maladie de lintestin qui se manifeste lorsque
['organisme ne tolére plus le gluten. Cette maladie, appelée maladie coeliaque ou enteropathie,
die 4 lintolérance au gluien, a €t longtemps sous-sstimée, A T'heure actuelle on estime

gqu'une personne sur 400 est atteinte de cette maladie {Branger et ¢l 2007).
3.4.2.2 L'intolérance au lait de vache

1'intolérance aux protéines du lait de vache est une maladie ailergique transitoire de
Ia petite enfance. Elle débute au cours des six premiers mois et disparait vers 14ge de 24 mois.
La persistance au-dela de trofs ans restant exceptionnelle. Elle provoque des 1ésions de la
muqueuse intestingle metant en cause différents types de réactions immunitaires. Cetie
maladie serait liée a une sensibilisabon allergique de la mugueuse intestinale & une ou
plusieurs fractions protéiques du lait de vache. Le mécanisme physiopathologique exact reste

mal connu (Hervé et Loriol, 2008).
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3.4.3 Les principaux allergénes protéiques

3.4.3.1 Les protéines de blé

Le grain de blé posséde un complexe unique de protéines de réserve viscoélastiques
et insolubles dans Teau connues sous le nom du gluten (Brink et Belay, 2006). Le gluten est
constitué de protéines (80 %), de lipides (8 %) et de sels minéraux ¢t de glucides. Les
protéines du gluten sont un mélange en proportions variables de deux fypes de protéines : les
oliadines (40 & 45 %) et les gluténines (55 4 60 %) (Boudreau ef Ménard, 1992),

3.4.3.1.0 Les pliadines

Les pgliadines présentent une structure repliée et sont formeées d'umités
moléculaires variant de 35 000 & 44 000 daltons, La stabilité de chaque unité est assurée par
des liaisons disulfures intramoléculaires. 1'hydratation de fa gliadine 4 I'état natif donne une
masse visqueuse, extensible ef de faible é&lasticité (Boudreau el Ménard, 1992),
Le fractionnement par électrophorése des gliadines sur gel & pH acide en fonction de leur
charge permet de les classer en 4 groupes | @, B, v et @ (Gallais et Bannerot, 1992). Ces
protéines soot trés riches en glutamine et en proline, mais pauvre en acides amingés basiques
Toutefois, la composition en acides aminés des quatrs groupes de gliadines différe, Amsi, les
w-gliadines présentent une richesse encore plus ¢levée en glutamine et en proline que les 1rois
autres groupes. De surcroit, la plupart dentre elles se distinguent des autres g]iadincs part
I'absence d'acides aminés soufrés. Par ailleurs, la teneur en acides aminés basiques va en
décroissant des a- vers les w-gliadings. Toutes ces variations ont des répercussions au niveau

des propriétés (Alais et al., 1997).

-11-
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3.4.31.2 Les gluténines

Les ghiténines sont formées d'unités ‘moléculaires (16 000 5 149 000 daltons)
assemblées par des liaisons disulfures. Leur poids rolécuiaire sétablit entre 1 €t 3 millions de
daltons, et lensemble présenie une structure plus ou mois allongeée. La gluténine hydratée est

cohésive, plus tenace et plus Slastique que la ghadine (Boudreau et Ménard, 1992).

les interactions hydrophobes jouent un grand tole dans la formation des agrégats de
gluténines. A la structure secondaire et tertiaire des sous-unités vient s¢ Superposer une
structure €n agrégats. 11 est gtabli que les grosses sous-unités sont hees par des haisoms
covalentes dont principalement des ponts disulfures ¢l les petites sous-unités pat des liaisons

son covalentes (Alais et &l 1997).
3432 Les hordéines de l'orge
3.4.3.2.1 Les hordéines

Leur p(ilymorphisme est trés ¢tudié en raison de leur importance pour la Malterie-
Brasserie. Elles ont &t jdentifiées en zone D (100-110 KD), C (55 f5KD)etB (28-50 K12).
Leur pH isoélectrique est acide, solubles dans J'éthanol 4 70 % et pauvre €h leucine. Les
déterminants antigéniques des hordéines responsables des manifestations allergiques soot mal

conaus (Bouchair etal., 2007).

3.43.3 les protéines de lait devache
Les protéines du lait se décomposent gn  plusieurs fractions, les fractions
potentiellement allergenes étant les protéines du petit-lait (p.ex. la a-lactalbumine, la B-

lactoglobuling, 1'albumine sérique) ef les caséines.
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1l est rare qu’une personne soit allergique 4 toutes en méime temps [3]. Le pH du lait de vache
est compris entre 6,6 et 6,8, Ceite faible acidité est due & la caséine par ses groupements
phosphoriques, aux substances ounerales (phosphates. .. ) et aix acides organiques (citrates...)
(Vierling, 2008).

3.43.3.1. Les caséines

Les caséines sont les protéines majeures du lait de vache : 26 g/l. Ce sont des
protéines acides riches en diacides aminés (pH = 4.65). Elles sont relativement hydrophobes.
Les caséines sont insolubles dans T'eau, I'éthanol, Téther, les acides. Flles sont solubles dans
I'ammoniaque et les carbonates slcalins. Les caséines forment un mélange complexe, révéle,
pai exemple, par analyse #leotrophorétique.  Quatre bandes @, @, x 7 sont visibles
(Frénot et Vierling, 2002).

3.43.3.2 Les protéines du lactosérum

Elles sont beaucoup moins abondantes que les caséines - elles demeurent le plus souvent
isolées et ¢lles ne participent pas  la coagulation enzymatique. Mais elles ont une meitleur
valeur nutritionnelle que les caséines, surtout liée & leur teneur en acides aminés soufrés et en

lysine (Alais et al., 1997).
- La p-lactoglobuline

La B-lactoglobuline représente 40% des protéines du lactoserum soit de lordrede 2 44 g
par litre de lait. C'est une protéine qui se trouve sous la forme de 2 variants qui different I'un
de Vautre par 2 résidus d'acides aminés (variant A - en position 64 ane résidu d'aspartique et
en 118 présence d'une valine | varaint B en position 65 un glycocolle et en 118 une alanine)
La B-lactoglobuline renferme 162 résidus d'acides aminés pour une masse moléculaire de 18
KD. On dénombre deux ponts disulfures et une fonction thiol libre, On retrouvera toujours un
pont disulfure placé entre les cystéines 66 et 160, le deuxieme pont s'exprime soit entre la

cystéine 106 avec la cystéine 119 ou la cystéine 121.

A3
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Ta cystéine 121 possede trés souvent sa fonction thiol libre. La structure secondaire de la B-
Jastoglobuline met en dvidence de 10 2 15% de structire en hélice alpha et de 20 a 50% de
feuillets béta et 30% de pelote statistique, La B-lactoglobuline est fortement immunogene et

posséde le pouvolr allergénigue le plus puissant des protéines du lactosérum.

La B-lactoglobuline est dénaturée thermiguement soit en milieu acide si elie est seule en
sohition soit en miliea neutre sj elle est accompagnée dautres proféines comme dans le cas

du Tait [4].

-1 u-lactalbumine
L' a-lactalbuming est une métalloprotéine (elle contient un atome de calcium par mole) de

123 résidus d'acides aminés (dont 6 % de résidus de tryptophane) (Alais el 4l 1997}
1'a-lactalbumine représente 2 a 3 % des protéines du lactosérum soit de lordre de 0.6 4
1.7g par litre de lait. La molécule renferme 4 ponis disulfures situcs entre les cystéines 6 et
120, cystéine 28 et 111, cystéine 61 et 77, cystéine 73 et 91. Elle présente 50% dhomotogie
avec le Tysozyme et possede une activits de lyse des parois vis-a-vis des bactéries a Gram,
La proteine native est dénaturée vers 65°C mais si le milieu est refroidi, il y a renaturation
de 80 4 90% de la protéine. A une température plus élevée (100°C) iy a oligomérisation
bien quon puisse caractériser encore de nombreuses formes monomériques d'a-
Jactalbumine avec une augmentation des charges négatives dues 4 la désamination de la
glutamine et de l'asparagine. La dénaturation est accentuée en milieu acide. La dissociation
du calcium est dépendante da pH du milicu. A pH = 4 il y a dissoctation du calcium de son
site et entraine une modification de conformation de l'o-lactalbumine qui devient moins
stable & Iz température ef qui 4 tendance a donner des agrégats. L'{on calcium interviendrait
dans 1a stabilisation de la molécule en milien réducteur et il favoriserait le retour de la

molécule a 3 ponts disulfure stables [4].
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4. Les acteurs de l'allergie

4.1 Les IgE et les récepteurs aux Igk

4.1.1 Les IgE

Les IgE ont éié découvertes a la fin des annces soixante et identifiées comme
cinquiéme isotype d’ immunoglobuline. L’IgE est la moins abondante des 1g : chez I"adulte
normal, son taux physiologique moyen est trés faible (100 ng/mL, soit environ 40 Ul/ml), ce
qui représente 100000 fois moins que la concentration des IgG. Chez les individus atopiques,
la concentration en 1gE sériques augmente et elle est globalement plus importante chez les
individus allergiques. Cependant, les concentrations en IgE totales sériques sont spjettes a
d’importantes variations physielogiques intra- ¢t inter-individuelles. Alors que la demi-vie
sérique des IgE est faible (environ 2.5 jours), les IgE fixées & la surface des mastocytes et des
basophiles peuvent persister jusqua 12 semaines. A la différence des auires isotypes d'Ig. les
1gE sont thermolabiles @ elles sont forictionnellement détruites par un chauffage 4 56°C
pendant 30 minutes. L'IgE est une glycoprotéine composée de deux chaines |€geres
{dentiques, comportant un domaine constant (CL) et un domaine variable (VL), &t de deux
chaines lourdes identiques comportant 4 domaines constants de type Ce (Cel-4) et un
domaine variable (Vi) (figure 2), Elle se distingue donc des [gG humaines par la présence
d’un domaine constant supplémentaire. De masse relative de 188 kDa, elle comporte 12% de
résidus glucidiques. Les parties N-terminales des chaines 1égeres et lourdes sont trés variables
et Forment le site de liaison 4 antigéne. Les parties C-terminales constantes des chaines
lourdes forment la région Fc et contiennent le site de liaison aux recepteurs pour les 1gE
(FeeR), Deux types de récepteurs pour les IgE ont €€ identifiés - le récepteur de haute affinite
(FeeR1) et le récepteur de faible affinité (FceR1 ou CD23). (Blanc, 2008)

