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1. Introduction

Les maladies respiratoires Igli-dépendantes, en particulier ’asthme et la rhinite sont en
augmentation ces 20 dernidres années, dans les pays industrialisés comme dans les pays ou
elles étaient absentes jusque la (1-3). La prévalence de la rhinite allergique chez le jeune
adulte 2 Paris est passée de 3,8% en 1968 4 10,2% en 1982 et 28,5% 1992 (2). Dans la
population générale frangaise, la prévalence de la rhinite allergique (RA) était estimée a
24.5% en 2004 (dont un tiers de RA persistantes) et 31% en 2006 (4,5). En France, a Paris
chez le jeune adulte, la prévalence de ’asthme est passée de 3,3% en 1968 4 5,4% en 1982 et
13,9% en 1992 (2). Dans la population générale (tous dges confondus), elle est passée de
5.8% en 1998 4 6.7% en 2006 (6). Plusieurs hypothéses ont été suggérées pour expliquer cetle
évolution, dont I’impact des facteurs environnementaux : angmentation de I’exposition aux
allerpénes favorisée par la présence plus fréquente d’animaux de compagnie, I’augmentation
de la température dans les habitations, la pollution atmosphérique, I’augmentation du temps
passé a lintérieur ... (1,2,7).

Parmi les pneumallergénes de I’environnement intérieur, ’allergie aux acariens est la
cause la plus fréquente d’allergie chez les asthmatiques (jusqu’a 85 % sclon les pays) (3). Le
chat vient en seconde position, aprés les acariens, pour la fréquence des manifestations
allergiques respiratoires (rhinoconjonctivites et asthme). Les allergénes du chat ont un
pouvoir allergisant trés important. La sensibilisation aux allergénes de chat s’¢léve a 10-30%
dans la population générafe (9). L’allergic au chien est moins fréquente que celle au chat.
Néanmoins elle n’est pas négligeable, car les taux de sensibilisation chez les enfants sont
compris enite 2,6 % et 19 % et elle est souvent associée 4 allergie au chat (10).

Des fractions allergéniques purifides et recombinantes des acariens, du chal et du
chicn sont maintenant disponibles (8,11,12). Elles psuvent théoriquement &tre utilisées en
diagnostic pour déterminer a quelle fraction allergénique est sensibilisé le patient. Cependant,
actuellement, nous manquons de recul pour le faire puisque ces fractions sont disponibles
seulement depuis deux ans. Leur évaluation est done néeessaire.

Dans notre étude nous avons ainsi testé les fractions moléculaires allergéniques
majeures des acarjens (nDer p 1, nDer p 2, nDer £ 1 et nDer I 2), du chat (nFel d1}) et du chien
(nCan f 1). Nous avons également testé des fractions mineures comme les fractions

moléculaires de la tropomyosine de crevette (nPen a 1), qui est un allergéne potenticllement

12



croisant avee les allergénes des acariens, ainsi que I"albumine du chien (nCan 13) et du chat

(nFel d2).

Dans un premier temps, nous nous rappellerons de quelques généralités sur Pallergie
IgE-dépendante et sur les allergénes moléculaires en tentant de metire en évidence les aspects
les plus nécessaires 4 la compréhension de notre sujet. Ensuite nous aborderons Iallergie aux
acariens, au chat et au chien, d’abord d’un point de vue global, puis nous verrons ce que
peuvent apporter les fractions allergéniques moléculaires au diagnostic et au traitement de ces
allergies. Enfin dans une troisiéme partie nous évaluerons les allergénes moléculaires

Siemens® des acariens, du chat et du chien sur une population pédiatrique.

