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Summary

Allergic diseases are a common cause of illness in most industrialized countries. The
prevalence of allergic disorders has been increasing in the past 10-15 years. Peanut, cow's
milk, eggs and fish are strong allergens frequently found in many food products (flours,
wines...). Therefore Codex Alimentarius called for the mandatory and comprehensive
labelling of all products prepared with these proteins. Our purpose was to establish
animal models producing specific immunoglobulin IgE and IgG1 to some food proteins
(peanut, fish, albumin and casein) and developing anaphylactic reactions. First of all, we
studied wine allergy in four strains of mice (C3H, CBA, DAB/2 and SJL). After the
various steps of clarifying, we showed that the settling, filtration and ageing are important
stages for the elimination of the proteins used for clarifying the wines. Then, we studied
the cross reactivity of peanut-specific antibodies with lupine in four mouse strains. More
specifically, C3H, CBA, SJL. and BALB/c¢ mice were sensitized with peanut. We showed
that mice of different genetic backgrounds can be sensitized to peanut by ip injection to
develop anti-peanut Abs that cross react with lupine. Cross-allergenicity may not directly
correlate with the presence of cross-reactive Abs since no clinical symptoms of cross-
allergenicity were seen after ip challenge with lupine. Lastly, we studied the antibody
responses to peanut induced in mice after several routes of sensitization in the presence
of several adjuvants. We showed that peanut given in the diet with or without adjuvant
did not sensitize C3H and CBA mice or cause any allergies. In conclusion, the ip
immunization in the presence of alum as an adjuvant remained the fastest means and

most effective way to obtain a model of allergic mice.



Résumé

L’allergie alimentaire est actuellement inquiétante par sa fréquence dans les pays
industrialisés. En effet, son incidence est en constante et rapide augmentation. Parmi les
allergenes majeurs : I'arachide, le poisson, I'ceuf et le lait de vache sont couramment
trouvés dans de nombreux produits agro-alimentaires (farines, vins...) d’ou I'obligation
d’un étiquetage systématique. Notre objectif était d’établir des modeles de souris
allergiques, a certaines protéines alimentaires (arachide, colle de poisson, albumine et
caséine), caractérisés par la production 7z vivo I’'IgE et d’IgG1 sériques spécifiques de ces
protéines et par les manifestations cliniques suites aux tests de provocation avec ces
mémes protéines. Nous avons étudié, tout d’abord, I'allergénicité des vins sur quatre
souches de souris (C3H, CBA, DAB/2 et SJL) apres les différentes étapes du collage et
nous avons montré que la décantation, la filtration et le vieillissement sont des étapes
importantes pour I’élimination des produits utilisés pour la clarification des vins. Ensuite,
nous avons ¢tudié la réaction croisée arachide-lupin chez les souris C3H, CBA, SJL et
BALB/c sensibilisées a I'arachide et nous avons montré que la réaction croisée arachide-
lupin 7z witro n’implique pas une allergie croisée arachide-lupin. Enfin, nous avons,
expérimenté et comparé plusieurs approches et voies de sensibilisation pour identifier les
facteurs environnementaux nécessaires a la manifestation de la réponse allergique. Nous
avons conclu que la sensibilisation avec I'arachide par voie orale naturelle sur un modele
de souris sensibilisable (C3H et CBA), en présence et en absence d’adjuvant, ne provoque
pas d’allergie. En conclusion, la voie intrapéritonéale en présence d’adjuvant reste le

moyen le plus rapide et le plus efficace pour obtenir un modele de souris allergiques.



TABLES DES MATIERES

1 INTRODUGCTION......ciioveeereeeesseesesseessseeessssesesssesssesssssssesssssesss s sss s assssssensseessssesenssenns 9
1-1 DETINItION dE PAIIEIGIE ... 9
1-2 Réaction d’hypersensibilité : classification selon Gell et Coombs............cccccuevneeeee. 10
1-3 Les fonctions des cellules ThL €t Th2 ..o, 12
1-4 Les anticorps impliqués dans I’hypersensibilite immediate...............cccoeovrierierrennnne, 13
1-4-1 Origine et structure des IgE ... 13
1-4-2 Les récepteurs aux IgE ..o 14
1-4-3 Les cellules effectrices de la réaction aller@iqUe......ovviiiiiiciiiinii s 16
1-4-3-1 Les cellules intervenant dans la phase précoce : mastocytes et basophiles.................... 16
1-4-3-2 Les cellules intervenant dans la phase tardive de nature inflammatoire.............c.cc.c...... 17
1-4-4 Les principaux médiateurs chimiques de la réaction allergique .....covvvvviviiiiiniiniiiinicicieine, 18
1-4-4-1 Les MEdiateurs PréfOrmEBS .......oovcvciiieicesiee e 18
1-4-4-2 Les MEdIiateurs NEOTOMMIES .........ccciviieeiiieii e enas 20
1-4-4-3 LS CYLOKINES .....oeveieeicicecteee ettt ettt e sn e st et enesnesnennanes 20
1-4-5 165 ChIMIOKINES 1vviivveiiiriieirieeiiessisteesbeeesabe s s sbeeesbe s e sabesssbe e s sabe s e sbbe s s sbbeesabesesbbessbeeesabeeesbbessabeas 21
1-5 Lallergie aliMeNtaire ........cccoeeeeee s 21
1-5-1 Les caractéristiques de I'allergie alimentaire ......ccvviiciiiiiciiiiiic 21
1-5-2 Symptomatologie des allergies AliMENTAILES .vvvvviviiiriiiiiii s 22
1-6 Différenciation entre allergie, intolérance et intoxication alimentaire......................... 23
B B T 10 1< T el <SOSR 23
1-6-2 Les intoxications AliMENTAILES .uevvveirueeieeireiieesiieseeesteeseesseesseesseesseesseesseesseesseesseessseessessseean 24
1-7 Epidémiologie générale des allergies alimentaires..........c.cocoovevrieneeneeieeseenrenenne, 24
1-7-1 L’épidémiologie varie en fonction des parametres ¢tudiés......ouvmviiiiiiiniiiiniii i, 25
1-7-2 Les facteurs de fISQUES ..viuiiiiiiiiiiiiiisi s 30
1-7-2-1 Les facteurs lIES & IINIVIAU ........ccovciiiieiiieecee e 30
1-7-2-2 Les facteurs liES & PenVIrONNEMENT ..o e 31
1-7-3 Les principaux allergénes alimentaires ..ouvviiiiiiiisiisis s 32
1-7-3-1 Les principaux allergénes d’origing VEgetale ............ccooevevvciciiici s 32
1-7-3-2 Les principaux allergenes d’origine animale..............cooeeeirininnnsneienessse s 36
1-8 Natures des allergenes alimentaires ............coocceviceieceesece s 38
B B € s 13 21 {1 X PO PP 38
1-8-2 Structure des allergenes. ..o 39
1-9 Allergies Croisées et réactivites CrOISEES ..........coeviiereiiiireieieee e 40
1-9-1 AlLCLZIES CLOISEES. 1uvvriririrriiiiiisii ittt b s bbb 40
1-9-2 REACHIVILE CLOISEEL vreiirreriiiirreriesiitrieessisber e et asbeeeessbbesessebbereesabbeeeessabbeeessabbersesssbeesessbbensssssbenaesas 42
1-9-3 Réactions croisées et aller@ie CrOISEC .. 43
1-20 AHIEIGENICILE. .......oeee bbb 44
1-11 Diagnostic d’une allergie alimentaire...........ccocovveeveiiieeiece e s 46
1-12 TTAIEMENT ...ttt es 48
1-13 Allergies alimentaires et Modeles animauUX ...........ccoerrrererinreneneeeseeseeeeeeeenes 49
2- INTRODUCTION DU TRAVAIL.....ocii ettt st 51



2-1 Risque AllergiqUe BT VIN.........coireeieesesee et 52

2-2 Risque allergique et réaction croisée arachide IUPIN ... 53
3- MATERIELS ET METHODES .......coo oottt st 55
K N o0 T T TP 55
T Ve 10 PRSP 55
/171 P 55
3-2 LES AIEIGENES ... 55
3-2-1 Les colles allergisantes utilisées pour la clarification du vifnl ....ccvevicviniiiiininiiniie, 55
3-2-1-1 CASBINE.... ettt bbb bbbttt 55
3-2-1-2 COlIES UE POISSON ....c.vviiiieiisieieie sttt sttt b et sb ettt b et e bt ne e ene s 56
3-2-1-3 AIDUMING A7 08U ...t 56
I IS Yol o (<RSP ORTP 56
3-2-3 e TUPILiuiiiiiiiiiii i s 56
-3 AQJUVANTS. ...ttt 56
3-3-1 Hydroxyde d’aluminium ......cccceiiiiniiiiiii s 56
3-3-2 TOXINE ChOLELIQUE ...eiuiiiiiiiiiiiicic s 57
3-3-3 Adjuvants complet et incomplet de Freund.......ccocvviiiiiniiiiiiiiiiii, 57
I I 1 1o > TP STOT 57
3-4 D0SAGE UES PIOEINES ......vvevicieicre ettt 57
3-5 Immunisation des MOdeles aNIMAUX .........ccvrerrirrerrirmneeeeeessseee s 57
3-5-1 Aux colles CNOLOZIGUES ...vcviiuiiiiiiiiiiisisis s 57
KT R O 4 = =N =T o] | o S 57
3-5-1-2 CREZ 18 SOUNIS ...ttt bbbttt bt 58
T T N VYol o L [ SO 58
3-5-2-1 Immunisation par voie intrapériton€ale .............ccovevveiviiereieiciese e 58
3-5-2-2 ImmuNISation Par VOIE OFAIE ..........ccviiieiieieiriese et 59
3-6 Evaluation de PPallErgie .........cccviceicceceeseee e 60
3-6-1 Signes biologiques : ELISA .....cccoiiiiiiiiiiii s 60
3-6-2 Signes cliniques : test de PrOVOCALON ..cvviviiiiiiiiiiiiiii i 61
3-7 Préparation des échantillons de vins collés au laboratoire...............cccccocveevicvicrnennn. 62
3-7-1 Caractéristiques des vins SEIECHONNES .uvviiieiiiiiisiiii s 62
3-7-2 Collage expérimental au labOratoife .. ..ciiiiiiiiiniiiiii 62
3-7-2-1 Collage @ 18 CASEINE ......ceuiiiiiieieie et 62
3-7-2-2 Collage auX ICHLYOCOIIES ........coiveiciecceeecce e 62
3-7-2-3 Collage & I"alDUMINE ... e 63
3-8 Préparation des echantillons de vins commercialiSes...........cocoovvcevireceieieeesecrennn, 64
3-8-1 Vin de Bordeaux collé a 'albumine avec lysozyme (AaL).....ccccoivciiininiieininnnenes 64
3-8-2 Vins collés a 1a caséine (K)....uivueieeeieeiieiieieieeieeieeee e 65
3-8-3 Vins collés a la colle de poisson flocon (IF).....cccviiiiiiiiiiiiiis 65
3-9 Allergeénicité des produits de collage / tests de provocation ..............cccccevevecerecrenne. 65
3-9-1 Les vins COIIES AU JaDOTALOILE 1vvuvveiveeireeiiesiiesieesteeseessteesteessee st e e s e e e e steesreesreeeseesseesnneenee e 65
3-9-2 1es VINS COMMELTIALISES 1uvrrriurieiireeeiieeiitreesiteeesteeestreesbeeestaeesbeeesabeessbeeesbeeesabeeebeeesnreeesaressnns 65
3-10 Caractérisation immunochimique des antigénes/ allergenes ............cccocoeveeveveivennn. 66
3-10-1 Analyses électrophorétiques des différentes colles. ..., 66
3-10-2 Révélation des allergeénes avec les sérums : immuno-empreinte ..o 66

6



3-10-3 Analyse électrophorétique des protéines contenues dans 'extrait d’arachide et dans la farine

e TUPINL 1t 66
311 SEALISTIGUE ...t 67
4- RESULTATS ET DISCUSSIONS ..ottt nne e 68
4-1 Mise au point d’un modele de souris allergiques aux différentes colles cenologiques.
Recherche de traces de ces colles dans 18 ViN..........ccoorncncecsese e, 68
4-1-1 Résultats de I'analyse par électrophorese des protéines contenues dans les différentes colles
JPULES 1ttt bbb bbb h b 68
4-1-2 Résultats de immMUuNO-MPLEINte ...oviviviriiiciiiiii s 68
4-1-3 La mise au point de modeles animaux sensibles a 'albumine, a la colle de poisson et a la
LYo < 70
4 -1-3-1 Modeles lapins pour la production d’1gGt spécifiques anti-colles ...........ccccceverveerieneae 70
O T\ oY [ TR Yo 1o s F TP O 70
4-1-4 Effets des différents échantillons de vins collés au laboratoire sur les C3H et DBA/2
5ensibilisées AU AIffErENtES COLES vuiiiriiiiiiiiiiiiiiii et s s sbb e s sb e e s sbe s e sbb e s sbeeesabessnes 74
4-1-5 Effets des différents échantillons de vins commercialisés sur les C3H et DBA /2 sensibilisées
PN oll Tt oo |1 SRR 77
N ) IRy os Yy () s WP SO 78
4-2 Mise au point d’un modeéle de souris allergique a I’arachide pour étudier les
réactions allergiques croisées entre I’arachide et le lupin...........cccocoeveevceiceccecceccne, 84
4-2-1 Contenu en protéines de la préparation d’arachide......ccccvviiiiniiniiniiiiininiii, 84
4-2-2 Contenu en protéines de la farine du Iupin ..o 84
4-2-3 L’analyse électrophorétique de la farine de lupin et de Pextrait d’arachide......ccvviiiiiiininnene 84
4-2-4 Modéle de soutis sensibilisés 2 Parachide....uciiriiiiiiciiiiiiiiee e bee e e 84
4-2-4-1 Sensibilisation des différentes souches de souris a I’arachide par voie intra-péritonéale.
........................................................................................................................................................ 84
4-2-5 Réactions croisées in vitro anti-lupin des souris immunisées a 'arachide .......ccoccvviniiiinnnne 87
R B Y oE L] o o 88
4-3 Effets, sur la réponse immunitaire, de la voie d’administration, de la souche de
souris et de la forme sous laquelle I’antigéne est administré ...........cccocoeveevenicveenenn, 93
VG T I P T Ya 18 Lor (o) s NUURRRR OO 93
4-3-2 Sensibilisation des SOULS PAL VOIE 1P vvivrviiieiiiiisiiisi s 93
4-3-3 Sensibilisation des soutis par intubation astrique ......cvveriiiiiiiieis 95
4-3-4 Sensibilisation des soutis patr voie buccale. ... 96
4-3-4-1 Consommation d’extrait d’arachide en absence et en présence d’alun (ip) .......c.cc....... 96
4-3-4-2 Consommation d’arachide sous forme de graine entiere. ..........ccccooevvievierennnn. 96
T ) 1Ryt Y () s WP SO 97
5- CONCLUSION. ... .ottt e et e s reetesra e tesreetesneentesneensens 104
6- PERSPECTIVES ...t b e nre s 106
T-BIBLIOGRAPHIE........cooe ettt et s st e te e sreesare e te e 107
8- SOURCES ELECTRONIQUE: ..ottt st nne s 117
- ABREVIATIONS ... bbb bbb nb e e b 118
10- LEXIQUE ...ttt sttt sttt s e st e e s e te e e e s neeneeaneeteaneeneenreens 119



11- PUBLICATION



Tableaux

Tableau 1 : Exemples de réactions d’hypersensibilité immédiate

Tableau 2: Les principaux symptdmes gastro-intestinaux rencontrés lors d’allergies alimentaires (Sampson,
1999).

Tableau 3: Les principaux symptdmes cutanés rencontrés lors d’allergies alimentaires (Sampson, 1999)

Tableau 4: Les sensibilisations les plus fréquentes chez 500 porteurs d’allergies alimentaires (André, 1992)

Tableau 5 : Les protocoles d’immunisations :

Tableau 6: Electrophorése, aprés coloration au bleu de coomassie, de la caséine (A), de I’albumine (B) et du
poisson (C) et aprés I'immuno-empreinte avec les sérums de souris et de lapins immunisés avec les trois
colles et avec les sérums de patients allergiques au lait de vache, au blanc d’ceuf et aux poissons

Tableau 7: Le rapport IgG1/1gG2a chez les différentes souches de souris sensibilisées aux différentes colles
pures

Tableau 8 : Evaluation des stades cliniques observés a Jg aprés le 1% test de provocation ip avec les colles pures
(1 mg/ souris), chez les souches C3H, CBA et SJL (n=3) et la souche DBA/2 (n=4) immunisées a J, avec
I’albumine (avec et sans lysozyme), la colle de poisson (flocon et préhydrolysée) et la caséine et a Ji6
aprés le 2°™ test de provocation (i.p) consécutif & une 2°™ immunisation a J;; chez les mémes souches de
souris

Tableau 9 : Le rapport IgG1/IgG2a anti-caséine chez les souris de la souche DBA/2 immunisée avec la caséine

Tableau 10: Evaluation, chez les souris sensibilisées, des stades cliniques (0-5) obtenus aprés les tests de
provocation : A par voie i.p avec différents échantillons de lyophilisats de vins (cabernet Franc, Chenin,
Sauvignon) a J;s et Jp;, B par voie orale avec différentes colles pures a J3s sur la souche C3H immunisée
avec Aal, AsL, IF, IS et la souche DBA/2 immunisée avec K. n = nombre de souris sensibilisées

Tableau 11: Les signes cliniques apres les tests de provocation par voie i.p avec les échantillons des lyophilisats
de vins commercialisés.

Tableau 12 : Les bandes protéiques (kD) des protéines d’arachide et du lupin obtenues par électrophorese
(SDS)

Tableau 13: Moyennes et écarts types des densités optiques (DO) pour les différents isotypes a spécificité anti-
arachide pour chaque souche de souris a J;, Jis, J30 et Jss5 (dilution des sérums: 1.10° sauf dosages
IgE :1.107™. Rapport IgG1/1gG2a a J;s, J30 et Jgs

Tableau 14: Nombre de souris dont le sérum est positif en IgE anti-arachide.

Tableau 15: Les tests de provocation par voie i.p avec I’extrait d’arachide. Evolution des signes cliniques et
pourcentage de décés de souris ayant présenté des signes cliniques

Tableau 16: Nombre de souris dont le sérum contient des IgE a activité spécifique anti-lupin

Tableau 17: Moyennes et écarts types des densités optiques (DO) pour les différents isotypes a spécificité anti-
lupin pour chaque souche de souris immunisées avec 1’extrait d’arachide par voie i.p en présence d’alun a
J7, J1s, J30 et J4s (dilution des sérums: 4. 107 sauf dosages IgE: 1.10'1) Rapport IgG1/IgG2a a J;s, J3g et Jus

Tableau 18: Le rapport densité optique / bruit de fond a J;: <2 =-; 2-3 =+; 3-5=+4+; 5-7=+++; 7-15 =
- >15 =



Figures

Figure 1 : Représentation schématique du FceRI et de ses unités modulaires.

Figure 2 : Activation des mastocytes et des basophiles

Figure 3 : Action des médiateurs néoformés

Figure 4 : Les protagonistes de la réponse immunitaire

Figure 5 : Schéma des épitopes linéaires et conformationnels

Figure 6: Gel d’¢électrophorése SDS-PAGE, coloration bleu de Coomassie, suivie d’immunoblot sur la
membrane de nitrocellulose avec les trois colles :

Figure 7: Les niveaux des IgG sériques spécifiques, mesurés a J.7, J;s, J35 et Js7, chez les lapins immunisés par
voie i.p avec I’albumine avec lysozyme, la colle de poisson flocon et la caséine

Figure 8 : Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, IgG1, IgG2a et IgGt) A : anti-
albumine sans lysozyme, B : anti-albumine avec lysozyme, C : anti-colle de poisson flocon, D : anti-colle
de poisson préhydrolysée et E : anti-caséine, mesurées a Ji4, chez les souches C3H, CBA et SIL (n = 3)
immunisées avec les différentes colles.

Figure 9: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, IgG1, IgG2a et IgGt) anti-caséine
mesurées a J.7, Jo, J14 et Jo3, chez les souris de la souche DBA/2 (n=4)

Figure 10 : Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, IgGl, IgG2a, IgGt) anti-
albumine sans lysozyme, anti-albumine avec lysozyme, anti-colle de poisson flocon, anti-colle de poisson
pré-hydrolysée et anti-caséine, mesurés a Ji, apres le protocole d’immunisation avec les colles pures et a
Jy aprés le premier test de provocation par voie i.p avec les lyophilisats de vins, chez les souris C3H et
DBA/2 (caséine)

Figure 11: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, 1gGl, IgG2a et IgGt) anti-
arachide, mesurées a J;, Jis, J50 et Jsschez les souris des souches C3H, CBA, Balb/c et SIL (n= 10)
immunisées par voie i.p avec |’extrait d’arachide en présence d’alun

Figure 12: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, IgGl, IgG2a et IgGt) anti-
arachide qui reconnaissent la farine de lupin, mesurées a J;, Jis, J3o et Jys, chez les souris des souches
C3H, CBA, Balb/c et SJIL (n= 10) immunisées par voie i.p avec |’extrait d’arachide en présence d’alun

Figure 13: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, IgGl, IgG2a et IgGt) anti-
arachide chez les souris des trois souches C3H, CBA et SJL immunisées par i.p avec 1’extrait d’arachide
en absence d’alun

Figure 14: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, I1gGl, I1gG2a et IgGt) anti-
arachide chez les souris des trois souches C3H, CBA et SIL immunisées par gavage gastrique avec
I’extrait d’arachide sans adjuvant

Figure 15: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, 1gGl, IgG2a et IgGt) anti-
arachide chez les souris des trois souches C3H, CBA et SJL immunisées par gavage gastrique avec
I’extrait d’arachide associ¢ a la toxine cholérique

Figure 16: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, 1gG1, 1gG2a et IgGt) anti-
arachide chez les souris des trois souches C3H, CBA et SJL immunisées par gavage gastrique avec
I’extrait d’arachide associé en présence de maalox



1- INTRODUCTION

D’apres les études épidémiologiques 20% des individus présenteraient une maladie
allergique dont I'expression clinique est variable allant de signes discrets et épisodiques a la

maladie grave de pronostic pouvant étre fatal.

1-1 Définition de I’allergie
Les réactions allergiques et anaphylactiques sont connues depuis 'Antiquité, mais c’est
seulement en 1902 que Richet et Portier étudient de fagon précise une réaction de type

anaphylactique chez le chien.

Le terme allergie crée en (1906) par Von Pirquet dérive du grec Allos (autre, différent) et
Ergon (réaction), signifie d’une facon large, un ensemble de manifestations cliniques liées a
une réponse anormale de 'organisme a I'introduction de substance(s) non toxique(s), faisant
intervenir une réponse immunitaire excessive et/ou inadaptée spécifique de la (des)
substance (s) en cause, et ne survenant que chez un nombre limité d’individus. Ce mot est
devenu ensuite synonyme d’hypersensibilité, principalement d’hypersensibilité immédiate.

I’antigene en cause est appelé allergene.

Le terme « maladie allergique » a été utilisé pour la premicere fois en 1911 par Coca et Coke.
La maladie allergique est spontanée. Elle est provoquée par certaines substances dont les
voies d’introduction dans I'organisme sont variées (inhalation, ingestion, contact cutané,
injection). La population souffrant de maladie allergique est dite allergique. Le terme
«atopie » a également été proposé par Coca et Coke en 1920 pour caractériser la
prédisposition héréditaire a se sensibiliser a certaines substances de 'environnement selon
un mécanisme  d’hypersensibilit¢é  précoce  provoqué par lintermédiaire  des
immunoglobulines E (IgE). Un terrain atopique peut étre présent sans pour autant que la

réaction allergique se développe.

L’anaphylaxie se définit comme étant Pétat contraire d’une protection. Clest I’état de
sensibilité qui survient lors de la réintroduction de Tantigene chez un individu déja
sensibilisé a cet antigene. Les réactions d’hypersensibilité qui se produisent au cours de cette

réintroduction, provoquent des réactions locales et/ou générales nocives pour I'organisme.

L’anaphylaxie n’est présente que dans les cas d’hypersensibilité immédiate (de type I).



Symptome Allergénes en cause Voies de pénétration conséquences
Anaphylaxie -Médicaments Intraveineuse (Edéme
-Sérum Transcutanée Vasodilatation
-Venins Bronchospasme
d’hyménopteres Arrét circulatoire
Urticaire -Piqlires d’insectes Sous-cutanée Vasodilatation
-Prick test ou IDR (Edéme

Rhino-conjonctivite |-Pollens (arbres, Inhalation : -(Edéme de la muqueuse
graminées, herbacés...) |-Voies respiratoires nasale

Asthme -Acariens supérieures -Bronchoconstriction
-Phanéres d’animaux -Voies respiratoires -Augmentation de la

Certaines dermites | (chat, chien ...) inférieures sécrétion de mucus

atopiques -Inflammation

bronchique
Allergies Aliments (poissons, Digestive -Urticaire
alimentaires fruits de mer, ceufs, -Diarrhée

farines ...)

Tableau 1 : Exemples de réactions d’hypersensibilité immédiate




1-2 Réaction d’hypersensibilité : classification selon Gell et Coombs
Cette classification a été établie par Gell et Coombs en fonction de la chronologie des

réactions et de leurs mécanismes physiologiques. On distingue quatre grands types :

Les 4 grands types d’hypersensibilité :

Les réactions de Type I (immiédiate, a médiation IgE5): Elles se rencontrent dans le cas d’allergie des
voles respiratoires supérieures (rhinite allergique), des voies respiratoires inférieures
(asthme), dans l'eczéma atopique, dans le choc anaphylactique survenant avec les
médicaments (curare, antibiotiques), ou les venins hyménopteres et dans la plus grande

partie des allergies provoquées par les aliments (tableau 1).

Les réactions de Type 11 : cytotoxique et cytobytigne : Elles mettent en jeu des IgG spécifiques
capables d'activer le complément et de provoquer une destruction des cellules sanguines par
allergie médicamenteuse (les cytopénies médicamenteuses). L’hypersensibilit¢ de type 1I
n’intervient que de manicre exceptionnelle dans les réactions immunitaires déclenchées par

les aliments.

Les réactions de Type 111 : semi-tardive, a complexes immmuns : Elles mettent en jeu des complexes
immuns circulants formés par I'association d'IgG ou IgE spécifiques avec 'allergene. Ces
complexes précipitent dans les vaisseaux et entrainent des vascularites allergiques, la maladie
sérique, des pneumopathies et néphropathies immuno-allergiques. Les réactions de type 111
peuvent théoriquement intervenir vis a vis des aliments par exemple dans les
thrombopénies provoquées par les protéines du lait de la vache, les agrumes ou la quinine

présente dans les boissons toniques.

Les réactions de Thype IV : retardée, a médiation cellulaire : Elles impliquent des lymphocytes T
spécifiques qui en présence de l'allergene entrainent la production de cytokines
inflammatoires (LT CD4+) ou activent la cytotoxicité (LT CD8+). Elles concernent les
eczémas de contact, la dermite atopique, I'allergie microbienne. I’hypersensibilité de type
IV est probablement le mécanisme responsable de la maladie cceliaque et des formes

entéropatiques d’intolérance aux protéines du lait de vache [1].
Les étapes de la réaction d’hypersensibilité de type I

En eux-mémes les allergenes ne constituent pas un danger pour Porganisme, a la différence
des virus et bactéries, mais le systtme immunitaire de certains individus les considere a tort

comme tel et déclenche une réaction de défense de 'organisme contre cet intrus, réaction a
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lorigine de la symptomatologie clinique. La réaction allergique immédiate IgE-dépendante
de type I s’effectue classiquement en deux étapes : une phase de sensibilisation suivie de la

réaction allergique proprement dite.

Premicre étape : la sensibilisation. Le premier contact de lallergéne avec le systeme
immunitaire conduit a la production d’IgE spécifiques. L’allergene est pris en charge et
appreté par des cellules présentatrices de I'antigene (CPA). Les épitopes de I'allergene sont
présentés aux lymphocytes T auxiliaires (T helpers, Th), en association a des molécules de
classe II du complexe majeur d’histocompatibilit¢é (CMH). Les lymphocytes Th
reconnaissant le complexe CMH-épitope sont alors activés et sécretent des cytokines dont
le role est, entre autres, de réguler la réaction en modulant les coopérations cellulaires et
moléculaires. Les lymphocytes T sont de deux types, Thl et Th2, qui sécretent des profils
de cytokines différents. Les Th2 sont plus particulierement impliqués dans les réactions
d’hypersensibilité. Les cytokines sécrétées par les Th2 (TCD4* spécifiques de I'antigene),
notamment I'IL.-4, induisent, au niveau des lymphocytes B, la commutation isotypique des
IgD membranaires, spécifiques de l'allergene, vers les IgE spécifiques. Les lymphocytes B
sont activés et se transforment en plasmocytes sécréteurs d’IgE spécifiques. Ces IgE sont
retrouvées pour une part dans la circulation sanguine. Les autres se fixent, par leur fragment
Fc, sur les FceRI des mastocytes et les basophiles, ces cellules sont alors dites
« sensibilisées». Cette premicre étape, appelée phase de sensibilisation, muette cliniquement,
prépare I'organisme a réagir de fagon immédiate lors d’un second contact avec I'allergene
[2].

Deuxieme étape: la réaction allergique proprement dite. Le second contact avec
Iallergene (ou un allergene de structure proche dans le cas des allergies croisées) entraine
une réaction qui s’accompagne de manifestations cliniques. L’allergéne va se fixer sur les
IgE immobilisées sur les mastocytes et les basophiles. Cette fixation induit le pontage des
IgE a la surface des cellules, les récepteurs aux IgE vont alors se rapprocher, s’agréger,
entralnant une désorganisation de la membrane cellulaire et I'exocytose des granules
contenant des médiateurs chimiques dont le principal est I’histamine ainsi que d’autres
médiateurs (PGD2, leucotrienes, PAF) et des cytokines pro-inflammatoires. Outre leurs
effets directs concernant la vasodilatation et 'augmentation de la perméabilité capillaire, ces
médiateurs attirent d’autres cellules (granulocytes éosinophiles) dans le tissu lésé et

favorisent les réponses allergiques. C’est au cours de ce deuxiéme contact avec 'allergene
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que le sujet déclenche une manifestation clinique de nature allergique plus ou moins grave
en fonction de chaque individu. Les IgE sont ainsi le support de la réaction

d’hypersensibilité de type I (tableau 1).

1-3 Les fonctions des cellules Thl et Th2

Les Thl sont impliquées dans les réactions inflammatoires a médiation cellulaire comme
les réactions d’hypersensibilité retardée ou I’élimination d’agents pathogenes intracellulaires.
Cette immunité est caractérisée par lactivation des macrophages et la production de
lymphocytes T cytotoxiques [3]. Les cellules Thl induisent des réponses immunitaires
protectrices en favorisant la production d’anticorps dominée par lisotype IgG2a chez la

sourts [4].

Les Th2 sont plutét impliquées dans I'induction de réponses anticorps de type IgG1 et
IgE et dans les phénomenes d’éosinophilie. La production d’1L-4 stimule les cellules B vers
la production d’IgE et IgG1 chez la souris et d’IgE et d’IgG4 chez ’'Homme [5, 6]. IIL-5
est pour sa part, une cytokine permettant 'activation des éosinophiles mais également
capable d’amplifier la production d’IgE. Ainsi, les cytokines de type Th2 sont fréquemment
retrouvées dans les processus allergiques et dans les réponses a forte sécrétion en anticorps
[7]

La description des sous-types 1 et 2 des lymphocytes auxiliaires chez la souris a permis de
proposer chez 'homme une explication a 'inflaimmation observée dans ’asthme ainsi qu’a
sa relation avec l'atopie. Les différences fonctionnelles entre lymphocytes Thl et Th2 ont
également permis de proposer une explication a 'augmentation récente de la prévalence de
Pasthme et des maladies allergiques. Cette approche conduirait a développer des stratégies
thérapeutiques inhibant la réponse Th2 associée a la production d’IgE et a I'inflammation
due aux éosinophiles et a stimuler la réponse Th1 associée a la défense anti-infectieuse. Des
travaux récents vont cependant a 'encontre d’un tel schéma, probablement trop simpliste.
I a en effet été démontré que la réponse Thl (IFN,) pouvait étre augmentée dans 'asthme.
Par ailleurs, la stimulation de la réponse Thl dans des modeles animaux d’hyperactivité
bronchique n’améliore pas toujours les parametres fonctionnels ou inflammatoires. Chez les
asthmatiques, plusieurs études ont démontré que les traitements anti-asthmatiques
permettant ’'amélioration de la maladie pouvaient s’accompagner d’une augmentation de la
réponse Th2. Au plan épidémiologique, la théorie dite hygiéniste expliquant 'augmentation

de latopie par la baisse des infections et une réponse Thl amoindrie, est également
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contrecarrée par augmentation simultanée dans les mémes populations de pathologies
auto-immunes caractérisées par 'exacerbation de la réponse Thl. L’ensemble de ces
obsetrvations remet donc en cause le dogme Th1/Th2 et suggere un schéma ou les deux
types de lymphocytes auxiliaires contribuent au développement de latopie et de

I'inflammation [8].

1-4 Les anticorps impliqués dans ’hypersensibilité immédiate

1-4-1 Origine et structure des IgE

Les IgE, dont la synthese est contrélée par les TCD4" spécifiques de I'antigene, sont issues
d’un processus de commutation isotypique d’IgD spécifiques vers IgE. Elles sont
synthétisées et excrétées par les lymphocytes B et les plasmocytes a IgE. Ces cellules
possedent des IgE de membrane, qui permettent de les identifier et de les dénombrer avec
une certaine précision. Chez les individus non allergiques, le nombre des lymphocytes B et
des plasmocytes a IgE est tres faible (1% de la totalité des lymphocytes) dans le sang, la rate,
et les ganglions lymphatiques sous cutanés. Il est un peu plus élevé (4%) dans les
muqueuses respiratoires et digestives, et dans les ganglions lymphatiques annexés aux

bronches.

Les IgE sont des immunoglobulines monomériques de PM 190 000. Elles sont constituées

de 4 chaines polypeptidiques dont deux chaines lourdes (H) comprenant un domaine
variable et quatre domaines constants (Cel, 2, 3, 4) et de deux chaines légeres (L) de méme

type soit K soit A. Il n’existe pas de sous classe d’'IgE. Les IgE de type k représentent
environ les 2/3 des molécules d’IgE. Les IgE sont normalement produites au niveau des
principaux sites d’infection parasitaire; la peau, les poumons et lintestin. Les réactions
induites par les IgE rencontrées lors de réactions allergiques (inflammation,
bronchoconstriction, sécrétion du mucus, vomissement et diarrhées) représentent en fait les
changements anatomiques et physiologiques normalement mis en ceuvre pour lutter contre
les parasites, role « normal » des IgE. Les IgE ne traversent pas le placenta et ne fixent pas
le complément. Les IgE se retrouvent dans le sérum mais aussi dans des sécrétions telles
que la salive, les sécrétions nasales, les lames, les urines, les selles. Les concentrations
sériques sont quasiment nulles a la naissance et augmentent progressivement jusqu’a
atteindre 50 2 100 UI /ml chez P’adulte [9]. Du fait de leur niveau de synthese faible et de
leur catabolisme important (la demi-vie dans la circulation est 2,5 jours), les IgE sériques

circulantes représentent, chez les individus non allergiques, une infime proportion des
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Figure 1 : Représentation schématique du FceRI et de ses unités modulaires.

Le FceRI est un tétramére composé d’une chaine a, d’une chaine 3 et d’un dimere de chaines y liées
par un pont disulfure. La chaine o contient, dans sa portion extracytoplasmique, deux domaines
apparentés a la superfamille des immunoglobulines, D1 et D2, qui représentent le module de liaison
pour le ligand IgE. Les chaines B et y constituent le module de signalisation et comportent dans leur
partie cytoplasmique un motif de signalisation, ITAM. La chaine B aurait un role amplificateur de
I’expression et de la capacité de signalisation du FceRI.



anticorps circulants. Les IgE se fixent par leur fragment Fc sur la membrane des basophiles
et des mastocytes, ce qui permet une prolongation de la demi-vie des IgE qui peut alors
dépasser 3 a 4 semaines et aller jusqu'a 12 semaines. Le site de liaison des IgE a leur

récepteur (FceRI) se situe dans le domaine Ce3 et a la jonction Ce2-Ce3.

1-4-2 Les récepteurs aux IgE
On distingue deux types de récepteurs d’IgE : un récepteur de forte affinité FceRI et un

récepteur de faible affinité FceRII (CD23) [10].

Le récepteur FceRI, de forte affinité, est présent chez ’'homme et les rongeurs sous forme

tétramerique (xByy). Cest un complexe membranaire constitutivement exprimé sur les
cellules de 'anaphylaxie : mastocytes et basophiles (50 a 100 000 par cellule). 11 est composé

d’une chaine o, d’une chaine 3 et d’un dimere de chaine y (figure 1).

La chaine « est une protéine transmembranaire, formée d’une partie extracellulaire qui
contient le site de liaison de I'IgE [11, 12], d’'un segment transmembranaire et d’un segment

cytoplasmique.

La chaine J est une protéine tres hydrophobe qui traverse quatre fois la membrane et dont

les extrémités N et C terminales sont cytoplasmiques.

Les deux chaines y sont des protéines transmembranaires avec une courte partie

extracellulaire et une région cytoplasmique tres longue.

Les chaines 3 et y supportent le module de signalisation. Les régions cytoplasmiques C
terminales de la chaine B et des deux chaines y contiennent un motift ITAM

(immunoreceptor tyrosine based activation motif) nécessaire a ’activation cellulaire.

Chez ’homme ce récepteur peut exister aussi sous la forme trimérique («xyy) sans la chaine
B. Il est exprimé d’une fagon variable sur les cellules présentatrices d’antigene telles que les
monocytes, les cellules de Langerhans, les cellules dendritiques du sang périphérique, mais
aussi sur les éosinophiles et les plaquettes. Son niveau d’expression a la surface cellulaire est
moins important que celui du tétramere de méme que sa capacité de signalisation. La
comparaison des deux formes montre que la chaine § a un role amplificateur de

I'expression et de la capacité de signalisation.