-1s-


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

1. Généralités

Y
v!-
ck el Fab

2 ]

€3 Fe

Cea
=

Ig€

Figure 2 : Représentation schématique d’une immunoglobuling E (Blanc et, 2008)
4.12 Le récepteur de haute affinité pour les IgE (F ceRI)

Le FceRI est abondamment exprimé 4 la surface des mastocytes e des basophiles.
Malgré une concentration sérique peu Elevée dos IgE (100 ng/mL), elles oceupent en
permanence ung proportion appreciable de ce récepteur du fait de la haute affimité de cetie
lizison. Le FeeRI est un complexe membranaire tétramérique composé d'une chaine B, d’une
chaine o et d’un dimére de chaines y (figure3). La chaine o constitue le module de liaison du
ligand TgE. T sagit d’une protéine transmembranaire formée d’une partie extracellulaire
(ECa) constituée de denx domaines de type immunoglobulinigue (D1 et D2), d’un segment
transmembranaire et d’un court segment eytoplasmique. Outre le fait que Ie site de liaison a
I"IgE est situé sur la partie ECo, cette sous-unité a également un t6le dans le processus de
signalisation infracellulaire et dans V"expression du récepteur a la surface de la cellule: Les
chaines B et y n’ont pas de role dans la liaison dz "[gE, mais elles représentent le module de
signalisation du récepteur. La chaine B est une protéine trés hydrophobe, traversant quatre fois
la merabrane, dont les extrémites N--et C-terminales soiit cytoplasmiques. Les chaines y sont
des protéines transmembranaires dotées d’un court domaine extracellulaire el d’une région
cytoplasmique relativement longue. Les parties cytoplasmiques C-terminales de la chaine B et
des chaines y contiennent des motifs TTAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation

Motif) nécessaires a *activation cellulaire.
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La partie cytoplasmigue de la chainey est essentielle d la transduction de ce signal tandis que
la chaine § a un role amplificateur de la signalisation via le FeeRI Il a en effet €t¢ montre /n

vifro, dans des cellules transfectées par tout ou partie du recepteur, que la capacité du

tétramére (afy2) 4 transmetize le signal d’activationest34a 5 fois plus importante que celle du

trimére (oy2). Ces résultats ont été confirmés 4 I’aide de souris donf le gene de la chaine f a
&té désactivé. Une autre fonction de la chaine f§ a également ét¢ décrite © Vintroduction de la
chaine B dans des cellules exprimant l¢ trimére ay2 entraine une augmentation significative

des niveaux d’expression du FeeR1 & la surface des cellules.
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Figure 3: Représentation schématique du FeeRl (Blane, 2008).

Alots que chez la souris le FeeRI n'est exprimé qu'a la surface des mastocytes ot des
basophiles, chez I"homme, i est distribué plus largement. De plus, le récepteur humain existe
éoalement sous la forme d’un trimére ay 2 sans chaine B. Les mastocyles et les basophiles
expriment le FceRT sous ses deux formes tandis que la forme trimérique du FeeRI est
exprimée par les cellules présentatrices d'antigéne (CPA) (monocytes/macrophages , cellules

dendritiques , cellules de Langerhans) ainsi que par les cosinophiles .
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Le wole de la chainep dans "expression du FeeR1 permet @ expliquer les différences de densité
dexpression de surface du FeeR1 in vivo entre les cellules qui n'ont pas celie chaine f
(monocytes et cellules dendritiques) et les cellules qui |‘expriment (mastocytes et basophiles).
[ expression du FoeRl a ét¢é également observée sur les plaquettes et sur les neatrophiles, sans
qu'il ait &¢ déterming si le réoepteur est exprimé a la surface de ces cellules sous sa forme

trimérique ou tétramérique (Blanc, 2008).
4.13 La liaison de I'IgE au FeeRI

1 site de Liaison du FerRT 4 ['IgE esl situc dans la partiv extracellalaire de In chaine
o Des études de mutagénéses dirigées sur I’ [gE ont permis de localiser les sites de liaison de
I’IgE au FeeR1 dans le domaine Ce3 et 4 la jonction Ce2-Ce3. La résolution de la structure du
complexe FeeRI-1gE a ensuite permis de montrer que cetie ligison implique deux Sites
distincts. Le premier site st situe dans le domaine de type immunoglobuline D2 et interagit
avec I’un des deux domaines C&3 et 'une des jonctions Ce2- Ce3 de I'[gE. Le deuxiéme site
se trouve au niveau de D2 et la jonction D1-D2, ef interagit avec 1’sutre domaine Ce3 de
I'IgE. Les deux sites de liaison des 1gE sont impliqués simultanement dans la liaison au
FeeRl1, chacun se liant sur un site distinct, ce qui rend impossible I’mteraction avec un
deuxieme récepteur FceRIL Ainsi, malgré la présence de deux sites de liaison an FeeRl
présents sur les chaines lourdes des IgE, la liaison IgE-FeeRl est monovalente, La forte
ffinité de la liaison lgB-FeeR1 s’explique par ia présence de ce double site de liaison,
conférant a la laison IgE-FceRl une faible vitesse de dissociation. Des études
cristallographiques et de dichroisme circulaire ont montré qu’il ¥ a un important changement

de conformation de I'1gE lorsqu’elle se lie au FegR1 {figure 4) (Blanc, 2008),
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Figure 4 : Structure du complexc entre la partie Fee3-4 de I'1gE ¢t les domaines
extracellulaires de la chaine € du FeeR1 (Blanc, 2008).

4.1.4 La régulation de I'expression du FeeRI

Chez Iliomme, I'TL-4, cviokine de type Th2, peut induire I"expression de la sous unité
¢ du FeeR1 par les mastocytes et les CPA. L expression du FceR1 2 la surface des mastocytes,
des basophiles, des menocytes, des ¢osinophiles et des cellules dendritiques est plus
importante chez des sujets atopiques que chez des sujets normaux. Une corrélation entre le
taux d’IgE seriques et "expression du FeeRl1 a la surface des basophiles et des monocytes a
par sifleurs &t¢ observée. En effet, les IgE agissent sur Fexpression du FeeRI & la surface des
mastocytes, basophiles, monocytes et cellules dendritiques. Cette régulation positive de
I"expression du FeeRl, meédiée par les IgE, eniraine une ‘augmeniation des fonctions
effectrices des cellules telles que la dégranulation de mdiateurs par les mastocytes ou la
présentation [gE-dépendante des antigénes par les cellules dendritiques. Cette régulation sst le
césultat de Ja stabilisation par le ligand des récepteurs a la surface de la cellule, qui stoppe I3
dégradation des récepteurs exprimés  la surface tout en maintenant la synthése basale. Il en

résulte une accumalation progressive des récepteurs 4 la surface de la cellule (Blanc, 2008).
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4.1.5 Le récepteur de faible affinité pour les IgE (FceRM ou CD23)

Le CD23 est le second récepteur capable de lier des IgE avec toutefois une affinité
plus faible que celle du FeeRL Clest un homotrimére membranaire qui existe sous deux
formes: CD23a et CD23b. La forme CD23a est constitutivement exprimée par les
lymphocytes B. L'autre forme, CD23b, est induite par ITL-4 sur les celtules T, les cellules de
Langerhans, les monocytes, les macrophages et les éosinophiles. Le CD23 a une forte affinité
pour le complexe immun IgE-antigéne, mais une tres faible affinité lorsque ['IgE n’est pas
lide 4 son antigéne. 1l joue un rdle dans la production des I2E en participant 4 la présentation
des antigénes et 4 la simulation des lymphocytes T. Il joue également un rdle dans la

génération de médiateurs de ['inflammation, notamment pat les éosinophiles (Blanc, 2008).