Le but principal de cette étude était de valider les allergénes moléculaires des acariens,
du chat et du chien par rapport aux exfraits globaux correspondants, mais aussi d’¢lucider
d’éventuelles réactions croisées ainsi que d’élaborer des stratégies d’indications de ces tests
dans la démarche allergologique (vérifier la présence d’une vraie allergie, évaluation de la

nécessité de mise en place d’une sensibilisation).
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Ii. Partie 1: généralités

A. L’allergie IgE-dépendante

Les réactions allergiques IghH-dépendantes sont des réactions d’hypersensibilité
médiées par les IgE, qui utilisent des mécanismes immunitaires normaux mais dont la

conséquence peut &tre néfaste pour I’organisme (13},
L. Terrain atopique

Le terme d’ « atopie» a été créé en 1923 par Coca ef Cooke pour désigner des
phénomeénes d’hypersensibilité (14). Les auteurs utilisaient ce ferme pour désigner une
affection héréditaire, différente de I’ « anaphylaxie » et de I’ « allergie », touchant un nombre
limité de patients, caractérisée par une réaction qualitative anormale survenant chez des
patients particuliers (atopiques), se manifestant cliniquement par des rhinites et de 1’asthme
associée a une réaction cutanée immédiate (14,15).

Ce terme a été redéfini dans les années 1970 aprés la découverte des Igli spécifiques
(c'est-d-dire des IgE dirigées spécifiquement contre un allergéne a la différence des IgE
totales qui regroupent ’ensemble des IgE spécifiques) : ’atopie désigne P’anormale facilité &
produire des IgFE spécifiques contre des allergénes et permettant a certains patients de
présenter des réactions allergiques (15,16). L’atopie est une notion faisant intervenir une
prédisposition génétique associce A une sensibilisation progressive 4 des substances aériennes,
alimentaires et professionnelles responsables de manifestations cliniques respiratoires,
cutanées, ophtalmiques ou alimentaires (7).

En 2001, Johansson et al proposent une nouvelle définition de Patopie : « tendance
personnelle ou familiale & produire des IgE en réponse a de faibles doses d’allergénes (en
général des protéines) et a développer des symptdmes comme FPasthme, les
rhinoconjonctivites ou de 'eczéma » (18). Dans atopie, la présence d’antécédents familiaux,
notamment chez les parents au premier degré est & rechercher. En effet, le risque de
développet une atopie st plus important lorsque des parcuts au premier degré sont atopiques
environ 50% lorsque les deux parents sont atopiques, 30% lorsqu’un seut des deux parents est
atopique, mais seulement 10% lorsqu’aucun des deux parents n’est atopique.

Les manifestations de atopie sont différentes en fonction de 'dge auxquelles elles
apparaissent : ce phénomene s’appelle la « marche atopique » (18,19). Elle se caractérise par
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le passage d’un symptdme d’allergie 3 un auvive ou par I’association de plusieurs
manifestations d’allergie. Dans un premier temps, 'atopie se manifeste dans ’enfance
principalement par des symptomes tels que diarthée et rash cutanés, souvent dus & des
allergénes alimentaires. Dans un deuxiéme temps, des symptdmes respiratoires (de type
asthme et rhinite) apparaissent, en général dus a des pneumallergénes.

Tant que la sensibilisation médide par les IgE n’a pas été mise en évidence, par des
dosages d’Igh spécifiques ou des tests cutands, le terme d’atopic doit étre utilisé avec

prudence (18).
2. Mécanisme de Pallergie

2.1 Classification de Gell et Coombs

La classification de Gell et Coombs (1968), théoriquement abandonnée depuis 2001,
mais toujours trés wutilisée en pratique, différencie quatre types de réactions
d’hypersensibilité en fonction du délai entre le contact avec Dallergéne et les
symptémes (13,20):

® Hypersensibilité de type I ou hypersensibilité immédiate (délai d’apparition
inférieur & une heure). Elle apparait dans les minutes suivant le contact avec Pallergene.
Efle correspond aux manifestations IgB-médiées. C’est le seul cas dont nous parlerons
par la suite.

® Hypersensibilité de type Il ou hypersensibilité cytotoxique. Elle apparait
aprés plusieurs heures (4 4 6 hewres). Des anticorps circulants (IgM ou Ig()
veconnaissent des déterminants antigéniques {endogénes ou médicamenis) fixés ou
exprimés 4 la surface de membranes cellulaires. Cela entraine Pactivation du sysi¢me du
complément, 1’activation de granulocytes et phagocytes mononucléés induisant la
destruction puis la phagocytose de la cellule présentant le déterminant allergénique. Ce
mécanisme pent dire 4 Porigine de cytopénies médicamentenses, si les antigénes sont a la
surface de cellules sanguines.

o Hypersensibilité de type [l ou hypersensibilité 4 immuns complexes. Elle
apparait en phusieurs heures (délai apparition supérieur & 12 heures) suite a la formation
de complexes antigénes-anticorps. Ces complexes se fixent sur la paroi des vaisseaux
entrainant Pactivation de la wvoie classique du complément ot la libération

d’anaphylatoxines. Les cellules de I inflammation recrutées par les anaphylatoxines sont
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alors responsables de lésions au niveau de la paroi des vaisseaux entrainant une
vasctlarite. C’est le cas de la maladie du poumon de fermier.