La régulation de I'expression du FceRI est sous la dépendance des IgE monomériques qui
ont la capacité d’augmenter son expression [13]. Cet effet est du a la stabilité du récepteur

exprimé sur la membrane. La liaison des IgE avec le récepteur empéche la perte de ce
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dernier. I existe une bonne corrélation entre le niveau des récepteurs FceRI et la
concentration des IgE dans le sérum aussi bien chez la souris que chez '’homme. Etant
donné augmentation des IgE spécifiques au cours des allergies, la présence de récepteurs
FceRI trimériques fonctionnels sur les cellules présentatrices d’antigene, telles que les
monocytes, contribueraient a linitiation et au maintien des réponses atopiques. Les
monocytes des sujets normaux et atopiques expriment des récepteurs FeeRI(ayy) qui
peuvent servir dans la présentation d’antigene aux cellules T. Chez les donneurs normaux
Pexpression des FceRI est variable (de 2 a 40 %, en moyenne 11%). Elle est rapidement
perdue 7z vitro [14]. Le pontage des FceRI empécherait 'apoptose des monocytes par
induction de Bcl2 et Bcl-xl, provoquerait la libération d’IL10 et altérerait en culture la

différenciation des monocytes soit en macrophages soit en cellules dendritiques [13, 15].

Le récepteur FceRII de faible affinité, connu en tant que CD23 est chez '’homme une

lectine de type C dépendante du Ca2*. I existe sous deux formes: CD23a, CD23b. Le
CD23a constitutivement exprimé par les cellules B et qui est associé a 'endocytose des
particules recouvertes d’IgE. Le CD23b, induit par I'IL.-4, qui est présent sur les cellules T,
les cellules de Langerhans, les monocytes, les macrophages, les éosinophiles et qui entraine
la phagocytose des complexes IgE solubles. Le CD23 non protégé subit, a la surface de la
cellule, un processus autocatalytique du a une métalloprotéase endogene. Il en résulte une
série de fragments solubles les CD23s, de poids moléculaires différents qui induisent la
différenciation des cellules B et des cellules T [16]. Le CD23 serait impliqué dans la
synthese des IgE, la forme membranaire induisant une réponse plus faible d’IgE, la forme
soluble induisant une production spontanée d’IgE. En fait, le réle majeur de CD23 7 vivo
serait un signal négatif pour la production d’IgE dans les mod¢les murins d’inflammation
[17]. Le CD23 est aussi présent sur les cellules épithéliales. 11 a été identifié sur la membrane
apicale des entérocytes chez ’homme, avec une augmentation de I'expression dans les
allergies alimentaires et les maladies inflammatoires de lintestin [18]. Ce récepteur est

retrouvé sur les entérocytes des souris et de rat normaux.

Chez le rat sensibilisé, 'augmentation du transport intestinal trans-épithélial de 'antigene est
faite par l'intermédiaire des IgE liées aux CD23. La quantité¢ d’antigene délivré a travers
I’épithélium est augmentée par ce processus qui protege I'antigene de la dégradation. Un
mécanisme similaire pour la captation d’antigéne par les entérocytes existerait chez la souris

[19]. Par sa capacité de s’associer avec un nombre différents de ligands, CD23 peut avoir
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une influence a la fois simulatrice et inhibitrice sur la production d’IgE et les réponses

inflammatoires.

1-4-3 Les cellules effectrices de la réaction allergique

L’activation par un allergene des mastocytes et des basophiles, dépendante des IgE,
provoque la libération brutale de médiateurs vaso-actifs et constricteurs des fibres
musculaires lisses, a lorigine des symptoémes aigus. Les organes et tissus cibles de Iallergie
immédiate sont également I'objet d’une réaction inflammatoire (phase tardive), entretenue
et exacerbée par les expositions aux allergenes de lenvironnement. Classiquement, les
principales cellules qui produisent les médiateurs de Tlallergie immédiate sont les
polynucléaire basophiles et les mastocytes. D’autres cellules (polynucléaires neutrophiles et
¢osinophiles, monocytes et macrophages, plaquettes, cellules endothéliales, cellules des
épithéliums muqueux, et lymphocytes T) jouent également un role important dans la

pathogénie de ces réactions.

1-4-3-1 Les cellules intervenant dans la phase précoce : mastocytes et basophiles

Les polynucléaires basophiles et les mastocytes, sont les principales cellules qui
produisent les médiateurs de d’allergie immédiate. Elles contiennent des granulations
métachromatiques qui sont la source principale des médiateurs chimiques de
I'hypersensibilité immédiate. Elles constituent aussi la source majeure de cytokines qui
régulent les fonctions des ¢osinophiles, cellules qui sont a la base de linflammation

allergique et de sa persistance dans les tissus [20, 21].

Les mastocytes chez les rongeurs sont de deux types : les mastocytes muqueux (MMC :
mucosal mast cells), trés abondants au niveau des muqueuses respiratoires et digestives, et
dont le développement est thymo-dépendant, et les mastocytes du tissu conjonctif (CTMC :
connective-type tissue mast cells) abondants dans le péritoine et la peau, la sous-muqueuse
digestive et respiratoire, les organes lymphoides centraux et périphériques [22]. Chez
’homme, les mastocytes peuvent aussi étre classés en deux catégories, selon leur contenu en
protéases. Les mastocytes T, qui se rapprochent des MMC murins, ne contiennent que de la
tryptase et sont prédominants au niveau de la muqueuse intestinale, gastrique et nasale, et
environ un tiers des mastocytes pulmonaires. Leur nombre est significativement augmenté
dans la muqueuse nasale des malades atteints de rhinite allergique et dans la paroi et les
secrétions bronchiques des asthmatiques. Les mastocytes TC, dont les granulations

contiennent a la fois de la tryptase et de la chymase, sont prédominants dans la peau et la
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sous muqueuse intestinale. Dans la muqueuse nasale de patients allergiques au pollen, on
observe une augmentation saisonniere de nombre des mastocytes T, par contre le nombre
des mastocytes TC ne varie pas et reste identique a celui retrouvé chez des sujets normaux.
De méme, les mastocytes T, qui constitue environ 1 % des cellules recueillies lors d’un

lavage bronchoalvéolaire chez 'individu sain, passent a 5 % chez latopique [23].

Les polynucléaires basophiles (PNB) sont caractérisés par I'absence de tryptase et
d’héparine dans leurs granulations [22]. Ce sont des cellules essentiellement circulantes,
dont la durée de vie est de 2 a 3 semaines. La formule leucocytaire d’un sujet normal
comporte moins de 0,5 % de basophiles. Une augmentation significative est observée chez
les individus allergiques, notamment pendant les phases d’exposition a I'allergene. Leurs
granulations intra-cytoplasmiques contiennent les médiateurs préformés : histamine, ECF-A
(eosinophil chemotactic factor of anaphylaxis) et NCF (neutrphil factor of anaphylaxis) qui

seront expulsés lors de leur activation (figure 2).

1-4-3-2 Les cellules intervenant dans la phase tardive de nature inflammatoire

Les polynucléaires éosinophiles (PNE) : ce sont probablement les principales cellules
effectrices secondaires de I'allergie immédiate chez I’homme. Une hyper-éosinophilie est
retrouvée dans latopie, les rhinites allergiques, la dermatite atopique et I'asthme [24]. Ce
sont des cellules a localisation essentiellement tissulaire dont la prolifération est assurée par
I'IL-5. Les éosinophiles contiennent un certain nombre de médiateurs préformés constitués
d’enzymes, qui sont libérées dans le microenvironnement et le sang par les éosinophiles
activés, il s’agit spécialement de la MBP (major basic protein), de TECP (eosinphil cationic
protein), de 'EPO (eosinophil peroxydase) et de PTEDN (eosinophil derived neurotoxin).
Toutes ces toxines exercent a des degrés divers, des effets cytotoxiques, pro-inflammatoires,
et neurotoxiques. Les éosinophiles activés liberent également des médiateurs néoformés. 1l

s’agit du PAF, des leucotrienes, et des prostaglandines.

Les polynucléaires neutrophiles (PNN): ce sont des cellules qui produisent de
nombreux médiateurs pro-inflammatoires, histaminolibérateurs et vasoactifs, des protéases,

tous susceptibles de participer a la réaction allergique.

Les lymphocytes T: ce sont des cellules qui jouent probablement un role non négligeable
dans la pathogénie des réactions allergiques tardives du type immédiat. En effet, On
observe couramment un infiltrat riche en lymphocytes T durant la phase tardive, de type

inflaimmatoire des réactions allergiques. Il existe une augmentation significative de la
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proportion des lymphocytes T activés dans le sang et la muqueuse bronchique des sujets

atteints d’asthme séveére.

Les cellules monomacrophagiques, cellules présentatrices de ’antigéne (CPA): ce
sont des cellules qui jouent un role important dans la physiopathologie des réactions
allergiques, et notamment de l'asthme. D’importantes quantités de macrophages sont
présentes a la surface de Iépithélium bronchique et dans le liquide de lavage

bronchoalvéolaire des asthmatiques.

Les CPA: essenticllement les cellules dendritiques, les cellules de Langerhans, ou les
macrophages, ingerent dans un premier temps lantigéne par un mécanisme d’endocytose,
conduisant a la formation d’un endosome. Ce dernier fusionne avec un lysosome, formant
un endolysosome. L’antigéne est alors fragmenté en peptides ; ce sont ces peptides qui,
associés aux molécules du Complexe Majeur d’Histocompatibilit¢é de Classe II seront
présentés au récepteur des cellules T. Une fois activés, les macrophages liberent des
médiateurs directement et indirectement impliqués dans les réactions allergiques. La
production des ces différents médiateurs est significativement plus importante chez les

personnes allergiques.

Les plaquettes sanguines: clles pourraient également intervenir dans le processus
inflammatoire allergique grace a 'expression a leur surface de récepteurs FceRII et FcyRII

[23]. Le récepteur de haute affinité pour les IgE, FceRI, est également présent a la surface
des plaquettes. La stimulation des plaquettes, via ce récepteur, induit le relargage de
sérotonine et de RANTES, les plaquettes joueraient donc un réle dans le maintien de

I'inflammation allergique [25].

1-4-4 Les principaux médiateurs chimiques de la réaction allergique
Plusieurs cellules, entre autres les mastocytes, les polynucléaires basophiles, les

polynucléaires éosinophiles,... liberent des médiateurs durant la réaction allergique.

1-4-4-1 Les médiateurs préformés

- L'histamine : Elle peut se définir comme l'un des principaux médiateurs impliqués dans
la physiopathologie de l'allergiec. Chimiquement, cette molécule est formée par
décarboxylation de l'histidine, acide aminé naturel constituant des chaines protéiques. Cette
réaction se fait sous l'action d'une enzyme spécifique, l'histidine décarboxylase. L'histamine

est alors stockée dans sa quasi-totalité dans les mastocytes et leucocytes. L'histamine sera

18



libérée dans l'organisme lors d'une réaction allergique, pendant la phase précoce de la
réaction allergique. Elle est a 'origine des troubles survenant classiquement dans la phase
immeédiate de la réaction allergique. Une fois libérée dans l'organisme, I'histamine diffuse
tres rapidement dans les tissus environnants. Elle apparait par exemple dans le sang au bout
de 2 minutes et demie, un pic est observé a 5 minutes, elle revient a la normale en 30
minutes environ. Son mode d'action peut alors étre comparé a celui d'un neuromédiateur.
Lors de sa diffusion, I'histamine se fixe sur des récepteurs spécifiques et la dépolarisation
membranaire qui suit l'activation du complexe histamine-récepteur permet la transmission
de linformation. Ses récepteurs sont des glycoprotéines présentes dans les membranes
cellulaires de différents organes, on a pu les classer en 3 catégories, aux conséquences

physiologiques bien différentes:

Les récepteurs HI, sont situés au niveau des bronches, de la peau et des capillaires.
L'activation de ces récepteurs entraine une contraction des muscles, un accroissement de la

perméabilité vasculaire donc des rougeurs, et enfin des démangeaisons.

Les récepteurs H2, présents sur les mémes sites que les récepteurs H1, sont surtout
localisés au niveau de l'estomac. Leur activation entraine une hypersécrétion d'acide
gastrique, une diminution de la sécrétion de la muqueuse des voies aériennes en méme

temps qu'une contraction oesophagienne.

Un troisieéme récepteur a été décrit au niveau du tissu neural et des poumons par 1'équipe
francaise de J-C Schwartz (1983). Il détermine une régulation négative (dit "auto-feedback
négatif) de la synthese d'histamine et agit concrétement comme un frein naturel a la

production d'histamine.

La réaction allergique qui vient de se déclencher ne dure pas, car 'histamine s’élimine
progressivement, atténuant les effets d'une crise allergique. Environ 2 a 3 % de I'histamine
sont excrétés inchangés dans les urines. Le reste est métabolisé selon deux voies principales:
50 a 70 % sont transformés en N-méthyl-histamine par une N-méthyl-transférase, les 30 a
40 % restant étant transformés en acide imidazole-acétique par une diamine-oxydase ou

histaminase .

- Les enzymes protéolytiques, la tryptase, la cathepsine G et la superoxyde-dismutase
sont libérées par les mastocytes et les basophiles et ont un rdle dans la réponse

inflammatoire.
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- ’ECFA et le NCFA sont présents dans les granules de basophiles.
- Le MBP, ’ECP, 'EPO et PEDN sont présents dans les granules des éosinophiles.

1-4-4-2 Les médiateurs néoformés

Les plus importants sont les médiateurs lipidiques. Les leucotrienes (LT), les thromboxanes
(TX) et les prostaglandines (PG). Ils sont issus du métabolisme de I'acide arachidonique
(figure 3). Le Paf-acéther, provenant du métabolisme des lysophospholipides, est produit
par un grand nombre de cellules (macrophages, neutrophiles, ¢osinophiles et plaquettes).
C’est un puissant agrégeant plaquettaire qui a également un réle important dans la
contraction des muscles lisses bronchiques, il accroit I’hyper-réactivité bronchique et a des

effets cardiaques et vasculaires importants [23].

1-4-4-3 Les cytokines

La réponse immunitaire spécifique est le fruit de I'interaction entre des lymphocytes T, des
lymphocytes B et des cellules présentatrices de antigene (figure 4). Cette coopération peut
aboutir a la prolifération cellulaire, la production d’anticorps, la différenciation de cellules
cytotoxiques, et a I'accroissement de I’hématopoicse. La communication entre les cellules
est assurée par des facteurs solubles: les cytokines. Les cytokines sont des glycoprotéines de
faible masse moléculaire qui permettent la communication entre les cellules. Toute cellule
dont Pactivité est modifiée a la suite du message que constitue une cytokine, possede a sa
surface un récepteur spécifique de cette cytokine. LLe monde des cytokines est donc
constitué, tant par des facteurs solubles que par des constituants membranaires. Ce qui
distingue les cytokines des hormones, ce sont les nombreuses sources potentielles, le grand
nombre de cellules cibles différentes, impliquant un large spectre d’action et des activités
qui peuvent étre aussi bien autocrines que paracrines, voire ne pas nécessiter de sécrétion et
agir lors d’un simple contact membranaire. Certaines cytokines peuvent également agir de
facon endocrine (ex. IL-1, IL-6, TNF ...). Enfin, il existe une forte redondance des activités,
puisqu'un méme effet peut étre obtenu avec des cytokines différentes. Les productions
spontanées de cytokines sont extrémement faibles et ces médiateurs sont essentiellement
produits lors d’une activation cellulaire. Parmi les cytokines qui activent le systeme
immunitaire on note : les interleukines (IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12...), les
lymphotoxines (TNF), les « Colony Stimulating Factor (surtout GM-CSF), les interferon
(INF)...
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1-4-5 Les chimiokines

Elles sont produites par de nombreux types cellulaires et dans des conditions appropriées.
Elles sont constitutives ou inductibles et jouent un role crucial dans les réactions
immunitaires et inflammatoires. Ce sont des substances chimiques douées de propriétés
chimiotactiques vis a vis des neutrophiles, des ¢éosinophiles et des lymphocytes. 1l existe
deux types de chimiokines, les C-X-C chimiokines et les C-C chimiokines: les deux
premicres cystéines (C) sont soit séparées par un acide aminé (X), soit adjacentes. Les
chimiokines C-X-C exercent leur chimiotactisme surtout sur les lymphocytes et les PNN et
les chimiokines C-C sur les lymphocytes, les monocytes et les éosinophiles [26].
L’infiltration tissulaire par ces différentes cellules, marque la phase retardée, de nature
inflammatoire, de la réaction allergique. Cette phase se rencontre notamment dans I'asthme,
la rhinite allergique et la dermatite atopique. Le recrutement cellulaire se fait en trois
phases : adhésion aux cellules endothéliales, migration par diapédese a travers la paroi des

vaisseaux puis infiltration du tissu par mouvement chimiotactique.

1-5 L’allergie alimentaire

Dans la société occidentale, une personne consomme en moyenne entre 2 et 3 tonnes de
vivres au cours de sa vie (0,5Kg-1 Kg/jour (minimum : 1 pot de yaourt : 125 g) soit 0,18-
0,36 tonnes/an soit 11-22 t/60 ans). Il n’est donc guére surprenant que des tableaux
pathologiques chroniques soient souvent mis en rapport avec I'alimentation, et donc avec
une allergie alimentaire. L’allergie alimentaire se définit comme une réaction anormale et
exagérée du systeme immunitaire. Elle est liée a une réponse immuno-pathologique a un
aliment ou un composant d’aliment (allergene) [27]. Elle est généralement provoquée par les
IgE spécifiques et correspond a un état d’hypersensibilité immédiate de type 1. Cependant,
il existe d’autres formes d’allergie alimentaire non dépendante des IgE. Elles entrent dans la
classe des hypersensibilités de type III (immunocomplexes) ou de type IV (hypersensibilité

retardée) dans certaines formes d’eczéma atopique.

1-5-1 Les caractéristiques de ’allergie alimentaire

Elle n’affecte que les individus génétiquement prédisposés (atopiques). C’est 'association de
'aliment et du fond génétique qui définit I'allergene et non une caractéristique structurale
physico-chimique intrinseques [28]. Cependant, différents facteurs tels que les habitudes
alimentaires, les conditions environnementales peuvent étre des facteurs favorisants

lapparition de T'allergie. En aucun cas ils ne peuvent induire seuls une allergie. Si les

21



Type Caractéristiques

Hypersensibilité immédiate gastro- |- Nausées, douleurs abdominales, coliques,
intestinale vomissement, diarrhées

- Dégranulations tissulaires des mastocytes,
muqueuses oedémateuses, péristaltisme altéré
- Malabsorption, retard de croissance

IgE dépendants

Syndrome oral allergique - Picotement et angioedéme des 1¢vres, de la
langue, de la gorge

-Activation des mastocytes locaux (réactions
croisées entre les fruits et les [égumes frais et les
pollens de graminées et de bouleau)

Oesophagite, gastrite ou gastro- - Infiltration dans 1’cesophage, I’estomac ou la
entérite allergique : barriére intestinale d’éosinophiles, au niveau
muqueux, musculaire ou séreux
Mixtes Oesophagique - Reﬂu{(, 9101}1e1{r .abdominale, troubles du
sommeil, irritabilité
IgE/non IgE . . . .
Gastrique - Vomissements, anorexie, retard de croissance,
Gastro-entérique obstruction gastrique
- Perte de poids, retard de croissance
Syndrome d’entérocolite - Dans les 1 mois (lait de vache, soja),
vomissements, diarrhée, déshydratation
- Sécrétion antigéne- spécifique de TNFa
Non IgE Enthéropathie - Dans les premiers mois (lait de vache,

diarrhées, pas de prise de poids
- Forte sécrétion d’IgA et IgG spécifiques

Maladie cceliaque -Atrophie des villosités intestinales, diarrhées
graisseuses, dénutrition, dues au Gluten

Tableau 2: Les principaux symptomes gastro-intestinaux rencontrés lors d’allergies alimentaires (Sampson
Yy g g >

1999).

Type Caractéristiques
IgE Urticaire aigue angioedéme | Activation des mastocytes circulants possédants des IgE a
dépendants leur sur face . .
Essentiellement le lait, I’ceuf, les noix et cacahuétes
Dermatite atopique Prurit ; association a I’asthme et a la rhinite allergique
Mixte Role des cellules de Langherans de la peau, présentant
IgE/ non IgE I’allergéne via des IgE a leur surface ; Activation des
cellules T et sécrétion de cytokines de type Th2
Dermatite li¢e a Prurit papulo-vésiculaire
Non IgE I’enthéropathie (Gluten) Dépot d’IgA et présence de neutrophiles a la jonction
derme-épiderme

Tableau 3: Les principaux symptoémes cutanés rencontrés lors d’allergies alimentaires (Sampson, 1999)



mécanismes physicopathologiques de la phase déclenchante (phase II de réaction
d’hypersensibilit¢ de type I) de la réaction allergique sont bien connus (libération de
médiateurs par les cellules effectrices entrainant I'apparition des symptomes cliniques) il
n’en est pas de méme pour la phase de sensibilisation (phase I de la réaction de type I), dont
les mécanismes restent obscurs a ce jour et impliquent vraisemblablement une exposition
minimale a aliment sensibilisant. Il n’existe pas de relation dose réponse généralisable pour
la provocaton et/ou la gravit¢é dune réaction allergique. En effet, des chocs
anaphylactiques graves peuvent étre déclenchés par ingestion de quantités minimes
d’allergene (présent a I’état de trace) comme constituant naturel de I'aliment ou sous forme
masquée (ajouté a des fins technologiques). Les seuils déclenchant et les réponses varient

énormément d’un individu a l'autre.

1-5-2 Symptomatologie des allergies alimentaires

I’allergie alimentaire présente une symptomatologie clinique variée :

Des manifestations gastro-intestinales

Les manifestations digestives sont présentes dans 50 a 60 % des cas d’allergie alimentaire, et

sont regroupées dans le tableau 2.

Des manifestations cutanées

Elles sont fréquentes et polymorphes, se trouvent dans 60% des cas d’allergie alimentaire et

sont regroupées selon le méme principe dans le tableau 3.

Des manifestations respiratoires

Elles concernent 20 a 30 % des cas d’allergies alimentaires. Ce sont essentiellement des
réactions dépendantes des IgE, touchant l'ensemble de larbre respiratoire. Ces

manifestations sont en général associées a des symptomes gastro-intestinaux ou cutanés.

Des réactions généralisées ou anaphylactiques :

Les allergies alimentaires représentent une des causes les plus fréquentes de réaction
anaphylactique [29]. 1l existe peu de données épidémiologiques. Néanmoins, il est possible
d’extrapoler a partir des données de la littérature, et d’estimer que le nombre annuel de
déces da a une anaphylaxie alimentaire en Europe est probablement supérieur a 200 [30].
L’anaphylaxie présente I’état maximal d’une réaction d’hypersensibilité immédiate de type I,
Les symptomes sont graves avec risque vital. Les manifestations cliniques concernent
plusieurs organes. Elles peuvent associer, a des degrés divers, des manifestations cutanées

(prurit, flush, urticaire ou cedéme des muqueuses), une dyspnée par bronchospasme ou
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obstruction laryngée, une rhino-conjonctivite, une dysphonie, une atteinte gastro-intestinale
(nausées, vomissements, douleurs abdominales et diarrhée) et une atteinte cardio-vasculaire

pouvant aboutir a un état de choc.

1-6 Différenciation entre allergie, intolérance et intoxication alimentaire

Les manifestations cliniques associées a lallergie alimentaire ne sont pas spécifiques,
particulicrement celles qui touchent I'appareil digestif. En effet certains aliments peuvent
étre a Porigine de plusieurs maladies, par intolérance ou par intoxication qui présentent des
manifestations cliniques tres proches de celles des allergies vraies. Cependant, d’un point de

vue physiopathologique, il ne s’agit pas d’'un mécanisme immuno-allergique.

1-6-1 L’intolérance

Elle implique toute réponse physiologique anormale, non immunologique, a2 un aliment ou
a un additif alimentaire, médiée par un effet idiosyncrasique, pharmacologique ou
métabolique. Elle est généralement le résultat d'un déficit enzymatique intestinal dont le
plus répandu est un déficit enzymatique en lactase. L’intolérance en lactose peut étre
présente dés la naissance ou apparaitre a des degrés divers au cours de I'enfance ou de
I'adolescence. Le déficit congénital en lactase est rare. Chez l'adulte, la concentration
intestinale en lactase a tendance a diminuer. En France, 60% des adultes conservent une
activité lactasique et ne présentent donc aucune difficulté a digérer le lait. Le déficit en
lactase est rarement total (des mesures de l'activité lactasique ont montré que 10% de son
action persistait chez les personnes hypolactasiques). Les symptomes se traduisent par des
vomissements, des crampes abdominales et des diarrhées dans les heures suivant I'ingestion
du lait. Cette pathologie trés répandue dans le monde, est a différencier de Iallergie aux

protéines de lait de vache qui appartient a la catégorie des allergies alimentaires vraies.

L'intolérance au gluten ou maladie cceliaque, responsable d'une atrophie villositaire
touche les populations caucasiennes, indiennes et moyennes orientales avec une prévalence
de 0,5 a 0,3%. Les protéines du gluten - Gliadines - extraites du blé, de I'orge et du seigle,
sont responsables de la réponse inflaimmatoire et auto-immune intestinale de la maladie
ceeliaque avec forte production d'anticorps anti-endomysium et anti-transglutaminase de
type IgA. Cependant le(s) peptide(s) du gluten responsable(s) d'une telle réponse auto-
immune menant a l'atrophie villositaire avec augmentation du nombre de lymphocytes intra
épithéliaux T, CD8+, chez des sujets génétiquement prédisposés (HLA-DQ2 ou HLA-DQ

8 positif) n'ont pas été déterminés jusqu'a présent.
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L’intolérance alimentaire a plusieurs additifs alimentaires a aussi été décrite, dont les
colorants (tartrazine), des conservateurs (sulfites, nitrites, benzoates et parabens), des
exhausteurs de gott (glutamate de sodium), et plusieurs autres moins bien étudiés. Chez
certains sujets, ces produits peuvent induire de l'asthme, de lurticaire et parfois des
réactions anaphylactoides [31]. Le glutamate de sodium est responsable du syndrome du
restaurant chinois, caractérisé par une sensation de bralure, une douleur et un érytheme
facio-thoracique et une céphalée pulsatile, le tout débutant 20 minutes environ apres
I'ingestion.

1-6-2 Les intoxications alimentaires

Elles surviennent suite a la prise d’aliments contenant des substances naturelles pouvant

entrainer un effet toxique direct.

Intoxication a ’histamine : Certains poissons, particuliecrement le thon, le maquereau et la
sardine, sont riches en histamine et peuvent entrainer une réaction anaphylactoide dont la
sévérité est proportionnelle a la quantité ingérée. D’autres aliments, principalement les
crustacés, les fraises et parfois le chocolat, peuvent induire la libération d’histamine

lorsqu’ils sont ingérés en quantité suffisante.

Intoxication a d’autres amines vaso-actives: Certains champignons et baies sont
reconnus toxiques. Certaines amines vaso-actives (épinéphrine, norépinéphrine, tyramine,
dopamine, histamine) sont présentes dans les bananes, les tomates, les avocats, les ananas,
les vins et les fromages. Les prunes, les concombres, les féves et les oignons contiennent
certaines substances susceptibles d’induire des troubles gastro-intestinaux par un effet

irritant ou pharmacologique.

1-7 Epidémiologie générale des allergies alimentaires

L’épidémiologie de I'allergie alimentaire est moins connue que celle des autres symptomes
de latopie, asthme, rhinites allergiques, eczéma qui ont bénéficié de grandes études
multicentriques internationales. Elle est délicate en raison de la difficulté du diagnostique
des allergies alimentaires et de la lourdeur de la méthodologie a mettre en ceuvre pour les
études épidémiologiques [32]. Malgré ces raisons et bien que 'on manque de données
précises sur I'évolution de ces maladies, des éléments d’appréciation indirects (augmentation
de Patopie, signalement accru des accidents allergiques par les cliniciens) vont dans le sens
d’un accroissement probable de cette pathologie dans les pays a haut niveau de vie. La

prévalence de lallergie alimentaire c’est a dire le nombre de cas enregistrés dans une
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population donnée incluant les anciens et les nouveaux cas, n’a cessé de croitre depuis 30
ans [33]. Bien qu’elle s’inscrive dans une dynamique évolutive des maladies atopiques, elle
trappe par Pampleur de son augmentation. Il semble que la prévalence de Iallergie
alimentaire ait doublé aux cours des 10-15 dernieres années. ’augmentation des fréquences
constatée ces dernicres années a débuté vers 1984 et s’est accrue considérablement a partir
des années 1990. Elle laisse présager d’'un nombre toujours plus élevé d’adolescents puis
d’adultes allergiques. De plus, les formes graves que sont les chocs anaphylactiques, angio-
cedéme laryngé, 'asthme aigu se multiplient [33]. Leur augmentation d’un facteur 5 dans les
vingt dernicres années a été mise en évidence par Moneret-vautrin [34]. Les données du
Cercle d’Investigations Cliniques et Biologique en Allergie Alimentaire « CICBAA »
établissent d’autre part que la prévalence relative des formes graves augmente avec I'age, si
bien quil n’est pas exagéré d’affirmer que I'allergie alimentaire est devenue un probleme de
santé public [35]. Au début des années 1990, deux grandes études ont permis d’estimer la
prévalence cumulée de allergie alimentaire dans la population générale [36, 37].

I’enquéte anglaise de young et al (1994), réalisée dans la population générale sur 20 000
personnes, a l'aide d'un questionnaire puis d'un entretien visant a obtenir la réalisation de
tests de provocation oraux en double aveugle (TPODA) fournit un taux de prévalence de
1,4 2 1,8 % enfants et adultes confondus. L’enquéte de Jansen et al (1994), effectuée en
Hollande, a la méme époque, donne des chiffres plus élevés entre 2 et 3%.

En France, la prévalence de I'allergie alimentaire a été estimée a 3,8% par Moneret-Vautrin
(1998) a partir d’'une enquéte fondée sur des questionnaires totalisant 44 000 personnes
avec un taux de réponses de 75% (soit 33 110) formant un échantillon représentatif au 1.10-
3 de la population de 60 ans. Ce résultat a été définitivement confirmé par Kanny [38] qui a
obtenu un chiffre moyen de 3,2% (de 3,04 a 3,44 %). D’autres auteurs (Suede, Finlande,
Japon) cités par Kanny et al (2001) donnent des prévalences allant de 2,3 a 4,4% [39, 41].

Des études épidémiologiques récentes montrent que pres de 4% des américains sont
atteints d’allergie alimentaire, une prévalence tres élevée par rapport a celle rapportée dans
le passé [42]. Munoz-Furlong et al [43] ont estimé que 7 million d’américains présentaient
des allergies alimentaires. De plus, la prévalence des allergies a I'arachide a doublé chez les

enfants américains de moins de 5 ans durant les cinq dernicres années [42].

1-7-1 L’épidémiologie varie en fonction des paramétres étudiés
L’age : l'allergie alimentaire moins souvent impliquée chez les adultes que chez les enfants,

est beaucoup plus fréquente chez ces derniers ou la prévalence cumulée est estimée entre 4
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Tous sujets n = 500 Adultes n= 440 Enfants n = 60
Allergene Nbr | Allergene Nbr | (%) Allergene Nbr | (%)
Crabe 155 | Crabe 141 32 Crabe 35 58
Arachide 150 | Arachide 118 27 Arachide 32 53
Blé 136 | Céleri 113 26 Céleri 30 |50
Céleri 135 | Blé 109 25 Blé 30 |50
Persil 119 | Persil 101 23 Peril 27 |45
Soja 118 | Soja 88 20 Soja 25 |42
Oecuf (blanc) 108 | Tomate 78 18 Tomate 22 37
Tomate 97 (Buf (blanc) |73 17 (Buf (blanc) |22 |37
Pois 91 Orange 67 15 Orange 20 |33
Orange 87 Pois 66 15 Pois 20 |33
Noisette 85 Noisette 66 15 Noisette 20 33
Lait 85 Levure 60 14 Levure 20 33
Levure 80 P de terre 60 14 P de terre 19 32
P de terre 80 Carotte 60 14 Carotte 19 32
Porc 75 Oignon 59 13 Oignon 19 32
Oignon 74 Al 57 13 Ail 18 30
Carotte 73 Seigle 57 13 Seigle 18 |30
Ail 70 Crevette 56 13 Crevette 15 25
Riz 67 Lait 55 13 Lait 15 |25
Seigle 67 Porc 53 12 Porc 14 23
Haricot blanc 66 Riz 49 11 Riz 14 |23
Pomme 63 Pomme 49 11 Pomme 14 23
Crevette 59 Haticot bl 47 11 Haticotbl |13 22
Melon 55 Melon 44 10 Melon 13 22
Mais 53 Mais 43 10 Mais 12 20
Poisson 52 Poisson 32 7 Poisson 11 18
Oeuf (jaune) 41 Amande 28 6 Amande 10 |17
Kiwi 40 (Buf (jaune) |26 6 (Euf (jaune) |10 |17
Amande 38 Kiwi 26 6 Kiwi 10 17
Moutarde 38 Moutarde 26 6 Moutarde 3 5

Tableau 4: Les sensibilisations les plus fréquentes chez 500 porteurs d’allergies alimentaires
(André, 1992)



a 8,5% de la naissance a 8 ans [44]. Elle varie en fonction de 'age. Elle est estimée a 4,19%
de12a3ans,2279% de 326ans,a2,.8% de7al5ans,a3,22% de 152 30 ans et a 3,97%
de 31 2 60 ans [38].

Les allergenes : la fréquence des sensibilisations alimentaires n’est pas identique pour les
différents allergenes. Le pouvoir allergisant varie selon les aliments (tableau 4). Ceux-ci sont
différemment impliqués en fonction de I'age, de la localisation géographique, des habitudes

alimentaires et des allergies croisées.

- Chez l'enfant jusqu’a 15 ans, les allergenes responsables de 75% des allergies alimentaires
sont 'ceuf de poule, P'arachide, le lait de vache, les poissons, la moutarde et les noix. Jusqu’a
8 ans les allergenes alimentaires d’origine animale prédominent (53%) [45]. Les allergies
alimentaires d’origine végétales demeurent majoritaires chez I’adolescent. L’alimentation de
Penfant étant exclusivement lactée dans les premiers mois de la vie, I'incidence de la
sensibilisation aux protéines du lait de vache c’est a dire le nombre de cas de sensibilisation
pendant une période donnée au sein d’un groupe d’enfant est de 50 % alors que pour une
population d’adultes pendant la méme période et sur le méme site géographique elle est de
13%. Apres 3 ans, 'arachide devient le principal allergene responsable d’allergie alimentaire,

il se situe a la seconde place apres I'ceuf [46]

- Chez P'adulte, les allergenes alimentaires prépondérants sont d’origine végétale (fruits et

légumes) dans 84 % des cas [45].

En France, les aliments les plus fréquemment mis en cause sont souvent consommeés
(tableau 4). Pour les populations d’enfants allergiques, 'ceuf constitue le premier allergene
(34% des cas) suivi de P'arachide (25%), du lait de vache (8%) puis du poisson (5%), de la
moutarde et des noix [46]. Il existe une prépondérance des trophallergenes d’origine
animale, de l'arachide et des fruits secs oléagineux (Source CICBAA). En ce qui concerne
les adultes allergiques, les produits les plus souvent mis en cause sont les aliments
appartenant a la famille du « groupe latex » (kiwis, bananes, avocats...) 14% des cas, les
rosacées (pommes, poires, prunes) 13% des cas, sont les catégories d’aliments les plus citées

(AFSSA, 2002).

Au Canada, ’Agence Canadienne d'Inspection des Aliments (ACIA) a identifié 9 aliments
ou groupes d'aliments qui associés sont responsables de 90 % des réactions allergiques
graves: les arachides, les noix, le sésame, le lait, les oeufs, le soya, le blé, le poisson, les
crustacés et les mollusques.
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Aux Ftats-Unis, et dans les pays anglo-saxons (a 'exception de I’Australie), la prévalence

des sensibilisations et des allergies a I’arachide est estimée entre 0,9 et 1,2% chez les enfants
de la naissance jusqu'a I’age de quatre ans [47, 48]. Une étude récente [49], faite sur des
sujets allergiques a I’arachide et/ou aux noix d’arbres montre que 9% d’entre eux présentent
une allergie isolée aux noix d’arbre, 23% une allergie associée a I’arachide et aux noix et 68%
une allergie isolée a l'arachide. L’allergie a I'arachide devient l'allergie numéro 1 aux USA

suivie par Iallergie aux fruits secs de type noix.

En Norvege, la prévalence cumulée de 'allergie aux protéines du lait de vache est estimée a
1,1% chez les enfants de la naissance jusqu'a I'age de deux ans et demi [50]. Celle de

Iallergie a Pceuf est évaluée entre 1,6 et 2,6% [51].

En Australie, a partir d’une étude [51] qui se déroule depuis 20 ans la prévalence cumulée de
Pallergie au lait de vache est estime a 2%, Ce chiffre est comparable a celui qu'ont donné
Halken et Host [52] pour les enfants Danois (2,2%). La prévalence des autres allergies
alimentaires est de 3,2% pour P'ceuf et de 1,9% pour P'arachide et de 0,42% pour les graines
de sésame, chez les enfants agés de deux ans. Pour les autres allergenes responsables

d’allergie (sésame, noix du Brésil, amande) un classement a été établi.

- Ces résultats recueillis en fonction de 'age et de la localisation géographique sont aussi liés

aux habitudes alimentaires : arachide grillée/versus arachide bouilli.

La consommation de certains aliments est variable selon les pays. En Australie, pour des
raisons culturelles, le sésame est couramment utilisé dans ’alimentation, aussi se trouve t-il
au quatrieme rang du classement devant les autres noix [51, 53]. Au Japon le riz, en Israél et
en Espagne les fruits, dans les pays scandinaves et en Espagne le poisson, en Asie les fruits

de mer et certains fruits tropicaux, occupent un rang privilégié dans les statistiques [32].

Les variations d’incidence des sensibilisations sont vraisemblablement dues a I’évolution des
consommations. Une étude statistique faite par INSEE (Institut National de la Statistique et
des Etudes Economiques) sur une période allant de 1984 a 1992 montre que durant la
méme période (tableau 4) 'augmentation de la fréquence (le nombre d’observations) de
sensibilisation pour la moutarde, le riz, le soja est parallele a laugmentation de la
consommation. L.a moutarde est reconnue comme un allergene précoce avant trois ans.
Ceci est du probablement a I'existence de ce condiment dans les plats préparés pour les
nourrissons [27]. La fréquence de sensibilisation est identique pour le porc et 'ceuf dont la
consommation reste stable. En revanche, une diminution de la consommation de pommes
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de terre s’accompagne d’une diminution de la sensibilisation. La préparation des aliments
peut jouer un role. La sensibilisation au blé s’accroit bien que la consommation du pain
diminue, en raison vraisemblablement d’une augmentation de I'absorption de céréales.
Enfin la sensibilisation au lait de vache diminue du fait de la diminution de Ia

consommation de lait pur bien que la consommation de produits laitiers augmente.