4.2 Les cellules effectrices de l'allergie
421 Les cellules présentatrices d'antigénes (CPA)

Les CPA sont les cellules qui prenment en charge les antigénes et qui, aprés
dégradation intracellulaire, les présentent a leur surface cellulaire sous forme de peptides
associés aux molécules du complexe majeur d histocompatibilité de classe IT (CMH TI). Les
CPA peuvent étre des cellules dendritiques, des macrophages activés ou des lymphocytes B
activés. Elles expriment les molécules de co-stimulation nécessaires a l"activation des cellules
T auxiliaires. Les ceilules dendritiques somt les senfes capables d’initier une réponse
immunitaire adaptative aux antigénes qu’elles présentent. Les cellules dendritiques
appartiennent & trois populations différentes : les cellules de Langerhans (peau et épithéliums
muqueux), les cellules dendritiques myéloides {tissus interstifiels, notamment le derme) ¢t les

cellules dendritiques plasmacytoides (organes lymphoides et sang) (Blanc, 2008).
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4.2.2 Les lymphocytes T auxiliaires et T régulateurs

Les lymphocytes T, également appelés thymocytes ou cellules T, sont une catégorie
de lymphocytes nécessaires an développement de la réponse immumitaire adaptative,
spécifique de P'antigéne. « T » est I'abréviation de thymus, "organe dans lequel leur «
sducation » sachéve, Les lymphocytes T auxiliaires (T helper ou Th) portent 4 leur surface
un marqueur spécifique, le CD4, En 1986, Mosmann et coll. ont mis en &vidence, chez la
souris, deux sous populations de lymphocytes Th, dits Thl et Th2. La différence entre ces
sous populations repose sur la nature des cytokines séeretees et le type de réponse générée.
Les lymphocytes Thl sont caractérisés par fa sécrétion d’IL-2 et d'TFN- y (interféron-y) et
sont impliqués dans la latte contre les pathogénes intracellulaires, bactenes vu vitus
notamment. La notion de lymphocyte Th1=Th2 a par la suite été étendue & 'homme et les
profils cytokiniques Thl et Th2 ont depuis éi€ affinés. La dichotomie Th1/Th2 n’est
cependant pas aussi clairement €tablie chez "homme. Certaines cytokines sont cCommunes aux
deux types de lymphocytes, comme I'IL-3 et le TNF-a (umor necrosis factor a). Les
lymphocytes Th sont caractérisés par la sécrétion d”JL-2, [FN-B et de TNF-a, sans JL-4, IL-
5. TL-9 et IL-13 alors que les lymphocytes Th2 le sont par la séerétion d’TL-4, IL-5, I1-6, IL-
10 et d°M.-13. sans [FN-y et TNF-f. La dualité fonctionnelle des lymphocytes Thi et Th2 est
un concept qui a été largement utilisé pour expliquer la physiopathologie de certaines
maladies comme les maladics allergiques atiribuées a une réponse Th2 exacerbée, mais aussi
les affections auto-immunes associées 4 une stimulation anormale de la réponse Thl. Les
deux sous populations Thl et Th2 dérivent d’un méme précurseur, le lymphocyte T naif
(THO), capable de sécréter toutes les eytokines de type 1 et 2. Lors d'un premier contact avec
um antigéne, de nombreux paramétres vont permetire ["orientation de la réponse immunitaire
vers un phénotype particulier: nature ef dose de I*antigéne, site de la stimulation, nature des
cellules présentatrices, fond génétique, environnement cytokinique, environnement
bactérien/viral ef type de réponse innée initiée. La densité d’antigénes présentés par la cellule
présentatrice an lymphocyte T est cgalement un facteur qui oriente la polarisation des

lymphocyfes ThO.
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Une concentration élevée d’antigéne 4 la surface de la cellule présentatrice induira plut6t une
réponse de type Thi, alors gu'une concentration faible favorisera la réponse Th2, L'IL-12, via
Iactivation de STAT-4 (Signal Transducer and Activator of Transeription), est la cytokine de
différenciation des tymphooytes Thl. L'TL-4. via I"activation de STAT-6, est la cytokine de
différenciation des lymphocytes Th2. 11 existe également une régulation réciproque négative
entre les cellules Thl et Th2 (figure 5). L'IFN-y inhibe la profifération des cellules Th2. A
I’inverse, I'IL-4 et I'TL-10 produites par les Jymphocytes Th2 inhibent la synthése des
cytokines par les cellules Thl (Blanc, 2008)
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Figure 5: Induction ef régulation des celiules Thi JTh2/Th17 et T régulatrices (Blanc, 2008).
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Des expériences plus récentes ont mis en Evidence des mécanismes nouveaux qui perturbent
le schéma du paradigme Th1/Th2. Des cellules T se différenciant en présence d'IL-6 et de
TGE-p et séerétant de I'IL-17, appelées Th17, ont récemment &té mises en évidence. Elles
joueraient un role dans de nombreuses pathologies auto-immunes mais également allergiques.
Par ailleurs, le maintien de I’homéosiasie de I'organisme nécessite Ja fine régulation des
réponses immunitaires induites. Ce rdle incombe aux cellules dites régulatrices. 11 s’agit de
plusieurs types de cellules exprimant le CD4 : les cellules Th3, Trl et Treg. Les cellules Th3
sont notamment induites suite 4 Uadministration orale d’antigéne et exercent leur activité
suppressive via la production de TGF-p. Les Trl sont induites en présence d’1L-10 et exercent
lenr activité suppressive via la production &’IL-10. Cette activité suppressive a’est pas
dépendante du CMH et n'esl pay spréifique de "antigéne. Un autre type de cellule exprimant
le récepteur de 1’TL-2 (CD25+) a leur membrane et fe facteur intracellulaire de transcription
Foxp3 ont également un effet régulateur. Ces cellules T régulatrices dites naturelles, ou Treg,
e diffécencient sous D'effet du TGF-fet de I'IL-2. Elles agissent par contact direct avec
dautres cellules via le TGF-B 1ié 4 leurs membranes. Les cellules Treg naturelles expriment
également les molécules CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen4) et GITR
(Glucocorticoid  Induced TNF Receptor) qui sont itpliquées  dans  L'action
immunosuppressive des Treg. In fine, les cellules régulatrices inhibent m virro et in vivo la
prolifération de fous les fypes de lymphocytes T CD4+ CD25-. Un défaut en cellules
régulatrices serait donc a 1"origine, du moins en. partie, des pathologies lides aux cellules Thi

(autoimmunité) et Th2 (allergie) (Blane, 2008).
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4.2.3 Leslymphocytes B

Le récepteur d’antigéne du Iymphocyte B (BCR pour B cell receptor) reconnait
directement les antigenes natifs, en solution ou 4 la surface des CPA. Cette reconnaissance est
le support de la spécificité de la réponse humorale. Un lymphocyte B donne synthétise des
molécules d’immunoglobulines qui portent toutes le miéme paratope (site de liaison &
I"épitope antigénique), mais I"affinité des anticorps produits augmente au cours de la reponse

imriunitaire (Blane, 2008).
4.2.4 Les granulocytes

4.2.4.1 Les basophiles

T.es basophiles sont des leucocytes (cellules sanguines de la lignée blanche) dont le
noyau est en général formé de deux lobes. Ce sont les plus rares des granulocytes (0,5%). Se
différenciant sous U'influence de I'TL-3, leur localisation est principalement sanguine. Leurs
inclusions cytoplasmiques contiennent de nombreuses molécules chimiques, et en particulier
histamine, sérotonine et heparine. Ils expriment fortement le FeeRI (30000 FceRI / cellule)

(Blanc, 2008).
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4,2.4.2 Les mastocytes

Les mastocytes proviennent de la moelle osseuse & partir de précurseurs depourvis
de granulations cytoplasmiques. Lorsque les précurseurs des mastocytes migrent dans le tissu
conjonctif ou le chorion des muqueuses, ils proliferent et des granules s'accumulent dans leur
cytoplasme. Le mastoeyie est la source de médiateurs vaso-actifs contenus dzns ses granules
cytoplasmiques. Ces granules contiennent de Thistamine, de I'héparine et des facteors
chimiotactiques pour attirer des monocytes, les neutrophiles et les éosinophiles circulant dans
le sang vers le sife d'activation mastocytaire. Les leacotrienes sont des substances vasoactives
produites par les mastoeytes. Les leucotrienes n'existent pas sous forme de grarulations ; ils
sont en fait libérés & partir de la membrane cellulaire des mastocytes comme métabolites de
l'acide arachidomique. 11 existe deux populations de mastocytes : des mastocyies des
rauqueuses (retrouves essentiellement au niveau de lintestin et des poumons) et des
mastocytes du tissu conjonctif. (Figure 6)

Les mastocytes du tissu conjonctif different des mastocytes des muqueuses par le nombre et la
taille de leurs granulations cytoplasmiques qui tendent & &tre plus abondantes dans les
mastocytes conjonctifs, Bien que ces deux populations cellulaires aient le méme précurseur,
les caractéristiques structurales et fonctionnelles définitives des mastocytes dépendent de leur

site de différenciation (muqueuse ou tissy conjonctif) (Kierszenbaum, 2006).

Figure 6 : Morphologie du mastocyte : d Microscopie électronique @ transmission. ¢

Coloration May-Grinwald-Giemsa. [1]
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4.2:4,3 Les éosinophiles

Les dosinophiles sont des granulocytes dont les granules conticanent des protéines
basiques, riches en arginine. Dans les coupes histologiques, ces protéines se colorent
abondamment par 1°Gosine (figure 7). Normalement, upe minorité d>éosinophiles circulent
dans le sang. La plupart résident dans les tissus, plus particulicrement le tissu conjonctif situe
immeédiatement sous le revétement épithélial des tractus respiratoire, gastro-mtestinal et

urogénital (Kierszenbaum, 2006).

L éosinophile est produit dans la moelle osseuse hématopoiétique sous I’influence de diverses
cylokines (IL-3, IL-4, IL-5 et GM-CSF (Granulocyie Macrophage-Colony Shmulating
Factor)). L’IL-5 et I'éotaxine apparaissent spécifiques de la lignée €osinophile dont elles
stimulent la migration et la différenciation. En plus de la libération des médiateurs de
Pinflammation, suite & Iactivation par le complexe allergéne-IgE se fixant sur des récepteurs
de faible affinité FeeRIL les éosinophiles sont également source de cytokines, pouvani

amplifier localement la réponse de type Th2 (Blane, 2008).

Figure 7 : les éosinophiles observés par Coloration May-Gritnwald-Giemsa a. Microscopie

électromque 2 transmission b.[1]
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5. Les réactions allergiques

Ces réactions sont classées en quatre types, les types I, II et 111 dépendent des anticorps,
seuls ou avee le complément, et parce qu’ils sont évidents en quelques minutes, sont appelés
hypersensibilité immédiate. Le type IV est médié par les cellules T et par les cytokines
qu'elles produisent lorsqu’elles sont activées. Comme cetie réponse prend au moins u jour

pour se développer, elle est appelée hypersensibilite retardee.