»  Hypersensibilité de type IV ou hypersensibilité retardée (FISR) ou
hypersensibilité a médiation cellulaire. Le délai d’apparition est de un a trois jours,
L’allergéne capté par les cellules présentatrices d’antigéne est endocyté, dégradé et
couplé au CMH de classe 1. Cest ce complexe qui va étre exprimé a la surface de la
cellule présentatrice d’antigéne et reconnue par le lymphocyte T CD4+. Cela entraine
Pactivation du lymphocyte qui va libérer des médiateurs facilitant le recrutement de
macrophages. Ces macrophages une fois activé notamment par de Uinterféron vy
augmentent leur synthése de médiateurs de réactions inflammatoires, de radicaux libres
oxygénés et de monoxyde d’azote, ce qui entraine une augmentation de leurs capacités de
destruction (microbicidie quand Pantigéne est une bactérie). Il en existe trois formes
cliniques: Phypersensibilité retardée de contact (de type eczéma de contact),
I"hypersensibilité retardée de type tuberculinique (c’est ce qui est utilisce dans
Pintradermoréaction (IDR) a la tuberculine) et enfin I'hypersensibilité retardée
granulomateuse (formation de granulomes en réponse & une infection chronique par
différents types d’agents : mycobactéries, champignons, parasites ...). L’hypersensibilité
granulomateuse a été suggérée par Rajan comme étant un cinquiéme type de réaction

d’hypersensibilité (20).

2.2 Classification KAACT

Une nouvelle classification a été proposée en 2001 par PEAACI (European Academy
of Allergy and Clinical Immunology) (Figure 1) (18). Le terme d’hypersensibilité peut &tre
défini comme étant une réaction responsable de symptdmes objectifs suite a4 I'exposition a un
stimulus & une dose tolérée chez les patients normaux (18). L hypersensibilité peut 8tre de
mécanisme allergique (immunologique) ou non (18). Le terme d’hypersensibilité non
allergique est utilisé lorsque le mécanisme immunologique ne peut &tre prouvé (18). Le terme
d’allergie désigne les réactions d’hypersensibilité de mécanisme immunologique (18).

I hypersensibilité  immunologique peut 8&tre  Igk-dépendante ou non  (18).
I hypersensibilité immunologique non Igf-dépendante peut se diviser en deux grands
groupes (18). Dans le premier groupe, la réponse cellulaire est prédominante : médiée par des
lymphocytes T (comme par exemple dans la dermatite de contact) ou des polynucléaires
éosinophiles (comme ¢’est le cas dans les gastroentéropathies) (18). Dans le deuxidme
proups, la réponse est médide par des anticorps spéeifiques d’un allergene autres que les Igli

[gC par exemple) (18). L hypersensibilité immunologique IgE-dépendante peut éire de
f D 8 p i
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mécanisme atopique ou non (venins, médicaments, parasites,...) (18). Dans le cas de
I’hypersensibilité immunologique IgE-dépendante de mécanisme non atopique, les quantités
d’allergénes sont souvent plus importante (de I’ordre du milligramme voire du gramme), mais
aussi elle survient chez des patients qui n’ont pas tendance a avoir une réponse IgE aprés une
stimulation allergénique.

Dans la suvite de ce mémoire nous nous intéresserons uniquement a

’hypersensibilité immunologique IgE-dépendanie,

2.3 Miécanisme de hypersensibilité immunologique [glE-

dépendante

Les allergies aux acariens ainsi qu’aux mammiféres comme les chats ou les chiens
sont des réactions d’hypersensibilité immunologique IgE-dépendante selon la nouvelle
classification {hypersensibilité¢ de type I d’apres la classification de Gell et Coombs). Ces
hypersensibilités apparaissent en deux temps : sensibilisation et production d’anticorps de

type IgE (8 a 15 jours) puis réaction allergique (16,17).