Actuellement, le nombre d’allergies dites « émergentes », en augmentation de fagon
inquiétante, peut aussi étre incriminé. Ceci pourrait s’expliquer par des changements de
comportements alimentaires dans les pays développés, avec lintroduction « d’aliments
émergents », dont les principaux sont : les épices (curry, paprika), les condiments (cayenne,
carvi, coriande), les fruits exotiques (kiwi, avocat, litchis, noix exotiques), les graines de
sésame, de psyllium, de tournesol et de lupin [54]. L’internationalisation et la diversification
des repas, exposeraient certains individus a des réactions allergiques. Certaines allergies
alimentaires s’expliquent aussi par lexistence d’allergies croisées [1]. Celles-ci peuvent
concerner des aliments appartenant a une méme famille botanique ou animale mais aussi a
des aliments de familles différentes. Enfin, le développement des technologies agro-

alimentaires peut aussi étre mis en cause.

Le terrain atopique: L’atopie est incriminée dans 33 a 50% des dermatites atopiques de
l'enfant, 2 a 8% des asthmes, 1 a 5 % des urticaires récidivantes ou chroniques, et plus de
10% des chocs anaphylactiques [55]. L’enquéte de Kanny et al [38], confirme une
prévalence des allergies alimentaires plus forte chez les atopiques que chez les non

atopiques (57% versus 17% P < 0,01).
Les manifestations cliniques :

a) Asthme: Le role des allergenes alimentaires dans la maladie asthmatique est encore
discuté, méme si la possibilité pour Iallergene alimentaire d’induire un bronchospasme est
connue depuis longtemps. On a particuliecrement souligné sa survenue par I'inhalation de
fumets de cuisson ou de particules liquides lors des préparations culinaires [56, 57]. La
fréquence de Tallergie alimentaire au cours de 'asthme est tres variable selon que 'on
considere 'asthme uniquement lié a une allergie alimentaire ce qui est rare et 'asthme avec
allergie(s) alimentaire(s) qui est beaucoup plus fréquent. La prévalence de l'asthme par

allergie alimentaire se situe entre 2% tous ages confondus [58] et 10% chez 'enfant [59].

b) Anaphylaxies, chocs anaphylactiques et déces par anaphylaxie : Les principales causes de

Panaphylaxie sont les aliments, les venins d’hyménopteres, les médicaments et le latex.
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Cependant, les dernicres publications montrent que lallergie alimentaire est devenue une
cause d’anaphylaxie et de chocs anaphylactiques plus fréquente que par le passé [34]. Dans
une étude pédiatrique menée par Novembre et son équipe [60] portant sur 95 épisodes
d’anaphylaxie survenus chez 76 patients, les aliments viennent au premier plan avec 57%
des cas, suivis par les piqires d’hyménopteres (12%), les médicaments (11%), I'exercice
(9,5%), les vaccins (2%), le latex (1%) et les accidents de 'immunothérapie spécifique (1%).

Dans cette étude, les anaphylaxies idiopathiques représentent 6% des cas [60].

- Anaphylaxie et chocs anaphylactiques : Dans une étude menée par Pumphrey [61], portant
sur 172 patients totalisant 700 épisodes d’anaphylaxie, tous ages confondus (5 mois a 69
ans), les aliments sont incriminés dans 60% des cas, la cacahuete étant en cause dans un cas
sur quatre. Les autres causes d’anaphylaxie représentent 23,8% des cas. Les anaphylaxies
idiopathiques comptent pour 16,2% des patients [61]. En France, 'enquéte menée par le
réseau d’allergo-vigillance [46], concernant les réactions anaphylactiques séveres montre que
la fréquence des réactions séveres peut étre estimée entre 15 000 et 30 000 par an. I’cedeme
laryngé était présent dans 51,5% des cas, le choc anaphylactique dans 39,9% et I'asthme
aigu dans 8,6%. Cinquante trois pour cent des accidents séveres se sont produits chez
Padulte et 46,6% chez les enfants de moins de 15 ans. Parmi les allergenes incriminés les
fruits secs oléagineux viennent en téte avec 27,6% des cas (les noix divers 9,2% et 'arachide
18,4%), I'arachide étant la cause majeure des accidents chez les enfants de moins de 15 ans.
Au second rang se trouvent les fruits ou les aliments qui croisent avec le latex ; 11,6% des
cas (76% des sujets concernés sont déja sensibilisés au latex). Les allergenes les plus
fréquents sont 'ceuf 8,6% des cas, le poisson 6,7% et le sésame 4,3%. Désormais, les
aliments viennent au premier rang des causes de I'anaphylaxie et des chocs anaphylactiques.
Ces données, 1égitiment des mesures de prévention bien codifiées [62] et une surveillance

étroite au titre de I'allergovigilance [46, 63].

- Déces par anaphylaxie aigué : Les aliments sont la cause de 25% des déces par anaphylaxie
aigué, tous ages confondus. Les autres cas sont secondaires a des facteurs iatrogenes (50%)
ou a des piqures d’hyménopteres (25%) [64]. Dans Iétude de Bock [30] qui concerne
uniquement les déces par anaphylaxie alimentaire, I'arachide est incriminée dans 63% des
cas, suivie par les noix d’arbre (31%) et, trés accessoirement, par le poisson et le lait de
vache (seulement en cause dans 2 cas sur 31). Les adolescents et les adultes jeunes sont les

principales victimes : parmi 32 déces par allergie alimentaire, 17 patients étaient agés de
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moins de 18 ans. Un asthme, instable ou mal équilibré est associé aux déces par allergie
alimentaire dans 80% des cas ou méme davantage [30, 64]. En admettant que 5% des
enfants soient atteints d’allergie alimentaire, MacDougall et al [65] ont estimé que le risque

annuel de déces par allergie alimentaire était de 1 p. 800 000.

1-7-2 Les facteurs de risques

Véritable probléme de santé publique, les allergies alimentaires peuvent étre graves, voire
mortelles. Leur augmentation est patente dans la population adulte et particulicrement chez
les enfants. Les facteurs de risques associés au développement des allergies alimentaires
sont néanmoins multiples, et peuvent se diviser en facteurs spécifiques a I'individu et en

facteurs liés a Penvironnement.

1-7-2-1 Les facteurs liés a ’individu

Facteur génétique : Les ¢tudes de la transmission des parents aux enfants montrent que,
pour un enfant, le risque d’étre atopique est respectivement de I'ordre de 9 a 18%, 25 a

40%, et 50 a 70% lorsque aucun, un seul ou les deux parents sont allergiques [66].

Sexe : Il semble que les garcons montrent un risque d’atopie plus élevé envers les acariens,
le pollen de graminées, l'allergene de I’épithélium du chat, ainsi que pour le développement
de l'asthme. L'allergie alimentaire apparait dans les trois quatts des cas avant l'age de 15 ans.
Elle est plus fréquente chez les garcons, avec un sexe ratio de 1,7/1 garcons/filles [67],
proportion également rencontrée pour les autres manifestations allergiques chez l'enfant.
L’allergie au lait de vache chez 'enfant semble toucher les deux sexes, et a 'opposé, chez
I'adulte, elle concerne essentiellement les femmes (91,2% dans I’étude de [68]). Chez
Padulte, des taux plus élevés d’IgE totales et spécifiques de différents allergenes ont été

mesurés chez ’homme [69)].

Age : Les allergies alimentaires apparaissent au début de la vie, notamment chez les enfants
ayant un terrain atopique. En générale, les taux d’IgE sont tres élevés dans Ienfance et
diminuent rapidement entre 10 et 30 ans [70]. Ainsi, les allergies alimentaires présentent une
prévalence tres élevée avant 'age de deux ans. Dans le cas de lallergie au lait de vache,
Iadministration précoce de cet aliment, conduit a une sensibilisation durable et a de forts
risques de développement d’une allergie alimentaire chez les enfants atopiques [71]. Ceci est
du au fait que l'antigéne est administré a un enfant dont la barricre intestinale n’est pas
mature, et dont le systeme immunitaire est essentiellement orienté vers une réponse de type

Th2. La perméabilité intestinale est a son maximum pendant les 3 a 4 jours apres la
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naissance, puis diminue avec ’age, aussi bien chez les enfants atopiques que les non

atopiques [72].

1-7-2-2 Les facteurs liés a ’environnement

Exposition aux allergénes : Les enfants exposés tres tot aux allergénes comme c’est le cas
pour le lait de vache mais aussi pour la moutarde contenue dans les petits pots et les plats
préparés pour les nourrissons et utilisés avant 3 ans ainsi que le poisson et les fruits de mer
dans certaines contrées, présentent plus de risques de développer des allergies alimentaires

et de ’asthme.

Pollution et tabagisme passif: La pollution et le tabagisme passif sont des facteurs

aggravant le phénomene allergique. Ils agissent comme des adjuvants de la réponse
allergique [70]. La pollution a des effets directs sur les cellules B via les hydrocarbures
aromatiques, conduisant a une augmentation de la réponse IgH. Le tabagisme passif quant a
lui augmente la prévalence d’une respiration asthmatique chez 'enfant [52], et conduit a une

augmentation des concentrations d’IgE totales chez I'adulte [70].

Alimentation : I’alimentation joue un réle primordial dans le développement correct du
systeme immunitaire. En effet, une alimentation inadaptée, aboutit a une détérioration du
systeme immunitaire. Le lait maternel apparait en effet comme laliment idéal pour les
nourrissons car il est parfaitement adapté a sa physiologie. Il apporte quantitativement et
qualitativement tous les nutriments nécessaires pour le développement des nouveaux nés
sans risque de carence ni de surcharge [73]. Bien qu’il existe dans le lait maternel des
allergenes alimentaires, il contient également des facteurs de croissance qui facilitent la
maturation de la muqueuse intestinale et des anticorps IgA sécrétoires qui contribuent a
diminuer la présence de ces allergenes dans le lait maternel. Il semble que Ieffet protecteur
du lait soit réel mais transitoire jusqu’a 18 mois. A 2 ans seulement et dans certains cas
exceptionnels, des quantités infimes d’allergenes présents dans le lait peuvent déclencher
une sensibilisation [73]. Le passage possible des allergenes dans le lait maternel ne remettrait
pas en cause son effet protecteur. L’exposition précoce des nourrissons a une plus grande
variété d’allergenes est un facteur supplémentaire a prendre en considération pour expliquer
Paugmentation de la prévalence des allergies alimentaires en France et ailleurs dans le

monde.

Infection : Lors d’une infection virale, le taux des IgE est augmenté chez enfant et chez

Padulte. En revanche, les infections bactériennes, peuvent prévenir une sensibilisation
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allergique. En parallcle, les réactions atopiques sont beaucoup plus fréquentes dans les pays
développés que dans les pays en voie de développement ou la prévalence des infections
bactériennes est plus importante. Différentes observations, tant chez ’homme que chez les
modeles animaux [74, 75] semblent montrer que la réduction des infections bactériennes
peut contribuer a Paugmentation de la sévérité et de la prévalence des atopies chez

’homme, en modifiant ’équilibre de la balance Th1/Th2.

Hygiéne : ’amélioration de I’hygiene dans les sociétés des pays développés peut conduire
I'évolution du systeme immunitaire de I'enfant vers un profil de type Th2 associé a des
réactions immunitaires IgE dépendantes. Le développement récent des allergies
alimentaires pourrait étre ainsi lié a la baisse des infections intestinales chez 'enfant qui
empécherait le systéme immunitaire de s’orienter vers des réponses cellulaires de type Thl,

moins impliquées dans les réactions allergiques [70].

1-7-3 Les principaux allergénes alimentaires
Les antigenes alimentaires ou trophallergenes sont classés en deux groupes en fonction de

leur provenance (végétale ou animale).

1-7-3-1 Les principaux allergénes d’origine végétale

L’arachide

I’arachide est une légumineuse annuelle originaire de Brésil, mais I'Inde en est le principal
producteur. Elle est cultivée pour son fruit, une gousse connue sous le nom de cacahucte.
Ces graines renferment de 35 a 55% de maticre grasse et sont utilisées en tant qu’ingrédient
nutritionnel, complément protéique ou améliorant des caractéristiques fonctionnelles des
aliments. L’obtention d’un produit de texture définie avec un gout résiduel de cacahucte,
plus au moins prononcé, en fait toute sa dangerosité car c’est un allergene masqué, qui peut
étre intégré a n’importe quel préparation culinaire, pharmaceutique ou cosmétique [27, 55,
77, 80]. L allergie a I’arachide est un véritable probleme de santé publique dans certains pays
en raison de sa fréquence, de la sévérité des manifestations cliniques et de sa persistance.
L’allergie a I'arachide constitue la principale cause des réactions anaphylactiques [81]. La
prévalence de lallergie a I'arachide varie entre 0,5 et 1,1% [48, 82] mais elle dépend de la

population étudiée. Les allergies alimentaires a I'arachide sont de plus en plus fréquentes.

Aux Etats-Unis et dans plusieurs pays d’Europe de I'Ouest la prévalence cumulée de
Iallergie a 'arachide est de 0,5 a 1,2% chez I'enfant [48, 82]. En France, 'allergie a I’arachide

occupe la deuxieme place derriere 'ceuf dans les allergies alimentaires de 'enfant de moins
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de 3 ans [27, 79]. La prévalence des allergies alimentaires chez I’adulte est censément moins

commune, mais un apercu récent aux USA a constaté que 1,3% des adultes sont allergiques

aux arachides [83].

Les allergenes se déclinent de Arah 1 a Arah 5; Arah 1 (63.5 kDa), Ara h 2 (17 kDa) et
Ara h 3 (14 kDa) sont considérés comme les allergenes majeurs et plus de 95% de patients
allergiques a l'arachide sont sensibles a Ara h 1 et Ara h 2 [84-87]. Ces derniers, sont

thermostables et résistent a ’hydrolyse enzymatique notamment lors de la digestion.

La fréquence de lallergie a I'arachide est bien plus forte dans les pays occidentaux,
notamment aux Etats-Unis, que dans les pays d’Extréme-Orient, particulicrement en Chine.
Cette différence ne s’explique pas seulement par l'importance de larachide dans
I'alimentation ou par la nature des variétés consommeées, les habitudes alimentaires et les
modes de consommation peuvent aussi intervenir. En effet, il a ét¢ montré que le fait de
griller, les arachides pouvaient augmenter leurs propriétés allergéniques, notamment leur
capacité de liaison aux IgE spécifiques par comparaison aux arachides crues [88]. A
Iinverse, 'allergénicité des arachides bouillies ou frites, telles qu’elles sont consommées
traditionnellement en Chine, serait diminuée [89]. L'influence des traitements thermiques
sur Iallergénicité de I'arachide est particulierement importante car ils interviennent lors des
procédés industriels comme lors des méthodes de cuisson traditionnelle. Toutefois, les
¢tudes publiées montrent des résultats parfois divergents. Un traitement a tres hautes
températures aboutit a des réactions de brunissement (réactions enzymatiques de Maillard).
Un sucre réducteur est un acide aminé donnant un composé qui se transforme en glycosyl
amine N substitué. Cette particularité conduit a la stabilit¢é de la structure et a
Paugmentation de I'allergénicité de I’arachide. Selon Maleki et al (2000) la capacité de liaison
aux IgE est 90 fois plus importante pour l'arachide grillée que pour la forme crue. A
linverse, Burks et al (1992) n’obtiennent aucune modification de la capacité de liaison aux
IgE et aux IgG spécifiques lorsque l'arachide est soumise a différents traitements
thermiques. En accord avec cette derniere étude, les résultats de Mondoulet [90] ne
permettent pas de montrer de différence significative d’allergénicité entre I'arachide grillée
et Parachide crue. Par opposition a ce que I'on observe lors du traitement thermique par
voie seche, la cuisson de Parachide par ¢ébullition entraine une forte diminution
d’allergénicité. Leurs résultats soulignent que les effets des procédés technologiques sur

Pallergénicité des aliments sont tres complexes et dépendent de linteraction de nombreux
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parametres comme la température, la cinétique de chauffage, les caractéristiques physico-
chimiques du milieu. La matrice alimentaires intervient également, et notamment la
composition en protéines, elle méme variable en fonction de la variété d’arachide des
conditions de culture, de stockage... la baisse d'immunoréactivité¢ des arachides bouillies,
associée a une spécificité des IgE de patients allergiques contre de nombreuses protéines
solubilisées dans I'eau de cuisson, semble avoir un impact sur la prévalence de I'allergie a

'arachide dans les populations pour lesquelles ce mode de consommation est traditionnel.

Les voies de sensibilisation sont I'ingestion, le contact et I'inhalation. Plusieurs études ont
suggéré que latopie, les antécédents familiaux d’allergie a larachide [91, 92], la
consommation de cacahuétes par la mere pendant la grossesse et/ou I'allaitement [91], le
lait infantile contenant de I’huile d’arachide, des vitamines en solution huileuse [55, 77, 80],
pourraient entralner une sensibilisation a 'arachide. Les allergies a I'arachide apparaissent
plus tard que les autres, ce qui correspond a lintroduction des biscuits apéritifs dans
Palimentation des enfants, vers I’age d’'un an. Pour Bock et Atkins, ’age moyen de l'allergie
a larachide était de 3 ans, en 1989. Pour Dutau et Rancé 53% des enfants allergiques a

'arachide sont agés de moins de 3 ans.

Le lupin

Le lupin est une légumineuse du genre Lupinus de la sous famille des Papilionacées qui
comporte 450 especes. 11 est cultivé depuis plus de 4 000 ans, c’est un proche parent du
pois, de la feve, du soja et du haricot. Aujourd’hui quatre espéces ont un intérét
agronomique : le lupin blanc (Lupinus albinus) dans les pays méditerranéens, le lupin bleu
(Lupinus angustifolins) en Australie, le lupin jaune (Lupinus lutens) en Europe centrale, le lupin
sud-américain (Lupinus mutabilis) [93]. La farine de lupin est une excellente source protéique
variant de 39 a 45% selon les especes. Elle contient des acides aminés essentiels (lysine,
leucine et thréonine). Elle est également une source intéressante d’acides gras mono-
insaturés [94]. L’inclusion de la farine de lupin blanc dans la farine de blé a été proposée
récemment en alimentation humaine. I’addition de farine de lupin intéresse les produits
céréaliers : elle limite la rétraction des biscuits apres cuisson, améliore le moelleux et la
conservation, ainsi que la couleur grace a sa teinte jaune. Des concentrés sont a I’étude pour
leurs propriétés émulsifiantes destinées aux industries de la viande et de la charcuterie. Elle

est également utilisée dans I’élaboration de plats végétariens. Son utilisation reste encore
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restreinte dans I'alimentation francaise. Enfin, le lupin ne contient pas de gluten et pourrait

étre utilisé dans les aliments sans gluten [95].

A ce jour les cas rapportés sur I'allergie au lupin concernent des réactions de type urticaire,
un syndrome oral [96, 97] et de réaction anaphylactique sévere [98]. Kanny, rapporte le
premier cas d’asthme aigu grave a la farine de lupin. La dose réactogene est faible (965 mg)
et pourrait étre contenue dans 100 g de pain, ce qui souligne le haut risque allergique de
Iutilisation de farine de lupin en boulangerie sans étiquetage pour les patients allergiques a
I'arachide. La patiente, dont la maladie asthmatique est bien maitrisée par le régime
d’éviction de I'arachide, court un nouveau risque en mangeant des produits non étiquetés.
La réactivité croisée entre lupin et arachide évaluée par prick-tests par Helf et al. concerne
cing patients sur sept [96]. Dans I’étude de Kanny, elle est évaluée a 44% (11 patients sur
24). Les manifestations cliniques liées a une réactivité croisée entre légumineuses sont
évaluées a 5% des cas [99]. Le lupin se singularise donc par la fréquence des réactions
croisées avec l'arachide. Les allergenes du lupin sont multiples et composés d’isoformes.
I’étude par inhibition de I'immunoblot de farine de lupin par I'arachide montre que la
réactivité croisée concerne des protéines de 43-45, 58 et 65 kDa. La protéine de 43-45 kDa
pourrait correspondre a I'allergene majeur [100]. D’apres Moneret-vautrin et al, le risque de
allergie au lupin serait élevé, car le test de provocation orale est positif 2 moins dun
gramme chaque fois que le prick-test est positif. Cependant, un prick test négatif n’élimine
pas formellement le diagnostic d’allergie alimentaire au lupin, I'ingestion pouvant déclencher

des symptomes méme en 'absence de réactivité cutanée a I'allergene [35].

Les noix : Comme l'arachide, les noix peuvent constituer des allergenes masqués dans de
nombreux produits agroalimentaires ou elles sont utilisées comme ardmes notamment dans

le chocolat.
Les noisettes : I allergie a la noisette est aussi fréquemment rencontrée.

Le sésame: L’allergie au sésame est tres fréquente en Australie, elle émerge
progressivement et rapidement en Europe depuis 3 ans. En France, elle reste encore rare

chez l'enfant (0,6%), mais touche désormais 4,4% des adultes [44].

Le Soja : Plante de la famille des légumineuses. Comme 'arachide et les noix, I'allergie au
soja s’est développée derni¢rement avec son utilisation sous forme d’ingrédient alimentaire

dans les produits industriels de nature tres diverse.
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Les fruits : Parmi les fruits, I'allergie a orange est fréquente, la manipulation des agrumes
pouvant entrainer de l'eczéma des mains. Les rosacées, qui regroupent des fruits de
consommation courante comme la péche, la prune, P'abricot, la cerise, 'amande, la pomme,
la poire, la framboise, la fraise sont souvent incriminées. Elles représentent la cause la plus
fréquente d’allergie alimentaire chez ’adulte en France [101]. Néanmoins chez enfant, peu
de cas sont rapportés [44, 101]. Cette allergie débute tardivement car, classiquement en
Europe du Nord, la sensibilisation aux rosacées nécessite la sensibilisation préalable au
pollen de bouleau (syndrome pomme-bouleau). En Italie et en Espagne, la prévalence de
Pallergie aux rosacées chez 'enfant est beaucoup plus élevée [102]. Les rosacées dont la
pomme sont souvent incriminées. Une remarque a propos des allergenes de la pomme : ils
sont fragiles et disparaissent du jus en quelques heures. Depuis quelques années on voit de
nouvelles allergies apparaitrent a la banane, au kiwi, a 'ananas, a la mangue, a 'avocat et a la

chataigne (groupe de fruits donnant des réactions croisées avec le latex).

Les céréales : Les céréales en particulier le blé, ont été utilisées depuis les temps les plus
anciens. Sous le terme de céréales, on regroupe par commodité des graminées (avoine, blé,
mafs, millet, orge, riz, seigle, sorgho, etc.) et le sarrasin [98]. Une quarantaine d’antigene ont
¢té individualisés dont la moitié est commune au blé et a Porge. D’autres ont été isolés a

partir du riz.

Moutarde : Peut étre responsable de choc anaphylactique. Clest un cas typique d’allergie

masquée (plats préparés industriellement, sauces de restaurant).

1-7-3-2 Les principaux allergénes d’origine animale
Le poisson

Le poisson est également un aliment a fort potentiel allergisant, en particulier les poissons
de mer. Il existe souvent une allergénicité croisée entre les différentes familles. L’activité
allergénique sicge dans les constituants sarcoplasmiques qui représentent 20 a 30% du tissu
musculaire. Elle est retrouvée dans les molécules volatiles (allergenes aéroportés): odeur de
poisson ou vapeur de cuisson. Elle résiste totalement au chauffage. Par ailleurs, certains
poissons comme le thon sont riches en histamine et peuvent provoquer ce qu'on appelle
une fausse allergie. En France, l'allergie au poisson se situe au troisieme rang apres l'ceuf et
l'arachide. Elle représente 13% des allergies alimentaires de I'enfant et 7,4% des allergies
alimentaires de l'adulte. Cependant, cette prévalence pourrait bien augmenter avec

Pincorporation croissante de poisson dans les produits alimentaires industriels. L allergie au
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poisson est plus courante, dans les pays cotiers, tels que le Japon, I'Espagne et la

Scandinavie, ou de grandes quantités de poissons sont quotidiennement consommées [103].

L’allergene majeur responsable de I'allergie au poisson, au moins au Japon, est une protéine
cytoplasmique liée au calcium, de type parvalbumine et de poids moléculaire 12 kDa,
appelée Gad c1 [104, 105]. Elle a été retrouvée chez plusieurs especes de poissons tels que
le cabillaud [106], le saumon d'Atlantique [107], la carpe [108], et le chinchard japonais
[109]. Chez des patients allergiques aux poissons, des IgE spécifiques a la gélatine de
poisson (collagene) ont aussi été mis en évidence. De plus, une étude réalisée par une
équipe japonaise a identifié un allergéne de haut poids moléculaire chez le thon. Cing
fractions protéiques préparées a partit du muscle du thon et analysées par la technique
ELISA ont montré que lallergene de haut poids moléculaire se trouvait dans la fraction
protéique [110]. A partir des tests de SDS-PAGE, immunoblot et analyse d'acides aminés
de cette fraction, il a montré que cet allergene de haut poids moléculaire reconnu par le

sérum de plusieurs patients était le collagene [103].

L’ceuf : I allergie a 'ceuf de poule est la principale allergie alimentaire chez 'enfant agé de
moins de trois ans [44, 50]. Cette allergie disparait avec I’age, cependant, dans certains cas,
elle peut durer toute la vie. Cette allergie peut étre responsable de réactions séveres. Les
manifestations allergiques a 'ceuf peuvent étre cutanées (urticaire, eczéma), respiratoires
(asthme), voire systémiques (anaphylaxie). C’est principalement dans le blanc d’ceuf que se
trouvent les allergenes: ovalbumine (58%), ovomucoide (11%), conalbumine (14%),
lysozyme (3,4%). Le jaune d’ceuf parait beaucoup moins allergisant. Plus que n’importe quel
autre allergéne, P'ceuf est tres présent dans les produits alimentaires industriels en tant

qu’ingrédient ou additif (conservateur, liant, émulsifiant, coagulant).

Le lait de vache : Le lait est constitué en majorité d’eau (90%). L.a maticre seche comprend

des glucides, principalement sous forme de lactose, de la mati¢re grasse en émulsion, de la
maticre azotée (protéines et azote non protéique) et des sels minéraux. Les protéines du lait
de vache se répartissent en deux groupes : les caséines (80%) et le lactosérum (20%) (-
lactalbumine, B-lactoglobuline, sérumalbumine, lactoferrine). Les réactions allergiques sont
principalement observées a I'égard de I’B-lactoglobuline et de l'a-lactalbumine [111].
L allergie aux protéines du lait de vache se caractérise par sa prévalence élevée puisque 'on
estime qu’elle atteint 2 a 3% des nourrissons dans la population générale [112]. Elle

correspond a la quatrieme allergie alimentaire chez I'enfant, derriere I'ceuf, I'arachide et le

37



poisson [27]. Dans I'allergie au lait de vache, les symptomes apparaissent précocement, le
plus souvent avant I'age de 6 mois. Les manifestations cliniques sont essentiellement
cutanées (urticaire, eczéma). Elles peuvent étre digestives (vomissements, diarrhées, reflux
gastro-oesophagien) et respiratoires (toux, asthme) [113]. De plus, on notera que les
protéines du lait sont de plus en plus fréquentes en tant quingrédient alimentaire dans des
produits variés. C’est pourquoi un étiquetage clair et précis est indispensable pour les

personnes sensibles.

Les crustacés: Crevettes, crabes, araignées de mer, homard, tourteaux, langoustes,

langoustines, écrevisses contiennent tous des trophallergenes puissants. Les crustacées sont
présentes dans de nombreux plats préparés (restaurants, cantines). Il s’agit le plus souvent

de crevettes qui jouent le role d’allergene masqué.

Les mollusques : Escargots, huitres, moules ...

Les viandes : I'allergie a la viande de cheval a été décrite par Richet, chez les sujets
sensibilisés par injection de sérum antidiphtérique. La sensibilisation a la viande de porc est
la plus fréquente. On notera de rares sensibilisations au beeuf pour lequel il peut exister une
allergie croisée au lait de vache (bceuf peu cuit) ainsi qu’au poulet. Dans ce dernier cas, il

existe aussi une allergie croisée a U'ceuf.

1-8 Natures des allergeénes alimentaires

1-8-1 Généralités

Les aliments allergéniques sont des aliments sains, de bonne valeur nutritionnelle
couramment consommés par I'ensemble de la population sans entrainer le moindre effet
secondaire. L’allergénicité d’un aliment est complexe et généralement due a plusieurs
constituants. Il en résulte une grande quantité¢ d’allergénes pouvant étre reconnus par les
IgE spécifiques d’un individu sensibilisé. Selon la fréquence de la reconnaissance on définira
comme allergene majeur, I'allergene réagissant avec les IgE spécifiques de 50% des patients
sensibilisés par opposition a un allergene mineur (moins de 50% des IgE spécifiques). Les
allergenes alimentaires sont en majorité des protéines résistantes a la température, a la
protéolyse et a des conditions de pH modérément acide. Leur masse moléculaire est
comprise entre 10 et 70 kDa. La plupart des allergenes végétaux sont des glycoprotéines

fonctionnellement indispensables et relativement bien conservées au cours de 'évolution.
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Les allergenes sont souvent des constituants importants de ’aliment par leur masse ou leur
concentration. Cependant, certaines protéines telles que les protéines du lait sont reconnues
a Iétat de traces par un grand nombre de malades allergiques au lait chez qui elles
provoquent des manifestations cliniques graves. Il n’y a pas de lien étroit entre les
propriétés biologiques d’une protéine et son caractere allergénique éventuel. Cependant, de
nombreux allergeénes se trouvent dans des familles moléculaires telles que les albumines 28,
les albumines sériques, les inhibiteurs trypsiques du soja, les protéines PR (pathogenesis
related), les phospholipases A qui sont respectivement des protéines de réserve, de
transport de métabolites, de protection des graines et de réserve, de défense et des enzymes
de dégradation des phospholipides. Ces protéines ont des fonctions physiologiques ou
métaboliques importantes pour les végétaux et les animaux et sont associées a des
structures tres conservées au cours de I'évolution et qui se retrouvent de manicre quasi

ubiquitaire.

1-8-2 Structure des allergénes

a) Les épitopes

Les protéines allergéniques ont une structure 3D caractéristique de Iallergénicité. Au niveau
moléculaire, elles sont constituées dune multitude de structures antigéniques
immunoréactives, les épitopes, largement réparties sur toute la molécule et susceptibles de
réagir avec les acteurs du systeme immunitaires : immunoglobulines, lymphocytes B et T.
Cependant, il n’y a pas de région ou de structure spécifique qui serait responsable de
Pallergénicité. Les épitopes sont hétérogenes. Il existe des épitopes immuno-dominants qui
réagissent avec 50% des patients sensibilisés. La sensibilisation aux divers épitopes dun
allergene differe d’un individu a Pautre et la diversité des récepteurs IgE des patients est tres

grande.

b) Nature des épitopes : La plupart des épitopes sont de nature peptidique et se répartissent

en deux groupes :

- Les épitopes discontinus et conformationnels et les épitopes continus ou séquentiels

appelés épitopes linéaires (figure 5).

- Les épitopes conformationnels sont liés a la structure de la protéine dans son état natif
c’est a dire en 3D. Ces structures tridimensionnelles, responsables de I'allergénicité sont

formées par le rapprochement d’acides aminés éloignés et sont responsables de l'activation
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des lymphocytes B. Les IgE spécifiques des isotopes discontinus ont une plus forte affinité

que les IgE spécifiques des épitopes continus [114].

Les épitopes linéaires sont constitués de séquences peptidiques de 5 a 10 acides aminés le
long de la séquence primaire. L’immunoréactivité de ces épitopes est due au seul
enchainement des résidus d’acides aminés. Ils activent les lymphocytes T. Certains épitopes
concernent aussi des molécules liées a Iallergene, les déterminants carbohydrates (CCD :
carbohydrate cross-reacting determinants). Les CCD sont des chaines glucidiques (glycanes)

portées par des glycoprotéines. Les CCD sont immunogenes.

c) Les haptenes

Ce sont généralement des substances de faible poids moléculaire, incapables de susciter par
clles mémes la réaction immunitaire, mais pouvant devenir immunogenes et acquérir les
propriétés d'un véritable antigene grace aux molécules porteuses (couplage avec une
protéine qui leur sert de support, ou par adsorption a la surface de particules en
suspension). Dans ces conditions, ’hapténe devient souvent le déterminant antigénique
dominant de la molécule. §’1l est incapable d’induire la formation des anticorps, il peut

toutefois réagir avec eux et déclencher des réactions allergiques.

1-9 Allergies croisées et réactivités croisées

Le phénomene d’allergie croisée a été observé pour la premicre fois par Eriksson en 1978.
I1 a constaté que les allergies alimentaires aux fruits et légumes étaient deux a trois fois plus
fréquentes chez les patients souffrants d’allergies polliniques. Plusieurs syndromes, mettant
essentiellement en relation des pollens et des fruits ou différents aliments d’origine animale,

ont été décrits.

1-9-1 Allergies croisées

a) Définition

Les allergies croisées, correspondent a des manifestations cliniques allergiques dues a des
allergenes différents de ceux responsables du premier contact sensibilisant. Elles concernent
généralement des allergenes alimentaires appartenant a une méme famille soit botanique
soit animale. La réactivité croisée des IgE vis a vis de ces allergenes refléte alors la relation
phylogénétique entre les organismes. Cette relation aboutit a un haut degré d’homologie
dans la structure primaire des protéines (la séquence d’acides aminés). La forte homologie

dans la séquence primaire aboutit a des structures tridimensionnelles homologues et
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potentiellement a la réactivité croisée [115]. Cependant, un certain nombre d’allergies
croisées sont dues a des allergenes provenant de sources différentes, par exemple aliments
et pneumallergénes (pollens). Dans ces cas les protéines sensibilisantes ont une grande

homologie de structure.

La liste suivante des allergies croisées n’est pas exhaustive mais on peut citer :

es allergies croisées dues a des alleroénes provena une méme famille végétale :
Les aller roi d des allergénes pr nt d’'une méme famill tal

- les cruciferes entre elles : 1a moutarde, le cresson et le radis

- les céréales entre elles ; le blé, le seigle, 'orge et 'avoine

- les Iégumineuses entre elles : Parachide, le petit pois, le haricot, le soja et la lentille.
- les liliacées entre elles : I'ail, P'oignon, 'asperge et la ciboulette

- les ombelliferes entre elles : le céleri, la carotte, le persil, le coriandre, I'aneth, le fenouil et
le cumin

- les rosacées entre elles : I'abricot, la pomme, la poire, la péche et la prune.

- les solanacées entre elles : la tomate, la pomme de terre, 'aubergine et le café vert

Les allergies croisées dues a des allergénes provenant de sources différentes :

- La pomme et les pollens de bouleau, d’aulne ou de noisetier

- Les céréales et les graminées

- L’escargot et les acariens de la poussi¢re de maison

- L’avocat, la banane, la chataigne, le kiwi, la tomate et la pomme de terre avec le latex.
- La levure de biere et de boulanger avec candida albicans

- Le jaune d’ceuf, plus que le blanc d’ceuf, avec la chair et la plume de poulet

- Les ombelliferes avec les herbacées, armoise et ambroisie

- Le lait de vache et le beeuf (peu cuit)

- L.a morue, le thon et le saumon

- L’huitre et la moule

- Le crabe et la crevette

Les allergenes croisants peuvent étre classés en 3 catégories :

- Les allergeénes croisants caractérisés par une méme fonction.

Les allergenes croisants peuvent avoir des fonctions trés voisines correspondant a des
structures proches. Ces fonctions permettent de rapprocher des allergenes apparemment
tres différents. Parmi les fonctions biologiques les plus importantes reconnues a ces

allergenes, on trouve des activités enzymatiques (cystéines protéases, glutathion transferase),
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des fonctions de protéines de transport (albumines), des fonctions de protéines régulatrices

(profilines).

- Les allergénes croisants sont définis par leur forte homologie de structure.

Ce sont des protéines ayant un degré d’homologie plus ou moins élevé correspondant a une
plus ou moins grande concordance entre les acides aminés (structure primaire). Parmi eux
Pallergene majeur du bouleau Bet vl a 56 % d’homologie avec lallergéne majeur de la

pomme Mad d1.

- Les déterminants carbohydrate (CCD : carbohydrate cross reactive determinant).

Ce sont des chaines glucidiques portées par des glycoprotéines. Les CCD sont
immunogenes et les allergenes sont généralement des glycoprotéines. Les réactions croisées

dues aux CCD sont fréquentes.

1-9-2 Réactivité croisée

La réactivité croisée entre pollens, fruits et légumes a été décrite depuis longtemps [116,
117]. De nombreuses publications sont venues renforcer ces premieres observations [118-
122]. La fréquence des allergies alimentaires aux végétaux est significativement liée a la
sensibilisation pollinique contrairement a ce qui est constaté pour les allergies alimentaires
aux produits d’origine animale [123]. La sensibilisation pollinique est retrouvée dans 100%
des cas d’allergie aux ombelliferes, dans 83% des cas d’allergies aux rosacées, dans 50% des
cas d’allergies au latex, dans 37% des cas d’allergie aux arachides. On notera qu’elle n’est

présente que dans 16,5% des cas d’allergies aux produits d’origine animale.

La fréquence d’homologie de structure entre des protéines de pollens et de fruits et légumes
explique les résultats positifs des tests biologiques dus aux réactions croisées iz vitro. Les
déterminants carbohydrates (CCD) induisent fréquemment des réactions croisées z vitro,
ainsi qu’il a été rapporté dans le cas du latex et des venins d’hyménopteres [124]. I vivo les

CCD n’ont cependant aucune incidence clinique.

Une réaction croisée correspond a la reconnaissance, par un méme anticorps, d’un épitope
commun 2 deux molécules. Cela implique un certain degré d’homologie entre ces deux
molécules, dans notre cas les allergenes. Cet épitope commun peut étre supporté par deux
molécules apparentées (structures et fonctions semblables) ou moins fréquemment par des
molécules non apparentées. Concrétement, I'existence d’une telle réaction 7z vivo signifie que
la dégranulation des mastocytes peut étre déclenchée par une molécule différente de
Pallergene initial responsable de la phase de sensibilisation [125]. La démonstration de ce

42



phénomene est basée sur I'inhibition de la fixation de l'allergene X sur I'IgE spécifique anti-
X par une autre molécule Y, également reconnue par 'IgE anti-X, mais souvent avec une
affinité plus faible. Cette réaction est évaluée 7 wvitro, soit directement en mesurant la
capacit¢é dun immunsérum a reconnaitre différentes populations antigéniques (en
controlant que cet antisérum avant immunisation ne reconnait pas ces populations
antigéniques) soit par la capacité de ces différentes populations antigéniques a déplacer la

fixation de l'allergene homologue sur son anticorps (RAST, ELISA, Immonoblot).