5.1 L'hypersensibilité de type 1

Lhypersensibilité immediate est caractérisé par la production d'anticorps IgE contre
des protéines étranggres qui sont répandues dans 'environnement, par exemple les pollens, les
poils d'animaux ou les acariens de la poussiere de maison. (Roitt et al., 2002). Les réactions
induites par les anticorps IgE ont deux caractéristiques essenticlles : elles sont trés rapides
(immédiate) et irés sensibles, pouvant &tre déclenchées par de trés petites quantiiés d'allergéne
(Bach ¢t Chatenoud, 2002) La forme la plus grave d'hypersensibilité imméediate est
l'anaphylaxie, une réaction systémique qui est caractérisée par un cedéme généralisé dans de
nombreux tissus, notamment dans le larynx, et qui est accompagnée dune chute arterielle
(Abbas et Lichtman, 2009). On distingue plusieurs étapes dans le processus allergique - une
phase de sensibilisation et une phase effectrice comprenant une réaction immediate et parfois

une réaction tardive (cas typique de l'asthme allergique) (Espinosa €t Chillet, 2006),

5.1.1 La phase de sensibilisation

La phase de sensibilisation consiste en une réponse humorale adaptative contre des
allerpénes. La pénétration de V'allergéne au niveau de la muqueuse est suivie de sa capture par
des cellules dendritiques des muqueuses. Ces cellules migrent au niveau des organes
lymphoides secondaires pour préseuter lantigéne aux lymphocytes TCD4. L'activation des
lymphocytes TCD# conduit a la mise en place d'une réponse Th2. avec forte séerétion d'T-4
par les lymphocytes Th2.
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Les lymphocytes Th2 activent des lymphooytes B spécifiques de lallergéne. la
différenciation de lymphocytes B dans le cenire germinatif se fait avec une commutation de
classe vers les IgE. Cette réponse immunitaire contre I'allergérie a généré, 7 4 15 jours apres le
contact, des 12E anti-allergéne qui diffusent dans tout lorganisme des plasmocytes mémoire &
1gE et des lymphocytes Th2 et B meémoire spécifiques de l'allergéne.

Les 1gE se fixent sur les récepteurs Fo aux Igk de forte affinité (RFcel) des mastocytes, des
granulocytes €osinophiles et basophiles. Cette fixation n'active pas les cellules, mais elles sont
alors sensibilisées. Tl faut noter que les I1gE ainsi fixées sont stables pendant plusieurs nois
alors que leur demi-vie dans le sang nexcéde pas les 2 & 3 jours (Espinosa et Chillet,
2006)(figure8),
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Figure 8 : Mécanisme de I'allergie immédiate [gE-dépendante (Blanc, 2008)
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5.1.2 La phase de déclenchement
- le pontage des IgE et dégranulation des cellules effecirices

Suite 4 la seconde introduction de Iallergéne dans I'organisme, il est reconnu par les IgE
spécifiques lides aux cellules effectrices par le FeeRl. Le pontage des TgE par I’allergene
multivalent, ¢’est-a-dire impliquant plusieurs épitopes différents, entraine ’agrégation des
FeeR1I et provoque la phosphorylation des résidus tyrosines présents dans les motifs ITAM du
récepteur. 1l en résulte le recrutement d aufres effecteurs intracellulaires et la mise en place de
multiples cascades de signalisation aboutissant finalement & Ja « dégranulation », ¢’ est-d-dire
Ia libération rapide du contenu des granules et 4 la synthese et 3 la sécrétion de médiateurs
lipidigues et de cytokines (figure, 9). Lors du déclenchement de la réaction allergique, on
distingue deux phases. L’ une est trés rapide, spasmogene, ¢t est principalement due aux effets
immédiats de ["histamine libérée dont le mode d'action se situe au mveau des recepteurs HIl
des vaisseaux et des bronches. L’aufre phase est plus tardive et dépend des médiateurs
lipidiques, des facteurs chimiotactiques et des cytokines produits par le mastocyte/basophile
activé (Blanc, 2008).

parrire ipidigue
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Figure 9 : Signalisation intracellulaire via le FeeR1 aboutissant a la dégranulation des
mastocytes et basophiles. (Blane, 2008).
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- La phase précoce

L’histamine, libérée dans les secondes qui suivent IPactivation des mastocytes et/ou des
basophiles, provoque la dilatation des petits vaisseaux sanguins, augmente la permeabilité
vasculaire. et stimule la confraction transitoire des muscles lisses. Les protéases qui sont
¢galement libérées peuvent provoquer des Iésions des tissus locaux. Des mediateurs
néoformés suite & 1'activation cellulaire sont également rapidement libérés. Ce sont
essenticllement les métabolites de "acide arachidonique qui comprennent Ia prostaglandine
D2 (PGD2) et le leucotriene C4 (LTC4), et les produits issus de sa lyse (LTD4 et LTE4). Ces
médiateurs stimulent la contraction prolongée des muscles lisses ef augmentent la
perméabilité vasculaire. Ils jouent également un role chémotactigne pour les cellules

inflammatoires comme les éosinophiles (Blanc, 2008).

- la phase tardive

Les principaux leucocytes participant & cetie réaction sont les éosinophiles, les
neutrophiles, et lymphocytes Th2. Ie TNF (fumor necrosis factor) et YILA produits par les
mastocytes favorisent une inflammation riche en neuwtrophiles et en €osinophiles. Les
chimiokines produites par les mastocytes et les csllules épithéliales des tissus contribuent
également au recrutement des leucocytes. Les ¢osinophiles et les neutrophiles libérent des
protéases, qui endommagent les tissus, tandis que les lymphocytes Th2 peuvent exacerber la
réaction en produisant davantage de cytokines. Les ¢osinophiles somi des composants
importants de nombreuses réactions allergiques et constituent une cause majeure des lésions
tissulaires abservées dans ce type de réactions. Ces cellules sont activées par une cytokine,
ITL-5, qui est produite par les lymphocytes Th2 et les mastocytes. Les cytokines exercent
dautres effets que le reorutement des leucocytes au cours des poussées allergiques. Par
exemple, 1'0.-13 agit sur les cellules épithéliales des voies respiratoires et stimule la sécrétion
de mucus (Abbas et Lichtman, 2009).Cette réaction tardive ressemble & une reaction
dhypersensibilité retardée en raison de l'infiliration par des ceilules T et des effets des
cytokines. Cependant, la présence d'éosinophiles et de cellules Th2 4 la phase tardive de la
réponse allergique, leur absence dans les réactions d'hypersensibilité retardée, sont des

caractéristiques distinctives (Roitt et a/., 2002).
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5.2 L’hypersensibilité de type Il

L'hypersensibilité de type II se¢ manifeste lorsque des anticorps IgM ef surtout [gG se
fixent sur des antigénes 4 la surface des cellules. Deux cas se présentent
- sécrétion d'atto-anticorps contre des antigénes cellulaires
- sécrétion d'anticorps contre des cellules de nmon-soi greffées ou transfusées (allo-

immunisation)

Les anticorps fixes & la surface des celliles déclenchent différents mécanismes :
1. les cellules NK qui fixent les anticorps 4 la surface des cellules par feur récepteur de
faible affinité pour les 1gG, RFeylll (CD16), s'activent et lysent la cellule,
2. lactivation du complément par la voie classique (IgG et IgM) conduit 4 la lyse de la
cellule par formation 4 sa surface du complexe d'attaque membranaire,
3. les macrophages ou les granulocytes neutrophiles phagoeytent les cellules opsonisées
par le complément ou par les [gG.
4. les granulooytes (notamment neutrophiles) activés par leurs RFeyl (CD64) qui fixent
les IgG, libérent leurs granules au contact de la cellule cible. Leur contenu, notamment
enzymatique, conduit 4 la dégradation de la cellule cible et de la matrice extracellulaire.

(Espinosa et Chillet, 2006).
5.3 L'hypersensibilité de type III

Des complexes immuns se forment chague fois gu'un anticorps rencontre son antigene
et sont en général éliminés par les cellules du systéme phagocytaire mononucléaire.
Parfuais, les complexes peuvent persister et finir par se déposer dans différents tissus et
organes. Ces dépdts entrainent des Iésions dues & ['activation du complément et la mise en jeu
de cellules effectrices. Ces lésions sont appelées réactions d'hypersensibilité de type I ou
maladies @ complexes immuns. Les sites de dépot des complexes immuns sont en parfie
déterminés par la localisation de l'aatigéne dans les tissus €t en partie par le mode de depdt
des complexes circulants (Male et a/., 2007).
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5.3.1 La réaction d'Arthus (réaction locale)

La réaction d'Arthus se manifeste lorsque nous sommes en contact avec un antigéne
contre lequel nous sommes immunisés (présence d'anficorps specifiques dans le sang et de
plasmocytes mémoire). La réaction se déroule en plusicurs étapes ©

l. la pénétration de I'antigéne au niveau de la peau ou d'une muqueuse induit la formation
des complexes immuns localement.

2. ces complexes immuns formés par des IgG ou des IgM activent le complément par la
voie classique : les complexes immuns se recouvient de C3b et il y a production
d'anaphylatoxines C3a et CSa.

1 les anaphylatoxines agissent sur les vaisseaux en favorisant le recrutement des
granulocytes neuirophiles et des monocytes.

4. les granulocytes neutrophiles recrutés et les monocytes différenciés en macrophages
s'activent au contact des complexes immuns (via les récepteurs su complément CR3, les
récepteurs 4 C3a et C5a et les récepteurs RFcy). Ils tentent de phagocyter tous les complexes
immuns opsonisés, produisent des dérives toxiques de I'oxygeéne, libérent le contenu de leurs
granules (enzymes lytiques qui provoguent des dommages tssulares), puis produisent des
eytokines inflammatoires. L'incapaciié de¢ phagocyter tous les complexes immuns conduit 4
une suractivation des phag_'ocytes qui libérent alors des quantites trés importanies d'enzymes
Iytiques.