1-9-3 Réactions croisées et allergie croisée

La mise en évidence de réactions croisées 2 vitro ou in vivo ne signifie pas forcément que les
individus étudiés sont allergiques a la protéine Y. Dans de nombreux cas, bien que les tests
in vitro soient positifs, les réactions allergiques 7z vivo vis a vis de Y sont absentes [125]. I
vitro, la présence d’IgE réactives a un allergéne, ne traduit pas nécessairement une
sensibilisation a cet allergene. En effet une IgE spécifique prévue pour un allergene donné
peut aussi se lier avec une affinité plus au moins grande a d’autres allergenes proches du
premier (fréquence d’homologie) dans un produit différent. La liaison est monovalente et
chaque molécule d’IgE liée a un épitope déclenche le signal. Dans le sérum, il existe une
grande variété d’IgE libres qui provoquent un grand nombre de réactions croisées 2 vitro,
sans rapport avec la clinique d’ou le manque de sensibilité des tests biologiques. Ir vivo
(prick test) les IgE sont fixées sur les mastocytes. L’obtention d’une réaction croisée,
nécessite la liaison simultanée de deux molécules d’IgE ayant ou non la méme spécificité
avec un allergene. Ces contraintes conformationnelles supplémentaires par rapport a une
réaction déclenchante normale réduisent la possibilité de réactions croisées seulement a

quelques molécules présentant des épitopes communs [126].

En conséquence, les réactivités croisées doivent étre analysées en fonction des tests 7z vitro,
des tests cutanés et des tests cliniques. Il faut donc distinguer la réactivité croisée i vitro, la
sensibilisation vraie mise en évidence par les tests cutanés ou par la libération de médiateurs
chimiques et de allergie croisée vraie, iz vivo, démontrée par des tests de provocation orale
[123]. Ainst Pallergie croisée est 5 a 7 fois moins fréquente que la sensibilisation croisée dans
des études portant sur les légumineuses et la tomate [99]. Dans le cas de la réaction croisée
bouleau-pomme, péche, noisette, I'allergie croisée est 2 a 3 fois moins fréquente [127]. Ceci
montre 'importance des tests de provocation orale ou labiale pour la confirmation du

diagnostique d’allergie croisée.
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1-10 Allergénicité

Le nombre de cas d’allergies est en augmentation constante. Les causes en seraient
principalement les changements survenus dans les habitudes alimentaires, mais aussi dans
les technologies utilisées en agronomie et dans lindustrie agroalimentaire, qui
influenceraient I'allergénicité des protéines contenues dans les aliments. L’allergénicité d’une
protéine est une activité immunobiologique qui ne se définit que par rapport a la population
d’individus sensibilisés a cette protéine. Ce n’est pas une propriété inhérente a cette protéine
et qui permettrait de la caractériser. Un certains nombres de procédés industriels peuvent

modifier 'allergénicité. Ils impliquent :

Le stockage simple avant commercialisation des produits bruts, dont la durée et la
température sont variables, peut entrainer la production de protéines de stress ou de
protéines PR (pathogenesis related) aboutissant a la production de néo-allergenes (pomme,
noix de pécan).

La conservation :

-Les phytohormones sont utilisées pour la conservation. Parmi elles éthylene qui influence
le murissement des fruits et légumes et permet de maitriser leur commercialisation. Les
changements métaboliques induits peuvent déclencher une réactivité plus importante des

IgE vis a vis des aliments traités.
-Les procédés chimiques pour la conservation des fruits et Iégumes crus prédécoupés.

Les traitements acides et basiques utilisés pour la préparation d’isolats (blé, orge).

La fermentation

L’hydrolyse chimique ou enzymatique diminuerait I'allergénicité [123].

Le lavage prolongé des chairs de poissons : Les protéines hydrosolubles sont éliminées

et ne restent que les protéines non hydrosolubles. C’est le cas dans la préparation du surimi.

L’ajout de nombreuses protéines allergéniques comme additifs alimentaires ou
auxiliaires de fabrication en raison de leurs propriétés d’agents de texturation (soja) ou

bactéricides.

Les traitements thermiques : ils peuvent jouer un réle important dans Pallergénicité [130].
Le traitement thermique peut entrainer des changements de structure des protéines
particulicrement des protéines globulaires ayant une structure secondaire et tertiaire voire

quaternaire. C’est le cas de la plupart des protéines végétales et animales. Il peut provoquer

44



des changements conformationnels irréversibles. A température suffisante, les protéines
subissent une dénaturation irréversible de la structure primaire et secondaire. Cette phase
est suivie d’une phase d’agrégation des protéines dénaturées. Ces agrégats peuvent aboutir
dans certaines conditions a la constitution de gel. Le chauffage peut aussi induire d’autres
changements tels que la rupture des ponts disulfures ou la réaction de Maillard (interaction
sucre protéine). Dans la plupart des cas le chauffage n’affecte pas la stabilité de l'allergene
vis a vis de 'immuno-réactivité. Il n’existe pas de corrélation entre le changement de
structure des protéines et leur potentiel allergénique. Suivant les conditions, le traitement
thermique peut ne pas modifier Pallergénicité, 'augmenter ou la diminuer. La majorité des
allergenes d’origine animale est stable a la chaleur et une faible diminution de leur
allergénicité est notée. En ce qui concerne les allergenes d’origine végétale, la situation est
plus complexe. Certains résistent a la chaleur et leur allergénicité est inchangée, c’est le cas
de la peche, de Tarachide [128, 129]. Pour d’autres, on observe une diminution de
Pallergénicité en fonction de la température et du temps de chauffage, comme c’est le cas

pour P'arachide bouilli [90].

Une troisieme catégorie d’allergenes comprenant aussi bien des allergenes d’origine animale
que végétale se comporte différemment, le chauffage augmenterait leur allergénicité. Cest le
cas des protéines de lait, de beeuf, de poisson, des crustacés, de la noix de pécan [130]. Il en
est de méme pour larachide grillée a haute température (140°C environ) dont
Paugmentation de allergénicité (par rapport a celle de I'arachide crue) se manifeste par une
capacité de liaison aux IgE 90 fois plus élevée que celle observée avec I'arachide crue [88].
Plusieurs raisons ont été¢ avancées pour expliquer les modifications de I'allergénicité induites
par le chauffage. Celles-ci seraient sous la dépendance de I’équilibre entre le nombre
d’épitopes séquentiels et conformationnels accessibles. Lorsque I’équilibre est plus en faveur
des épitopes conformationnels, lallergénicité diminuerait. Dans le cas contraire, le
traitement thermique a peu d’effets sur 'immuno-réactivité. La stabilité a la chaleur peut
aussi étre imputable au masquage d’épitopes comme c’est le cas pour Ara hl [128] qui
prend une structure trimérique dans un environnement contenant, une majorité d’épitopes.
La protéine est dénaturée, des agrégats sont formés mais 'immunoréactivité n’est pas
affectée. La structure quaternaire pourrait alors jouer un role significatif dans cette stabilité

vis a vis du chauffage.
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D’une maniere générale, deux raisons sont évoquées pour expliquer 'augmentation de
lallergénicité : le démasquage d’épitopes par changement conformationnels et une
modification chimique des épitopes aboutissent a la formation de néo-allergenes par la
réaction de Maillard (interaction protéine sucre). Le chauffage peut aussi entrainer des
interactions entre les protéines et d’autres molécules en dehors des sucres (lipides,
minéraux, aromes, vitamines ...) présents dans les aliments. Tel est le cas de tres faibles
quantités de protéines allergéniques présentent dans les huiles pressées a froid tels que les
huiles de soja, d’arachide et de sésame dont I'interaction avec les lipides, sous I'influence de
la chaleur, produit des néo-allergénes responsables de lallergénicité particulicres de ces

huiles [130].

Les nouvelles technologies dont le génie génétique, peuvent aussi modifier le pouvoir

allergisant des protéines.

1-11 Diagnostic d’une allergie alimentaire

Le diagnostic repose sur les éléments cliniques, sur lidentification des sensibilisations
alimentaires et sur le diagnostic objectif de lallergie par des tests de provocation orale.
[’examen clinique est important en particulier chez les nourrissons et les enfants. Il permet
d’objectiver les symptomes décrits. Parallelement on établit un questionnaire détaillé. Pour
mettre en relation certains aliments avec la symptomatologie. La chronologie entre
I'ingestion d’un aliment et 'apparition des symptomes, le détail de ces symptomes, leur
constance avec les expositions successives au méme aliment, sont tous des éléments
importants a faire préciser par le patient. Parfois, le questionnaire seul permet d’établir le
diagnostic, surtout dans les cas de réactions rapides de type anaphylactique, urticarien, et
asthmatique. Cependant, une enquéte alimentaire complémentaire, se révele nécessaire. Le
patient note alors tous les jours, Pensemble de ses consommations, conserve les étiquettes
correspondantes et décrit les réactions allergiques survenues dans le cadre d’un journal
alimentaire pendant une période de une a deux semaines. Cette enquéte permet de repérer
les fausses allergies alimentaires ainsi que la consommation d’allergenes masqués. En
fonction de ces renseignements, un régime d’éviction alimentaire est pratiqué, qui avant
d’étre la thérapie quasi exclusive de l'allergie alimentaire, fait partie des tests de diagnostic.
L’identification des sensibilisations alimentaires immédiate est démontrée par les tests

cutanés et les tests biologiques.
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Les tests cutanés : Ceux-ci ne sont valables que pour les allergies dépendantes des IgE.
Parmi eux, le prick test est la technique la plus utilisée. Elle consiste a déposer sur la peau
une goutte d’allergene au centre de laquelle on pratique une piqire intradermique. La
lecture du test s’effectue environ 20 minutes plus tard. Le test est considéré positif lorsque
la papule mesure plus de 3 mm et est associé¢e a un érytheme périphérique. Ce bilan cutané
est indispensable. Cependant, si cette méthode apparait assez spécifique de Iallergene, elle

ne permet pas de différencier I’état de sensibilisation d’un état allergique réel.

Les tests biologiques : Dans un premier temps on effectue un dosage des IgE spécifiques
dans les sérums des patients. Cependant, d’autres tests complémentaires peuvent étre
également pratiqués. 11 s’agit du dosage de T’histamine sérique ou plasmatique, du dosage de
la tryptase, protéine secrétée par les mastocytes et retrouvée dans le sérum dans les heures
qui suivent une réaction anaphylactique. Enfin, le dosage de 'ECP (Eosinophil cationic
Protein) est parfois proposé dans le suivi de certaines réactions inflammatoires (AFFSA,

2002).

La différenciation entre une allergie alimentaire réelle et une simple sensibilisation est faite a
'aide de tests de provocation orale. Le but de ces tests est de reproduire les symptomes
allergiques, en évitant cependant le déclenchement d’une réaction grave. Ces méthodes ne
sont pratiquées que lorsque les autres éléments (manifestations cliniques, tests cutanés,
dosages d’IgE) sont insuffisants pour diagnostiquer I'allergie et préciser 'aliment incriminé.
Parmi ces tests de provocation : le test labial correspond a un test de contact de I’aliment au
niveau des levres. Si les réponses sont faibles, un test de provocation orale est appliqué. 11
consiste en l'ingestion de 'aliment suspect. Un test est considéré comme positif lorsque les
symptomes ont été observés de quelques minutes a quelques heures apres I'ingestion de
Paliment. Ce test doit s’effectuer sous surveillance médicale étroite. Il est potentiellement
dangereux et est donc contre indiqué si I'allergie alimentaire d’un sujet s’est révélée par une
anaphylaxie aigué. Ce test permet de reproduire I'ensemble de la réaction allergique et
d’estimer les doses réactogenes chez le malade. Répété régulicrement, il permet de suivre
I’évolution de la gravité de I'allergie alimentaire chez le patient. Les tests de provocation par
voie orale en double aveugle (DBPCFC: Double-Bind, Placebo-controlled Food
Challenge) constituent la méthode de référence mais ils ne peuvent étre pratiqués qu’en

milieu hospitalier spécialisé en raison de la difficulté de leur mise en place (AFSSA, 2002).
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1-12 Traitement
Il existe dans le cas des allergies alimentaires deux types de traitement: le traitement

préventif reposant sur le régime d’éviction et le traitement du choc anaphylactique.

Traitement préventif

I semble de plus en plus évident que 'on peut diminuer I'incidence de la maladie atopique
ou tout au moins de son expression clinique. Le meilleur traitement de l'allergie alimentaire
est d’éviter la cause. Il est évident qu’une prévention efficace débute par I'identification de
ou des aliments responsables puis I’éviction du régime alimentaire qui est dans tout les cas
indispensables. Le patient et sa famille devront éviter, non seulement I'aliment visible, mais
aussi Dallergéne rencontré dans des aliments préparés industriellement. Le traitement

préventif est donc un traitement fondamental.

Traitement du choc anaphylactique

Lefticacité du traitement repose sur la reconnaissance rapide de la symptomatologie et sur
une prise en charge thérapeutique immédiate. Elle est basée sur Padministration rapide
d’adrénaline afin de s’opposer a la dégranulation des mastocytes et des basophiles. En cas
d’ingestion accidentelle, une réaction bénigne de symptome exclusivement cutané, nécessite
un traitement antihistaminique par voie orale. En revanche, une réaction plus sévere avec
une symptomatologie respiratoire (laryngé et/ou respiratoire basse) associée ou non a des
manifestations cardiovasculaires et/ou une perte de connaissance, justifie une injection
immédiate d’adrénaline. La rapidité d’administration de I'adrénaline influence directement le
pronostic [30, 33]. Le bon usage de I'adrénaline recommande la voie intramusculaire, dans
la cuisse, a 'aide d’un auto-injecteur a usage unique, a la posologie de 0,15 a 0,25 mg chez
Penfant et 0,3 a 1 mg chez I'adulte, a répéter en fonction de la sévérité et de I'évolution des
signes de menace vitale (bronchospasme et collapsus vasculaire). La voie intra-musculaire
est supérieure a la voie sous-cutanée en raison d’un meilleur profil cinétique. Une prise en
charge en milieu hospitalier est nécessaire puisqu’un remplissage vasculaire est indispensable
en raison de l'hypovolémie du au choc anaphylactique. D’autres médicaments sont
associés ;  corticoides et anti-histaminiques par voie injectable ou per os

(www.sante.couv.fr).

Autres traitements
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D’une manicre générale les traitements de l'allergie ont pour objectif principal de limiter
certains effets secondaires. Ils ne peuvent en aucun cas se substituer a un régime d’éviction.
Les traitements reposant sur I'immunothérapie spécifique (ou désensibilisation spécifique)
sont actuellement du domaine de quelques services spécialisés et son indication est tres
restreinte. Les résultats obtenus avec ce type de traitement, fréquemment utilisé dans le
cadre des allergies respiratoires par exemple, ne sont pas trés encourageants pour linstant

lorsqu’on I'applique dans le domaine des allergies alimentaires.

1-13 Allergies alimentaires et modéles animaux

Depuis une quinzaine d’année, lincidence et la prévalence de lallergie alimentaire ne
cessent d’augmenter du fait des modifications des habitudes alimentaires, de I'introduction
de nouveaux produits et de I’évolution des technologies utilisées pour la fabrication des
aliments. Chez ’homme, les mécanismes qui régissent les allergies alimentaires sont loin
d’étre élucidés et leur appréhension se heurte a de nombreux obstacles. De plus, la
connaissance de l'allergénicité des aliments provient uniquement de la clinique. La nécessité
d’évaluer, pour le consommateur, les risques que peut présenter I'ingestion de nouveaux
aliments qu’ils n’avaient pas I’habitude de consommer, se fait sentir. Toutes ces raisons
expliquent l'intérét croissant pour les modéles animaux d’anaphylaxie (production d’IgE,

signes cliniques) induite par les aliments.

De nombreux modeles d’animaux allergiques ont été développé (cobaye, chien, porc, rat et
souris) [131, 135]. Parmi tous ces modeles, le modcle souris présente des caractéristiques
intéressantes : son génome est bien connu, son systeme immunitaire est proche de celui de
’homme (réponses Thl et Th2 impliquées dans les mécanismes allergiques chez ’'homme
et la souris) [136, 137]. Ce modecle permet, de plus, de disposer de nombreuses
technologies, de réactifs variés, d’animaux knock-out et transgéniques pour appréhender,
caractériser et manipuler les réponses immunologiques. L’'immunisation intrapéritonéale
avec ou sans adjuvant, est la voie de sensibilisation la plus utilisée chez la souris, pour

étudier I'allergénicité, car elle permet une réponse immune forte en IgE.
Les modeles animaux sont justifiés :

A- IIs permettent d’étudier d’une fagon plus approfondie la phase I (sensibilisation
indépendante des mastocytes) de la réaction allergique dont les mécanismes sont mal
connus par rapport a la phase II (déclenchement des signes cliniques dépendants des

mastocytes) dont 'approche est plus facile. Grace a ces modeles on peut analyser les effets
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doses, comparer Iefficacité des différentes voies d’administration : la voie systémique (sous
cutanée ou intrapéritonéale) et la voie orale (gavage gastrique ou voie orale naturelle plus
proche de la réalité afin d’obtenir une pathologie voisine de celle observée chez ’homme) et
essayer de définir le role de substances adjuvantes: médicamenteuses (alun, toxine

cholérique), additifs (carragheen) ou de composants naturels (saponine).

B- IIs concourent a DPévaluation du potentiel allergénique des nouveaux aliments et
particulicrement les organismes génétiquement modifiés. Parmi les critéres retenus par la
FAO/OMS 2001, pour caractériser allergénicité des OGM, figure 'utilisation des modeles
animaux. D’apres la FAO, Tallergénicité des nouvelles protéines doit étre établie par
rapport a des allergenes alimentaires dont les réponses sont connues étre forte ou faibles et
par rapport a des composants alimentaires non allergéniques. Il existe bien un spectre
d’allergénicité pour les protéines alimentaires. Cependant, il est difficile d’estimer, avec un
certain degré de certitude, le potentiel allergénique relatif des protéines individuelles dans les
aliments et entres les aliments. Ceci explique que les modeles animaux d’allergie ne sont pas

suffisants a eux seuls pour I’évaluation de I'allergénicité.

C- Ces modecles sont aussi nécessaires pour tester Uefficacité et la sécurité de nouvelles
thérapies ; immunisation, désensibilisation avec des peptides ou des protéines

recombinantes et pour tester ’hypoallergénicité de certains produits.
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2- INTRODUCTION DU TRAVAIL

Les allergies alimentaires résultent de réactions immunologiques excessives de 'organisme
en réponse a un second contact avec une substance allergénique présente dans I'aliment.
Les allergenes ont des origines variées et tous les aliments sont des sources potentielles

d’allergenes.

Un certains nombres d’allergenes majeurs (arachide, ceuf, poisson, lait, fruits a coque ...),
dont les dérivés sont fréquemment utilisés comme ingrédients dans les préparations
alimentaires, ont été identifiés. Bien que I’éviction de ces composants alimentaires reste le
moyen le plus sur de prévenir ces réactions indésirables, le risque zéro n’existe pas et le
nombre de cas d’allergie alimentaire et de polysensibilisation ne cesse d’augmenter. Cest
pourquoi la protection des consommateurs nécessite que ceux-ci soient informés de la
présence de tels ingrédients. Différentes réglementations apparaissent selon les pays et

imposent des contraintes aux industriels.

En 1995, la Commission du Codex Alimentarius (C.A.C), a établit la liste des allergenes
alimentaires qui devraient étre étiquetés. Cet organisme lié a 1'Organisation Mondiale de la
Santé et a 'Organisation des Nations Unies pour I'Alimentation et 1'Agriculture a pour
mission d'établir des normes uniformes pour protéger la santé des consommateurs et pour

s'assurer de pratiques loyales dans le commerce des aliments.

La C.A.C a adopté une liste, dont la mise a jour est confiée au JECFA (Joint Expert Group
on Food Additives). Figurent dans la Nouvelle section (4.2.1.4) du Codex Alimentarius : "
les aliments et ingrédients suivants reconnus comme provoquant une hypersensibilité et
devant toujours étre déclarés: céréales contenant du gluten (blé, seigle, orge, avoine,
épeautre ou leurs especes hybridées et produits dérivés) ; crustacés et produits dérivés ;
oeufs et ovoproduits ; poissons et produits de la péche ; arachide, soja et produits dérivés;
lait et produits laitiers (y compris le lactose); fruits a coque et produits dérivés et sulfites en
concentration d'au moins 10 mg/kg". La présence de ces ingrédients doit toujours étre
signalée, méme si, l'étiquetage n’est pas obligatoire pour l'aliment considéré (chocolat,
fromages, vins...). Cette mesure consiste a discerner les allergenes les plus dangereux et a
exclure ceux-ci des dérogations existantes a 'obligation générale d’étiqueter les ingrédients.
De ce fait, Conseil et Patlement européens ont donc souhaité amender la directive

européenne n° 2000/13 concernant I’étiquetage. Selon la position commune n°16/2003 du

Conseil Européen, toute substance mentionnée dans la liste des allergenes majeurs qui est
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utilisée dans la production d’un aliment et qui est encore présente dans le produit fini, devra

ctre étiquetée afin d’assurer la sécurité alimentaire aux consommateurs sensibilisés a ces

allergenes.

Dans cette perspective et a la demande de la commission technique de l'union des
cenologues de France (UOEF) et de la CANA (Cooperative Agricole de Noelle Ancenis),
nous nous sommes intéressés aux produits de collage des vins et a la réaction croisée
arachide-lupin. Nous avons étudié, dans le premier cas, le risque d’allergie lié a la présence
des résidus des produits de collage dans les vins commercialisés et dans le deuxieme cas, le

risque potentiel d’allergie croisée arachide-lupin.

2-1 Risque allergique et vin

L’Australie est le premier pays, qui a introduit I’étiquetage du vin. En décembre 2002,
I’Australie a exigé I’étiquetage obligatoire des différentes protéines alimentaires (ceuf,
poisson, lait et les fruits a coque ou leurs dérivés) utilisées pour le collage du vin. D’autres
pays comme le Canada, 'Union Européenne et les USA mettent en place une telle

législation.

L’Union des Oenologues de France nous a donc proposé de réaliser une étude sur les
résidus de colle et sur leur éventuelle activité allergénique. I’obligation d’étiquetage sera
réservée aux allergénes présents a un niveau pour lequel la recherche scientifique a prouvé

le risque de réactions allergiques.

Les colles sont utilisées en cenologie dans le but de suppléer une clarification spontanée
difficile, de stabiliser durablement un vin ou daméliorer ses caractéristiques
organoleptiques. Pour réaliser ce collage, divers produits sont utilisés comme les protéines
animales (gélatine, albumine, caséines, colle de poisson), mais aussi d’autres produits
d’origine organique (tanins, PVPP (PolyVinyl-PolyPyrrolidone), charbons cenologiques) ou
minérale (bentonites, dioxydes de silice ou ferrocyanure de potassium). Certaines de ces
molécules ont des propriétés allergisantes chez ’homme. Bien qu’utilisées a de faibles
concentrations et malgré leur élimination par sédimentation et/ou filtration, des traces de
ces molécules peuvent persister dans le vin. Celles-ci pourraient étre suffisantes pour
déclencher une réaction allergique chez une personne préalablement sensibilisée.
Néanmoins lorsque le vin vieillit, ces traces peuvent également subir des
transformations/dégradations et perdre leurs propriétés allergisantes. Il est donc nécessaire

d'évaluer la présence de ces allergenes dans les produits finaux.
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Ainsi, le but de notre travail, est de déterminer la présence de résidus de colles dans les vins
et leur capacité a déclencher une réaction anaphylactique. Il n’y a pas eu, jusqu'a présent, de
cas avérés d’allergie avec des vins collés. Pour cela, nous avons mis en au point des modeles
expérimentaux d’animaux (souris) allergiques aux différentes colles pures. Les souris
reconnues allergiques pourront ensuite étre utilisées pour vérifier si les vins contiennent

encore des traces de colles.

2-2 Risque allergique et réaction croisée arachide lupin

De nombreuses légumineuses, comme un grand nombre de protéines dans notre
environnement, possedent des propriétés allergisantes. Parmi celles-ci, l'arachide. Les
phénomenes de réactivité croisée 7z vitro sont tres fréquents mais ils ne rendent pas compte
du risque réel d’allergie, beaucoup plus rare. Ainsi sur 100 sujets allergiques a I’arachide, la
réactivité croisée avec d’autres légumineuses est observable dans 40 % des cas alors que
allergie croisée ne concerne que 10 % des sujets [138]. Cette information est pourtant
primordiale avant la prescription dun régime d’exclusion. En effet, un maximum
d’informations doit étre recueilli afin de n’exclure de la consommation que les aliments
représentants un véritable danger pour I'individu. Ceci permet d’augmenter les chances de
réussite du suivi du régime d’éviction et de réduire les problémes de carence ou de

déséquilibre nutritionnel sous-jacents [138].

L’allergie a Iarachide est un probleme important de santé publique compte tenu de sa
fréquence et de sa gravité [123]. Il risque malheureusement de s’étendre a un grand nombre
de pays avec 'uniformisation des habitudes alimentaires et 'utilisation de I’arachide ou de
ses dérivés comme additifs dans les produits de grande consommation. Lla connaissance des
réactions allergiques croisées potentielles entre I'arachide et les autres protéines végétales
représente un challenge important pour I'industrie agroalimentaire. Toute légumineuse
(famille de I'arachide) doit étre considérée comme potentiellement a risque chez les patients
allergiques a Iarachide [14], or le lupin est une légumineuse. En France, depuis 1997 la
farine de lupin peut étre mélangée avec la farine de blé jusqu’a un taux maximum de 10 %,
sans obligation d’en informer le consommateur. Elle peut donc étre consommée dans
divers produits alimentaires [95]. Quelques rares cas d’allergie au lupin ont été rapportés

[97, 139]. De plus, le risque d’allergie croisée entre 'arachide et le lupin a été décrit [35, 96].
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Notre but est de vérifier si la présence de farine de lupin est un risque sérieux d’allergie
croisée pour les individus allergiques a I'arachide. Pour cela, nous avons eu recours a des

modeles expérimentaux de souris allergiques a 'arachide.

Ce travail se situe, dans les deux cas, dans la ligne édictée par 'union Européenne qui vise a

rendre obligatoire I’étiquetage de certains ingrédients.
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3- MATERIELS ET METHODES

3-1 Animaux

3-1-1 Souris

Plusieurs souches de souris consanguines sont utilisées lors des différents protocoles
d’immunisation. Le choix des souches de souris a porté sur la nature des haplotypes H-2 du
complexe majeur d’histocompatibilité. Nous avons sélectionné deux souches de souris
d’haplotype H-2k (C3H et CBA), une souche de souris d’haplotype H-24 (BALB/c), une
souche de souris d’haplotype H-2s (SJL) et une souche de souris d’haplotype H-2b
(DBA/2). Ces soutis proviennent toutes de chez Harlan. Les effectifs sont vatiables d’'un
protocole a l'autre. Ce sont des souris femelles agées de quatre semaines, acclimatées deux
semaines avant tout début de protocole expérimental (animalerie du laboratoire, conditions
d’hébergement conformes a la réglementation). L’animalerie est alimentée en air filtré et est
en surpression par rapport a Pextérieur. Elle est soumise a 12 heures de lumiere et 12 heures
d’obscurité, la température est régulée a 20°C. Les animaux sont nourtis et abreuvés ad
libitum. 1es manipulations sur les animaux sont effectuées en respectant le bien-étre de

I'animal, excluant tout état de stress susceptible d’interférer avec les résultats.

3-1-2 Lapins

Les lapins (n=06) utilisés pour la préparation d’anticorps spécifiques anti-colles, sont des
males pesant 3 kg au moment de la réception. Les protocoles sont mis en route apres
quinze jours d’acclimatation. Une seule souche de lapin a été utilisée : Hsdlf. New Zealand
White provenant de chez Harlan. Les lapins ont été placés dans des cages individuelles et

sont nourtis et abreuvés ad Lbitum.

3-2 Les allergenes
3-2-1 Les colles allergisantes utilisées pour la clarification du vin
Les colles pures proviennent de chez ITV (Institut Technique du Vin). Elles sont utilisées

pour la préparation de solutions servant a la clarification des vins.

3-2-1-1 Caséine

La caséine, hétéroprotéine qui contient du phosphore, se trouve dans le lait a I’état de sel
calcique. Elle est obtenue par la coagulation du lait écrémé. 11 s’agit d’'un agent de collage
indiqué pour le traitement des oxydations des motts et des vins. Elle ne peut étre mise en

ceuvre que dans de 'eau alcalinisée ou sous forme de caséinate de potassium.
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3-2-1-2 Colles de poisson

La colle de poisson est préparée avec la vessie natatoire, les ouies, les oreillons de certains
poissons, notamment des esturgeons. La colle de poisson flocons est présentée en feuilles
transparentes incolores ou légerement jaunatres, ou le plus souvent en lanieres ayant
Papparence du parchemin sec ou sous forme vermiculée ou en poudre. Elle gonfle dans
Ieau froide en devenant opaque, elle se dissout dans I'eau chaude acidifiée par l'acide
tartrique. La colle de poisson existe aussi sous forme préhydrolysée soluble. Ces deux types

de colle sont utilisés pour la clarification des vins blancs et rosés.

3-2-1-3 Albumine d’ceuf

L’albumine d’ceuf est obtenue par dessiccation des blancs d’ceufs frais, elle se présente sous
forme d’une poudre blanche, fine, trés légere, incomplétement soluble dans I'eau, mais
soluble dans les solutions alcalines. L’albumine d’ceuf se présente sous deux formes avec et

sans lysozyme. Ces deux types de colles sont employés pour la clarification des vins.

3-2-2 I’arachide

Les cacahuctes, non décortiquées, sont achetées dans les grandes surfaces. Elles sont
utilisées apres décortication soit sous forme enticre ou sous forme d’extrait. I’extrait est
préparé a partir des graines broyées (100 g) et dégraissées. Le broyat est mis en suspension
dans 250 ml d’acétone, agit¢ pendant une heure a 4°C. La suspension est décantée et la
phase lipidique est éliminée. Le précipité obtenu est remis en suspension dans 250 ml de
diethyl éther suivi d’une agitation et d’une décantation. Ce traitement est répété cinq fois. Le
précipité recueilli est séché sous hotte pendant une nuit entiere. Le précipité dégraissé, est
repris dans 300 mL de bicarbonate d’ammonium (0,1M ; pH 8), agité pendant 20 heures a
25°C et centrifugé pendant 40 minutes a 48 000 g (centrifugeuse SR 20.22) a 4°C. Le

surnageant recueilli est congelé puis lyophilisé. Le produit final est conservé a 4°C.

3-2-3 Le lupin
La farine de lupin blanc doux ultrafine a été fournie par la Cooperative Agricole de Noelle

Ancenis (CANA).

3-3 Adjuvants
3-3-1 Hydroxyde d’aluminium
L’hydroxyde d’aluminium ou alun provient de chez PIERCE. 1l est préparé a partir d’une

solution contenant 40 mg/ml. d’hydroxyde d’aluminium et 40 mg/ml. d’hydrodyde de
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magnesium. En plus, cette solution contient aussi des agents stabilisants. I’alun est un

adjuvant utilisé pour la vaccination chez ’lhomme et chez les animaux.

3-3-2 Toxine cholérique

La toxine cholérique (SIGMA ; Saint-Louis, USA, référence C-8052) est utilisée en solution
dans de P’eau distillée a raison de 1mg/ml.. La solution est conservée a -20 °C. La solution
est diluée de maniere a ce que la solution allergénique a administrer contienne 10 pg de

toxine par soutis.

3-3-3 Adjuvants complet et incomplet de Freund

Les adjuvants (Sigma) sont constitués a la base d’huile de paraffine, 85%, et de mannide
monooleate, 15%. L’adjuvant complet de Freund est complété par 0,005% de Mycobacterinm
butyricum tués. Une émulsion des adjuvants avec lallergene est réalisée en mélangeant un
volume égal de chaque constituant, puis en agitant fortement le mélange. Ces adjuvants

sont utilisés pour 'immunisation des lapins a raison de 500 pL par lapin.

3-3-4 Maalox

Le maalox est un médicament contenant des antiacides. Il est utilisé chez ’adulte, dans les
cas de bralures d’estomac et de reflux gastro-oesophagien. Chaque comprimé renferme 400
mg d’oxyde d’aluminium hydraté, 400 mg d’hydroxyde de magnésium. Les autres
composants étant des excipients (Sorbitol a 70% non cristallisable, maltitol, glycérol a 85%,

saccharine sodique, arbme citron, talc et stéarate de magnésium).

3-4 Dosage des protéines

Le dosage des protéines dans I'extrait d’arachide a été réalisé a I'aide du Kit « NanoOrange
Protein Quatitation Kit » (Molecular Probes). L’intensité de la fluorescence a été mesurée au
cytofluor (R série 4000. Perseptive Biosystems) avec une longueur d’onde d’excitation située

entre 470 — 490 nm et une longueur d’onde d’émission entre 570 — 590 nm.

3-5 Immunisation des modéles animaux

3-5-1 Aux colles cenologiques

3-5-1-1 Chez le lapin

Les lapins sont répartis en 3 groupes de deux. Chaque groupe recoit une colle bien
spécifique (Albumine avec lysozyme, colle de poisson flocon ou la caséine). L’antigene est
injecté en sous-cutané en plusieurs points sur le dos a la dose de 1 mL par lapin soit 1 mg
de colle pure par lapin. Un rappel est réalisé 3 semaines apres la sensibilisation suivie d’un
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Souches de souris | Antigéne Immunisations | Prélévements Test de provocation
10 pg/ souris ip + AI(OH),) ip (1 mg) / souris
C3H, CBA,SIL | AsL, AaL, IF, Jo—Jn J7-Juy Js—Ji6
IS, K
DBA/2 K, K-bentonite J() — J7 — J16 J_7 - J9 - J14 - J23 JIO — J21
Souches de souris | Antigéne Immunisations | Prélévements Test de provocation
3,2ug/souris ip £ AI(OH);3) ip, Img/souris
C3H, CBA, SJL, Extrait J() - JlO - J21 J_7 - J15 - J30 -J45 J60
BALB/c d’arachide
Souches de Antigéne Immunisations | Prélévements Test de provocation
souris 5 mg/souris GG+TC/ maalox GG 10mg/souris
C3H, CBA, SJL Extrait J() - J7 J_7 - J15 - J20 -J30 J21 - J35
d’arachide
Souches de Antigéne Immunisations Prélévements Test de provocation
souris 2,5mg/24h/souris | v.0 i.p lmg/souris
C3H, CBA, SJL | extrait J() - J7- J14 J90 J_7 - J15- J30 -J45- J65
d’arachide Jeo
Souches de Antigéne Immunisations Prélévements Test de provocation
souris 3g/24h/souris V.0 i.p lmg/souris
C3H, CBA, SJL |arachide entiére J()— J7— J14 J60 J_7 - J15— J30 —J45 J50

Tableau 5 : Les protocoles d’immunisations :

A: Protocole des immunisations intra-péritonéales, des prélévements sanguins et des tests de
provocation (i.p) chez quatre souches (C3H, CBA, SJL et DBA/2) de souris immunisées avec les
différentes colles (albumine avec et sans lysozyme, colle de poisson flocon et colle de poisson
préhydrolysée, caséine et caseiné-bentonite). B: Protocole des immunisations intra-péritonéales
avec D’extrait d’arachide, des prélévements sanguins et des tests de provocation par voie i.p chez
quatre souches de souris C3H, CBA et SIL et BALB/c. C: Protocole d’immunisation avec 1’extrait
d’arachide par gavage gastrique en présence de la toxine cholérique, des prélévements sanguins et
des tests de provocation par gavage gastrique chez trois souches de souris C3H, CBA et SJL. D :
Protocole d’immunisation avec 1’extrait d’arachide par voie orale, des prélévements et des tests de
provocation par voie i.p chez trois souches de souris C3H, CBA et SJL. E: Protocole
d’immunisation avec [’arachide en entier par voie orale, des prélevements et des tests de
provocation par voie i.p chez trois souches de souris C3H, CBA et SJL.



deuxie¢me rappel 3 semaines plus tard. Des prélevements sanguins de 2 a 5 mL dans la veine
marginale de loreille du lapin ont été effectués deux semaines apres chaque immunisation.
Une saignée est effectuée avant immunisation pour chaque lapin (sérum non immun).
Apres centrifugation du sang, 15 minutes a 2700 g, +4°C, le sérum est délicatement prélevé
puis congelé a - 20°C. Les dosages d’anticorps spécifiques sont effectués par la technique

ELISA.

3-5-1-2 Chez la souris

Quatre souches de souris consanguines C3H (H-2K), CBA (H-2%), DBA/2 (H-2P) et SJL. (H-
2%) de fond génétique différent (Complexe Majeur d’Histocompatibilité, CMH) ont été
utilisées. Le protocole expérimental est décrit dans le tableau 5A. Les souris de chaque
souche sont réparties en 5 groupes de trois souris correspondant aux 5 colles utilisées. Pour
chaque colle les souris des 3 souches sont immunisées par voie intrapéritonéale. Chaque
souris recoit 280 ul. de solution contenant 10 uL de la solution antigénique (10 pg de colle
pure), 70 uL. de la solution d’alun (2,8 mg d’alun) et 200 pl. du PBS. Les injections
intrapéritonéales ont lieu a Jo et Ji1. Des prélevements sanguins retro-orbitaires sont
effectués a J7 et J14. Les tests de provocation sont réalisés par voie intrapéritonéale. Chaque

souris recoit une injection de 100 uL. de solution contenant 1 mg de colle pure a Js et Jis

(tableau 5A).

Un deuxieme protocole de sensibilisation a été mis en route sur la souche DBA/2 avec la
caséine et la caséine bentonite, a la méme dose que pour les autres colles. Les conditions
expérimentales sont similaires a celles du premier protocole mais 'immunisation comporte
3 injections a Jo, J7 et J1 et les tests de provocation par voie intrapéritonéale ont lieu a J1o et
Ja1 (tableau 5A). Au cours de ces deux protocoles, des prélevements sanguins sont effectués
avant et apres immunisation (tableau 5A), 150 ul. de sang sont prélevés par ponction retro-
orbitaire. Les sérums, congelés a - 20°C, sont utilisés pour le dosage des immunoglobulines

spécifiques IgE, 1gG1, IgG2a et IgGt.

3-5-2 A l’arachide

3-5-2-1 Immunisation par voie intrapéritonéale

Les soutis de quatre souches C3H (H-2%), CBA (H-2%), BALB/c (H-29) et SJL. (H-2%) sont
utilisées au cours de ce protocole, décrit dans le tableau 5B, en raison de 10 souris par
souche. Les immunisations sont faites en présence ou absence d’alun. La solution injectable
est préparée a partir d’une solution d’extrait d’arachide a 20 % dans de P'eau distillée. A 8 L.
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de cette solution, sont ajoutés soit 7,5 mL de PBS, soit 3,75 mL de la solution d’AI(OH)3
plus 3,75 mL de PBS. Chaque souris recoit par voie intrapéritonéale 150 pL. de cette
solution soit 3,2 pug d’extrait d’arachide (équivalent a 1 pg de protéines) et 3 mg d’alun
quand il est présent. Les immunisations ont lieu a Jo, J10 et J21. Les prélevements sanguins
sont effectués a J7, Jis, Ja0 et Jas. Les sérums sont congelés a - 20°C et utilisés pour le

dosage d’anticorps spécifiques.

Les tests de provocation par voie intrapéritonéale a Jeo sont effectués a partir d’une solution
contenant 10 mg d’extrait d’arachide (3,1 mg de protéines) dans 1 ml de PBS et chaque
souris recoit 100 uL. de cette solution soit 1 mg d’extrait d’arachide (équivalent a 0,31 mg de
protéines). Pour I’étude de la réaction croisée arachide-lupin, le test de provocation est
effectué de la méme maniere mais a partir d’une solution de farine de lupin (1 mg de farine

de lupin dans 100 uL. de PBS).

3-5-2-2 Immunisation par voie orale
Les souris de chacune des trois souches C3H (H-25), CBA (H-25) et SJL (H-2%) sont

immunisées par voie orale naturelle ou par gavage gastrique
- Immunisation par gavage gastrique

Les souris de chaque souche sont réparties en quatre groupes. Le protocole expérimental
est décrit dans le tableau 5C. Dans le premier groupe, chaque souris (n=4) recoit par
intubation gastrique 250 pul. d’une solution contenant 5 mg d’extrait d’arachide (1,5 mg de
protéines) et 10 pg de toxine cholérique comme adjuvant. Les gavages gastriques sont
effectués a Jo avec un rappel a J7. Les souris du second groupe (n = 3) regoivent chacune
250 pLL de solution d’arachide contenant 5 mg d’extrait d’arachide, sans adjuvant. Celle du
troisicme groupe (groupe témoin, n = 3) recoivent la toxine cholérique seule. Quant aux
souris du quatricme groupe (CBA et SJL; n = 5), elles recoivent chacune 250 pl. de
solution contenant 5 mg d’extrait d’arachide associé a 0,5 mg de maalox comme adjuvant.
Les prélevements sanguins sont effectués a J7,J1s, J2o et Jao pour tous les groupes. Deux
tests de provocation par gavage gastrique sont effectués a Jo1 et a Jss sur les quatre souches
de souris a partir d’une solution contenant 10 mg d’extrait d’arachide dans 1 mL. du PBS et
chaque souris recoit 200 uL. de cette solution (10 mg d’extrait d’arachide soit 3,1 mg de

protéines) (tableau 5C).

- Immunisation par voie naturelle (antigéne dans la nourriture)
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A partir d’extrait d’arachide

Un mélange de 2,5 mg d’extrait d’arachide lyophilisé (800 pg de protéines) et de poudre
alimentaire standard pour rongeurs (P14, 3g) est donné ad /ibitum a chaque souris (n=10) a
jeun pendant 24 heures une fois par semaine, pendant 3 mois avec ou sans alun. L’alun est
administré par voie intrapéritonéale la veille de chaque administration orale d’arachide. Les
souris sont observées pour noter 'apparition éventuelle de manifestations cliniques ou de
refus de consommation. Des prélevements sanguins sont effectués tous les quinze jours (J.7,
J1s, J30, J4s, Joo). Les tests de provocation sont effectués par voie intrapéritonéale a raison de

1 mg d’extrait d’arachide par souris (tableau 5D).

A partir de I'arachide entier

Les souris (n=5 par souche) sont mises a jeun pendant une nuit enticre, elles recoivent
durant 24 heures 3 g de graines d’arachide (équivalent a 21 mg de protéines) sous forme de
cacahuctes décortiquées. Ce protocole est appliqué une fois par semaine et pendant 2 mois
avec ou sans toxine cholérique administrée par gavage gastrique la veille de chaque

administration orale de graine d’arachide (tableau 5E).

3-6 Evaluation de l’allergie

3-6-1 Signes biologiques : ELISA

Les titres d'anticorps spécifiques pour les différents isotypes d'immunoglobulines: IgE,
IgG1, IgG2a, IgG totales ont été mesurés. Les dosages sont effectués, par la technique
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) sandwich, dans des microplaques de 96
puits a fond plat (Nunc Maxisorp). Les microplaques sont recouvertes par l'antigene
(caséine, albumine d’ceuf avec et sans lysozyme, colle de poisson flocon et préhydrolysée,

arachide ou lupin) a des concentrations différentes.

Les microplaques sont incubées pendant au moins une nuit a 4 °C. Apres un lavage avec du
PBS, Tween 20, 0,05% (PBS/Tw), 150 ul. de PBS, BSA 3% sont déposés dans les puits et
les microplaques sont incubées pendant une heure a 37 °C. Les microplaques sont rincées
par du PBS/Tw et 50 pl. de sérums de souris dilués dans du PBS, BSA 1%, Tw 0,05% sont
déposés dans les puits. Les microplaques sont ensuite incubées pendant 2 heures a 37°C.
Un autre lavage est effectué avec du PBS/Tw avant le dépot de Ianticorps monoclonal
biotinylé (pour les IgE spécifiques: Pharmingen 02122D a 2pg/ml., pour les IgG1:
Pharmingen 02232D a 2 pug/ml, pour les IgG2a : Pharmingen 02012D) et pour les IgG

60



totales, un anticorps polyclonal : B9904 Sigma. Les microplaques sont ensuite incubées
pendant 1 heure 2 37 °C. Aprés un lavage avec du PBS/Tw, 50 ul. d’une dilution de
streptavidine peroxydase Sigma (E-2886) au 1:5000 sont ajoutés. Les microplaques sont
incubées pendant 30 minutes a 37 °C. Apres un lavage, 'eau oxygénée associée avec un
chromogene : I'orthophénylenediamine (OPD ; Sigma P-1526), dans du tampon citrate de
sodium (0,05M a pH 5,1) sont ajoutés. La réaction colorée se développe en 30 minutes a
températures ambiante et a 'abri de la lumicre. L’ajout de HoSO4 2N permet de stopper la
réaction. I’absorbance a 490 nm est mesurée par un lecteur de microplaques (Bio-tek
Instruments ; EL 309). Des témoins positifs et négatifs sont inclus dans chaque plaque afin
de controler la spécificité et la sensibilité de chaque mesure. Les immunoglobulines
spécifiques (IgGt, IgG1, IgG2a et IgE) sont dosées chez les différents groupes de soutis,
avant et apres immunisation. Pour comparer les différents dosages, nous pouvons soit
déterminer le titre de chaque échantillon et ensuite comparer les titres soit pour un isotype
nous pouvons déterminer une dilution, mesurer les absorbances des échantillons a cette
dilution et comparer ensuite les différentes absorbances. C’est cette derniere méthode que
nous avons choisi. Pour permettre les comparaisons, une méme dilution est utilisée pour les
différents isotypes: 1.101 (IgE) et 1.10° (IgG totales, IgG1 et Ig(G2a) spécifiques anti-
arachide, 1.10-1 (IgE), 1.102 (IgG totales et IgG1), et 4.10-2 (IgG2a) spécifiques anti-colles
pures. Nous avons mesuré les titres en anticorps spécifiques sériques (IgE, IgG totales,

IgG1 et Ig(G2a) avant et apres les sensibilisations.

3-6-2 Signes cliniques : test de provocation

IIs ont été effectués sur 'animal sensibilisé, soit par une injection unique, sans adjuvant, de
1 mg d’allergene par voie i.p, soit par administration intragastrique de 10 mg d’allergene. La
signification clinique a été évaluée par I'analyse des signes cliniques obtenus apres challenge.
Les signes de manifestation allergique, sont observés 10 a 15 minutes apres injection
intrapéritonéale de 'antigene sans adjuvant et 'intensité de la réaction est maximale entre 20

et 40 minutes [140, 141].

La classification admise pour mesurer les manifestations allergiques est la suivante :
0 : pas de symptome

1 : grattement et frottement du nez et de la téte

2: gonflement autour des yeux, poils hérissés, baisse de Tactivité physique avec

augmentation des mouvements respiratoires
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3 : cyanose autour de la bouche et de la queue, difficultés respiratoires
4 : absence d’activité physique, convulsions

5: mort

3-7 Préparation des échantillons de vins collés au laboratoire
3-7-1 Caractéristiques des vins sélectionnés

Trois types de vin ont été sélectionnés :
- Cépage Chenin blanc (C)

- Cépage Sauvignon blanc (S)

- Cépage Cabernet Franc rouge (CF)

Les échantillons de vin proviennent du Val de Loire (ITV de Tours). IIs ont été conservés a
14°C, en bonbonne de 10 litres, mis en bouteille de 1 litre. Les bouteilles sont transportées

au laboratoire ou elles sont conservées a 20 °C.

3-7-2 Collage expérimental au laboratoire
3-7-2-1 Collage a la caséine

Solution de caséine

Dissoudre 2 g de poudre de caséine dans 100 mL d’eau du robinet. Laisser reposer la
solution pendant 4 heures avant de I'incorporer dans le vin. Un échantillon de 50 mL de

solution de caséine est congelé, pour servir de témoin de solution de colle.

Echantillons de vin collé a la caséine :C-K50

Vingt cinq millilitres de la solution de caséine a 2% sont mélangés a un litre de Chenin. La
solution est agitée. Cinquante millilitres sont prélevés avant collage. Cing cent millilitres
sont prélevés aussitot apres le collage. Le reste de la préparation est stocké pendant 24 h a
20°C et quatre cent millilitres en sont retirés et filtrés. Les cinquante millilitres restant
constituent la lie de colle. Ces quatre échantillons sont ensuite congelés puis lyophilisés et

enfin stockés a -20°C.

3-7-2-2 Collage aux Ichtyocolles
Deux colles de poisson ont été utilisées: une ichtyocolle de poisson flocon et une

ichtyocolle de poisson préhydrolysée

A- Solution d’ichtyocolle avec flocons (IF) 2 1 %
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Dissoudre 2,5 g d’acide tartrique dans 500 mL d’eau. Ajouter 10 g de colle de poisson
flocon et rajouter 350 mL d’eau. Agiter pendant 15 minutes. Laisser gonfler une heure.
Compléter avec de 'eau pour obtenir 1. de solution. Agiter a nouveau 15 minutes. Faire
une dilution au 1/5 (un volume de colle pour 5 volumes d’eau), homogénéiser. Incorporer
rapidement dans le vin en agitant. Un échantillon de 50 mL de cette solution d’ichtyocolle

avec flocons est congelé pour servir de témoin de solution de colle de poisson.

Echantillon de vin collé a Iichtvocolle avec flocons : C-1F

Dix millilitres de solution d’ichtyocolle avec flocons a 0,2 % sont mélangés en agitant a un
litre de Chenin. Quarante millilitres sont prélevés avant collage. Cing cent millilitres sont
prélevés aussitot apres le collage. Le reste de la préparation est stocké pendant 24 h a 20 °C
et quatre cent cinquante millilitres en sont retirés et filtrés. Les dix millilitres restant
constituent la lie de colle. Ces quatre échantillons sont ensuite congelés puis lyophilisés et

enfin stockés a -20 °C.

B- Solution d’ichtyocolle préhydrolysée soluble (IS) a 0,5 %

Délayer 5 g d’ichtyocolles dans 1 litre d’eau. Agiter énergiquement pendant 2 minutes, puis
laisser reposer 15 minutes. Agiter a nouveau 2 minutes et laisser reposer 10
minutes. Incorporer ensuite la quantit¢ voulue de solution dans le vin a traiter. Un
échantillon de 50 mL de solution d’ichtyocolle préhydrolysée soluble est congelé pour servir

de témoin de solution de colle de poisson.

Echantillon de vin collé a lichtyocolle préhydrolysée : S-1S

Quatre millilitres de solution d’ichtyocolle soluble a 0,5 % sont mélangés en agitant a un
litre de sauvignon. Quarante millilitres sont prélevés avant collage. Cing cent millilitres sont
prélevés aussitot apres le collage. Le reste de la préparation est stocké pendant 24 h a 20 °C
et quatre cent cinquante millilitres en sont retirés et filtrés. Les dix millilitres restant
constituent la lie de colle. Ces quatre échantillons sont ensuite congelés puis lyophilisés et

enfin stockés a -20°C.

3-7-2-3 Collage a ’albumine
Deux albumines d’ceuf ont été utilisées:

- Une albumine d’ceuf sans lysozyme (AsL)

- Une albumine d’ceuf avec lysozyme (Aal)
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Les solutions a 2% des deux colles se préparent de facon identique : 2 g d’albumine sont
dissous dans 100 ml d’eau. Les solutions sont brassées doucement afin d’éviter la
formation de mousse. Chacune des deux solutions est incorporée dans le vin approprié. Un
échantillon de 50 mL de chacune des solutions d’albumine (avec ou sans lysozyme) sont

conservés a -20°C afin de servir de témoin.

Echantillon de vin coll¢ a Palbumine sans lysozyme : CF- Asl.

Cing millilitres de solution d’albumine sans lysozyme a 2% sont mélangés en agitant a un
litre de cabernet franc. Quarante millilitres sont prélevés avant collage. Cing cent millilitres
sont prélevés aussitot apres le collage. Le reste de la préparation est stocké pendant 24 h a
20°C et quatre cent cinquante millilitres en sont retirés et filtrés. Les dix millilitres restant
constituent la lie de colle. Ces quatre échantillons sont ensuite congelés puis lyophilisés et

enfin stockés a -20°C.

Echantillon de vin collé a albumine non délysosymée : CF- Aal

Cinq millilitres de solution d’albumine non délysozymée a 2% sont mélangés en agitant a
un litre de cabernet franc. Quarante millilitres sont prélevés avant collage. Cinq cent
millilitres sont prélevés aussitot apres le collage. Le reste de la préparation est stocké
pendant 24 h a 20°C et quatre cent cinquante millilitres en sont ensuite retirés et filtrés. Les
dix millilitres restant constituent la lie de colle. Ces quatre échantillons sont ensuite congelés

puis lyophilisés et enfin stockés a - 20°C.

3-8 Préparation des échantillons de vins commercialisés
L’Union des (Enologues collecte des échantillons de vins collés en cave selon les méthodes

propres a chaque viticulteur. Les modalités de collage sont les suivantes :

3-8-1 Vin de Bordeaux collé a I’albumine avec lysozyme (AaL)

Six échantillons différents ont été prélevés correspondant aux différentes étapes du collage :
N°1 : témoin vin brut prélevé avant collage

N°2 : surnageant prélevé 3 h apres collage

N°3 : surnageant prélevé 3 jours apres collage

N°4 : vin prélevé avant filtration moyenne soit 7 jours apres collage

N°5 : vin prélevé apres deuxieme filtration, dite de finition
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N°6 : vin prélevé apres une troisieme filtration, dite de grande finition

3-8-2 Vins collés a la caséine (K)
Ce sont des vins de base provenant de Champagne, collés a la caséine et aux bentonites,
issus des millésimes 2001, 2002 et un vin provenant de mout collé avec un mélange

bentonite-caséine issu du millésime 2003. Trois échantillons ont été sélectionnés :

N°1: vin issu du millésime 2003, dont le mout a été traité¢ par un complexe bentonite-
caséine

N°2: vin issu du millésime 2001, traité en 2003 par de la caséine, puis de la bentonite.
N°3: vin issu du millésime 2002, traité en 2003 par de la caséine, puis de la bentonite

3-8-3 Vins collés a la colle de poisson flocon (IF)

Quatre échantillons ont été utilisés :

N°1 : témoin, vin brut filtré

N°2: collé : échantillon de surnageant prélevé, en surface, apres collage

N°3: collé : échantillon prélevé en fond de cuve, niveau des lies, apres collage

N°4 : vin filtré apres collage

Cinquante millilitres de chacun des vins commercialisés, témoins et collés, ont été prélevés,
congelés puis lyophilisés et ensuite stockés a - 20°C. Ces lyophilisats seront administrés aux
souris soit par injection intrapéritonéale soit par voie orale aprés un protocole de

sensibilisation aux colles cenologiques (AaL, IF, K et K-bentonite).

3-9 Allergénicité des produits de collage / tests de provocation

3-9-1 Les vins collés au laboratoire

La présence de traces des produits de collage dans les vins est évaluée sur les deux souches
de soutis allergiques C3H et DBA/2 par deux tests de provocation effectués par injection
intrapéritonéale de 100 pL. de solution de lyophilisat (1 mg de lyophilisat de chaque
¢chantillon de vin a Jis et Jar). Ces deux tests ont été suivis par un test de provocation par

voie orale (gavage gastrique) avec 10 mg de colle pure (tableau 10).

3-9-2 Les vins commercialisés
La présence de traces des produits de collage dans les vins commercialisés sur les deux

souches de souris cités précédemment est évaluée par un test de provocation effectué par
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injection intrapéritonéale de 100 pl. de solution de lyophilisat (1 mg de lyophilisat de

chaque échantillon de vin a J15) (tableau 11).

3-10 Caractérisation immunochimique des antigénes/ allergénes

3-10-1 Analyses électrophorétiques des différentes colles

Nous avons choisi d’analyser les protéines de trois types de colle: la colle de poisson
flocon, I'albumine avec lysozyme et la caséine. Les électrophoreses sont effectuées dans le
laboratoire de I'Environnement et de Chimie Analytique a 'ESPCI, équipe d’Allergie et
Environnement. Les protéines sont séparées par électrophoreése en SDS-PAGE, la
migration est faite sur un gel constitué d’un gradient de polyacrylamide (8 a 18 %). Une

bande du gel est colorée avec le bleu de Coomassie pour révéler les protéines.

3-10-2 Révélation des allergénes avec les sérums : immuno-empreinte

Apres électrophorese, nous avons procédé au transfert électrique des protéines sur une
membrane de nitrocellulose (NC). Chaque membrane de nitrocellulose est découpée en
bandelette de 3 mm de large. Les bandelettes de membrane (NC) sont saturées avec du
tampon PBS BSA 1% tween 0,1% pendant 30 minutes. Elles sont ensuite incubées avec les
sérums de souris et de lapins (les sérums de souris immunisées par la méme colle ont été
mélangés, il en est de méme pour les sérums de lapins) immunisés avec les différentes colles
ainsi quavec des sérums de patients allergiques au lait de vache, au blanc d’ceuf et au
poisson, pendant une nuit entiere. Lors de cette étape, les anticorps présents dans le sérum
et ayant assez d’affinité se fixent sur les protéines antigéniques. Afin de détecter I'endroit ou
se sont fixés les anticorps, les bandelettes sont lavées (PBS-tween) puis incubées une heure
avec des anticorps anti-immunoglobulines (IgE, IgG1, IgG2a, IgG3 et IgGt) marqués a la
phosphatase alcaline. Apres trois lavages, la révélation s’effectue en ajoutant, un substrat de
Ienzyme : NBT-BCIP (H2O: 4 mL ; tampon phosphatase alcaline : 1 mL ; BCIP : 16,5 ul ;
NBT : 33 ul), au bout de 45 minutes, correspondant au temps nécessaire pour obtenir une
coloration des anticorps fixés. Les bandes colorées correspondent a la localisation d’un
antigene, et lintensité de la coloration est proportionnelle a la quantit¢ de liaisons

antigéne/anticorps.

3-10-3 Analyse électrophorétique des protéines contenues dans Pextrait d’arachide et
dans la farine de lupin
La farine de lupin et Pextrait d’arachide ont été dissous en milieu basique (bicarbonate de

sodium pH 9,4) puis dialysés contre du PBS (Slide-A-Lyser 10K, Pierce). Des mini gels
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(Biorad) a 10 % de polyacrylamide (puits de 30 pl) ou a gradient de 4 a 15% (puits de 50 pl)
ont été utilisés pour déterminer la composition en protéines. Des échantillons contenant 30
ug de protéines ont été mélangés au tampon de dépot (Tris HCI 1M, glycerol, SDS et {3-
mercaptoethanol) et chauffés a 90°C pendant 5 minutes avant d’étre déposés dans les puits.
Apres une heure de migration a 100 mV, les protéines ont été révélées au bleu de
Coomassie. Les images des gels ont ensuite été capturées a l'aide d’un scanner et les
distances de migration ont été analysées avec un logiciel d’analyse d’image (Kodak 1D 3.0,

Fastman Kodak).

3-11 Statistique

Les différents tests utilisés :
Le seuil de significativité a retenu est 0,05.
Les comparaisons de deux moyennes sont réalisées en moyen d’un test de 7 de student.

Les comparaisons de plusieurs moyennes sont réalisées par I’analyse de variance (ANOVA)
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Figure 6 : Gel d’électrophorése SDS-PAGE, coloration bleu de Coomassie, suivie d’immunoblot
sur la membrane de nitrocellulose avec les trois colles :

Albumine avec lysozyme, caséine et colle de poisson flocon. A gauche le marqueur de masse
moléculaire, bande 1 : électrophoreése colorée au Bleu de Coomassie, bande 2 : immuno-
détection d’antigénes avec IgG3 de sérum de souris immunisées, bande 3 : t¢émoin de la bande 2,
bande 4 : immuno-déction d’antigénes avec IgG2a de sérum de souris immunisées, bande 5 :
témoin de la bande 4, bande 6 : immuno-détection d’antigénes avec IgG1l de sérum de souris
immunisées, bande 7 : témoin de la bande 6, bande 8 : immuno-détection d’antigenes avec IgG
purifiées de lapins immunisés, bande 9 : témoin de la bande 8, bande 10 : immuno-détection
d’allergeénes avec les IgE humaines de sérum de patients allergiques (au blanc d’ceuf, au lait de
vache et a la caséine), bande 11 : témoin de la bande 10, bande 12 : immuno-détection d’antigénes
avec IgGt (IgG totales) de sérum de souris immunisées, cette bandelette n’a pas de témoin.



4- RESULTATS ET DISCUSSIONS

4-1 Mise au point d’un modé¢le de souris allergiques aux différentes colles

cenologiques. Recherche de traces de ces colles dans le vin.

4-1-1 Résultats de Panalyse par électrophorése des protéines contenues dans les

différentes colles pures

L’analyse électrophoretique apres révélation par le bleu de coomasie, met en évidence les
masses moléculaires des bandes protéiques situées entre 8-67 kDa pour la caséine, entre 13-
122 kDa pour l'albumine avec lysozyme et entre 20-186 kDa pour la colle de poisson

flocon (figure 6, tableau 6).

4-1-2 Résultats de ’'immuno-empreinte

Les résultats de I'immuno-empreinte sont donnés dans la figure 6 et le tableau 6.

La caséine

- les IgG sériques spécifiques (IgG1, 1gG2a, 1gG3 et IgGt) contenues dans les sérums de
souris immunisées avec la caséine reconnaissent toutes les bandes protéiques de la caséine
colorées par le bleu de Coomassie sauf les bandes 8, 12 et 20 kDa. Néanmoins, elles
reconnaissent d’autres bandes protéiques de haut poids moléculaire qui ne sont pas mises

en évidence par la coloration au bleu de Coomassie (42, 85, 107 et 116 kDa).

- Les IgE spécifiques contenues dans les sérums de souris ne reconnaissent aucune bande

protéique de la caséine.

- Les IgGt immunopurifiées des lapins immunisés avec la caséine reconnaissent toutes les
bandes protéiques de la caséine colorées par le bleu de Coomassie sauf la bande 8 kDa. De
plus, elles reconnaissent aussi d’autres bandes protéiques de haut poids moléculaire, qui ne
sont pas mises en évidence par la coloration au bleu de Coomassie (42, 46, 74, 93, 102 et

130 kDa).

- Les IgE spécifiques contenues dans le sérum d’un patient allergique au lait de vache
reconnaissent six bandes protéiques, situées entre 22-155 kDa, dont trois bandes visibles

avec le bleu de Coomassie (22, 54 et 67 kDa).
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MM (kDa) | Caséine Ig | IgGt IgG1 IgG2a |IgG3 IgGt | IgE humain
(Coomassie) | souris | souris | souris | souris |souris |lapin | (Lait de vache)

155 +

130 + +

116 + + +

107 + +

102 + + +

93 +

85 + +

74 + +

67 | - - - - | | | | | |

54 || - + ¥ ] ]

46 +

42 + +

31 - i 4 4

26 - i 41

22 | - ] ] 0 ]

20 - -

18 - + + +

13 - 4 4 + + +

12 - b

11 - N b b 4

] N

B

MM (kDa) | Albumine IgE IgGt IgGl1 IgG2a | IgG3 IgGt | IgE humain
(Coomassie) | souris | souris | souris | souris |souris |lapin | ((Euf)

225 + + + +

144 + +

122 ] - + +

109 + + + +

93 + + + +

80 | - ] ] ] | | |

67 - i b b 4 4

60 - + + + + +

51 - i i 41

41 + + + + +

35 | - ] ] ] | |

31 - i N 4 4

26 - i i

17 - il

13 - N N N 4 4

C

MM (kDa) | Poisson IgE IgGt IgGl1 IgG2a | IgG3 IgGt | IgE humain
(Coomassie) | souris | souris | souris | souris |souris |lapin | (Poisson)

186 - i i i

130 - i i i 4 4

110 - 4 b 4 4

94 - b 41

77 - - - - - -

51 - + + + +

47 +

44 + +

38 + + + + +

32 + + +

30 +

20 | - - - | |

18 - +

Tableau 6: Electrophorese, apres coloration au bleu de coomassie, de la caséine (A), de I'albumine (B) et
du poisson (C) et apres 'immuno-empreinte avec les sérums de souris et de lapins immunisés avec les
trois colles et avec les sérums de patients allergiques au lait de vache, au blanc d’ceuf et aux poissons



’albumine

Les IgG sériques spécifiques (IgG1, IgG2a, IgG3 et IgGt) contenues dans les sérums de
souris sensibilisées avec 'albumine reconnaissent toutes les bandes protéiques de I'albumine
colorées par le bleu de Comassie sauf la bande 17 kDa. Néanmoins, elles reconnaissent
d’autres bandes protéiques de haut poids moléculaire qui ne sont pas mises en évidence par

la coloration au bleu de Coomassie (41, 93, 109, 144 et 225 kDa).
- Les IgE spécifiques contenues dans les sérums de souris ne reconnaissent aucune bande
protéique.

- Les IgGt immunopurifiées des lapins immunisés avec I'albumine (AsL) reconnaissent
toutes les bandes protéiques de 'albumine. En revanche, elles reconnaissent aussi d’autres
bandes protéiques de haut poids moléculaire, qui ne sont pas mises en évidence par la

coloration au bleu de Coomassie (41, 109, 144 et 225 kDa).

- Les IgE spécifiques contenues dans le sérum d’un patient allergique au blanc d’ceuf,

reconnaissent trois bandes protéiques visibles avec le bleu de Coomassie (31, 67 et 80 kDa)

La colle de poisson flocon

- Les IgG sériques spécifiques (IgG1, 1gG2a, IgG3 et IgGt) contenues dans les sérums de
souris immunisées avec la colle de poisson flocon reconnaissent toutes les bandes
protéiques de la colle de poisson flocon colorées par le bleu de Coomassie. Néanmoins,
elles reconnaissent d’autres bandes protéiques qui ne sont pas mises en évidence par la

coloration au bleue de Coomassie (32 et 38 kDa).

- Les IgE spécifiques contenues dans les sérums de souris ne reconnaissent aucune bande

protéique de la colle de poisson flocon.

- Les IgGt immunopurifiées des lapins immunisés avec la colle de poisson flocon
reconnaissent seulement trois bandes protéiques de la colle de poisson flocon (20, 77 et 130
kDa). En revanche, elles reconnaissent aussi d’autres bandes protéiques, qui ne sont pas

mises en évidence par la coloration au bleu de Coomassie (18, 30, 32, 38, 44 et 47 kDa).

- Les IgE spécifiques contenues dans le sérum d’un patient allergique aux poissons (le
cabillaud et la morue) reconnaissent tres faiblement trois bandes protéiques, situées entre

20-44 kDa, dont une bande visible par la coloration au le bleu de Coomassie (20 kDa).
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Figure 7: Les niveaux des IgG sériques spécifiques, mesurés a | 5, J 5, J55 et J5;, chez les lapins immunisés
par voie 1.p avec I'albumine avec lysozyme, la colle de poisson flocon et la caséine



4-1-3 La mise au point de modé¢les animaux sensibles a I’albumine, a la colle de poisson
et a la caséine.

4 -1-3-1 Modeé¢les lapins pour la production d’IgGt spécifiques anti-colles

Des tests ELISA ont été effectués sur les sérums de lapins immunisés soit a 'albumine avec
lysozyme, soit a la colle de poisson flocon ou a la caséine pour la révélation des IgGt
spécifiques. Les taux des IgGt spécifiques sont importants apres la premiére immunisation
(J1s) et continuent a augmenter jusqu’a Js7 pour la colle de poisson flocon et pour la caséine

alors qu’ils baissent pour I'albumine avec lysozyme tout en restant significatif (figure 7).

4 -1-3-2 Modéles souris
Cette premiere étape consiste a produire une ou plusieurs souches de soutis allergiques aux

colles utilisées dans la clarification des vins. Pour ce faire, nous avons sélectionné, quatre

souches de souris C3H, CBA, SJL et DBA/2.

Premier étape : Controle de la toxicité des vins avant collage chez les quatre souches de
souris sélectionnées. Dans un premier temps, nous avons controlé la toxicité des vins avant
collage sur les quatre souches choisies pour la mise au point d'un modele soutis sensibles
aux différentes colles. Les vins peuvent contenir des substances toxiques pour les soutis ou
méme des pseudo-allergenes tels que les amines biogenes qui entrainent des effets
comparables a ceux des allergenes. Cest pourquoi avant de mesurer les activités
allergéniques des vins apres collage, il est nécessaire de s’assurer de la non toxicité des vins
témoins avant collage. Les soutis des quatre souches (C3H, CBA, SJL et DBA/2) ont recu
une injection de lyophilisat de vin témoin non collé (1 mg dose identique a celle utilisée

pour les tests de provocation).

En conclusion : Comme aucune manifestation clinique n’a pu étre observée pour chacune
des souches, nous pouvons donc les utiliser pour mettre au point un modele de souris
allergique aux différentes colles qui nous servira a mettre en évidence une éventuelle
allergénicité des vins commercialisés due a la présence de traces de produits ayant servis au

collage.
Deuxi¢me étape : A- Immunisation des souris C3H, CBA et SJL avec les différentes colles
Réponses biologiques : anticorps spécifiques

Un prélevement retro-orbitaire a été effectué aprés immunisation a Ji4 sur chacune des

souris des trois souches consanguines : C3H, CBA et SJL sensibilisées aux colles pures afin
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Figure 8 : Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, IgG1, IgG2a et IgGt)
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CBA et SJL (n = 3) immunisées avec les différentes colles.



de doser les titres des principales immunoglobulines spécifiques (IgGt, IgE, IgG1 et Ig(G2a)
vis a vis de ces colles. Toutes les souches de souris ont développé des IgG spécifiques

(IgGt, IgG1, IgG2a) démontrant efficacité du protocole d’immunisation (Figure 8).

Les réponses en IgE spécifiques sont variables en fonction des souches de souris et de
Pantigene. Elles restent toujours plus faibles que les réponses en immunoglobulines des
autres classes. Les réponses les plus élevées en IgE spécifiques ont été trouvées chez les
souches immunisées avec 'albumine avec et sans lysozyme (CBA >C3H >§JL) suivie par
celles tres inférieures des mémes souches sensibilisées avec la colle de poisson flocon. En
revanche les souches de souris immunisées avec la colle de poisson préhydrolysée et avec la
caséine n’ont développé aucune réponse en IgE mesurable (Figures 8 D et E). Nous avons
évalué le rapport IgG1/IgG2a, les résultats de ce rapport montrent qu’il est inférieur a 1
pour les trois souches immunisées avec I’albumine avec ou sans lysozyme et supérieur a 1
pour les trois souches immunisées avec les deux colles de poisson et avec la caséine (ainsi
que pour la souche DBA/2), a 'exception de la souche SJL pour laquelle il est inférieur a 1
(tableau 7).

Tests de provocation : réponses cliniques

Comme la réponse en IgE est souvent, mais pas toujours, le signe d’une réponse allergique.
Ces premiers résultats seront corroborés par un test de provocation pouvant entrainer des
signes cliniques voir un choc anaphylactique caractéristique de lallergie. Les tests de
provocation ont été effectués a Js et a J1s par voie intrapéritonéale avec une dose de 1 mg
d’antigene par souris. Les résultats sont donnés dans le tableau 8. Apres le premier test de
provocation aux différents antigénes (tableau 5A), la souche SJL. n’a manifesté aucun signe
clinique. La souche C3H a présenté des signes cliniques (stade 3) apreés administration
intrapéritonéale d’albumine sans lysozyme, de la colle de poisson flocon et de la colle de
poisson préhydrolysée. La souche CBA a réagi a 'albumine sans lysozyme (stade 3) et a la
colle de poisson flocon (stade 2). Les signes cliniques sont essentiellement : hérissement des
poils, grattement et frottement du nez et de la téte, abattement, diminution des
mouvements respiratoires. Aucun déces n’a été signalé. Aucune souche de souris n’a
répondu a la caséine. Apres un deuxieme test de provocation, toutes les souris de toutes les

souches ont répondu aux différents allergenes sauf a la caséine (tableau 8).
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|Antigénes I |Souches de souris | |Période | |Rapport IgG1/1gG2a

Albumine sans lysozyme C3H J14 0.94
(AsL)

CBA J14 0.93

SJL J14 0.98
Albumine avec lysozyme C3H J14 0.96
(AaL)

CBA J14 0.95

SJL J14 0.94
Colle de poisson flocon C3H J14 1.88
(IF)

CBA J14 1.23

SJL J14 0.92
Colle de poisson C3H J14 1.02
préhydrolysée (IS)

CBA J14 2,07

SJL J14 3.63
Caséine (K) C3H J14 3.05

CBA J14 2.3

SJL J14 1.03

DBA/2 J14 23.73

Tableau 7: Le rapport 1gG1/1gG2a chez les différentes souches de souris sensibilisées aux
différentes colles pures

Antigénes Souris effectif | Stades cliniques Décés | Stade clinique aprés 2°™ test | Décés en
aprés 1% test de en % de provocation a Jyg %
provocation (Jg

Albumine sans C3H 3 3 0 4-5 100%

lysozyme (AsL) CBA 3 3 0 0

SJL 3 0 0 5 33.3%

Albumine avec C3H 3 0 0 4-5 66.6%

lysozyme (AaL) CBA 3 0 0 3 0

SJL 3 0 0 3 0

Colle de poisson C3H 3 3 0 3 0

flocons (IF) CBA 3 2 0 3 0

SJL 3 0 0 3 0

Colle de poisson C3H 3 3 0 3 0

préhydrolysée (IS) | CBA 3 0 0 3 0

SJL 3 0 0 3 0

C3H 3 0 0 0 0

- CBA 3 0 0 0 0

Caséine (K) SIL 3 0 0 0 0
DBA/2 4 0 0 4-5 25 %

Tableau 8 : Evaluation des stades cliniques observés a Jg apres le 1% test de provocation ip
avec les colles pures (1 mg/ souris), chez les souches C3H, CBA et SIL (n= 3) et la souche
DBA/2 (n= 4) immunisées a Jo avec I’albumine (avec et sans lysozyme), la colle de poisson
(flocon et préhydrolysée) et la caséine et a Jig apres le 2°™ test de provocation (i.p) consécutif
a une 2°™ immunisation a J1; chez les mémes souches de souris
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Figure 9: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, IgG1, IgG2a et IgGt)
anti-caséine mesurées a J.7, Jo, J14 et Jo3, chez les souris de la souche DBA/2 (n=4)

|Antigéne | Souches de souris | période | Rapport IgG1/IgG2a |
J9 1,04

Caséine DBA/2 T14 23,73
J23 2

Tableau 9 : Le rapport 1gG1/IgG2a anti-caséine chez les souris de la souche DBA/2 immunisée
avec la caséine



- Les souris de la souche C3H ont présenté des signes cliniques suite au test de provocation
a lalbumine avec et sans lysozyme (stade 4-5) et a la colle de poisson flocon et
préhydrolysée (stade 3). Nous avons aussi noté 100% de déces suite au choc anaphylactique
chez les souris immunisées avec I'albumine sans lysozyme et 66.6 % de mortalité chez les

souris immunisées avec I’albumine avec lysozyme.

- Les souris de la souche CBA ont toutes présenté des signes cliniques aux albumines et aux
colles de poisson (stade 3) néanmoins aucun cas de déces n’a été noté chez ces souris bien
qu’elles présentent les titres les plus élevés en IgE anti-albumine (avec et sans lysozyme) et

en IgE anti-colle de poisson flocon.

- Les souris de la souche SJL sensibilisées avec I'albumine sans lysozyme ont présenté des
signes cliniques (stade 4-5) et 33.3 % de déces suite du choc anaphylactique. Pour celles
sensibilisées avec I'albumine avec lysozyme, avec la colle de poisson flocon et avec la colle
de poisson préhydrolysée des signes cliniques (stade 3) moins intenses ont été également
observés. Néanmoins, les IgE spécifiques anti-albumine avec lysozyme, anti-colle de

poisson flocon et anti-colle de poisson préhydrolysées ne sont quant a elles pas mesurables.

- En ce qui concerne la caséine aucune des trois souches de souris utilisées n’a montré de

signes cliniques apres les tests de provocation.
B- Immunisation de la souche DBA /2 avec la caséine

Comme les trois souches de souris utilisées dans le protocole précédent n’ont pas répondu
a la caséine, la souche DBA/2, a été choisie. Un protocole d’immunisation bien défini a été
mis au point afin d’optimiser la production d’'immunoglobulines spécifiques (tableau 5A).

Les titres des différentes immunoglobulines sont donnés dans la figure 9.
Réponses biologiques : anticorps spécifiques

A J14, les souris développent des taux tres élevés d’IgGt et d’'IgG1 spécifiques anti-caséine et
des taux faibles mais significatifs d’IgE spécifiques. Par contre a J»3, on observe une
diminution des IgG1, IgGt et IgE spécifiques (figure 9). Alors que, les titres des IgG2a anti-
caséine augmentent considérablement. Le rapport IgG1/IgG2a a Jo, J14 et J25 est supétieur a

1 ce qui est en faveur d’une réponse de type Th2 (tableau 9).
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C3H DBA/2
sensibilisées a sensibilisées a
AaL AsL IF IS K
m=5) |[(©=5) [[(n=5) |[(©=5) (n=5)
| Différents types de vins |

Cabernet || Cabernet || Chenin || Sauvignon || Chenin

Franc Franc
A 17 test de Vin non collé 0 0 0 0 0
provocation avec les | Vin collé 0 1 2 1 0
échantillons de vin Lies de colle 7 1 3 1 1
lyophilisés Vin filtré 1 1 1 1 1
(i.p 1mg/souris; J;s)
A :2°™ test de Vin non collé 0 0 0 0 0
provocation avec les | Vin collé 2 1 0 0 0
¢chantillons de vin - [T jeq e colle 3 2 0 3 0 (n=4)
lyophilisés (i.p 2 (n=1)
tmgfsouris; ) g 0 0 0 0 0
B :3™ test de provocation avec les 3 3 1 1 1
colles pures (10mg/ig/souris/J3s)

Tableau 10: Evaluation, chez les souris sensibilisées, des stades cliniques (0-5) obtenus apres les
tests de provocation : A par voie i.p avec différents échantillons de lyophilisats de vins (cabernet
Franc, Chenin, Sauvignon) a J;s et J,;, B par voie orale avec différentes colles pures a Jss sur la
souche C3H immunisée avec AaL, AsL, IF, IS et la souche DBA/2 immunisée avec K. n = nombre
de souris sensibilisées



Tests de provocation a la caséine : réponses cliniques

Le premier test de provocation ip se révele négatif alors que le deuxieme test de

provocation entraine des signes cliniques (stade 4-5) et 25 % de mortalité (tableau 8).