S. les anaphylatoxines recrutent les mastocytes tissulaires. Ces derniers sont activés par
la fixation des complexes immuns sur [eurs RFeylIl Libérent le coutenu de leurs granules et
produisent des dérives de l'acide archidonique puis des cytokines,

Les symptomes de I'inflammation apparaissent localement au niveau du tissu 3 4 6 heures
aprés la pénétration de lantigéne. Cette réaction d'Acthus se manifeste aprés des pigiires
d'insectes chez des individus immunisés ou suite a l'inhalation de substances immunogenes
(Espinosa et Chillet, 2006
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5.3.2 La réaction systémigue

Lorsque les complexes immuns sont formés dans le sang, suite par exemple a
linjection de sérums lors de sérothérapie, des dépots de complexes immuns se forment au
contact des cellules endothéliales. Plusicurs phénoménes provoquent des Iésions vasculaires :

1. les complexes immuns activent le complément, ils sont recouverts de C3b et activent

les cellules endothéliales (via les récepteurs au complément et les récepteurs RFoy).

2. Ces demniéres expriment alors de molécules d'adhérence (P-selecting, ICAM-1) pour les
lencocytes (notamment pour les granulocytes neutrophiles) et les plaquettes qui subissent
margination. Les cellules endothéliales se contractent et laissent la lame basale et le conjonetif

sous-jacent au contuct du sung,

3. lexposition du sous-endothélium conduit & [lactivation des plaqueties et a leur
agrégation. Il se produit une coagulation locale de sang, un thrombus (caillot sanguin) se

forme.

4. les granulocytes neutrophiles infilirent en masse le sous-endothélium et s'activent. [Is
produisent des dérivés toxiques de T'oxygéne et sécrétent le contenu de leurs granules qui
endommagen! le tissu (intima ¢t média). Si la réaction est importante, le vaisseau peut étre

obstrué, il y a alors nécrose des tissus irignés (Espinosa et Chillet, 2006).
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5.4 L'hypersensibilité retardée (type I'V)

L’hypersensibilité de type 1V ou hypersensibilité retardée désigne un ensemble de

réactions qui prennent plus de 12 h pour se développer et qui mettent en jeu des réactions a

‘médiation cellulaire plutdt que des anficorps.

L'hypersensibilité de type retardé est une réponse inflammatoire dépendant des cellules T au
cours de laquelle la stimulation des cellules T effectrices spécifiques d'un antigéne méne 2
['activation des macrophages et & une inflammation localisée et a un cedéme tissulaire.

La réponse des cellules T peut étre dirigée contre des agents exogénes, comme des antigénes

microbiens, des substances chimiques sensibilisantes ou auto-antigénes.

Typiquement les cellules T sont sensibilisées & lanligéne étranger au cours de 'mfection par
le pathogéne ou par absorption d'un agent sensibilisant lors d'un contact cutang.

Lorsqu'un individu sensibilisé est exposé ultéricurement & I'antigéne exogéne, injecté dans le
derme oun appliqué sur {'épiderme, celui-ci induit Je recrutement des cellules T spéeifiques
dans le site et le développement d'une réaction inflammatoire locale dans les 24-72 heures.

Si l'antigéne étranger persiste dans les tissus. l'activation chronique des cellules T et des
macrophages peut mener & la formation de granulomes et a des Iésions tissulatres.

Si lantigéne appartient 4 un organe de l'individu lui-méme, les cellules T autoréactives
peuvent déclencher une inflammation cellulaire locale et une maladie auto-immune, comme le

diabéte de type I (Espinosa et Chillet, 2006).
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6. Les tests allergologigues
6.1 Les tests cutanés

Le principal procédé diagnostique de l'allergic est le test cutang, la réponse &tant une
papule érythémateuse. La papule se forme suite a l'extravasation du sérum & partir des
capillaires cutanés, ce qui est un effet direct de I'histamine. Elle s'accompagne ¢galement de
prurit (autre effet direct de I'histamine) et d'une large plague d'érythéme, due & un reflexe
axonal. Cette réponse cutanée se développe en 5-15 minuies et peut persister pendant 30
minutes ou plus. Dans le "prick test”, on introduit 0.1 pl de T'extrait dans le derme au moyen
d'une aiguille de calibre 25 ou une lancette. On peut aussi recourir & l'injection intradermique
de 0,02 0.03 ml, mais vu le rirque d'anaphylaxie, elle doit tayjours Atre précédée dun prick
test, qui introduit ~200 fois moins d'extrait
Les résultats des tests cutands sont évalués par la dimension de la papule en comparaison d'un
controle positif (histamine) et d'un contrdle négatif (solution saline). En général, une papule
de 3x3 mm chez les enfants et de 4x4 mm chez les adultes esf considérée comme une réponse
positive au prick test. Un fest cutané positif indique que le patient a des anticorps IgE
spécifiques fixés a ses mastocytes cutanés. Ceci implique que la stimulation bronchique ou
nasale sera également positive si I'on administre suffisamment d'antigéne. Dans la plupart des
cas (=80 %) de test cutané positif, les anticorps 1gE  sont deécelables dans le scrum.
Cependant, les tests sanguins pour les anticorps 1gE sont en général moins sensibles que les

tests cutanés (Roitt et al., 2002).
6.2 Le patch test

L'infiltration cellulaire cutanée qui survient dans les 24 heures aprés application de
l'allergéne peut &tre étudidée de diverses manicres © par injection wtradermique locale ; par
application sur la peau pendant 2 jours d'un tampon de gaze imprégné dallergene - ou par
I'application d'une chambre contenant l'allergéne sur une partie dénudee de la peau. La
chambre cutanée permet un échantillonnage tépété, alors que les deux autres techniques

acquiérent des biopsies cutanees.
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Dans le patch test, 10pg dallergéne sont appliqués sur un morcean de gaze de 2.5 cm”, et la
biopsie et effectuée aprés 24 ou 48 heures. Une réponse positive se manifeste par un eczéma,
clest-d-dire un aspect spongieux de 1"épiderme {réaction eczémateuse typique) et un infiltrat
cellulaire dans le demme. L'infiltrat cellulaire comprend des éosinophiles, de basophiles et des
lymphocytes. Suite 4 la persistance locale de l'allergéne (6jours), les cosinophiles locaux
dégranulent.

La biopsie du site du patch test a montré également que des celhiles T  spécifiques
d'allergéne, par exemple des acariens, ¢taient présentes dans la peau aprés la stimulation
antigénique. Certains groupes ont réussi a cloner les cellules T spécifiques de l'allergene a
partir de la pean des patients eczémateux. Ce qui west jamais possible chez des individus
normaux ou chez des patients allergique sans eczéma.

Les biopsies dans les sites de patch test ont aussi montré que les cellules de langerhans dans la
peau des patients avec eczéma expriment le Feel. Ainsi, ces collules présentatrices d'antigene
utilisant les anticorps IgE pour capter les allergénes et augmenter ['efficacite de la

présentation antigénique (Roitt etal., 2002),
6.3 La technique RAST

La technique RAST est une méthode radio-immunologique qui permet de dépister les TgE
spécifiques d'un allergéne donné. Elle consiste a mettre en contact un échantillon de sérum
avec divers allergénes radiomarques. Si des anticorps sont présents, ils s combineront avec
les allergénes. Aprés centrifugation, on décéle par essai radio-immunologique les IgE
combings. On compare ensuite les résultats obtenus avec les valeurs témoins. Outre gu'elle
permet de dépister les allergénes, la technique RAST indique quelle est la quantité d'allergéne
nécessaire pour provoquer une réaction allergique. On note les résultats sur une echelle d= 0 a
5 Tout résultat égal ou supérieur 2 2 est considéré comme significatif. Par rapport aux autres
épreuves, la technique RAST offre surtout les avantages suivants : réduction de risque de

réaction généralisée, stabilité des antigénes et absence d'interaction meédicamenteuse.
Elle comporte toute fois des inconvénients ; le choix des allergénes est limite, sa sensibilité
est moins grande que celle des tests cutanés imtradermiques, les résultas ne sont pas connus

onmédiatement et le technigue est coiiteuse (Smeltzer et Bare, 2006).
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7. T'ailergie aux acariens

7.1 La présentation des acariens

Les acariens, comme les araignées ou les scorpions, font partie de l'embranchement des
arthropodes appartenant a la classe des arachnides. Ils possédent quatre paires de pattes, une
paire de chélicéres (crochets situés en avant de la bouche), ils sont dépourvus dantennes et de
mandibules, leurs corps est compact et fait apparaitre le sillon central comme seule trace de
segmentation (figure 10).
Leur taille varie de 200 & 300 microns de longueur (0.25 & 0.33 mm pour les acariens de la
poussiere). Leur corps est de couleur translucide et composé de 70 & 75% d'eau. L'acarien a
besoin de maintenir ¢ taux pour se reproduire. Comme il ne boit pas d'ean, il absorbe de Ia

vapreur d'eau, aubiemnent dil de 'unidité (Thibaull, 2003).
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Figure 10 : la morphologie des acariens (Thibault, 2003)
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7.2 Ladurée de vie

Dans la poussiére de maison, les acariens vivent de 60 4 120 jours selon les conditions
denvironnement. de 4 & 11 jours si I'humidité et la température sont respectivement
inféricures & 50 % et & 25 °C. La forme larvaire dormante de I'acarien se loge dans la moindre
cavité ot elle peut survivre pendant des mois 4 une faible humdité. Elle se reactive pour
devenir adulte dés que les conditions redeviennent optimales pour son évolation. Elle est de
ce fait particulierement difficile 4 éradiquer.