En conclusion : Nous avons sélectionné dans cette premicre partie du travail deux souches
de souris qui seront utilisées par la suite pour étudier Pallergénicité du vin. La souche C3H
qui a réagi aux colles de poisson et aux albumines et la souche DBA/2 qui a réagi aux
caséines. Nous avons privilégié la souche C3H plutot que la souche CBA. Bien que
produisant un peu moins d’IgE que les CBA et avec un rapport 1gG1/IgG2a <1 et voisin
de celui des CBA, les C3H montrent des signes cliniques plus forts allant jusqu’au choc
anaphylactique, l'association IgE et choc anaphylactique nous paraissant étre plus

représentative de la réaction allergique.

4-1-4 Effets des différents échantillons de vins collés au laboratoire sur les C3H et DBA/2

sensibilisées aux différentes colles

Les souris sélectionnées ont été sensibilisées, aux albumines et aux colles de poisson pour
les C3H et 2 la caséine pour les DBA/2, selon le protocole établi pour la mise au point du
modele. Elles ont été soumises a deux tests de provocation par injection i.p de lyophilisats
(Img/souris) de différents vins a Jis5 et Jo1 suivis par un test de provocation pat voie orale

(gavage gastrique) avec les colles pures (10 mg/souris) a Js3s.
Réponses biologiques : anticorps spécifiques

Nos résultats sont semblables a ceux que nous avons obtenus lors de la mise au point des
modeles. Les C3H ont développés des immunoglobulines spécifiques anti-albumine avec
ou sans lysozyme (IgE, IgG1, IgGt et IgGG2a). Les réponses IgGt, IgG1 et IgG2a sont
supérieures a celles des IgE. Les niveaux de réponses sont tres voisins a Jip et a J20. Pour les
colles de poisson, seule la colle de poisson flocon produit des immunoglobulines
spécifiques (IgE, IgG1, IgGt et IgG2a) a J20. En ce qui concerne la caséine, les DBA/2 ont

produit des anticorps spécifiques plus importants a Jao (Figure 10).
Tests de provocation : réponses cliniques

Les souris (n = 20) sont réparties en quatre groupes de 5 souris. Chaque groupe recoit un
test de provocation (1mg/souris) aux différents échantillons de vin. Le tableau 10 résume
les résultats des tests de provocation aux différents échantillons du vin pour les différents

groupes.
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Albumine d'oeuf sans lysozyme Albumine d'oeuf avec lysozyme
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Figure 10 : Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, 1gG1, 1gG2a,
IgGt) anti-albumine sans lysozyme, anti-alboumine avec lysozyme, anti-colle de poisson
flocon, anti-colle de poisson pré-hydrolysée et anti-caséine, mesurés a Jio apres le protocole
d’immunisation avec les colles pures et a J,o apres le premier test de provocation par voie i.p
avec les lyophilisats de vins, chez les souris C3H et DBA/2 (caséine)
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A- Tests de provocation par voie 1.p aux différents échantillons de vin

1- Avec les vins témoins, aucune réponse clinique n’a été observée chez les C3H et les

DBA/2aJiseta Jor.

2- Avec les lies de colle, les réponses cliniques sont plus importantes au premier test de
provocation a J1s, chez les souris immunisées avec I'albumine avec lysozyme et avec la colle
de poisson flocon (stades 2 et 3 respectivement). Au deuxieme test de provocation a J21, les
réponses cliniques sont plus importantes chez les souris immunisées avec 'albumine avec et
sans lysozyme, avec la colle de poisson préhydrolysée et chez une souris de la souche

DBA/2 immunisée avec la caséine (stades 3, 2, 3 et 2 respectivement).

3- Avec le vin collé, les réponses cliniques sont variables mais faibles (stade 0 a 2). A Ja1,
seul le vin collé avec I'albumine sans lysozyme produit toujours la méme intensité des signes
cliniques (stade 1). Pour le vin collé avec 'albumine avec lysozyme, les signes cliniques sont
plus importants. Pour les vins collés avec les colles de poisson les manifestations cliniques
disparaissent. En ce qui concerne le vin collé avec la caséine, il n’entraine aucune

manifestation clinique a J1s et a J21.

4- Avec le vin filtré, les réponses cliniques a Ji5 sont faibles (stade 1). A J21, aucune

manifestation clinique n’apparait quel que soit le produit utilisé pour le collage (tableau 10).

B- Tests de provocation par voie orale aux différentes colles : signes cliniques

La voie intrapéritonéale n’est pas la voie naturelle de consommation. Nous avons voulu
savoir si les souris sensibilisées aux différentes colles réagissent a celles-ci lorsqu’elles sont
administrées par voie orale. Le test de provocation par voie orale (gavage gastrique avec les
colles pures) est effectué apres les deux tests de provocation par voie ip avec les
échantillons de vins. Les souris immunisées avec l'albumine avec et sans lysozyme
répondent aux tests de provocation par gavage gastrique par des signes cliniques tres nets
(stade 3, 3 respectivement) et qui se manifestent particulicrement par le gonflement et la
congestion tres nette de la bouche et des paupicres et par la congestion des extrémités
digitales et de la queue (tableau 10). En revanche, pour les souris immunisées avec la colle
de poisson (flocon et préhydrolysée) et avec la caséine les manifestations cliniques sont tres

faibles (stade 1).
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Test de
Souche Immunisation ||[Echantillons des vins }J)rovocatlon a
15
(i.p/lmg/souris)
Vin brut avant collage 0
Surnageant 3h aprés collage 2
Albumine Surnageant (3j aprés collage) 2
avec
lysozyme Vin avant filtration moyenne 1
(@)
Vin aprés 2 éme filtration :
i 0
finition
C3H Vin apres .3.eme filtration : 0
(n=3) grande finition
Vin brut filtré 0
Vin prélevé en fond de cuve
\ 2
Ichtyocolle apres collage
flocon T \
Vin prélevé en surface apres 1
collage
Vin filtré apres collage 0
Bentonite- 1y milésime 2003 0
caséine
DBA/2 o
(n=4) Vin millésime 2002 0
Caséine
Vin millésime 2001 0

Tableau 11: Les signes cliniques apres les tests de provocation par voie i.p avec les échantillons des
lyophilisats de vins commercialisés.



4-1-5 Effets des différents échantillons de vins commercialisés sur les C3H et DBA/2
sensibilisées avec les colles

Toutes les souris sont immunisées par voie intrapéritonéale en présence d’alun. Les C3H
sont réparties en deux groupes, le premier groupe recoit 'albumine avec lysozyme et le
deuxiéme groupe la colle de poisson flocon. Les soutis de la souche DBA/2 sont réparties
en deux groupes, le premier groupe recoit le complexe caséine-bentonite et le deuxieme

groupe, la caséine soluble.

Tests de provocation par voie i.p aux différents échantillons de vin (Les résultats sont

donnés dans le tableau 11).

Albumine avec lysozyme

- Avec I’échantillon de vin témoin, avant collage apres test de provocation par voie i.p (1

mg de lyophilisat d’échantillon de vin/ soutis) aucune manifestation clinique n’apparait.

- Avec les échantillons de vins collés avec I'albumine avec lysozyme et apres le test de
provocation, on voit une évolution dans les manifestations cliniques par rapport a la date du
collage et de la filtration (échantillons N° 2, 3 et 4; stades 2, 2 et 1). Celles-ci diminuent au
cours du temps. Apres la deuxicme et la troisieme filtration il n’y a plus aucune

manifestation clinique (échantillons N° 5 et 0).

Ichtyocolle flocon

- Avec Téchantillon de vin témoin avant collage et aprés test de provocation, aucune

manifestation clinique n’apparait.

- Avec les échantillons de vin collé avec Iichtyocolle et apres le test de provocation, les
manifestations cliniques sont plus importantes avec le prélevement provenant du fond de

cuve qu’avec le prélevement de surface. Elles disparaissent pour I’échantillon filtré.
Caséine

- Avec tous les échantillons de vins, que ceux- ci proviennent d’un vin traité aussitot apres
les vendanges ou apres vieillissement, apres le test de provocation, aucune manifestation

clinique n’apparait.
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4-1-6 Discussion
Le risque d’une réaction anaphylactique suite a la consommation du vin est plutot rare [142,
143]. Peu de réactions allergiques aux raisins ont été décrites [143]. De plus, il est tres

difficile d’identifier le(s) constituant(s) responsable(s).

Les allergénes potentiels de vin sont : les constituants du raisin et/ou les produits dérivés de
leur fermentation. Parmi ceux-ci nous pouvons distinguer les allergénes vrais et les
pseudoallergenes (amines biogenes dont lhistamine). La seconde source potentielle
d’allergenes dépend des méthodes de vinification, des matériaux avec lesquels le vin est en
contact (fhts, etc), des additifs dont les sulfites et des produits de collage. Ces derniers sont

souvent des allergenes majeurs pour ’homme.

Le but de notre étude est de savoir s’il reste dans le vin des résidus allergéniques provenant

des produits utilisés pour le collage.

L>¢lectrophorese en gel de polyacrylamide en présence de SDS suivie d’un transfert sur
nitrocellulose va nous permettre de caractériser les différentes bandes contenues dans les
colles. LLes bandes supportant des allergénes sont identifiées a I'aide de sérums humains
d’allergiques au lait de vache, a 'ceuf et au poisson. Les IgE humaines reconnaissent de 3 a
6 bandes supportant des épitopes allergisants différents selon les colles : 155, 130, 74, 67, 54
et 22 kD pour la caséine, 80, 67 et 31 kD pour 'albumine et 44, 38 et 20 kD pour la colle
de poisson (tableau 6). Ces allergenes (sauf la bande de 155 kD de la caséine) sont aussi
reconnus par les sérums de lapin immunisés avec les colles qui reconnaissent aussi de
nombreuses autres bandes. Ces derniers peuvent donc étre utilisés pour mettre au point des
tests ELISA de dosage des résidus dans le vin. Utilisés en western blot, ils devraient nous

permettre de rechercher dans les vins les protéines allergéniques.

Les IgG de souris sensibilisées reconnaissent également de nombreuses bandes dont les
bandes reconnues par les IgE humaines sauf les bandes 130 et 155 de la caséine et la bande
44 kD de la colle de poisson. En revanche les IgE de souris ne reconnaissent aucune bande.
Nous avons soit un probleme de sensibilité, soit un probleme de révélation. Cependant en
ELISA les IgE de souris reconnaissent les colles. Dans I’état actuel de nos résultats nous ne
pouvons pas dire si les IgE humaines et les IgE murines reconnaissent les mémes
allergenes. La plus grande partie des bandes reconnues par les IgE prennent la coloration au

bleu de Coomassie, ce sont donc majoritairement des protéines. Certaines bandes ne
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prennent pas cette coloration: soit le western blot est plus sensible que le colorant soit elles

ne sont pas constituées majoritairement de protéines.

Dans un premier temps nous avons vérifié 'absence de toxicité des vins avant collage. Pour
écarter I’hypothese d’une pseudoallergie a I'une des composantes des vins, toutes les
souches de souris ont regu une injection de lyophilisat de vin témoin avant collage. On sait
que les amines biogenes [144], les sulfites [143], I'alcool éthylique, les divers composants des
boissons alcoolisées [145] et I'alcool lui méme [146-148] sont les principaux responsables
des réactions nocives du vin qui peuvent préter a confusion avec les réactions allergiques
induites par les produits de collage. Aucune manifestation clinique n’a pu étre observée
pour chacune des souches. Les souches sélectionnées sont donc fiables pour tester les
propriétés allergisantes des colles oenologiques. La non toxicité des vins bruts ayant été
¢tablie et afin de modéliser les réponses allergiques aux différents produits de collage,
plusieurs souches de souris (C3H, CBA, SJL et DBA/2) ont été immunisées avec

'albumine, la colle de poisson et la caséine.

Nous avons réalisé des tests de provocation afin de mettre en évidence les souches qui
présentent des manifestations cliniques caractéristiques de I'allergie. Lors de la mise au point
des modeles, les souches C3H, CBA et SJL présentent des signes cliniques vis a vis de

I’albumine et de la colle de poisson, la souche DBA/2 vis a vis de la caséine.

Les souches de souris C3H (H-2¥), CBA (H-2¥) et SJL. (H-2%), ont toutes développé des
immunoglobulines spécifiques d’isotype G (IgG1, IgG2a et IgGt) contre chacune des cing
préparations de colles. Les trois souches ont développé des IgE spécifiques avec 'albumine
sans lysozyme. Avec lysozyme la souche SJL se distingue des deux autres en ne produisant
pas d’IgE spécifiques. La souche SJL est plutot considérée comme répondant peu aux
allergenes. 11 est important de noter que dans notre modele elle répond mieux (signes
biologiques et signes cliniques) a I'albumine en absence de I'autre allergene majeur de Pceuf
le lysozyme. Si I'albumine est bien un allergéne pour cette souche, nous n’avons pas
contrdlé si le lysozyme est également un allergéene ou simplement un antigene. Le degré de
purification de lallergéne joue un réle dans le développement de la réponse allergique
(sensibilisation et/ou réaction). La production d’IgE est comparable a celle obtenue par
Dearman [149, 150] apres sensibilisation des souris BALB/c (H-2P) avec I'albumine, et par
notre laboratoire chez la méme souche (résultats non publiés, signes cliniques (stade 3))

bien que cette souche ait un phénotype différent de celui des C3H et CBA.
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Avec les colles de poisson flocon les trois souches présentent des manifestations cliniques
suite aux tests de provocation bien que les IgE spécifiques ne soient pas détectables. Ces
résultats sont comparables a ceux publiés par Untersmayr [151]. En effet, dans cette étude,
les soutis BALB/c recevaient par voie intrapéritonéale du caviar et produisaient des niveaux
¢levés d’IgG1 et d’IgG2a spécifiques mais pas d’IgE spécifiques et montraient des signes

cliniques d’allergie (tests de provocation et tests cutanés positifs).

Seule la souche DBA/2 a produit des IgE anti-caséine. Ce dernier résultat conforte celui
similaire publié par Ito [3] qui suite a une sensibilisation par voie orale (gavage gastrique)
avec la caséine chez trois souches de souris (DBA/2, BALB/c et BIOA) montre que seule
la souche DBA/2 produit des IgE spécifiques anti-caséine. En revanche, cet auteur n’a pas
recherché les manifestations cliniques suite a un test de provocation. Notre étude nous
permet de conclure que cette souche est bien allergique a la caséine. C’est pourquoi nous

'avons retenue pour I’étude de Pallergénicité des vins collés a la caséine.

Pour affiner ces résultats, nous avons évalué le rapport IgG1/IgG2a spécifiques. D’apres
Mosmann et Coffman [2], quand ce rapport est élevé, il traduit une réponse de type Th2
alors que lorsqu’il est bas, la réponse est de type Thl. Dans notre travail ce rapport,
contrairement aux données de la littérature, n’est pas corrélé aux réponses IgE, bien que
Iallergie soit une réponse immune de type Th2 prédominant. Nos résultats sont évalués a
partir des mesures d’absorbance, 'absorbance étant un compromis entre la concentration et
lavidité. Cette dernicre est elle-méme un compromis puisqu’elle mesure une moyenne de
constantes d’affinité. Du point de vue biologique, ce sont les affinités qui sont importantes :
pour qu’un anticorps déclenche une réaction son affinité doit étre supérieure a un seuil que
souvent nous ne connaissons pas. Le rapport aurait une signification si nous le calculions a
partir des absorbances des anticorps ayant l'affinité nécessaire pour déclencher la réaction
biologique. Cependant ce rapport nous permet de comparer les réponses moyennes
spécifiques en IgG1 et IgGG2a. Nous pouvons constater que les réponses IgG2a spécifiques
sont importantes avec I'albumine, moyennes avec la colle de poisson et faibles avec la
caséine. La composante Thl apparait plus importante pour I'albumine que pour la caséine.
L’ensemble de ces mesures biologiques montre I'importance des signes cliniques pour

confirmer que nos souches sont bien allergiques.

Pour notre étude nous avons retenu la souche C3H pour le blanc d’ceuf et la colle de

poisson. Les signes cliniques sont plus importants chez les C3H bien que les taux d’IgE
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spécifiques soient supérieurs pour la souche CBA par rapport a la souche C3H. a partir de
ces résultats, nous pouvons conclure de ces résultats, qu’il existe bien un effet dépendant
de la souche, qu’il est important de déterminer, afin de mieux comprendre I'allergénicité des

protéines alimentaires et les mécanismes qui la régissent.

La reproductibilité des modeles a ¢été vérifiée et confirmée au cours des séries
expérimentales. Les dosages immunologiques (IgE spécifiques) montrent bien que les
souris C3H et DBA/2 réagissent avec les colles cenologiques et confirment l'efficacité du

protocole de sensibilisation ainsi quen témoignent les signes cliniques (figure 10, tableau

10).

Les premiers tests d’allergénicité des vins ont été faits a partir de lyophilisats des vins collés
au laboratoire. Les résultats sont logiques : les réponses cliniques sont plus nettes a J21. En
effet, les lyophilisats de vins avant collage ne provoquent pas de signes cliniques, les
lyophilisats de vins collés a I'albumine (Aal. et Asl) provoquent des signes cliniques
intermédiaires (stade 2 et 1 respectivement). En revanche les lyophilisats de lies de trois
colles entrainent les signes cliniques marqués (stade 3, 2 et 3 respectivement pour Aal., AsL
et IS). Avec les lyophilisats de vins filtrés, tous les signes cliniques disparaissent. La filtration
se montre donc efficace pour I'élimination des résidus des produits de collage. Ainsi nos

modeles sont utilisables pour ’étude des vins commercialisés.

Puisque le vin est naturellement consommé par voie orale, nous avons analysé les
manifestations cliniques présentes chez les animaux soumis aux tests de provocation par
gavage gastrique avec les colles pures et apres le deuxieme challenge par voie ip. Les doses
de colles administrées par gavage gastrique sont importantes comme le montre le tableau
10. Des doses physiologiques pourraient provoquer des réponses plus faibles. Les signes
cliniques observés sont plus importants avec les albumines (stade 3) quel que soit
I’échantillon de vin utilisé. Ils sont plus faibles (stade 1) pour les autres produits de collage
IF, IS et K). Ces manifestations cliniques sont, cependant, moins importantes que lorsque
le test de provocation est fait par voie i.p (stade 4), et pour I'albumine, elles touchent plus
intensément le tissu cutané. Par gavage gastrique, les souris sensibilisées aux albumines sont
plus réactives que les souris immunisées aux ichtyocolles et a la caséine. Ceci peut
s’expliquer par la résistance de certaines protéines a la digestion et qui de ce fait sont
potentiellement allergéniques. En effet, les allergenes alimentaires sont considérés comme

¢tant stables pendant les différentes étapes de la digestion [152]. Dans notre travail, au cours
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des tests de provocation par gavage gastrique et avec de fortes doses d’albumine, on peut
émettre ’hypothése que le rapport pepsine/protéines est fortement modifié. Ceci peut
entrainer une altération de la digestion de l'albumine et la formation de fragments
protéolytiques qui garderaient le potentiel allergénique important de la protéine [153, 154].
En revanche, en ce qui concerne les ichtyocolles, nous avons noté des manifestations
cliniques de faible amplitude (stade 1) chez les souris C3H, sensibilisées a la colle de poisson
flocon et a la colle de poisson préhydrolysée, apres un challenge oral. La parvalbumine
(Gad c 1: 11 kD), allergéne majeur du poisson, a toujours été considérée comme étant
résistante a la digestion. Néanmoins, Untersmayr et son équipe [155] ont démontré que
cette protéine ainsi que les protéines du caviar (30, 84, 100 et 118 kD), consommées par
voie orale chez la souris, sont immédiatement dégradées pendant la digestion gastrique et
perdent leur potentiel allergénique. Ainsi, la digestion expliquerait le potentiel allergénique
réduit des ichtyocolles au cours de notre challenge par gavage gastrique. Il en est de méme
pour la caséine (manifestations cliniques stade 1) qui est rapidement dégradée au pH

gastrique normal [156].

Pour tester les préparations commerciales, nous avons sensibilisé les souris C3H a
I’albumine avec lysozyme et a la colle de poisson flocon et les souris DBA/2 a la caséine et
a la caséine bentonite. Les réponses aux tests de provocation par injection par voie
intrapéritonéale de lyophilisats de vins commercialisés montrent des variations en fonction

du vieillissement des vins par rapport au collage et a la filtration.

Pour le groupe immunisé avec I'albumine avec lysozyme, nous avons noté qu’apres le
collage les manifestations cliniques diminuaient en fonction du temps. Apres la troisieme
filtration, ces symptomes disparaissent completement. Les témoins négatifs sont conformes
aux résultats attendus. On peut conclure que les filtrations sont efficaces pour éliminer les
résidus de blanc d’ceuf. Ceci confirme les résultats trouvés a partir des vins collés au

laboratoire.

Pour le groupe immunisé a la colle de poisson flocon des signes cliniques observés apres les
tests de provocations sont plus importants dans le prélevement de fond de cuve que dans
les prélevements en surface. Ces deux échantillons de vin contiennent encore les allergenes
de la colle de poisson mais vraisemblablement a une concentration différente montrant un
effet du a la décantation. I.’échantillon de vin filtré apres collage, ne provoque aucun signe

clinique : la filtration a éliminé les résidus allergéniques.
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Pour le groupe immunisé a la caséine, nous avons remarqué, que les préparations
commerciales n’induisent pas de signes cliniques. Ces préparations proviennent des
millésimes 2001, 2002 et 2003. Soit le traitement soit le vieillissement et la maturation ont
¢éliminé toute trace d’allergeéne. Ces résultats sont identiques a ceux observés avec les vins

traités au laboratoire.

Au vu de ces résultats, la filtration est donc une étape cruciale dans Iélimination des
allergenes. Le risque d’une réaction allergique a la suite d’une consommation de vin collé
existe. Des résidus d’allergénes peuvent persister dans le vin selon Dallergéne et le
traitement. Cependant, la filtration, la maturation et le vieillissement jouent un role
primordial dans I’élimination de ces résidus. Notre modele animal peut participer au
controle de lefficacité des méthodes de décantation/filtration et aider a définir un

protocole permettant I’élimination des résidus de collage dans les vins.
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Extrait d’arachide Lupin blanc

80.2 76.6
76 65.4
50.5 59.3
48.6 53.7
46.1 51.2
32.7 47.2
25.1 45.8
21.8 42.6
18.9 40.6
36.9
33.8
29.3
25.7
22.1
194

Tableau 12: Les bandes protéiques (kD) des protéines d’arachide et du lupin obtenues par
¢lectrophorese (SDS)

| Souches | |Pré1évements | | IgE | | 1gG1 | | 1gG2a | | 1gGt | | 1gG1/IgG2a |
I 0.05 043 0.11 022
-7 0.003 0.22 0.04 0.15
I 035 * 2.07 * .44 * 1.55 * "
C3H 15 0.21 0.36 1 0.46 ’
(n=10) ] 0.19 * 1.82 * 1.29 * 2.15% 140
30 0.06 0.29 0.47 0.19 ’
I 0.16 * 1.85 * 141 % 1.52 % 131
45 0.1 0.26 0.49 0.24 ’
] 0.05 012 0.19 0.11 ]
7 0.005 0.06 0.1 0.02
0.78 * 1.93 * 0.65 * 1.8%
CBA Jis 0.2 0.56 0.37 0.52 2.9
(n=10) | 027 * 2.14 0.74 * 1.83 * 5 80
30 0.05 0.1 0.46 0.25 '
0.46 * 1.89 * 073 * 127 *
Jas 0.13 0.26 0.64 0.41 2.54
] 0.05 021 0.14 0.1 -
7 0.02 0.1 0.04 0.03
I 034 * 1.83 * 078 * 142 % )36
BALB/c 15 0.15 0.4 0.62 0.311 :
(n=10) 0.26 * 2% 1.39 * 2%
T30 0.04 0.18 0.29 0.18 .44
03* 1.81 % 1.86 * 1.67 *
Jas 0.11 01 0.83 0.16 0.97
I 0.05 0.1 0.1 0.08 -
7 0.003 0.01 0.007 0.01
I 0.06 1.79 * 0.76 * 2.07 )33
SIL 15 0.003 0.48 05 0.32 :
(n=10) I 0.1* 173 % 0.55 * 171 % 310
30 0.01 0.4 0.37 0.22 '
0.07 1.66 * 0.62 * 138 %
Jas 0.01 0.47 0.24 0.32 2.69

Tableau 13: Moyennes et écarts types des densités optiques (DO) pour les différents isotypes a
spécificité anti-arachide pour chaque souche de souris a J.7, Js, J30 et J4s (dilution des sérums: 1.107°
sauf dosages IgE 1.107% Rapport 1gG1/IgG2a a Jis, J30 et Jus



4-2 Mise au point d’un modele de souris allergique a Parachide pour étudier les
réactions allergiques croisées entre ’arachide et le lupin

4-2-1 Contenu en protéines de la préparation d’arachide

Cent grammes d’arachide apres traitements successifs a I'acétone et au diethyl éther, suivis
d’une lyophilisation donnent 2,23 g de poudre contenant 691 mg de protéines
hydrosolubles soit un rendement en protéine 2,23 %. En conclusion, a partir de 100 g de
graines d’arachide nous avons obtenu 690 mg de protéines d’arachide hydrosolubles soit un

rendement en protéines de 0,69 %.

4-2-2 Contenu en protéines de la farine du lupin
Une quantité connue de farine de lupin blanc (LB) est dissoute dans du PBS. La quantité de
protéines extraite est exprimée en pourcentage de la quantité de farine dissoute. Le

rendement en protéines apres dissolution du LB est de 33,7 %.

4-2-3 L’analyse électrophorétique de la farine de lupin et de Pextrait d’arachide
Le tableau 12 présente les poids moléculaires des protéines révélées apres dissolution des

deux produits en milieu basique. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 12.

4-2-4 Modé¢le de souris sensibilisés a ’arachide

4-2-4-1 Sensibilisation des différentes souches de souris a P’arachide par voie intra-
péritonéale.

Les souris des quatre souches C3H, CBA, BALB/c et SJL ont été immunisées avec 10 pg
d’extrait d’arachide par souris, en présence d’alun comme adjuvant. Nous avons mesuré les
titres en anticorps spécifiques sériques (IgE, IgG totales, IgG1 et Ig(G2a) avant et apres

sensibilisation (J.7, J1s, J0 et J45).
Réponses biologiques : anticorps spécifiques anti-arachide

Toutes les souches de souris (C3H, CBA, SJL et BALB/c¢) ont répondu en produisant des
anticorps anti-arachide de différents isotypes IgG (IgGt, IgG1 et IgG2a) et IgE démontrant
Pefficacité du protocole d’'immunisation. Seule la souche SJL ne répond pas en IgE (tableau
13, figure 11). Les réponses IgE spécifiques anti-arachide sont variables selon les souches.
Les meilleures réponses IgE (intensité de la réponse et nombre d’animaux positifs) ont été
retrouvées pour les CBA (H-25) suivie par les BALB/c (H-29) puis les C3H (H-2). Par
contre, les souris SJL. (H-2%) n’ont développé aucune réponse de type IgE (tableaul3; figure
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Figure 11: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, 1gG1, 1gG2a et
IgGt) anti-arachide, mesurées a J.7, Jis, J3o et Jsschez les souris des souches C3H, CBA,
Balb/c et SIL (n= 10) immunisées par voie i.p avec I’extrait d’arachide en présence d’alun
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Souches de souris Jis J30 Jus

C3H 8/10 10/10 7/10
BALB/c 9/10 10/10 9/10

CBA 10/10 10/10 10/10

SJL 0/10 1/10 0/10

Tableau 14: Nombre de souris dont le sérum est positif en IgE anti-arachide.

- Evaluation des .
Antigéne . - Déces par choc
). S Souches signes cliniques .
d’immunisation o . anaphylactique
apres i.p arachide
C3H Témoin Stade 0 0%
Stade 4 o
C3H (100 % des souris) 80 %
Arachide CBA Stade 4 . 20 %
(100 % des souris)
BALB/c Stade 0 0%
SJL Stade 0 0%

Tableau 15: Les tests de provocation par voie i.p avec I’extrait d’arachide. Evolution des signes
cliniques et pourcentage de décés de souris ayant présenté des signes cliniques



11). Les réponses en IgE spécifiques anti-arachide augmentent apres le premier rappel a J1o
et diminuent plus ou moins au cours du temps, malgré les rappels (tableau 13). Une
variabilité individuelle a été observée dans les réponses au sein d’'une méme souche de
souris. Le nombre maximum de souris qui expriment des IgE sériques spécifiques est
observé a Jso apres le 1¢r rappel (tableau 14). Comme le montre la figure 11, la densité
optique (DO) observée pour la souche de souris SJL. dont une seule souris possede un

sérum positif en IgE anti-arachide a J30, se situe au-dessus du seuil de détection.

Comme le démontre la figure 11, les 1gG1, IgG2a et IgGt spécifiques sont fortement
induites apres le premier rappel. Quarante cing jours apres sensibilisation, les DO
commencent a baisser mais restent largement supérieures au niveau basal. Le rapport
IeG1/I1gG2a est supérieur a 1 pour toutes les souches, indiquant des réponses de type Th2
dominants (tableau 13), les réponses les plus forte étant produites par les CBA et SJL bien
que cette dernicre ne produit pas d’IgE spécifiques. Toutes les souches fortes répondeuses
en IgE présentent un rapport IgG1/IgG2a supérieur a 1 (tableau 13). Au vu de ces
résultats, les souches CBA et BALB/c sont les souches qui présentent les meilleures
réponses biologiques. Pour ces souches le nombre de souris qui répondent en IgE
spécifiques anti-arachide est d’emblée le plus important et le reste au cours du temps
(tableau 14). Une variabilité plus importante entre les souches est observée pour les IgG2a

et les IgE spécifiques par rapport aux IgGt et IgG1 spécifiques.

Réponses cliniques : tests de provocation avec lextrait d’arachide chez les souris

immunisées contre ’arachide

La signification biologique des anticorps est évaluée par la mesure des réponses aux tests de
provocation apres injection d’l mg d'extrait d’arachide (soit 6,9 ng de protéine d’arachide)
(tableau 15). Dans les 10 minutes qui suivent I'injection, toutes les souris des souches C3H
et CBA ont présenté des signes cliniques de réaction allergique (stade 4). Chez ces deux
souches, nous avons noté 80% de mortalité chez les C3H et 20% de mortalité chez les
CBA. Toutes les soutis des autres souches (BALB/c et SJL) n'ont montré aucun signe
clinique. En conclusion, les souches C3H et CBA ont la méme réponse élevée, 100% de
signes cliniques, en revanche, la souche C3H montre une meilleure réponse allergique : 80%

de mortalité contre 20% chez la souche CBA.
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Souches de souris Jis J30 Jas

C3H 0/10 4/10 5/10
BALB/c 0/10 0/10 2/10
CBA 0/10 3/10 7/10
SJL 0/10 0/10 0/10

Tableau 16: Nombre de souris dont le sérum contient des IgE a activité spécifique anti-lupin

[ Souches || Prélevements || TeE || 1eG1 || 1gG2a || 1eGT || 1eGl/1gG2a |
[ 0.07 0.13 0.11 0.09 ]
7 0.0009 0.06 0.006 0.009
| 0.09 0.46 0.11 0.15 505
C3H 15 0.004 0.19 0.01 0.04 ’
(n=10) I 0.11 122 * 0.32 * 1.07 * 376
30 0.03 0.14 0.25 0.49 :
0.13 * 2.13 % 0.69 * 1.64 *
Jas 0.06 0.34 0.53 0.4 3.10
I 0.09 0.11 0.11 0.09 ]
7 0.0009 0.005 0.006 0.004
0.07 0.17 0.11 0.09
CBA Jis 0.01 0.1 0.01 0.01 0.65
(n=10) I 0.1 0.71 * 0.23 0.56 * 127
30 0.03 0.59 0.2 0.43 ’
0.14 * 1.06 * 0.2 0.61 *
Jas 0.05 0.84 0.16 0.47 1.62
I 0.09 0.1 0.11 0.08 ]
7 0.0009 0.007 0.08 0.005
I 0.11 0.12 * 0.18 0.1 153
BALB/c 15 0.007 0.01 0.24 0.03 :
(n=10) I 0.08 0.36 * 0.28 0.21* 300
30 0.01 0.33 0.38 0.14 :
0.1 0.65 * 0.4 0.43 *
Jas 0.04 0.43 0.51 0.26 320
I 0.07 0.11 0.11 0.12 ]
7 0.003 0.01 0.03 0.01
I 0.07 0.48 * 0.14 0.35 396
SIL 15 0.003 0.48 0.12 0.36 :
(n=10) | 0.07 1.07 * 038 0.44 * -
30 0.006 0.57 0.59 0.63 :
0.07 1.61 * 0.77 * 1.3*
Jas 0.006 0.69 0.7 0.52 2.09

Tableau 17: Moyennes et écarts types des densités optiques (DO) pour les différents isotypes a
spécificité anti-lupin pour chaque souche de souris immunisées avec I’extrait d’arachide par voie i.p
en présence d’alun a |, Jis, J5 €t Jus (dilution des sérums: 4.107 sauf dosages IgE: 1.10") Rapport
IgG1/1gG2a a5, 5 et Jis



4-2-5 Réactions croisées in vitro anti-lupin des souris immunisées a ’arachide

Une fois le modeéle de souris allergique a P'arachide établi, nous avons recherché si les
anticorps anti-arachide étaient susceptibles de reconnaitre le lupin. Pour cela les sérums de
soutis (C3H, CBA, SJL et BALB/c) immunisées a I'arachide (n=10) ont été analysés 7 vitro

afin de tester leur capacité a réagir avec le lupin.

Réponses biologiques : anticorps sériques IgG et IgE anti-arachide qui croisent avec le lupin

La recherche de réactions croisées, montre que les souris immunisées avec l'arachide
reconnaissent certains épitopes de la farine de lupin blanc doux (tableaux 16 et 17). Les
titres en IgE anti-arachide, qui croisent avec le lupin, présents dans les sérums de souris
immunisées a 'arachide sont faibles (C3H, CBA et BALB/c). La souche SJL n’a pas d’IgE
anti-arachide qui croisent avec le lupin (tableau 17). Ainsi, les sérums contenant des IgE
anti-arachide présentent des réactions croisées avec le lupin blanc. Pour les IgE, la dilution
sérique utilisée pour les deux tests arachide et lupin est la méme : 1/10. Les titres des IgE
mesurés avec la farine de lupin sont plus faibles que les titres des IgE mesurées avec
l'arachide. L'apparition des IgE spécifiques anti-arachide qui reconnaissent la farine de lupin
est plus tardive (J45) que apparition des IgE anti-arachide (J15) et leur augmentation est plus
faible au cours du temps (figure 12). Pour deux souches (C3H et CBA) sur quatre, la
réaction croisée est significativement mesurable. La souche BALB/c bien qu’ayant des
d’IgE anti-arachide ne présente pas de réaction croisée avec le lupin (tableau 17). Si nous
tenons compte des réponses individuelles nous constatons que 50% des souris C3H et 70%

des souris CBA présentent une réaction croisée (tableau 10).

Pour le dosage des activités IgGt anti-arachide qui croisent avec le lupin, les titres sont
nettement plus faibles que celles des IgGt anti-arachide (tableau 17, figure 12). La dilution
sérique utilisée pour les mesures est de 4.102 (farine de lupin) au lieu de 1.10- (extraits
d’arachide). Les différentes souches montrent a J45 des niveaux trés important d’IgG1 et
d’IgGt anti-arachide qui croisent avec le lupin (C3H > SJL. > CBA> BALB/c). Quant aux
IgG2a anti-arachide qui croisent avec le lupin, les absorbances rapportées sont maximales a
Jas (SJL> C3H> BALB/c > CBA). L'étude des rapports 1gG1/IgG2a anti-arachide qui
croisent avec le lupin montre que ces rapports sont globalement élevés de la méme manicre
que les rapports IgG1/IgG2a anti-arachide (tableau 16). Si nous tenons compte des
résultats obtenus in vitro, les souches CBA et C3H apparaissent comme les meilleurs

modeles pour étudier les réactions croisées archide-lupin.
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Figure 12: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, 1gG1, IgG2a et IgGt)
anti-arachide qui reconnaissent la farine de lupin, mesurées a J.7, J;s, J30 et Jus, chez les souris des
souches C3H, CBA, Balb/c et SIL (n= 10) immunisées par voie i.p avec I’extrait d’arachide en
présence d’alun



Réponses cliniques aux tests de provocation avec la farine de lupin chez les souris

sensibilisées a ’arachide

Apres les tests de provocation au lupin chez les souris sensibilisées a ’arachide, aucune des
4 souches n'a montré de signes cliniques, apres l'injection intrapéritonéale (1 mg /soutis) de

farine de lupin.

4-2-6 Discussions

A la suite de I'étude de Moneret-Vautrin décrivant chez ’homme une réaction croisée entre
I'arachide et les autres légumineuses dont le lupin [45], nous avons étudié les relations entre
la réaction croisée in vitro arachide/lupin et les manifestations cliniques provoquées par un
challenge au lupin chez les souris immunisées avec U'extrait d’arachide. Ceci a pour but de
comprendre les mécanismes responsables de cette allergie croisée. Pour cela nous avons
choisi la souris, comme modele d’étude, car elle est caractérisée par un complexe majeur
d’histocompatibilité relativement proche de celui de ’homme et par une balance Th1/Th2
plus nette et plus facile a mettre en évidence que chez P’homme [157]. Les IgE, les IgG1 et
les IgG2a spécifiques, sont le reflet des réponses allergiques et immunitaires induites chez la
souris : réponse de type Th2 associée a la production d’IgG1 et d’IgE versus réponse de
type Th1 caractérisée par la production d’IgG2a. Le rapport IgG1/IgG2a est a utiliser avec
précaution comme nous I'avons remarqué dans la mise au point des modeles de souris
allergiques aux colles oenologiques. De plus, méme si la balance est en faveur des Th2 il n’y
a pas forcement allergie. Les parameétres retenus pour la validation de notre mod¢le animal
reposent sur la production d’immunoglobulines spécifiques (IgE et IgG1) mais aussi sur les

signes cliniques observés apres un challenge allergénique.