Leur capacité de reproduction est importante car, au cours de leur existence, les femelles
libérent de 20 4 40 ceufs lors de chaque ponte qui a lieu toutes les trois semaines. Les acariens
se reproduisent toute I'année (Thibault, 2003),

Le cycle reproductif des acariens afteint son maximum en fin d'été - début dautomne, en

rapport avec les conditions de chaleur et d'humidité optimales (Dutay, 2002).
7.3 L'habitat

Les acariens présents dans la poussiére de maison vivent en particulier dans les endroits

oir ils trouvent leur nourriture, clest-a-dire des lieux de repos de 'homme. Leurs meilleurs
repaires sont la chambre 4 coucher (pi¢ces de literie, matelas, oreillers... ), les moquettes, les
rideaux, les peluches.
La literie est leur habitat de prédilection ; si le lit n'est pas aéré ni passé¢ régulicrement 4
I'aspirateur, ils y trouyent les conditions optimaies pour leur multiplication (température de 20
4 25 °C, humidité relative comptise entre 70 et 75 %, nouriture). A partir de 1500 m
d'altitude, on ne trouve plus d'acariens de la poussiére (Thibault, 2003).

7.4 La nourriture

les acariens de la poussiére de maison Dermatophagoides Pteronyssinus et
Dermatophagoides Farinae se nourrissent de squames humaines ou animales (peaux mortes),

de cheveux, de poils, de plumes, de débris d'ongles, de débris alimentaires, de moisissures ...

Un étre humain perd, en moyenne, 1.5 gramme de squames ce qui suffit 4 nourrir environ
100 000 acariens [3).
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7.5 Les espéces allergisantes

Si un acarien est inoffensif pour "homme ef écologiquement utile, certaines particales
(carapace, déjections, sécrétions, salives) qu'il produil, trés volatiles, envahissent I'air
ambiant et peuvent provoquer des réactions allergiques. Seules quelques especes d’acariens
sont allergisantes : Acarus siro, Lepidoglyphus destructor, Dermatophagoides microceras,

Tyrophagus putrescentiae, Euroglyphus maynei. Et, particulicrement ;

- Dermatophagoides pteronyssinus

Découverts en 1897, ils constituent I'espéce 1a plus répandue: La taille d’un adulte vane
de 350 um pour la femelle & 285 pm pour le méle. Leur durée de vie moyenne est comprise
entre 60 et 80 jours. Le développement du Dermatophagoide preronyssinus dure 30 jours ; Ia
femelle pond jusqu’a 120 ceufs au cours de sa vie [6].

~ Dermatophagoides farinae

Découverts en 1961, ils représentent la seconde cspéce par lewr abondance.
Dermuatophagoides farinae affectionne les tapis ét tentures. Le male adulte peut atteindre 260
um 4 360 pm et la femelle 360 & 400 um. Leur cycle de développement s’étend sur 35 jours et
leur durée de vie avoisine les 70 jours. Une femelle pond jusqu’a 80 ceufs dans sa vie [6].

- Blomia tropicalis

Découvert en 1973, le Blomia iropicalis est tépandu dans les régions tropicales et
subtropicales oui il profite de conditions climatiques favorables. La taille d'un adulte
varie de 320 pm & 460 wm pour la fomelle et 246 um & 405 um pour le male. 1 deyient
adulte en une vingtaine de jours et sa durée de vie moyenne est de 38 jours, pendant
lesquels la femelle pond jusqu'a 28 cufs.
Le Blomia fropicalis appartient au groupe des acariens non-pyroglyphides ou acariens de
stockage. Si on a longtemps pensé que ces acariens de stockage se rencontraient d'abord
en milieu agricole, ils somt aujowrdhui considérés comme l'un des principaux

constituants de la poussiére de maison.
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1 est prouvé scientifiquement que la responsabilité de Blomia tropicalis dans la survenue
de symptomes allergiques est croissante dans le monde. 1l peut étre la cause de rhinite et
d'asthme, parfois sévere.

Blomia trapicalis présente des allergénes spécifiques d'espéce mais une faible réactivité
croisée avec les autres acariens (Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides

farinae...) [6].
7.6 Les allergénes des acarieas

Les allergénes des acariens appartiennent 4 7 groupes numérotés de 1 a 7. Les éléments
de momenclature sont "Der"pour Dermatophagoides, "p" pour preronyssinus et "' pour
Sfarinae (Dutau, 2002).

Chez I'homme, on considere que les allergénes les plus puissants des Dermatophagoides sont
contenus dans fa membrane qui entoure leurs féces. Les allergénes majeurs pour 'homme sont
classés en quatre groupes. Les principaux sont ceux des groupes 1, Der pl, et Der 1, et 2, Der
p2 et Der 2. Les allergénes de groupe 1, d'un poids environ 25 KD sont thermosensibles et
excrétés dans les feces des acariens. Ils possédent une similitude structurale importante (85%
de communauté antigénique). Les antigénes du groupe 2, d'un poids moléculaire inférieur 14

KD et thermostables sont des aritigénes corporels  (Prélaud, 2008),

7.7 L'hyperseasibilité anx acariens

Dans le courant des années 60, une équipe de chercheurs dirigee par le professeur
Voorhorst découvrit que, plus que les acariens eux-mémes, ce sont les protéines gu'ils
sécrétent dans leurs féces qui sont 4 "origine de la réacrion allergique. Ce fait établi, il ne
«restait plus qu’a » identifier ces protéines et 4 en déterminer les propriciés allergéniques.
Lorsque I'hemme inspire, ces pneumallergénes pénctrent dans |'organisme par les voies
respiratoires. 8’ensuit alors Ia recannaissance des corps éwangers par les lvmphocytes, les

principaux soldats de la défense immunitaire,
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Si chez une personne non sensible aux acariéns, 'élimination des corps étrangers se
déroulera calmement et passera totalement inapercue, chez les personnes allergiques, le
systéme immunitaire surestime la nocivité de ces corps étrangers et déclenche une réaction
d’hypersensibilité inappropriée avec la production d’anticorps IgE, comnus pour leur
participation dans ¢e type d’allergie. Ces immunoglobulines

enclencheront ensuite, 4 chague contact avec la (les) protéine(s) provenant de I’acarien, la
production d’histamine, un médiateur chimique responsable des symptdmes observés en cas

d’allergie [7],

771 La eapture de I'allergéne

Au niveau des voies aériennes, les cellules dendritigues sont a un état de
différentiation immature, caractérisé par une forte capacité d'internalisation des antigénes,
mais une faible capacité de stimulation des lymphocytes T. La capture ef l'internalisation des
antigénes par les cellules dendritiques immatures peuvent emprunter trois voles principales

- la macropinocytose qui permet ['internalisation d'antigénes solubles,

- 'endocytose médiée par différents récepteurs tels que les récepteurs lectiniques de type C,
les Fee récepteurs, Foy récepteurs et les Toll-récepteuss ;

- La phagooytose qui permet l'internalisation d'antigénes particulaires.
Concemant les celiules dendritiques des veies aériennes, seuls les mécanismes d'endocytose
médiée par le récepteur au mannose et la macropinocytose ont pu €tre clairement identifiés

(Deslee et al., 2004).
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7.7.2 1a présentation de 1'allergéne

Apres internalisation par les cellules dendritiques, ['antigéne est dégradé au sein des
compartiments intracellulaires 1els que les endosomes et les lvsosomes Les fragments
peptidiques de l'antigéne sont alors couplés avec les molécules du complexe majeur
d'histocompatibilité de classe Il (CMHIT) et présentés & la surface des cellules dendritiques.
L'internalisation de l'antigéne par les cellules dendritiques entraine également une maturation
des cellules dendritiques qui acquiérent 1a capacité de migrer des tissus périphériques vers les
ganglions lvmphatiques, ou elles vont pouvoir stimuler les lymphocytes T par interaction
entre le fragment peptidique présenté par le CMH 1T et le récepteur T des lymphoeytes T
CD4+ spéeifiques de l'antigéne. Un second signal est transmis aux lymphocytes T par les
molécules de costimulation exprimées par les cellules dendritiques {CD80, CD86, CD40, B7-
RP1, OX40L) qui interagissent avec leurs ligands (CD28, CD154, ICOS et OX40,
respectivement) exprimeés a la surface des lymphocytes T. Ce second signal est fondamental

pour entrainer une stimulation efficace des lymphocytes T (Deslee et al., 2004).

8. L'immunothérapie spécifigue

L'immunothérapie spéeifique (ou désensibilisation) consiste A injecter a intervalles
réguliers, progressivement plus longs, des doses croissantes d'un extrait allergénique jusqu'a
acceder 4 une dose maximale, dite dose d'enfrefien. répétée mensuellement (en général)
pendant une durée totale moyenne de 3 ans (5.ans pour les venins d'hyménoptéres) .
Lindication €lective d'une deésensibilisation est l'ensembie des allergies respiratoires IgE—
deépendantes hormis les allergies alimentaires et, de fagon plus générale, l'allergie médiée par
des IgE spécifiques, vis-a-vis diallergénes protéique, comme lallergie aux hyménopteres
(Monerei-vautrin,et al., 1994).

Les patients re¢oivent une série d'injection de l'allergéne, la dose initiale, frés faible, étant
suivie dwne augmentation progressive. Ce schéma dimmunisation peut convertir
graduellement la réponse des ceilules Th2 produisant 1TgE en réponse Thl qu arréie la

synthése dIgE. Cependant, ces injections comportent un risque séricux d'anaphylaxie.
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En effet, le patient est systématiquement exposé & l'allergéne vis-a-vis duquel il est
sensibilisé. Pour cette raison, ce traitement doit tre appliqué sous un contréle strict qui doit
permetire de détecter chez le patient tout signe précoce dune anaphylaxie systémique et
d'injecter, si nécessaire, I'épinéphrine.