Les réactions allergiques peuvent étre liées a des facteurs génétiques (CMH: complexe
majeur d’histocompatibilité) et environnementaux. Chaque souche posséde un phénotype
spécifique qui est co-responsable de sa forte ou faible réponse a un allergene spécifique.
Plusieurs études ont montré que la réponse de certaines souches de souris sensibilisées avec

Pextrait d’arachide est sous le controle du systeme CMH [137, 158].

En nous basant sur les données de la littérature, nous avons utilisé quatre souches de souris
(C3H, CBA, BALB/c et SJL) afin de sélectionner notre modele. Nous avons trouvé que les
trois souches C3H (H-2%), CBA (H-2% et BALB/c (H-29) répondent en IgE et IgG1
spécifiques mais seules les souches C3H et CBA qui présentent des signes cliniques, sont

réellement allergiques 2 l'arachide. En trevanche la souche BALB/c (H-29) présente
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uniquement des signes biologiques. La souche SJL. (H-2%) ne présente ni signe biologique ni
signe clinique. Nos résultats recoupent partiellement ceux de Li [158] qui suite a une
sensibilisation par un allergene de I'arachide (pDNA par voie intramusculaire) chez trois
souches de souris différentes (C3H: H-2k, BALB/c: H-24, AKR /] : H-2% a montré que
seule la souche C3H produisait des signes biologiques, alors que la souche AKR/] n’en
produisait pas méme si elle porte le méme phénotype. L’haplotype H-2 n’est donc pas le
seul composant déterminant de la réponse immunologique a un antigene chez la souris.
Cependant, nos conditions expérimentales ne sont pas identiques et en particulier 'antigéne
est différent. Lucas et al [159] dans une étude portant sur la réaction immune systémique de
la souris a un autre allergene, la PLA2 (phospholipase Az: allergene majeur du venin
d’abeille), a montré que la sécrétion d’anticorps anti-PLA; était dépendante du systeme H-2.
Les animaux présentant un allele 4 ou fdans la région A du complexe H-2 étaient de faibles

répondeurs, tandis que ceux ayant un allcle 4, £, ¢, ou s étaient de forts répondeurs.

De nombreuses publications ont montré que les IgE sont sous la dépendance des réponses
immunes de type Th2 chez '’homme [160] et chez 'animal [161, 162]. Toutetois, chez la
souris, des études récentes ont montré que la réponse spécifique a un antigéne ne dépend
pas seulement des IgE. En effet, Oettgen et son équipe [163] ont démontré dans plusieurs
études que la réaction d’hypersensibilité peut étre déclenchée non seulement par les IgE
spécifiques, mais aussi par les IgG1l spécifiques. D’autres équipes ont confirmé que
I'hypersensibilit¢é immédiate peut étre exprimée par les isotypes d’immunoglobulines
spécifiques de Iallergene : IgG1 et IgE et non par les isotypes IgG2a et IgG3 spécifiques
[135, 164]. Ces résultats s’accordent avec les notres puisque les C3H et les CBA qui
produisent des IgE et des IgGl spécifique anti-arachide présentent elles aussi des
manifestations cliniques suite a un challenge intrapéritonéale avec lextrait d’arachide. En
revanche, les BALB/c qui produisent des IgE et des IgG1l spécifiques ne sont pas
allergiques. Il en est de méme pour les SJL qui ont des IgG1 spécifiques. Les relations entre
isotypes spécifiques et anaphylaxie chez la souris sont donc complexes. Ces résultats

montrent 'importance des signes cliniques dans I'appréciation du diagnostic de I'allergie.

Ces observations nous ont permis de considérer les deux souches BALB/c et SJL. comme
étant des souches non allergiques a P'arachide et suggerent que toutes les réponses de type
Th2 prédominant ne sont pas obligatoirement des réponses allergiques. Notre étude

indique que les souris C3H et CBA représentent un modele valable pour Iétude des
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réactions allergiques a I'arachide et sont capables de développer des IgE et des IgG1
spécifiques anti-arachide ainsi que des réponses anaphylactiques suites a un challenge (par

voie 1.p) a l'arachide.

La définition de réaction croisée est basée sur la reconnaissance immunologique : un seul
anticorps réagit avec deux molécules différentes possédant chacune au moins un épitope
apparenté alors que l'allergie croisée est liée a une réaction allergique obtenue suite un
challenge par un allergene Y chez un individu déja sensibilisé a un premier allergene X mais
n’ayant jamais rencontré l'allergene Y. La réaction croisée reflete une relation phylogénique
entre les especes, cela implique un grand degré d’homologie dans les structures protéiques
[115]. 1 wvitro, les réactions croisées entre les légumineuses sont fréquentes [35]. Ainsi,
Aalberse [115] a observé une réaction croisée iz vitro entre l'arachide et différentes
légumineuses telle que le soja. Quelques cas d’allergie au lupin, légumineuse consommée
soit sous forme de graine soit sous forme de farine, ont été publiés [95, 97]. Pour notre part,
in vitro nous avons obtenu une réaction croisée arachide-lupin pour les souches C3H, CBA
et BALB/c qui ont développé des IgE anti-arachide (apres sensibilisation intra-péritonéale
avec l'extrait d’arachide) qui reconnaissent la farine de lupin. En outre, ces réponses IgE
anti-arachide qui croisent avec le lupin blanc sont associées a un rapport IgG1/IgG2a de
type Th2. Pour une méme dilution des sérums lors des dosages d’anticorps, les taux des IgE
anti-arachide qui croisent avec le lupin sont inférieurs aux taux des IgE spécifiques anti-
arachide. Nous avons aussi remarqué que les IgE spécifiques anti-arachide qui croisent le
plus avec le lupin proviennent des souches qui présentent les meilleurs signes cliniques
apres challenge avec larachide (C3H, CBA). Iz wio, nous n’avons observé aucune
manifestation clinique lors des tests de provocations avec la farine de lupin chez les souris
immunisées avec Pextrait d’arachide. Ceci pourrait étre du a la formation de complexes
immuns qui seraient inefficaces pour déclencher la réponse allergique. I vitro, nous avons
remarqué une affinité plus faible pour la farine de lupin que pour Pextrait d’arachide
(dilutions différentes pour un méme signal 4.102 lupin, 1.10-> arachide). Cette différence
d’affinité pour les antigenes peut expliquer I'absence de signes cliniques zz vivo. Une affinité

forte est nécessaire pour déclencher lactivation des sighaux membranaires [165].

L’absence de réactions croisées zz vitro chez la souche SJL pourrait ¢tre due a I'absence

d’IgE spécifique anti-arachide. Ces souris ne montrant aucun signe d’allergie sont avec les
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souris les plus allergiques (C3H) celles qui présentent les taux les plus élevés en isotypes

IgGt spécifiques anti-lupin.

En conclusion, nous avons démontré que les réactions croisées z vitro arachide-lupin
obtenues a partir de sérums de souris sensibilisées avec I'extrait d’arachide ne correspondent
pas a une allergie croisée zz vivo puisqu’il n’y a aucune manifestation clinique quand les
souris sont soumises a un challenge (par voie i.p) avec la farine de lupin. Il est intéressant de
remarquer que dans les conditions d'immunisation choisies, la souche C3H constitue le

meilleur modele pour le systeme que nous voulons étudier.

Avantages et limites du modele utilisé

La validation de notre modecle animal repose sur les manifestations cliniques observées
apres un challenge allergénique, Panaphylaxie ne se limitant pas uniquement au déces par
choc anaphylactique [166]. Nous avons soigneusement étudié les changements du
comportement des animaux apres les tests de provocation. Nous avons choisi cette facon
de procéder puisque les signes biologiques ne sont pas toujours associés aux signes
cliniques. La sécrétion des immunoglobulines spécifiques (IgE et IgG1) garde malgré tout
son importance car elle indique le profil Th1/Th2 de I'animal bien que ne traduisant pas le

profil allergique des animaux.

Nous avons choisi la voie intrapéritonéale (en présence d’alun), comme voie de
sensibilisation chez la souris, car elle est facile d’utilisation et permet d’introduire 'antigéne
directement au niveau systémique. Elle est efficace, optimise les réponses immunitaires et

entraine une production importante des IgE spécifiques [150].

Pour I’étude des réactions croisées arachide-lupin, nous avons repris le méme modele de
sensibilisation. Chez T’homme, la voie orale est la voie naturelle de sensibilisation a
I'arachide. Notre mode¢le n’utilise pas la voie naturelle de sensibilisation. De plus, nous
utilisons un adjuvant, alors que la voie naturelle n’en utilise pas ou utilise un adjuvant non
identifié. Ces différences peuvent étre suffisantes pour induire des modulations dans la
réponse anaphylactique. Il est tentant de faire le paralléle avec les variations dans les
réponses immunes protectrices consécutives a une infection ou a une vaccination. Dans ce
dernier cas, méme si le vaccin a montré son efficacité, des différences plus ou moins
importantes apparaissent entre la réponse vaccinale et la réponse naturelle (distribution des

épitopes reconnus, répartition des isotypes des anticorps spécifiques). Ces modulations
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observées peuvent cependant étre considérées comme secondaires vis a vis du résultat final:
la protection. Dans notre modele les souris sont réellement allergiques, nous pouvons donc
considérer que méme si nous ne sommes pas dans des conditions naturelles d’acquisition de

Iallergie, nous en sommes proches.

Les résultats que nous avons obtenus dans I’étude d’allergie croisée/réaction croisée
arachide-lupin doivent étre confortés en utilisant un modele de souris sensibilisées par voie
orale naturelle en 'absence d’adjuvant connu. A I’heure actuelle, nous ne disposons pas de

souris naturellement allergiques a I’arachide.
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Figure 13: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, 1gG1, IgG2a et IgGt)
anti-arachide chez les souris des trois souches C3H, CBA et SJIL immunisées par i.p avec I’extrait
d’arachide en absence d’alun



4-3 Effets, sur la réponse immunitaire, de la voie d’administration, de la souche de
souris et de la forme sous laquelle Pantigéne est administré

4-3-1 Introduction

Comme la sensibilisation est I’étape cruciale du développement d’une allergie et pour mieux
comprendre les mécanismes qui régissent cette phase, nous avons fait varier dans le modele
arachide un certain nombre de facteurs dont la voie d’administration (i.p, i.g, vo) et la forme
d’administration de I'antigene (extrait, graine), la présence et 'absence d’adjuvant. En tenant
compte des résultats du précédent protocole, trois souches de souris ont été choisies : les
souches C3H (H-2F) et CBA (H-2¥) qui produisent des IgE et présentent des manifestations
cliniques et la souche SJL (H-2%) qui ne produit pas d’IgE et qui ne présente pas de

manifestation clinique.

4-3-2 Sensibilisation des souris par voie i.p

En absence d’alun
Réponses biologiques et cliniques (tableau 18)

Notre précédent modele ayant été obtenu par immunisation intrapéritonéale avec I'extrait
d’arachide et en présence d’alun (production d’IgE et d’'IgGG1 spécifiques et apparition des
signes cliniques apres tests de provocation, figure 11, tableau 15) nous avons recherché s’il
était possible de sensibiliser les souris en absence d’adjuvant. Pour cela, les souris ont recu
trois injections intrapéritonéales d’extrait d’arachide a raison de 10 pg par souris en absence
d’alun. En absence d’alun, les trois souches de souris ne produisent pas d’IgE spécifique
anti-arachide. Les souris C3H et CBA produisent des taux dIgGl, IgG2a et IgGt
spécifiques significativement tres élevés avec un rapport 1gG1/IgG2a supérieur a 1. Par
contre, la souche SJL ne produit aucune immunoglobuline (figure, 13). Les souris ayant recu
'arachide (i.p) en absence d’alun et n’ayant pas développé d’IgE spécifiques ont également
été soumises a un test de provocation. 100% des souris C3H et CBA ont montré des signes
cliniques (respectivement stade 2 et 3). Ces signes cliniques sont tres accentués chez la
souche CBA (stade 3). Aucune souris de la souche SJL. n’a montré de manifestation clinique

(tableau, 18).
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Voie souches| IgGl IgGT IgG2a IgE IgG1/1gG2a | Stades [ Pourcentage
d’immunisation cliniques | De déceés
Extrait arachide |C3H | ++ - -+ - 1,4 5 100 %
I-P1 CBA F+++ 4 2.9 5 80 %
alun SIL | +++++  ++ - 2,3 - 0
Extrait arachide | C3H e e e o e o A T S 1,46 2 0
Lp CBA -+ - 1,04 3 0
SJL - - - - - - 0
I —
Extrait arachide | CBA o sl H |+ 1,55 - 0
GG SIL 4 e b - 1,06 - 0
Arachide GG C3H -+ | | | 1,25 3 0
+ toxine CBA | ++H b e 6,25 2 0
cholérique SIL - Fb+ |+ - 1,67 - 0
Extrait arachide | CBA A+ - 6,5 1 0
GG SIL + + ++ - 1,18 - 0
+ Maalox
I —§—™@G@g@a—§
Extrait arachide C3H ++ + ++ - 0,56 _ 0
V.0
CBA - - + - - - 0
SJL. _ _ _ _ . _ 0
Extrait arachide C3H + - _ _ _ - 0
V.0
+ alun CBA - - - - - - 0
SJL ++ ++ - - - - 0
I —@—™ma™FGx—@§—§y
Arachide entier C3H - - - - - - 0
V.0
CBA - - - - - - 0
SJL. _ _ _ _ . _ 0
Arachide entier C3H ++ + + _ 1,33 - 0
V.0
+ toxine CBA + ++ - 1,06 - 0
cholérique SIL T : 124 _ 0

Tableau 18: Le rapport densité optique / bruitde fond a J.7: <2 =-;2-3 =+;3-5=++; 5-7 = +++;
7-15 = ++++ ; >15 = +++++



La souche de souris CBA
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Les jours/les immunoglobulines
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Absorbances

Les jours/les immunoglobulines

Figure 14: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, 1gG1, 1gG2a et
IgGt) anti-arachide chez les souris des trois souches C3H, CBA et SJL immunisées par

gavage gastrique avec I’extrait d’arachide sans adjuvant
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Figure 15: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, IgG1, IgG2a et IgGt)
anti-arachide chez les souris des trois souches C3H, CBA et SJL immunisées par gavage gastrique
avec ’extrait d’arachide associ¢ a la toxine cholérique



4-3-3 Sensibilisation des souris par intubation gastrique
Au cours de cette expérience, nous avons appliqué le protocole utilisé par Li (2000); I'extrait

d’arachide est administré par gavage gastrique avec ou sans adjuvant.

A- Réponses biologiques et cliniques apres gavage gastrique en absence d’adjuvant (tableau
18)

En absence d’adjuvant, pour la souche CBA, nous observons la présence de faibles titres
d’IgE spécifiques anti-arachide. De plus, les titres en IgG1, IgGt et IgGG2a spécifiques anti-
arachide sont tres élevés. En revanche, bien que la souche SJL produise des quantités
importantes d’'IgG1, d’IgG2a et I’'IgGt spécifiques anti-arachide, elle ne produit pas d’IgE
(figure 14). Le rapport IgG1/IgG2a est supérieur a 1 pour les deux souches de soutis. Trois
semaines apres la premiere immunisation, les souris ont subi un test de provocation a
'arachide (10 mg/souris). Aucune manifestation clinique n’est observée pour les deux

souches de soutis.

B- Réponses biologiques et cliniques apres gavage gastrique en présence d’adjuvant (tableau
18)

a- En présence de toxine cholérique

En présence de toxine cholérique, les titres d’IgE spécifiques anti-arachide sont augmentés
pour les C3H et CBA a Js0. Ces titres sont plus importants pour la souche CBA. Aucune
production dI’IgE n’a été détectée pour les souris SJL. De plus, les titres en 1gG1, IgG2a et
IeGt sont augmentés pour les trois souches de souris (figure 15). Le rapport IgG1/IgG2a
est supérieur a 1 pour les deux souches de souris (C3H et SJL). Par ailleurs, le groupe de
souris témoin, recevant uniquement de la toxine cholérique, ne produit pas
d’immunoglobuline. L.a souche CBA montre des signes cliniques (stade 2) caractéristiques
d’une allergie. La souche C3H exhibe des signes cliniques moins importants (stade 1) que
ceux observés par la souche CBA. Aucun déces a la suite de ce challenge n’a été observé. La
souche SJLL ne montre aucun signe clinique. Un deuxieme test de provocation a été effectué
quinze jours apres le premier. Les signes cliniques sont apparus, plus intenses chez la
souche de souris C3H (stade 3). Aucune manifestation clinique n’est observée chez les CBA

et les SJL.
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Figure 16: Les absorbances des immunoglobulines sériques spécifiques (IgE, IgG1, IgG2a et IgGt)
anti-arachide chez les souris des trois souches C3H, CBA et SJL immunisées par gavage gastrique
avec I’extrait d’arachide associé en présence de maalox



b- En présence de Maalox

Deux souches de souris ont été utilisées CBA et SJL. On n’observe pas d’IgE spécifique
anti-arachide pour les deux souches. En revanche, les titres d’IgG1 et d’'IgGt spécifiques
sont élevés pour la souche CBA alors que ceux d’IgG2a spécifiques sont moins importants.
La souche SJL quant a elle, montre des niveaux faibles en IgG1, IgGt et IgG2a spécifiques
(figure 16). Le rapport IgG1/IgG2a pour les deux souches de souris est supérieur a 1. Les
signes cliniques apparaissent rapidement chez la souche CBA (stade 2). La souche SJL, ne

répond pas aux tests de provocation a I'arachide.

4-3-4 Sensibilisation des souris par voie buccale.

Les souris ont ingéré I'arachide sous deux formes : extrait et cacahuctes

4-3-4-1 Consommation d’extrait d’arachide en absence et en présence d’alun (ip)

Réponses biologiques et cliniques apreés consommation d’extrait d’arachide (tableau 18)
a- En absence d’alun

Les résultats obtenus montrent que les taux d’IgE anti-arachide pour les trois souches de
souris sont de 'ordre du bruit de fond. Les souris C3H produisent des titres tres faibles en
IgG1, 1gG2a et IgGt spécifiques anti-arachide. Les souris CBA produisent des IgG2a
spécifiques en tres faible quantité. Enfin, la souche SJL ne produit aucune immunoglobuline
spécifique. Les rapports IgG1/IgG2a sont inférieurs a 1 pour la souche C3H. De plus nous
avons noté une absence de signes cliniques apres les tests de provocation a I'arachide par

voie intrapéritonéale chez les trois souches de souris.
b- En présence d’alun

L’injection d’alun en i.p chez des souris qui consomment de Pextrait d’arachide mélangé
avec la nourriture, n’entraine pas de sécrétion d’IgE spécifique. En revanche, on observe
des titres tres faibles d’IgG1 spécifique pour les souches C3H et SJL. On n’observe aucune
immunoglobuline pour la souche CBA. De plus, les tests de provocation chez ces souris

n’induisent pas de signe clinique.

4-3-4-2 Consommation d’arachide sous forme de graine enticre.

Réponses biologiques et cliniques apres consommation de graine d’arachide
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a- En absence de toxine cholérique

Dans cette série, la consommation des graines d’arachide chez les trois souches de souris
(C3H, CBA et SJL) ne provoque pas la production d’immunoglobulines spécifiques. Aucun

signe clinique n’a été observé apres les tests de provocation a I'arachide.
b- En présence de la toxine

Les souris C3H, CBA et SJL. ont consommé I'arachide sous forme de graine. La toxine
cholérique leur a été administrée par gavage gastrique (10 mg/soutis). Aucun titre d’IgE
spécifique anti-arachide n’a été détecté. En revanche, les trois souches de souris ont
présenté des taux significatifs d’IgG1, d’IgG2a et d’'IgGt spécifiques anti-arachide et le
rapport 1gG1/IgG2a est supérieur 2 1 chez les trois souches de soutis. Les animaux n’ont

montré aucun signe clinique suite aux challenges a 'extrait d’arachide par gavage gastrique.

4-3-5 Discussion

Nous avons identifié deux souches de souris sensibles a extrait d’arachide. Elles possedent
le fond génétique nécessaire mais non suffisant pour développer une réponse allergique.
Nous avons expérimenté plusieurs approches et voies de sensibilisation pour identifier les

facteurs environnementaux nécessaires a la manifestation de la réponse allergique.

Lors de la sensibilisation par voie i.p en présence d’alun, nous avons observé chez les souris
C3H et CBA des réponses immunologiques de type Th2 avec des taux importants d’IgE,
d’IgG1 et d’IgGt spécifiques et un rapport IgG1/IgG2a supérieur a 1, mais également des
signes cliniques entrainant le déces apres un challenge allergénique. Ces deux souches
portent I'allele £ dans la région A du complexe majeur d’histocompatibilité H-2. La souche
SJL quant a elle, ne produit pas d’'IgE spécifique et ne manifeste pas de symptoéme clinique.
Par contre elle sécrete des IgGl, IgG2a et IgGt spécifiques et présente un rapport
IeG1/1gG2a supérieur a 1 indicatif de réponse de type Th2. Comme on I'a dit
antérieurement, le CMH, chez la soutis, influence la balance Th1/Th2. Au cours de
Iimmunisation sans alun, les souris C3H et CBA produisent des IgG1, IgG2a et IgGt
spécifiques anti-arachide dont les absorbances sont supéricures a celles obtenues en
présence d’alun. En revanche, 'adjuvant est nécessaire pour 'obtention d’IgE détectables.
L’induction d’une réponse allergique est dépendante de la dose d’antigene dans un
environnement altéré induit par I'adjuvant. Si I'alun augmente le taux d’IgE, la réponse

spécifique reste dépendante de I'antigene [167]. L’alun modifie également la réponse IgG
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spécifique. Sans alun la souche SJL ne produit pas d’IgG spécifiques détectables. Sans alun
la souche CBA produit plus d’IgGG2a, la souche C3H produit plus d’IgGt, d’'IgG1 et
d’IgG2a spécifiques (tableau 18).

Nous avons aussi démontré qu’une sensibilisation intrapéritonéale en absence d’alun induit
des réactions anaphylactiques apres un challenge allergénique malgré I'absence en IgE
spécifique. Ces signes cliniques sont moins prononcés que ceux observés chez les souris
immunisées avec lextrait d’arachide en présence d’alun. Chez la souris, des réactions
anaphylactiques peuvent survenir en I'absence d’IgH, grice a la présence de récepteurs
fonctionnels, autres que les FceRI, impliqués dans les réactions d’hypersensibilité
immédiate. Il s’agit de récepteurs a IgG :FcyRI, FcyRII [163, 168] et plus particulierement
FcyRIII [169] présents sur les mastocytes.

Les expériences portant sur des souris déficientes en IgE ou en IgG1 ont montré que ces
deux isotypes peuvent induire de facon indépendante une réaction anaphylactique fatale
aprés contact avec certains antigenes parasitaires [170]. Généralement, le choc
anaphylactique est étroitement lié aux IgE [171] mais il peut étre aussi lié seulement aux
IgG1 spécifiques [158]. Dans nos conditions expérimentales, la production d’IgE est
accompagnée d’une production d’IgG1, linverse n’est pas vrai. Des investigations plus
approfondies seraient nécessaires pour préciser la fonction exacte de chaque isotype dans

Papparition des symptomes cliniques apres un challenge allergénique.

Les administrations par voie i.p en présence d’alun ont permis des 1970 de différencier des
souches de souris «fortes» et «faibles» répondeuses. Une étude portant sur de
nombreuses souches de souris a montré que ladministration de faibles doses
d’immunogene (conjugué protéine-haptene a 0,1 ou 1 ug, avec 1 mg d’alun) permet
Iinduction d’une réponse IgE et IgG1 spécifiques chez certaines souches de souris, définies
comme « fortes répondeuses ». Ce caractere est lié aux haplotypes H-2k et H-22 [172]. L’alun
est donc un adjuvant tres utilisé, permettant 'induction d’une réponse IgHE spécifique élevée

et persistante.

Au cours de la deuxieme étape de ce travail, nous avons étudié I'effet du gavage gastrique en
présence et en absence de toxine cholérique (TC). La toxine est produite par la bactérie
Vibrio cholerae, qui modifie les échanges d'eau et d'électrolytes dans I'intestin en empéchant
la pénétration du sodium a l'intérieur des cellules, provoquant ainsi diarrhée, vomissements

et déshydratation, symptomes caractéristiques du choléra. Durant notre protocole, les
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animaux ont été mis sous observation apres 'administration de TC et aucun des symptomes
cités précédemment n’a été rapporté. La toxine cholérique de Vibrio cholerae est un
puissant adjuvant utilisé chez I'animal. Snider [173] a démontré que 'administration orale de
cette toxine avec différents antigenes (ovalbumine, lysosyme extrait de I'ceuf de poule),
suivi 3 et 6 semaines plus tard d’un challenge par injection i.p de 'antigene seul, conduit a
un choc anaphylactique chez 4 souches de souris sur les 5 testées. Les taux d’histamine
sérique sont tres élevés, de méme que les taux d’IgE, IeG1, IgG2a et IgA spécifiques, avec

un rapport IgG1/IgG2a supérieur a 1, indicatif d’une forte réponse Th2.

Avec Dextrait d’arachide en présence de toxine cholérique, nos résultats s’accordent avec
ceux publiés par Li [135] qui a utilisé un protocole expérimental similaire au notre. En effet,
au cours de cette étude nous avons réussi a obtenir une réponse allergique chez les C3H et
CBA. Ces deux souches montrent des titres significatifs en IgE, IgG1, IgGt anti-arachide et
expriment des signes cliniques suite a un challenge allergénique par voie orale avec I'extrait
d’arachide. Les signes cliniques sont plus importants chez la souche CBA que la souche
C3H. Chez les CBA, on constate que la toxine induit une production plus importante d’IgE
anti-arachide. Par contre, nous n’avons noté aucun cas de déces. La toxine cholérique n’a
aucun effet sur la production d’IgE spécifiques sur la souche SJL. Comme nous I'avons
remarqué antérieurement, le CMH joue un role tres important dans la réponse immunitaire:
les deux souches C3H et CBA, qui ont les méme isotype £ sont également allergiques a

'arachide par gavage gastrique en présence de toxine cholérique.

Les infections virales et parasitaires sont connues pour induire 'augmentation d’IgE
spécifiques chez Penfant et chez I'adulte. Elles entralnent aussi I'altération de l'intégrité de la
flore intestinale. Ceci explique que chez les souris, la présence de toxine cholérique,
administrée par gavage avec larachide, favorise lapparition des IgE spécifiques anti-
arachide. Les mécanismes de I'effet adjuvant de la toxine cholérique ne sont pas connus. I
semble que des cellules T produisant de I'IL-4 soient présentes au niveau des tissus
lymphoides intestinaux lors I'administration orale de la toxine pouvant conduire a la

production d’IgE spécifiques [173].

Nous avons remarqué que les souches de souris bonnes répondeuses en IgE spécifiques et
présentant des signes cliniques dans le protocole i.p avec alun le sont aussi dans le protocole

gavage gastrique avec la toxine cholérique ce qui confirme la validité de notre modele. Par
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contre, I'intensité des signes est moins prononcée chez les souris sensibilisées par gavage

gastrique.

Dans notre recherche pour évaluer le réle des facteurs de risque dans l'induction de
réactions allergiques séveres aux aliments, nous avons étudié leffet du maalox. Le maalox
dont la composition est voisine de celle de I'alun est utilisé ici pour ses propriétés anti-acide.
Approximativement 10% des adultes ont recours a des médications anti-acides pour traiter
les troubles dyspeptiques. Toutefois, ces médicaments limitent la digestion pepsique. Chez
ces patients, les protéines qui sont moins digérées (moins dégradées) peuvent agir comme
antigénes/allergénes alimentaires [151]. En effet, en dehors de leurs effets intrinseques, de
nombreux médicaments ont été incriminés comme facteurs de risque des anaphylaxies [174,
175]. Nous connaissons le role de I'aspirine et des AINS comme co-facteur [176, 177].
Dans notre étude, il s’agit d’envisager I'effet d’'un anti-acide sur la genese de lallergie
alimentaire sur un modele souris. Des souris CBA et SJL ont recu par voie digestive (GG)
des protéines avec ou sans maalox. Nous avons démontré quen présence de maalox, la
souche CBA, ne produit pas d’IgE spécifiques mesurables, par contre secréte un taux tres
important en IgG1 (IgG1/IgG2a supérieur a 1, indicatif d’une réponse de type Th2) et
manifeste des signes cliniques (stade 1) suite aux tests de provocation avec lextrait
d’arachide par voie orale. Comme nous avons expliqué précédemment, les IgG1 peuvent

etre aussi responsables de signes cliniques en 'absence des IgE spécifiques.

L’équipe d’Untersmayr [151, 155] a ¢étudié linfluence des apports d’antiacide sur
Pallergénicité des protéines alimentaires, en utilisant le caviar d’esturgeon et une
parvalbumine. Cette équipe a démontré 7z vitro laltération de la digestion protéique en
présence des anti-acides, #-vivo la sécrétion d’IgE spécifiques et 'apparition de signes
cliniques chez les souris recevant un anti-acide associé a Dantigéne, alors que
I'administration de ces protéines seules n’a pas d’effet. Dans notre cas, nos résultats sont
légerement différents. L’association de l'antiacide avec extrait d’arachide provoque bien
Pallergie chez notre modele de souris (CBA) puisque ce denier exhibe des signes cliniques a
la suite de tests de provocation par voie orale avec I'extrait d’arachide malgré I'absence
d’IgE détectable. La sensibilisation avec l'extrait d’arachide administré par gavage gastrique
sans adjuvant, entraine une tres faible production d’IgE spécifique sans manifestation

clinique suite a un challenge avec 'extrait d’arachide par voie orale.
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L’immunisation des souris par voie intra-péritonéale et par intubation gastrique entraine la
production d’anticorps spécifiques d’isotypes IgE et IgG1 capables de déclencher une
réaction allergique chez certaines souches de souris. Pour compléter notre travail, nous
avons essayé de nous rapprocher du modéle humain, et nous avons examiné P'effet de la
consommation naturelle d’arachide sur les souris et principalement sur les souches qui ont
répondu positivement par des signes cliniques aprés sensibilisation intra-péritonéale et

gavage gastrique.

L’ingestion de l'arachide a été explorée par voie naturelle chez les mémes souches de souris
(C3H, CBA et SJL). L’arachide dans cette expérience a été utilisée sous deux formes; extrait
d’arachide (une dose avoisinante 2,5 mg/souris/24h/une fois par semaine/3 mois) et de
graines d’arachide (3 g/soutis/24 h/une fois par semaine/2 mois). L’extrait d’arachide a été
mélangé a un aliment standard avec ou sans alun (administré par voie ip) tandis que les
graines d’arachide sont données seules en présence ou en absence de toxine cholérique
(administrée par 1.g). En présence d’alun, seules des réponses biologiques ont été observées
chez les souches SJL. (IgG1 et IgGt) et C3H (IgG1). En absence d’alun, les résultats sont
différents, nous avons noté des titres significatifs en IgG1, IgG2a et IgGt chez la souche
C3H et en IgGG2a chez la souche CBA. En conclusion par voie naturelle, aucune IgHE
spécifique n’est mesurable et aucune manifestation clinique n’a été constatée. Cependant,
Ito et son équipe [3] ont obtenu des IgE spécifiques avec une souche (DBA/2) et un
antigene (caséine) différents. Ils ont démontré que la souche DBA/2 recevant de la caséine
a forte dose par voie orale naturelle sous forme d’un régime contenant 25% de caséine (400
a 500 mg/ jour) et mis a disposition des soutis pendant 63 jours sans adjuvant, produit des
réponses IgE spécifiques. Ces auteurs n’ont pas obtenu les mémes résultats avec les souris
BALB/c et BI0OA qui ont subit le méme protocole, méme si la souche BALB/c porte le
méme haplotype (H-29) que la souche DBA/2. Cette méme souche, DBA/2, répond aussi
par des signes biologiques et des signes cliniques a une sensibilisation intrapéritonéale a la
caséine comme nous 'avons montré lors de I’étude de lallergénicité des résidus de produits
de collage utilisés au cours de la vinification. Toutefois, lorsque Ito utilise I'ovalbumine, il
n’a pas obtenu d’IgE spécifique. Ces résultats indiquent que la souche DBA/2 est sensible a
la caséine par voie orale naturelle et sans adjuvant mais pas a 'ovalbumine. Cette divergence
entre nos résultats et ceux d’Ito peut étre due a la nature de I'antigene utilisé (arachide
versus caséine) et/ou a la dose d'immunogene, a la fréquence d’administration et a la durée

du protocole qui sont beaucoup plus importantes dans ’étude d’Ito.
p q PP p
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L’ingestion de graines d’arachide en absence de toxine cholérique ne produit aucune
immunoglobuline spécifique tandis qu’en présence de TC toutes les immunoglobulines sont
sécrétées hormis les IgE spécifiques. Aucun signe clinique n’a été noté lors de ces deux
protocoles. On peut déduire que 'administration de graines d’arachide seules entraine, chez
un modéle sensibilisable, une tolérance orale vis a vis des cacahuétes. Plusieurs facteurs
interviennent dans I'induction de la tolérance orale. Il a été démontré qu’un régime a faible
teneur en protéines favorise 'induction de la tolérance orale a un antigene alimentaire par
une diminution des cytokines de type Th2 [178]. La nature de I'antigéne (natif ou hydrolysé)
joue aussi un réle important dans le développement de la tolérance [179, 180]. En effet,
plus les protéines sont hydrolysées, moins elles induisent la tolérance [179, 181]. D’autres
facteurs semblent jouer un role important dans I'induction et le maintien de la tolérance
orale: la fréquence d’administration [182] et le patrimoine génétique [183]. En revanche, en
présence de toxine cholérique, la réponse immunogene est favorisée, la tolérance orale est
cassée [184, 185]. On retrouve encore une fois leffet de la toxine cholérique dans

induction d’une réponse de type Th2 si on considere le rapport IgG1/IgG2a.

On peut conclure que la voie orale naturelle utilisée, dans notre travail, sur un modele souris
sensibilisable (C3H et CBA), en présence et en absence d’adjuvant, ne provoque pas

dallergie.

Malheureusement, il est difficile de savoir si une souche de souris est allergique ou pas, en
se basant uniquement sur des signes biologiques: titres en immunoglobulines. En effet,
comme on a pu le voir dans ce travail, ni les IgE ni les IgG1 spécifiques ne sont des
facteurs suffisant pour confirmer un état allergique et les tests de provocations restent

nécessaires pour obtenir un tableau clinique caractéristique de allergie.
Comparaison des différentes voies d’administration :

Les différences de réponses en immunoglobulines spécifiques par rapport aux différentes
voies d’administration sont connues: forte réponse par voie systémique et par voie orale

avec adjuvant et pas de réponse ou réponse faible par voie orale sans adjuvant muqueux.

Si nous étudions les réponses immunes liées a lallergie, par immunisation i.p en absence
d’alun les deux souches bonnes répondeuses C3H et CBA (i.p + alun) expriment des signes
cliniques en absence d’IgE. Comme on l'a dit précédemment, les IgG1l spécifiques

pourraient induire par elles-mémes des signes cliniques chez certaines souches de souris en
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absence d’IgE spécifiques [135, 158, 163, 186]. Dans notre travail, bien qu’ayant un taux
tres ¢levé en IgGG1 spécifiques, la souche SJL, ne montre pas de signe clinique. Ainsi pour
induire I'allergie par voie i.p, 'administration de I'antigeéne seul, dans notre cas I'arachide,
serait suffisante. La présence d’alun est importante si on souhaite produire des IgE

spécifiques détectables.

Par gavage gastrique, le maalox ou la toxine cholérique, sont indispensables pour
Pexpression des signes cliniques chez les CBA (test de provocation par voie gastrique). En
effet, en absence de l'un ou Tlautre adjuvant, bien que les titres d’IgGl restent
significativement élevés et les IgE présentes, on note 'absence de manifestation clinique

apres le test de provocation a I'arachide par intubation gastrique.

En comparant les deux voies d’administration (i.p et ig), nous avons constaté que les titres
d’anticorps, principalement les IgE, et 'intensité des signes cliniques chez les souris CBA et
C3H immunisées par voie intra-péritonéale en présence d’alun sont nettement plus élevés
que celles obtenues chez les mémes souches sensibilisées par intubation gastrique en
présence de toxine cholérique ou en présence de maalox. Pour déclencher, par intubation
gastrique, une réponse clinique allergique, chez des souches de souris sensibilisables,

Pintroduction d’un cofacteur en plus de l'allergene est nécessaire.

Finalement, nous avons compaté les essais de sensibilisation par gavage gastrique et/ou par
voie orale naturelle (graines ou extraits d’arachide) en présence et en absence d’adjuvant,
pour nous rapprocher de la sensibilisation chez ’homme et pour essayer de déterminer les
facteurs (extrinséques et/ou intrinséques) nécessaires a la manifestation de la réponse
allergique. Nous n’avons pas réussi a obtenir des souris allergiques a I’arachide par voie
orale sans adjuvant a partir des mémes souches allergiques par voie 1.p. La voie orale induit
plutét la tolérance orale, des expériences complémentaires sont nécessaires pour déterminer

quels cofacteurs peuvent casser cette tolérance orale.
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5- CONCLUSION

L allergie alimentaire est un probleme sérieux de santé publique dans les pays industrialisés
et les facteurs qui influencent son développement sont encore largement inconnus. C'est
donc un enjeu et un souci, a la fois pour les industries agroalimentaires et pour les Pouvoirs
Publics en charge de la santé des consommateurs, que de disposer de moyens d'évaluer,

gérer, et si possible prévenir le risque allergique (allergénique) des aliments.

Afin de comprendre les mécanismes sous-jacents entrainant le développement d'une allergie
alimentaire chez I'homme, un modele animal approprié¢ a l'allergie alimentaire se révelerait
tres utile. De plus, il permettrait aux industries agroalimentaires, dans un avenir proche, de
disposer d’'un moyen simple et efficace pour évaluer le potentiel allergénique des additifs et
des nouveaux produits alimentaires avant leur mise sur le marché. Cependant, disposer d'un
modele animal pour étudier l'allergénicité et le potentiel allergique des protéines alimentaires

est une tache trés difficile a réaliser.

Dans ce travail, je présente les résultats d’un protocole de sensibilisation aux protéines
alimentaires développé avec succes chez la souris. Ces résultats montrent que la souris peut
étre sensibilisée par voie intra-péritonéale a différentes protéines alimentaires allergisantes
(arachide, albumine, caséine et colle de poisson) entrainant une réponse a IgG1 et a IgE
sériques spécifiques, ainsi que des manifestations cliniques pouvant aboutir a un choc

anaphylactique suite aux tests de provocation.

L’ objectif de cette étude était d’établir un modele de souris allergique :

- A la colle de poisson flocon, a la caséine, a 'ovalbumine, afin d’étudier 'allergénicité des

vins apres les différentes étapes du collage.
- A l'arachide afin d’étudier la réaction croisée arachide-lupin.

En qui concerne le modele animal de sensibilisation, notre but était d’obtenir, chez la soutis,
une sécrétion d’IgE et d’IgGl spécifiques (ces isotypes étant caractéristiques d’une
sensibilisation) suivie des manifestations cliniques suites aux tests de provocation aux

différents antigenes.

Dans Tétude sur le collage des vins, j’ai étudié Dallergénicité des vins collés sur quatre
souches de souris (C3H, CBA, DBA /2 et §JL). J’ai montré que la décantation, la filtration,

et le vieillissement, sont des étapes cruciales pour I’élimination des produits utilisés pour la
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clarification des vins. Ces étapes sont nécessaires pour éviter le danger que peuvent
présenter les résidus antigéniques de ces produits pour les consommateurs qui y sont

allergiques.

Dans la deuxieme partie de mon travail, j’ai étudié la réaction croisée arachide-lupin chez les
souris BALB/c, C3H, CBA et SJL et j’ai démontré que la réaction croisée arachide-lupin i

vitro n’implique pas une allergie croisée arachide-lupin.

Dans la derniere partie de mon travail concernant lallergie a ’arachide, plusieurs protocoles
de sensibilisation ont été optimisés afin d’identifier les facteurs environnementaux essentiels
a la manifestation de la réponse allergique et a Pamélioration de notre modele animal. J’ai
¢tudié plus précisément un protocole de sensibilisation par voie orale naturelle pour me
rapprocher des conditions de sensibilisation rencontrées chez 'nomme. Cependant, la
sensibilisation par I'arachide par voie orale naturelle et sans adjuvant, est tres difficile a
obtenir chez la souris. La voie orale induit plutot la tolérance orale. En raison des
nombreux facteurs impliqués dont: la souche de souris, I'adjuvant et la dose d’antigene

administrée, la voie orale mériterait des études complémentaires.

Pour obtenir un mode¢le de souris allergiques a I'arachide, le moyen le plus rapide et le plus

efficace reste la voie intrapéritonéale en présence d’adjuvant et particuliecrement I'alun.

Mes résultats montrent que la souris serait donc un modele animal approprié pour la
recherche dans le domaine de I'allergie alimentaire et pour ’étude du potentiel allergisant

des aliments existants, mais aussi des nouvelles protéines alimentaires.
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6- PERSPECTIVES

En ce qui concerne les expériences futures,
I- Pour Pallergénicité des vins il faudra

Dans un premier temps, purifier les anticorps de lapins pour les utiliser dans la détection et

le dosage des colles sur les échantillons de vins a tester (ELISA)
Compatrer les résultats obtenus 7z vivo (allergénicité) et in vitro (antigénicité).

Dans un second temps, réaliser des tests cutanés, sur des patients allergiques au lait de
vache, au blanc d’ceuf et au poisson, avec chacune des trois colles (caséine, albumine avec

lysozyme et colle de poisson flocon) et avec différents échantillons de vins commercialisés.

Enfin, I'utilisation de lignés cellulaires humaines serait un moyen rapide pour mettre en

évidence la dégranulation en présence d’antigene.

II- Pour la réaction croisée arachide-lupin: il faudra étudier chez les mémes souches de
souris la réaction croisée lupin-arachide et compléter les tests biologiques et cliniques par le
test cutané (passive cutaneous hypersensitivity testing : PCA) pour essayer de discriminer

entre les IgE et les Ig(G1 réaginiques.

III- Pétude de la sensibilisation par voie orale sera poursuivie. Chez le mode¢le souris, il
faudra faire varier les doses et la fréquence d’administration des allergenes, et tester le role

de différents adjuvants autre que 'alun et la toxine cholérique.
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9- ABREVIATIONS

Ac : anticorps

Ag : antigene

AINS : anti-inflammatoire non stéroidien

alun: hydroxyde d’aluminium

ANOVA : analyse de variance

CDD : cardohydrates

CMH : complexe majeur d’histo-compatibilité
CPA : cellule présentatrice de I'antigene

FAO: Food and agriculture organisation
ELISA: Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay
GG : gavage gastrique

L.p : intrapéritonéale

1.g : intragastrique

IL : interleukine

NK : natural Killer ou cellules tueuses naturelles
OMS : organisation modiale de la santé

OGM : organisme génétiquement modifié

PAF : platelet Activating factor

PBS: phosphate Buffer Saline (tampon phosphate)
PG: prostaglandine

PNB: polynucléaire basophile

PNE: polynucléaire éosinophile

PNN: polynucléaire neutrophile

OPD: ortho-phénylene-diamine

Th: Cellules T helper

TC: toxine cholérique
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10- LEXIQUE

Atopie: tendance héréditaire ou constitutionnelle a développer des manifestations
d'hypersensibilité immédiates telles que l'asthme allergique, le rhume des foins, l'urticaire,
l'eczéma constitutionnel et se traduisant par une sensibilité anormale a des substances (allergenes)

n'induisant pas ce type de réaction chez les sujets sains non atopiques.

Allergeéne: substance susceptible de provoquer une réaction allergique, équivalant sur le plan
immunologique, au terme antigene, la différence étant fonction de la réactivité du sujet. Il s'agit le
plus souvent de produits organiques d'origine végétale ou animale (pollens, acariens de la

poussiere, poils d'animaux domestiques, aliments).

Anticorps: cellules synthétisées par les plasmocytes et les lymphocytes B, apres I'introduction
d'antigenes dans l'organisme. Le role des anticorps est de neutraliser et de détruire l'antigéne en

activant le complément (voir a ce mot) présent dans le sérum.

Antigéne: substance qui, apres son introduction dans l'organisme, induit le développement d'une
réponse immunitaire spécifique soit par la production d'anticorps (immunoglobulines), soit en

développant une immunité a médiation cellulaire (sensibilisation des lymphocytes).

Anaphylaxie: autre terme définissant l'allergie de type immédiat mais habituellement réservé aux
manifestations cliniques brutales (exemple du choc anaphylactique aux venins d'hyménopteres,

aux aliments et aux médicaments).

Basophile: Polynucléaire du sang sur lequel se fixent les IgE spécifiques. Le contact de l'allergene
et de I'IgE provoque une dégranulation qui conduit a la libération des médiateurs a I'origine de

l'inflammation (dont I'histamine).

Complément: le complément représente avec les anticorps, I'élément essentiel du systeme
humoral de défense contre les agents infectieux. Il se compose d'une vingtaine de protéines
circulantes capables d'interagir avec certaines membranes biologiques. L'activation réalisée en
cascade entraine des répercussions biologiques lésionnelles, telles que la lyse cellulaire,

bactérienne ou virale.

Eosinophiles: varié¢té de leucocytes a gros noyau et a grosses granulations faciles a colorer par
I'éosine. Leur nombre normal (500 a 600 par ml) est augmenté (hyperéosinophilie) dans les états
allergiques, les maladies parasitaires, certains cancers et autres maladies systémiques. Ils sont

capables de synthétiser de nombreux médiateurs dont les cytokines et les leucotrienes.

Histamine: substance dérivée de l'imidazole présente dans les tissus animaux. L'histamine
provoque (entre autres) la contraction des artérioles, des fibres lisses et la dilatation des
capillaires, ce qui se traduit par un processus inflammatoire et un bronchospasme dans le cas de
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l'asthme. Au cours des réactions allergiques, elle est sécrétée par les polynucléaires basophiles et

les mastocytes qui stockent I'histamine dans leurs granulations.

Immunoglobulines: on a appelé immunoglobulines, les protéines (gammaglobulines) existant
dans le sérum sanguin et dans divers liquides biologiques qui sont douées d'une activité
d'anticorps. Elles sont réparties en cing classes : immunoglobuline G ou IgG, A ou IgA, M ou

IgM, D ou IgD, E ou IgE.

IgG (environ 70 % des immunoglobulines) : elles favorisent la phagocytose et interviennent dans
la lutte contre les bactéries et les virus. Transmises par la mere a l'enfant, elles décroissent
pendant les premicres années (ce qui explique la sensibilité des nourrissons aux agents
pathogenes) pout croitre ensuite et rester (normalement) stable a I'age adulte. Elles traversent
facilement la paroi des vaisseaux sanguins, circulant ainsi aisément dans tout l'organisme ; elles
traversent également le placenta, conférant alors une immunité passive au foetus. Les IgG sont
produites de facon massive par des plasmocytes, issus de la différenciation de lymphocytes B a la

suite d'une stimulation antigénique.

IgA : (10 2 20 % de l'ensemble) : elles sont surtout localisées dans les sécrétions de l'organisme

(sécrétions, nasales, pharyngées, respiratoires, larmes).

IgM (10 % des immunoglobulines sériques): intra-vasculaires, elles ont pour role principal

d'agglutiner les bactéries, elles sont trés efficaces dans la lutte contre l'infection.

IgD (0,2 % des immunoglobulines sériques) : ces immunoglobulines jouerait un role dans

l'activation des lymphocytes B.

IgE (0,004 % des immunoglobulines sériques) sont presque toujours augmentées dans les
manifestations atopiques (allergiques) et il existe des IgE spécifiques de tel ou tel allergeéne. Les
molécules d'IgE peuvent se fixer sur la membrane des mastocytes et des basophiles grace a des
récepteurs spécifiques ; par ailleurs, été mis en cause dans la production des IgE, un chromosome

(11q13) ont ainsi que le gene de l'interleukine 4 (1L4).

Leucocyte (synonyme : globule blanc): cellule sanguine comportant un noyau (nucléée), on
distingue les mononucléaires (lymphocytes et monocytes) et les polynucléaires (dont le noyau
parait multiple). L'introduction d'un antigene dans l'organisme déclenche une réponse
immunitaire qui peut ¢tre humorale, cellulaire ou les deux a la fois. La réponse immunitaire
suppose une reconnaissance par le systeme immunitaire de la substance antigénique et la sélection
d'un certain nombre de cellule dites «immunologiquement compétentes», capables d'organiser
cette réponse. Les cellules intervenant dans la réponse immunitaire sont essentiellement : les

macrophages et les lymphocytes.
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Présents dans la circulation générale et dans les organes lymphoides, les lymphocytes constituent
environ 25 % des globules blancs chez 'adulte normal. Les deux types de lymphocytes, B et T,
différent par leurs marqueurs et par leurs fonctions : les lymphocytes B dépendent de la moelle
osseuse et portent des anticorps de membrane ; les lymphocytes T dépendent du thymus et sont

responsables de I'immunité a médiation cellulaire.

Lymphocytes B: cellules qui, en présence de l'antigene, se différencient en plasmocytes

sécréteurs d'anticorps.

Lymphocytes T: cellules qui, en présence de l'antigéne, se mobilisent et se multiplient sans
sécrétion d'anticorps. Elles sont le support de I'immunité a médiation cellulaire et réagissent avec
l'antigéne qui les a sensibilisées. Les lymphocytes T cooperent avec les lymphocytes B dans la
régulation de la réponse immunitaire. Certains lymphocytes a longue durée de vie, dits
lymphocytes mémoires, jouent un role important dans la réponse immunitaire. Il existe trois types

de lymphocytes T :

Les lymphocytes "helpers" (qui aident) favorisent la formation d'anticorps par les lymphocytes

B ainsi que le clonage des lymphocytes T cytotoxiques ;

Les lymphocytes "suppressors" (qui suppriment) régularisent l'action des lymphocytes T

helpers et des lymphocytes B ;

Les lymphocytes "killers" (cytotoxiques) détruisent (lysent) les cellules dont la membrane

ortent un anticéne qu'ils sont capables d'identifier orace a des récepteurs spécifiques.
p gene g g q

Macrophages: cellules qui jouent un réle tres important dans la destruction de l'antigéne et
interviennent a plusieurs niveaux de la réponse immunologique. Ils sont capables de transformer
certains antigenes afin de permettre aux lymphocytes B de les reconnaitre. Ils participent a la
réponse immunitaire grace a des produits de sécrétion actifs sur les lymphocytes T. Ils
interviennent comme modérateurs de la coopération cellulaire entre les lymphocytes B et T. Les
macrophages recoivent en retour des informations des lymphocytes T par l'intermédiaire des
lymphokines qui conferent aux macrophages une activité cytolytique ou suppressive. Enfin les
macrophages sont cytotoxiques. Le message antigénique libéré par les macrophages est
immédiatement capté par les lymphocytes dont les cellules souches se trouvent dans la moelle.
Les macrophages dérivent des monocytes (voir ce mot) du sang, ils se fixent dans les ganglions

lymphatiques, la rate, le foie (cellules de Kippfer).

Mastocytes: cellules tissulaires qui, comme le basophile, possedent des granulations qui libérent
des médiateurs de l'inflammation apres activation lors du contact entre I'IgE spécifiques fixée a

leur membrane et l'allergene.
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Médiateur chimique ou neuromédiateur (synonyme : neurotransmetteur): messager chimique
destiné aux récepteurs d'information qui déclencheront en retour un ou plusieurs processus
réactionnels. Le médiateur chimique permet une véritable communication entre différentes
cellules et l'application d'un programme déterminé, susceptible d'étre adapté et modifié, en
fonction d'un apprentissage comme on le constate au cours des réactions immunitaires. Les
principaux médiateurs chimiques sont : 'acétylcholine, I'adrénaline, la noradrénaline, la dopamine,
la sérotonine, les cytokines (qui véhiculent les messages, comme l'interkeuline 2 qui transforme
les lymphocytes T inactifs en agents éliminateurs), l'histamine (intervenant au cours du
mécanisme inflaimmatoire et dans les réactions d'hypersensibilité). Certains comme les
prostaglandines, les leucotriénes, les thromboxanes sont des dérivés de l'acide arachidonique. La
libération des médiateurs (comme par exemple, I'adrénaline en cas d'agression et de stress) est
aussi sensible a la nature de la perception par le sujet de son environnement physique et

psychologique.

Les cellules nerveuses libérent également des médiateurs chimiques sous l'influence de l'excitation
g

et transmettent 'influx nerveux d'un neurone a l'autre (par l'intermédiaire de la synapse).

Monocytes: grands globules blancs qui naissent dans la moelle osseuse, puis se transforment en

macrophages.

Plasmocytes: Cellules qui proviennent de la différenciation terminale des lymphocytes B et qui
sécretent les immunoglobulines (anticorps).
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Abstract

Background: Peanut hypersensitivity is one of the most common food allergies and one of the most common causes of death by
food anaphylaxis in children and adults. Cross-reactivity of peanut-specific antibody (Ab) with other legumes is frequently
demonstrated but it still remains to be demonstrated whether these responses could lead to clinical signs of cross-allergenicity.
Objective: We sought to evaluate peanut-specific serum IgE and IgG1 antibody (Ab) responses and anaphylactic reaction in
mice strains and to assess both cross-reactivity and cross-allergenicity of peanut and lupine.

Methods: Four mice strains (i.e., C3H, BALB/c, CBA and SJL) were sensitized to peanut by intraperitoneal (ip) injection of
crude peanut protein extract with alum. Other groups were given oral peanut extract without adjuvant. Peanut-specific
antibodies (Abs) and anaphylactic responses to peanut challenge were examined.

Results: The C3H, CBA (H-2¥) and BALB/c (H2-%) mice exhibited high levels of peanut-specific serum IgE, IgGl Ab
responses after the intra-peritoneal sensitization. Only the two strains of mice in the H-2" background developed anaphylactic
symptoms upon intra-peritoneal challenge with crude peanut protein extract. While cross-reactivity of peanut and lupine was
confirmed by ELISA, no clinical symptom of cross-allergenicity was seen after challenge with lupine. Mice that were given oral
peanut showed only increase in peanut-specific [gG2a, but no IgE or IgG1 Abs and failed to develop anaphylactic reactions
following injection of either peanut or lupine protein.

Conclusion: These results show that mice of different genetic backgrounds can be sensitized to peanut by ip injection to develop
anti-peanut Abs that cross react with lupine. In addition, cross-allergenicity may not directly correlate with the presence of
cross-reactive Abs since no clinical symptoms of cross-allergenicity was seen after ip challenge with lupine.

© 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Peanut is a major food allergen and the most
common cause of fatal and near-fatal food-related
anaphylaxis [1-2]. The allergy to peanut is charac-
terized by more severe symptoms than other food
allergies and by a high rate of symptoms on minimal
contact [3,4]. The incidence of peanut, and food
allergies in general, has increased in the recent
decades. In contrast, little progress was made for
prevention and treatment of peanut allergy. Thus,
avoidance, the only effective preventive treatment, is
extremely difficult because of the widespread and
often disguised use of peanuts in the food industry and
others [5]. Only a small number of peanut allergic
patients carries pharmacologic agent that interfere
with the consequences of mediator release (i.e.,
epinephrine) and even timely injection of this may
not prevent death [6,7]. Desensitization by injection of
aqueous peanut extracts showed an unfavourable risk—
benefit ratio [8]. An anti-IgE antibody therapy was
shown to increase the threshold of sensitivity to
peanut challenge that could be protective against most
accidental ingestion of peanuts [9], although its
efficacy against skin and other potential routes of
peanut exposure remain to be demonstrated. The
genetic and environment factors that lead to abnormal
production of IgE to peanut remains poorly under-
stood. In addition, an increasing number of reports
suggests that other parameters, including I1gG [10] and
Th1 cytokines play a role in allergic reactions [11].

The problem of peanut allergy is further enhanced
by the possibility of cross-reactive reactions between
peanut and the other members of the legume family.
In vitro studies have shown that more than one out of
three peanut allergic patients possess IgE that react
with other legumes [12] and extensive immunologic
cross reactivities among legumes have been demon-
strated [13]. Several clinical reports suggested that
peanut allergic subjects developed allergic reaction
upon contact with other legumes including soybean,
lens, or lupine. However, only rare clinical cross-
reaction were demonstrated by double-blind, placebo-
controlled food challenges (DBPCFC) studies [14,15].
In contrast with these studies, others have suggested
that the risk of clinical manifestations of allergy
following exposure of peanut allergic patients to
lupine is higher than with other legumes [16,17].

However, the mechanisms underlying these reactions
remain poorly understood.

Mouse models have been extensively used to study
human diseases. More specifically, the human and
murine immune systems share mechanisms involved
in allergic responses. The genetic background plays
an important role in human atopy. Murine studies
have shown that environment allergic sensitization to
peanut allergen is strain-dependent [4]. For example,
C3H (H-2%) mice were shown to be sensitive to food
allergy [4,18,19] but not BALB/c (H-2%) mice [19].
Few mouse studies examined allergic reactions due to
cross-reactivity with new food allergens such as
lupine. In this regard, a large portion of the European
population is now being exposed to lupine since the
generalization of its use as an additive to wheat flour.
The aim of the present study was to delineate potential
lupine-peanut cross-reactivity and cross-allergenicity
on peanut-sensitized murine models. For that purpose
four strains (C3H, BALB/c, CBA and SJL) of inbred
mice with different MHC were sensitized to peanut to
address the potential role of other MHC haplotypes as
well as other genetic factors on allergic reaction to
new food allergens. Serum levels of Abs reacting with
peanut and lupine were characterized in vitro as well
as in vivo anaphylactic reaction after ip challenge with
peanut or lupine.

2. Materials and methods
2.1. Peanut and lupine protein extracts

Sweet lupine proteins extract was prepared by
incubating lupine flour (TERRENA, Ancenis, France)
in sodium bicarbonate (pH 9.4) under stirring. The
protein extract was then dialyzed against PBS,
concentrated by filtration and aliquot stored at —70
°C. The peanut protein extract was obtained by using
a published method [20] with modifications. Briefly,
the kernels (100 g) were ground in a blender and the
ground peanuts mixed with 250 ml of acetone (diethyl
ether) and stirred for 1 h at 4 °C. The suspension was
allowed to settle and the acetone decanted and
discarded. The pellet was resuspended in 250 ml of
diethyl ether and allowed to settle. This step was
repeated five times and the defatted peanut extract
was separated from the diethyl ether by aspiration and
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air-dried overnight (24 h). An aqueous extract of the
defatted peanuts was prepared by adding 300 ml of
0.1 M ammonium bicarbonate adjusted the pH to 8.
The mixture was stirred for 20 h at 25 °C. The extract
was clarified by centrifugation for 40 min at 48,000
xg at 4 °C, freeze-dried and stored at —4 °C.
Gradients 4-15% sodium dodecyl sulphate—polyacry-
lamide mini gels (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA) were used to compare protein composition in
lupine and peanut extracts. For this purpose, lupine
and peanut samples containing 30 pg of proteins were
mixed with loading buffer (Tris HCI 1M, glycerol,
SDS and 2-mercapto-ethanol) and heated 5 min at 90
°C. Samples and a molecular weight marker were then
loaded into the gel and the electrophoresis was
performed for 1 h at 100 mV. The protein bands were
visualized with 0.1% Coomassie brilliant blue and the
images analyzed with the Kodak 1D 3.0 software
(Eastman Kodak, Rochester, NY).

2.2. Mice, peanut sensitization and sample collection

The animal protocol complied with NIH guide-
lines. Mice 6 weeks old from C3H/HeSn (H-2Y),
CBA/j (H-2), BALB/c (H-2%), and SIL/J (H-2%)
strains were purchased from Harlan Nerediand France
Laboratory. The mice were fed ad libitum a standard
laboratory food (cereal, 839 g/kg; vitamins and
minerals, 41 g/kg; fish proteins, 40 g/kg; and
vegetable proteins, 80 g/kg; Extralabo; APAE-INRA,
Jouy en Josas, France). For oral sensitization, mice
(n=10 per group) received weekly (for 24 h) during
three months 3 g of their habitual diet containing 2.5
mg of peanut extract and blood samples were
collected every fifteen days. For intra-peritoneal
sensitization, mice (n=10 per group) received 150
ul of 7 pg/ml peanut protein in PBS with AI(OH); as
adjuvant. Mice received four injections at 15 days
intervals. Blood samples were collected from each
group of mice before and after immunization by retro-
orbital puncture all along experimentation. After
centrifugation, individual sera were collected and
stored at —20 °C.

2.3. In vitro antibody reactivity to peanut and lupine

The level of peanut and lupine IgE, IgG, IgGl
and IgG2a response was determined by ELISA.

Microtiter plates (Nunc-maxisorp, France) were
coated with peanut or lupine (10 pug/ml in PBS
pH 7.4). After an overnight at 4 °C, plates were
washed and blocked with 3% BSA PBS for 1 h at
37 °C. Fifty (50) pl of serum samples (Diluted in
1% BSA PBS) was added to the plates and
incubated 2 h at 37 °C. Plates were then washed,
and incubated for 1 h at 37 °C with 50 pl of 2 pg/
ml biotinylated polyclonal specific antibody for IgG
(Sigma B9904, France), or biotinylated monoclonal
specific antibodies for IgE, IgGl and IgG2a
(Pharmingen, France; 02232D, 02122D and 02012D,
respectively). Fifty (50) ul of streptavidin—peroxydase
(1:5000 dilution, Sigma E-2886, France) was then
added to the plates and incubated for 30 min at 37 °C.
After addition of 50 ul of H,O, (30%, 0.25 ml/l,
Sigma, France) associated with OPD (0.5 mg/ml,
Sigma, France) in a sodium citrate buffer 0.05 M pH
5.1 used as substrate, the reaction was stopped by
adding H,SO, (2N). Between each incubation, the
plates were washed with PBS containing 0.01% of
tween 20. The absorbance was measured at 490 nm
using a microplate reader (Bio-Tek Instruments).

207 kD

—’ —
118kD —
81kD —»
525kD —
36.2kD —
209kD —p

peanut Iupme

Fig. 1. SDS-PAGE analysis of peanut and lupine protein extracts.
The protein bands visualized by Coomassie brilliant blue were
analyzed in comparison to a molecular weight marker with a Kodak
1 D 3.0 software.
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Fig. 2. In vitro reactivity to peanut and lupine antigen of ip peanut-sensitized mice IgG serum antibodies. * Significantly different from day 0
(P<0.05).

2.4. In vivo hypersensitivity response to peanut and previously reported [4]. The symptoms were quanti-
lupine fied by using the following previously reported scoring
system [4]: 0, no symptoms; 1, scratching and rubbing
Anaphylactic symptoms of mice were evaluated 40 around the nose and head; 2, puffiness around the eyes;
min after ip challenge with 1 mg of peanut or lupine as pillar erect, reduced activity, and/or decreased activity
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Fig. 3. In vitro reactivity to peanut and lupine of ip peanut-sensitized mice IgE serum antibodies. Serum dilution 1/10. * Significantly different
from day 0 (P <0.05).
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with decreased activity with increased respiratory rate;
3, wheezing, labored respiration, cyanosis around the
mouth and the tail; 4, no activity after prodding, or
tremor and convulsion; 5, death.

2.5. Statistical analysis

The statistical significance of the data was deter-
mined by 7 test; a value of p<0.05 was considered as
significant.

3. Results

A major prerequisite for the development of cross-
reactive allergic reaction is the presence of common or
cross-reactive antigens (allergens). Thus, we first
analyzed the proteins in peanut and lupine extracts
to determine to what extent these two members of the
botanical family of legumes share common proteins.

As reported in Fig. 1, protein bands with the same
molecular weight were detected in peanut and lupine
extracts at 19, 22, 46, 50 and 76 kDa. The studies
described below determined the potential immuno-
logical consequences of the shared proteins in mouse
responses to lupine after sensitization with peanut
proteins.

3.1. Peanut promotes distinct patterns of peanut-
specific antibody responses in mouse strains

Most mouse model of peanut allergy involve
systemic sensitization in the presence of an adjuvant.
Therefore, we first characterized peanut-specific in
C3H, CBA, BALB/c and SJL mice after peanut
sensitization by ip injection in the presence of alum.
This protocol of sensitization promoted strain-depend-
ant IgG, IgG2a, IgG1 and IgE response (Figs. 2 and
3). All the strains presented a peanut-specific I1gG
response that cross-reacted with lupine (Table 1). The

Table 1
In vitro reactivity to peanut and lupine of ip peanut-sensitized mice IgG2a and IgGl Ab
Strain Absorbance
Day 0 Day 15 Day 30 Day 45
IgG2a Peanut C3H 0.11+0.04 1.44 + 1.00% 1.29 +0.47* 1.41 +0.49*%
(Dilution 1/10%) CBA 0.19+0.10 0.65 +0.37% 0.74 +0.46% 0.73 + 0.64*
BALB/C 0.14+0.04 0.78 +0.62* 1.39+0. 29* 1.86 +0.83*%
SIL 0.100 + 0.007 0.76 + 0.50* 0.55+0.37* 0.62 + 0.24*
Lupine C3H 0.110 + 0.006 0.11+0.01 0.324+0.25% 0.07 £ 0.53*
(Dilution 1/400) CBA 0.11+0.08 0.11+0.01 0.23+0.20 0.20+0.16
BALB/C 0.11 £ 0.006 0.18+0.24 0.28+0.38 0.40+0.51
SIL 0.110 +0.03 0.14£0.12 0.38+0.59 0.77 +0.70%
IgG1 Peanut C3H 0.43+0.22 2.07+0.36* 1.82+0.29% 1.85+0.26%
(Dilution 1/10%) CBA 0.12+0.06 1.93 +0.56% 2.14+0.10% 1.89 +0.26%
BALB/C 0.21+0.10 1.83 + 0.40% 2.00+0.18* 1.81+0.10%
SIL 0.10+0.01 1.79 +0.48* 1.73 +0.40% 1.66 +0.47%
Lupine C3H 0.13+0.06 0.46+0.19 1.22+0.14* 2.13 +0.34*
(Dilution 1/400) CBA 0.11£0.01 0.17+0.10 0.71 +0.50% 1.06 + 0.84*
BALB/C 0.10+0.01 0.12+0.01* 0.36+0.33* 0.65 +0.43*
SIL 0.11+0.01 0.48 +0.48* 1.07 £0.57% 1.61 +0.69%
1gG1/1gG2a Peanut C3H 381+2E° 143+9E? 140 +E° 131+38E°
CBA 061 +2E* 295+2E° 289+2 E’ 254+3E°
BALB/C 147+8E~* 236+8E° 1.44+7E* 097+15E3
SIL 093+1E° 233+E° 3.10+E? 269+13E°
Lupine C3H 1.17+6E* 205+1.62E 3 3.76+45E° 3.10+34E°
CBA 1.00+5E* 153+1E°* 3.00+46E3 520+58E3
BALB/C 093+1E* 0.65+39E* 127+225E 3 1.62+33E3
SIL 096+14E * 326424 E3 281+54E° 209+42E3

* Significantly different from day 0 (p<0.05).
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Table 2
Peanut specific antibodies in mice treated orally with peanut
Strain Absorbance
Day 0 Day 15 Day 30 Day 45 Day 60
IgG C3H 0.35+0.41 0.35+0.35 0.30+0.17 0.20+0.08 0.18+0.08
(Dilution 1/50) CBA 0.14+0.01 0.23 £ 0.06* 0.45+0.78 0.23 £0.14* 0.18 +0.05*
SIL 0.52+0.39 0.52+0.21 0.46+0.21 0.55+£0.28 0.62+0.40
IgG2a C3H 0.22+0.22 0.58+0.12* 0.49 +0.23* 0.38+£0.15 0.35+0.13
(Dilution 1/50) CBA 0.12+0.02 0.35+0.10% 0.48 +0.60 0.32+0.24* 0.25+0.10*
SJL 0.09+0.02 0.16 £0.05* 0.14 £0.04* 0.22+0.23* 0.21+0.22
IgGl C3H 0.31+£0.34 0.39+0.42 0.29+0.24 0.25+0.24 0.17+0.11
(Dilution 1/50) CBA 0.1140.02 0.124+0.06 0.37+0.73 0.14+£0.08 0.16 +0.08*
SIL 0.61+0.71 0.89+0.64 0.55+0.66 0.46 £0.62 0.52+0.71
IgE C3H 0.09+0.02 0.09+0.01 0.080 £ 0.005 0.080 +0.005 0.08 +0.004
(Dilution 1/50) CBA 0.09+0.03 0.080 + 0.006 0.080 £ 0.005 0.080 £ 0.003 0.080 £ 0.003
SJL 0.090 +0.007 0.090 +0.005 0.07+0.01 0.080 +0.004 0.080 +0.005

* Significantly different from day 0 (p<0.05).

IgG response was lower with lupine than with peanut
and the lupine IgG response was in the order
C3H>SJL>CBA>BALB/c. Peanut-specific IgE
response was markedly higher in CBA than in
BALB/c and C3H mice and a weak IgE response
was observed in SJL mice. CBA, BALB/c and C3H
peanut-sensitized mice also showed a weak lupine IgE
cross-reactivity whereas no response was detected for
SJL mice. The peanut-lupine IgE cross-reactivity in
the three strains of mice was in the following order
CBA>C3H>BALB/c (Table 1). The peanut and
lupine IgG1/IgG2a response ratio were positive when
peanut and lupine IgE responses were increased, with
the exception of SJL mice for which the IgG1/IgG2a
ratio was also positive, even in the absence of peanut
IgE responses.

3.2. Different mouse strains display similar patterns
of peanut-specific antibody responses to repeated oral
peanut doses

Sensitization to food antigens generally occur by
ingestion. This led us to address whether the MHC
haplotype and other genetic factors also affected
sensitization to peanut by the oral route. More
specifically, we examined the levels of peanut-specific
Abs responses in the serum of C3H, CBA and SJL
mice that received oral peanut doses without adjuvant
for three months. Our results indicated no difference
between the mice strains which all exhibited very low
level of peanut-specific IgG2a responses and no IgG1

Abs (Table 2). None of the mouse strains showed
peanut-specific serum IgE responses after this oral
sensitization (Table 2). Thus, the lack of IgE and
presence of IgG2a but not IgG1 Abs suggested that a
weekly oral sensitization to peanut could promote Thl
type responses.

3.3. Hypersensitivity response to peanut and lupine of
mouse strains sensitized to peanut

The biological significance of peanut sensitization
in different mouse strains was further evaluated by
measurement of the response to ip challenge with
peanut or lupine (Table 3). The peanut challenge
produced clinical signs of allergic reaction (tremor,
prostration) in peanut-sensitized C3H and to a lesser
extent CBA mice. On the other hand, BALB/c and

Table 3
Hypersensitivity response in control and peanut-sensitized mice
after ip challenge with peanut or lupine

Antigen Strains Scoring system
Peanut C3H control 0
C3H peanut-sensitized 5 (80%)
CBA peanut-sensitized 4 (20%)
BALB/c peanut-sensitized 0
SJL peanut-sensitized 0
Lupine C3H control 0
C3H peanut-sensitized 0
CBA peanut-sensitized 0
BALB/c peanut-sensitized 0
SJL peanut-sensitized 0
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SJL mice did not show any clinical sign of allergy.
Interestingly, none of the mouse strains showed signs
of allergic reaction after ip challenge with lupine. No
anaphylactic reaction was observed following peanut
and lupine injection in mice immunized orally.

4. Discussion

It is now accepted that a number of parameters
including the genetic background, the general immune
status and the mode of sensitization contribute to food
allergies. However, appropriate murine models are
greatly needed to improve our understanding of
mechanisms underlying these adverse immune reac-
tions in humans. Recent studies have shown that
susceptibility of mouse strains to peanut allergy was
linked to differential T helper cell responses in
different genetic backgrounds [19]. Cross-reactivity
of peanut-specific antibody (Ab) with other legumes
is frequently demonstrated but it still remains to be
demonstrated whether these responses could lead to
clinical signs of cross-allergenicity. Here we show that
C3H, BALB/c, and CBA develop high levels of
peanut-specific serum IgE, IgGl Ab responses fol-
lowing intraperitoneal sensitization with peanut and
alum as adjuvant. In addition, cross-allergenicity may
not directly correlate with the presence of cross-
reactive Abs since mice sensitized to peanut reacted
with lupine in ELISA but failed to exhibit clinical
symptoms of cross-allergenicity after challenge with
lupine.

The most common immune response to ingested
antigens is tolerance or systemic unresponsiveness. In
order to overcome this tendency of orally adminis-
tered antigens to generate tolerance, animal models of
food allergies are being developed by oral co-
administration of cholera toxin, a potent mucosal
adjuvant that has been shown to enhance Th2-type
response with IL-4 and IgE Abs in some mouse
strains [21,22]. In this regard, intragastric gavage of
mice with peanut protein and cholera toxin as
adjuvant was shown to generate peanut-specific serum
IgE Abs and hypersensitivity [18]. Other studies have
shown that feeding a protein antigen as a constituent
of the diet in a natural way without adjuvant can
induce Th2-like response with high levels of systemic
IgE in mouse [23] and rat strains (BN rats) [24]. We

have shown that a weekly oral dose of peanut protein
as part of the normal diet do not promote peanut IgE-
specific Abs in C3H, CBA and SJL mice. The weekly
oral peanut dose only induced IgG2a Abs and failed to
set the stage for systemic anaphylactic symptoms. Our
findings confirm the immunogenicity of peanut
proteins. They also suggest that, in contrast with oral
sensitization with peanut and CT as adjuvant which
was shown to promote different T helper cell
responses in C3H/HeJ and BALB/c mice [19], peanut
proteins given without adjuvant as a constituent of the
diet, peanut proteins could promote Thl-type
responses in all three mouse strains. However, more
studies will be needed to clearly demonstrate the exact
pattern of Th cell cytokine responses promoted by oral
sensitization with peanut alone.

In contrast with oral sensitization in the absence of
adjuvant, the mice strains exhibited different
responses after intraperitoneal sensitization. Thus, all
the four strains developed peanut-specifc IgG whereas
only three strains (C3H, CBA, BALB/c) presented
peanut-specific IgE Abs. In addition, only two out of
the three strains that developed IgE (C3H, CBA)
exhibited symptoms of allergy upon peanut challenge.
In our studies, anaphylactic reactions were seen after
peanut challenge of C3H (H-2*) and CBA (H-2") mice
but not in BALB/c (H-2%) or SIL (H-2%) mice.
Anaphylactic responses were reported after peanut
challenge of C3H (H-2¥) but not AKR (H-2¥) or
BALB/c (H-2%) mice previously sensitized by admin-
istration of a plasmid DNA encoding peanut [4].
Therefore, while a number of parameters influence the
immune responses, the H-2* phenotype appears to
contribute to the development of allergic-type immune
responses such as those seen in C3H mice.

It is now established that IgE Abs play an
important role for type 1 hypersensitivity in human
[25,26] and animal [27,28]. Other murine studies
suggest that immediate hypersensitivity and airway
hyperresponsiveness could be passively transferred by
allergen-specific IgE and IgG1, but not IgG2a or IgG3
[18,29]. These studies are consistent with our finding
that C3H and CBA mice which presented peanut-
specific IgE and IgG1 Abs were the only strains that
developed anaphylactic reactions upon peanut chal-
lenge. They are also consistent with the lack of
anaphylactic reactions seen in SJL mice which
exhibited peanut-specific 1gG1 and IgG2a but not
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IgE Abs. Interestingly, peanut-sensitized BALB/c
mice produced peanut-specific IgE and IgGl Abs
but failed to develop clinical sign of allergy after
peanut challenge. Thus, the induction of allergen-
specific IgE and IgGl Abs may not always lead to
anaphylactic reactions in mouse models.

Antibody cross-reactivity generally reflects the
phylogenetic relations that lead to proteins with high
degree of primary structure homologies [30]. On the
other hand, cross-allergenicity refers to allergic
reactions elicited by antigen challenge after sensitiza-
tion with a different antigen. Peanut-specific IgE Abs
were shown to cross-react with homologous proteins
in soybean and other legumes [30]. Nonetheless, only
rare cases of cross-allergy between legumes have
been reported [17]. In the present study, C3H, CBA
and BALB/c mice sensitized to peanut contained IgE
Abs which cross-reacted with lupine in vitro. The
levels of cross-reactive IgE Abs were lower than
those of peanut-specific IgE. More importantly, none
of the mouse strain with peanut-specific IgE Abs
showed signs of anaphylactic reaction after lupine
challenge indicating that cross-allergic reaction did
not occur.

In conclusion, several parameters including mice
strains, the route of sensitization, the nature and dose
of the antigens and the adjuvants should be considered
in mouse models of food allergy. Our studies indicate
that C3H mice represent a valuable model of peanut
allergy capable of developing peanut-specific IgE and
IgG1l Abs and anaphylactic responses upon peanut
challenge. We also provided evidence suggesting that
in vitro cross-reactivity of IgE and IgGl Abs from
peanut-sensitized mice with lupine flour may not
translate into anaphylactic symptoms when mice are
challenged with lupine. Taken together, our studies
also confirm that appropriate animal models are
needed in order to better delineate the mechanisms
underlying primary food allergies and cross-allergenic
reactions.
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