Une forme plus récente de désensibilisation consiste & vaceiner les patients avec des peptides
dénivés de lallergene et dont on sait qu'ils sont présentés par les molécules HLA de classe [1
aux cellules Th2 CD4. L'objectif de cette manipulation est d'induire un état d'anergic dans les
cellules T spécifiques de l'allergéne in vive en diminuant 'expression du complexe CD3-TcR
a la surface des cellules Th2. en principe, l'avantage de cette méthode par rapport & la
méthode précédente est que I'anaphylaxie ne peut étre déclenchée puisque seule la forme

native de la protéine allergénique et non le peptide vaccinal est en mesure d'interagir avec les
anticorps I¢gE spécifiques. Ce qui complique I'application de ce tvpe de lraitement, c'est le

polymorphisme des molécules HLA de elasse U gui déterminent 1a nature du peptide pouvant

étre présenté par chague individu. Tout vaccin applicable 4 I'ensemble de la population
humain doit comporter des peptides différents en quantité suffisante pour que la réponse
anergigue qu'on cherche a obtenir soit obtenue quelle que soit la nature des molécules HLA
de classe [I. L'alternative de ce procédé serait de produire des vaceins sur mesure, en ufilisant
des peptides sélectionnés en fonction des molécules HLA de classe II des patients (Parham,
2003).
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9. Les mesures d'éviction

Il est essentiel de localiser les foyers d'acariens afin d'éviter des dépenses inutiles et de

remédier efficacement au probléme (exemple : il est inutile de changer du matelas lorsquen

fait, seul le fauteuil est contaming).

Néanmoins, quelques mesures de base peuvent empécher la colonisation de I'habitat par les

acariens, ou diminuer le stock d'allergénes présents dans l'environnement

>

A A A 4

v

V?

Réduire I'humidité, ne pas utiliser dhumidificateur, controler la température (20° C
max) et surtout ventiler correctement le local en hrver. Les acariens ne survivent pas
en dessous de45% dhumidité relative.

Limiter la présence de poussiere en nettoyant e plus possible ayec un chiffon
iégérement humidifié ou aver up aspirateur afin de limiter la remise en suspension
d'allergénes dans l'air,

Eliminer le mobilier contaminé.

Nettoyer les textiles pendant une heure 4 60°.

Nettoyer réguliérement la literie (aspirer, changer les draps, aérer),

Utilisation éventuelle de housse anti-acariens

I} est conseillé de placer les peluches dans un sac en plastique au congélatenr pendant
24 ou 48 heures afin de tuer tous les acariens. Aprés avoir sorti le sac du congélateur,
attendre un petit quart d'heure avant den sortir les peluches. Les peluches seront
ensuite passées a l'aspirateur pour en extraire si possible les acariens morts. En effet,
meme les cadavres d'acariens sont allergénes.

Eviter les tapis, les peluches, les bibliotheques non fermés. L'accumulation de
bibelots, les canapes ou fauteuils en tissu ainsi que les revétements muraux avec
aspérites.

Disposer de placards fermés pour ranger les vétements (Roulet, 2004).

10. L'sbjectif de travail

I Déermination des paramétres immunologiques chez les patients allergiques

2. Exiraction des allergénes alimentaires et détermination de leur PH isoélectrigue.
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1. Détermination des paramétres immunologiques chez les patients allergiques

1.1 Matériel

Cellule de Malassez.

Lames et Lamelles.

Microscope optique (Zeiss Axiostar phus 1169-149)
Micropipette de 1000 pl et 50 l.

Seringues.

Tubes citrates.

1.2 Réactifs

Giemsa liquide (dilué au 1 /10)... .. oo e e e e, (A
Meéthanol (7T0%) .. o o L i e e e e e e 1O
Séﬂlm Salé(g%)-------------“‘- Ve B EE $ea wild As ORT BE B ..........-...'......;;;‘....(1001}11)

Huile de vaseline,

1.3 Méthode d'analyse

1.3.1 Prélévement

Il se réalise par ponction veineuse franche, chez un sujet qui n'est pas a jeun.

Le prélévement se réalise sur tube contenant un anticoagulant comme g citrate.
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1,3.2 Frottis sanguin

Le comptage des éléments figurés du sang est réalisée par l'étalement dune goutte du
sang sur une lame de verre, fixation et puis coloration au Giemsa est réalisé comme suit :

1. Fixation : la lame est placée sur un support horizontal. On verse sur Ja lame
des gouttes de méthano! de fagon a recouvrir complétement le frottis. On
laisse agir 5 minutes.

2. Coloratien : on ajoute de Giemsa dilué (1/3), et on laisse agir pendant 8

minutes, puis on rince avec l'eau distillée.

3. Séchage : on laisse sécher la lame 4 l'air, puis ajoute ['huile de vaseline,

4, Comptage 3u microscope
1.3.3 Comptage des globules rouges
1 ml de sérum salé a4 5 pl de sang. On a met la cellule de malassez sous le
microscope pour régler le quadrillage. Puis, on met une goutie de solution dans l'espace

entre [a cellule et la lamelle On laisse ies cellules sédimentent. Aprés, on fait le comptage

des cellules.
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2- Extraction des protéines des allergénes

2.1 Matiére premiére

La matiére premicre regroupe : le blé, l'orge qui ont été achetés des magasins
d'alimentation générale, ef le lait de vache gui a ét€ ramené d'un agricole de 1z commune de

Hammam Debagh (Ain Reghba, Nord Ouest de Guelma).

2.2 Appareillages
En plus de Ia verrerie ordinaire de laboratoire, nous avons utilisés I'appareillage suivant -
Agitateur. .. .. oo o oo (IS0, 9002, certificate number : 36664)
o L1 T O /(=111 1111145
Balance de IESUIe. . ..o ... oo e e o (EP 214)

Centnifugeuse.. ... oo v cvvieiis e e e (Sigma, Max ;15000 T/min)
PHMEITE. ... oo e e e e e o oon.. (HANNA pH 209)

2.3 Réactifs

Les réactifs utilisés pour la réalisation des manipulations sont :
Eau distiliée
Acide chlorhydrique (0.5N) ... . . ST
T O PN fc i )1}
Hydroxyde de sedium (NaoH, 0,IN)......... ..o i oo e o (45m1)

Sulfate de sodium (M= 142,04 g/mol)... .....c..o.o. o (150g)
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2.4 Méthades d"analyses
Les expériences ont éi¢ répétées 3 fois pour chaque échantillon.
2.4.1 Extraction des protéines d’origine végétale

2.4.1.1 Extraction des protéines de blé

2.4.1.1.1 Les gliadines

50 g de blé broyé sont ajoutés a 500 ml de NaCl 0,5N. La solution est agitée pendant 2 heures
et centrifugé & 3000 Tours/minutes pendant une demi-heure, 250 ml de NaCl (0,5N) sont
ajoutée au culot recueillit. La solotion est agitée pendant 1 heure ot centnfugé a 3000
Tours/minutes pendant 30 minutes. Au résidu contenant les gliadine est ajouté 150 ml
d'éthanol 70%, agiter pendant 2 heures et centrifugé & 3000 Tours/minutes pendant 15
minutes, le solation doit contenir les gliadines solubles (Souiki, 2000).

2.4.1.2 Extraction des protéines de I'orge

2.4.1.2.1 Les hordéines
Nous avons utilisés le méme procédé d'extraction que celwi des gliadings.

2.4.2 Extraction des prot¢ines d’origine animale
2.4.2.1 Extraction des protéines de Iait de vache
2.4.2.1.1 La B-lactoglobuline

A 250 ml de lait de vache frais chaoffé jusqu'a 40°C sont gjoutés SOg de Na,So.. Apres
dissolution du sel et lorsque la température descend a 25°C la solution est filtrée. Le filtrat
contient des lactalbumines. A 150 ml du filirat sont ajoutés 1,5ml de Pacide chlothydrique
concentre en agitant €nergiquement. A pH au voisinage de 2 la f-lactoglobuline reste en
solution. Le précipité et la [-lactoglobuline sant séparés par cenmifugation & 2000
Tours/minutes pendant 15 minutes, peu de B-lactoglobuline est dissout dans 15m! de NaoH
dilugé le volume finale doit étre 1/10 du filtrat. Le pH de la solution est ramené a 3.5 avec de
Vacide chlorhydrique 0,1N. La B-lactoglobuline qui reste en solution est récupérée par
centrifugation 2 2000 Tours/minutes pendant 15 minutes,
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I11, Résultats et discussion

1- Détermination des paramétres immuneologiques chez les patients allergiques

Résultats

Le cas N° 1 : il s'agit d'une jeune fille Agée de 26 ans (taille 1,65 m et poids 54 Kg) qui

souffre d'une allergie respiratoire (aux acariens et aux pollens).

Les résultats obtenus sont représentés dars le tableau 1.

Tableau 1 : les analyses hématologiques du premier cas

cellules

Basophiles

eosinophiles

Lymphocyices

Monocytes

Neutrophiles

Globules rouges

nombre

15 %

7%

21 %

7%

50 %

2,92 % 10%mm’

Le eas N° 2 ; il s'agit d'une jeune fille de 25 ans (taille 1,60 m et poids 60 Kg) qui souffrir

d'une allergie respiratoire (aux acariens). Les résultats obtenus sont représentés dans ie

tableau 2.
Tableau 2 : les analyses hématologiques du deuxiéme cas
Cellules Basophiles | éosinophiles | Lymphocytes | Monocytes | Neutrophiles | Glabules rouges
nombre 21 % 8% 40 % 8 % 24 % 43 « 107 mm’
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Discussion

Dans motre travail, Les résultats obtenus montrent une augmentation du nombre des
basophiles et des €osinophiles chez les deux cas cela est du a une hyperproduction de ces
leucocytes. En effet, & ['état normal les basophiles ne représentent que 1 %, alors que les

éosinophiles représentent 2 4 5 % des leucocytes circulants,

Commengant par le premier cas, le nombre des globules rouges (2.92 * 10%mm’) indique la
presence d'une anémie impeortante et qu'on s'est pas la cause exacte.

Le taux des leucocytes est normal pour les neutrophiles, les monoeytes et les lymphocytes.
Cependant, on remarque une augmentation du nombre des basophiles et éosinophiles (15 %,

7% respectivement) qui ce qui confirme I'existence d'une allergie,

Concernant le deuxiéme cas, le nombre des globules rouges est normal (4,3 « 10%mm?).
Le pourcentage des lymphocytes el monocyfes est normale également et qui représente
respectivement 40 %, 8 %. On remarque un taux bas des neutrophiles (24 %) par rapport
aux valeurs normales (50 - 80 %), ef qu'on ignore la cause exacte de cette chute. Une
augmentation du nombre des basophiles et des éosinophiles a été observée, cela est du a la

présence d'un état d'allergie,
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2- Détermination du pHi des Ah'ergénes Alimentaires

Réslﬂtats

Les gliadines de blé

Les résultats obtenus de I'extraction des gliadines du bié sont représentés dans les figures
(11 a13),
Les valeurs de pH des gliadines de blé se trouvent dans l'intervalle [543 & 6,56] avec une
moyenne de 6,04 = 041. Le pH isoélectrique est compris entre [3,17 a 4,29] avec une
moyenne de 3,88 = 0,47,
Dans une quantite initiale de 50 g de bl¢ broye, la masse des gliadines récupérée varie de 1,08

a 8,81 g avec une moyenne de 4,90 + 2 60.

Les hordéines de I'orge

Les résultats de I'extraction des hordéines de l'orge sont illustrés dans les figures (14 2 16).
Pour Ies hordéines de l'orge, les valeurs de pH se varient entre 5,27 4 6,12 avee une moyenne
de 6,56 + 0,33 dont le pHi est trouve dans ['intervalle [3,30 a 4,39] avec une moyemne de 3,73

+ 0,43,

La masse des hordéines récupérée a partir de 50 g de J'orge varie entre 0,16 4 1,48 g avec une

moyenne de 0,89 £ 0.5,

La B-lactogiobuline du lait de vache

Nos résultats de l'extraction de la B-lactoglobuling sont représentés respectivement dans les
figures (17, 18, 19 i 20).
En ce qui concerne la B-lactoglobuline, les valeurs de pH sont comprises entre 5.92 et 6.14
avec une moyemne de 6,00 £ (,08. Pour le pHi, les valeurs varient entre [3.42 2 3.75]
avec une moyenne 3,75 0.1,
Dans un volume initial de 250 mi de lait de vache, le volume du lactosérum varie de 195,8 ml
a 230 ml avec une moyenne de 213.33 = 11,96 ml,
La quantité de la -lactoglobuline récupérée du lait de vache varientde 1,10 & 1.17 g avec une

moyenne de 1,16 + 0,04
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Figure 11 : Les gliadines de blé.
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Figure 12 : Les variations des pH et pHi des trois essais des gliadines du blé.

Quantité (g)

Figure 13 : Les variations de la quantité des trois essais des gliadines de blé.

-55-


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

ITI. Résultats et discussion

Figure 14 ; Les hordéines de l'orge
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Unité de oH
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Figure 15 : Les variations des pH et pHi des trois essais des hordéines de ['orge.
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Figure 16 : Les variations de Ja quantité des trois essais des hordgines de l'orge.
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Figure 17 : La B-lactoglobuline

| Unité de pH

Figure 18 : Les variations des pH et pHi des trois essais de la f-lactoglobuline du lait de
vache
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Figure 19 : Les variations de la quantité des trois essais de la f-lactoglobuline du lait de

vache.
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Figure 20 : Les vanations du volume des trois essais de [actosérum du lait de vache
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Discussion

D'aprés nos résultats obtenus, nous avons constat¢ des pH isoélectrique des protéines allergénes
alimentaires de¢ caractére acide dont le maximum est observé chez les hordéines de l'orge, alors
que le minimum est observé pour les gliadines de blé. Cette acidité est duc a la présence
dominante des séquences d'acides amings acides. Nos résultats sont en parfaite concordance avee

ceux trouver par (wall, 1999).

Les résultats de pH-isoéleéctrique acide des gliadines de blé implique une dominance de radicaux
acides de certains acides aminés, dans la molécule des gliadines tel que l'acide glutamique (Glu),
T'acide aspartique (Asp) et que l'incorporation de la glutamine (Gln) avec la totalité des radicaux
confert & la molécule le caractére acide.

Dans e tube digestif, la gliadine est scindée en différents peptides qui sont des chaines d’acides
aminés. Les peptides toxiques pour le ceeliaque contiennent beaucoup de proline et de glutamine,
L’enzyme transglutaminase intervient en déamidant la glutamine, la transformant en acide
glutamique qui entre en interaction avec le systéme HLA au niveau des lymphocytes T. Une
réaction immunoclogique anormale s’ensuit responsable des Iésions de la muqueuse intestinale et

des symptdmes cliniques [8].

De méme pour Ja B-lactoglobuline du lait de vache qui présente une structure quaternaire
equilibrée par les ponts S-S de la cystéine et qui oriente les groupements thiols (SH™) vers
l'espace engendrant la forme zuitterion a pH acide Les ponts disulffures conférent 4 la protéine sa
stabilité et lui donnent des caractéristiques physico-chimiques comme la résistance a la protéolyse
et au pH acide.

La quantte récupérée des gliadines et des hordgines est réspectivement de 4,90 £ 2.60 g s0it 9.8
% et de 0,89+ 0.5 g soit .78 % sachant que le poids total est 50 g

Cela signifie que les protéines présentes a I'état de traces dans 1'aliment peuvent se révéler trés
allergisantes.

Eniin nos résultats confirment un facteur direct de l'allergenicité qui caractérise les protéines

allergenes alimentaires d'origines animales et végetales,

-61-


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Conclusion

Dans notre travail, les analyses hématologigues des cas d'allergie ont révélés limplication
des basophiles et des ¢osinophiles dans le phénomene d'allergie, vue le nombre élevée trouvée
de ces cellules. En effet, les basophiles et les éosinophiles sont des cellules effectrices
importantes dans les maladies allergiques chez 'homme.

Elles jouent un rdle pivot dans I'inflammation allergique en libérant de nombreux mediateurs
pro-inflammatoires commnie I'histamine.

Les résulfats montrent que les allergénes alimentaires d'origine végetale ou animale ont un
point isoélectrique (pHi) acide : 3,88 + 0,47 pour les gliadines de ble, 3,73 + 043
pour les hordéines de f'orge et 3,75 = 0.1 pour la B-lactoglobuline de lait de vache.

La quantité des protéines extraite de différents produits alimentaires est la suivante :

» 490+ 2,60 gdes gliadines de blé.

s 0,89+ 0,5 gdeshordéines de l'orge.

o 1,16 0,04 g de la B-Jactoglobuline.

Le volume de lactosérum récupére est 213,33+ 11,96 ml,

Savoir ce qui transforme une protéine au priori banale, inoffensive pour l'ensemble de la
population, en un allergéne pour certains groupes prédisposes, et comprendre les mécanismes
par lesquels elle devient progressivément ou soudainement nn allergéne beaucoup plus
agressif et dangereux quauparavant peut étre utile pour le traitement de ces protéines et le

rendre aussi hypoallergénique.
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Resuwme

L'¢tude de certains cas dallergie a permis de définir certains composants du  systéme
immunitaire impliqués dans l'allergie. Les résultats montrent l'augmentation du nombre des
basophiles et des cosinophiles, ce qui signifie que ces ceilules joue un réle trés important dans
le phénomiéne de l'ailergie.

Concemant l'extraction des protéines allergénes des produits alimentaires a permis de
caractériser ses composants,

D’pres nos résultats, il s™avere que

- Ces protéines ont un pHi acide : 3,88 + 0,47 pour les gliadines de blé, 3,73 =+ 0,43 pour les
hordéines de l'orge et 3,75 + 0,1 pour la f-lactoglobuline du lait de vache.

- La quantit¢ des gliadines de blé est moyennement 4,90 + 2,60 g, alors que pour les

hordéines de l'orge 0,89 + 0.5 g, la B-lactoglobuline du lait de vache est 1,16 = 0,04 ¢
MOTS CLES

Allergie - Acariens -Basophiles — Eosinophiles — Tests Allergologiques — 1gE spécifiques —

pH-iso¢lectrique~ Protéines Allergénes.
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Abstract

The study of some cases of allergy permif to identificate every element of immune system
enters in.

The results of haematological tests present a surplus in number of basephils and the
eosinophils; it signifies that these cells have an important role in the phenomenon of allergy.
Extraction of allergen proteins from aliments products permit to determine her characteristics.
Ore resulis are:

- They have an acid point of non electric: the phi of gliadin of the corn is 3, 88 = 0, 47. pHi of
hordein of the barley is 3,73+ 0,43 and 3,75 +0,1 for the B lactoglobulin of cow milk.

- The quantity of profeins extract s : 4.90 + 2,60 g for the gliadin of corn, 0.89 + 0.5 g for
the hordein of barly and 1,16 % 0,04 g for the 3 lactoglobulin of cow milk.

Key words:

Allergy — Acariéns — Basophils — Eosinophils — Allergologic tests — IgE specifics — pH-

iseclectric - Allergens proteins.
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