(1) Phase de sensibilisation

La phase de sensibilisation, qui est cliniquement muette, s’effectue en trois étapes
capture de Dallergéne, migration des cellules présentatrices d’antigéne (CPA) vers les

ganglions lymphatiques et enfin présentation antigénique aux cellules T naives.

(a) Capture de Uallergéne

Pour les allergénes de haut poids moléculaives (comme les acariens), la cellule
dendritique est capable de phagocytose ou d’endocytose par le récepteur (interaction de type
sucre fectine) (21). Les CPA sont essenticllement des cellules dendritiques tissulaires {dont
les cellules de Langerhans) ou des monocytes/macrophages. Les allergdnes de plus petite
taille, les hapténes (tels que les ions métalliques) sont absorbés par absorption passive ou
pinocytose et deviennent immunogone apres inferaction avec une protéine. Les CPA prennent
cut charge I"allergéne : internalisation, appréteraent de antigéne en peptides ot expression de

Pantigene 4 la surface de la cellule associé an CMH de classe L
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(b) Migration des CPA vers les ganglions lymphatiques

Pendant la migration des CPA vers les ganglions lymphatiques, les cellules
dendritiques immatures sont transformées en cellules dendritiques matures : augmentation de
I’expression du complexe majeur d’histocompatibilité de type I (CMH 1) et I (CMH II),
apparition de molécules co-stimulatrices (CD40, CD80, CD86, et CD83), disparition des

récepteurs Ic.

(¢) Présentation antigénique

Les CPA présentent Iantigéne grice au CMH de classe I aux lymphocytes T CD4+-
qui reconnaissent le peptide par le récepteur T (TCR). Ces lymphocytes, selon
’environnement cytokinique seront orientés plus vers une population THI (notamment sous
Pinfluence de I’IL12 produites par les cellules dendritiques, dont la synthése est augmentée
sous Uinfluence d’IFNy) ou une population TII2 (sous influence de I'IL4 dont I’origine est

moins claire). Chez I’allergique la population de lymphocyte TH2 prédomine.

(d) Phase de synthése des Igk

Ces lymphocytes TH2 expriment le CD40 ligand (CD40L) et séerétent des cytokines
(notamment ’1L4, ’IL5 et 'IL13). Sous Uinfluence de I'IL4 et du CD40L, le lymphocyte B
réalise une commutation isotypique et se transforme en plasmocyte a IgE. Chez le patient non
atopique, ¢’est la population THI qui prédomine : ces lymphocytes libérent de PIFNy qui
inhibe la production d’IgE par le lymphocyte B différencié en plasmocyte. Les plasmocytes
sécrétent alors de grande quantité de cet anticorps. Les taux sanguins d’IgE sont bas car ce
sont des anticorps cytophiles qui se fixent sur les cellules au niveau du récepteur RFcel de la
membrane des mastocytes tissulaires et des polynucléaites basophiles sanguins. La {ixation de

ces anticorps au niveau du FesRI, récepteur de haute affinité est de longue durée.

(2} Phase de déclenchement

Lors d’un deuxiéme contact avec ’allergéne, les Igh fixdes & la surface des mastocyles
tissulaires et des polynucléaires basophiles reconnaissent et se lient 4 Pallergéne par le
fragment Fab (Figure 2). Cela entraine fe pontage des IgE par allergéne et le rapprochement
cu récepteur RFcel, induisant une activation de ces cellules qui vont libérer immédiatement
(en quelques minutes) des médiateurs préformés contenus dans les granulations neutrophiles
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(histamine, protéase neutre, tryptase ...) ou néosynthétisés a partir des phospholipides
membranaires (prostaglandines, leucotrienes, PAF). La libération de ces médiateurs entraine
des réactions telles que la contraction de muscles lisses, la vasodilatation et I’augmentation de
la  perméabilité capillaire responsables des manifestations allergiques comme la
rhinoconjonctivite, I’asthme et I"urticaire.

La liaison des Igh au FeeRl entraine également la production de cytokines impliquée
dans [’initiation et la modulation de réactions inflammatoires retardée (4 4 12 heures).

I”activation du mastocyte entraine la libération de facteurs chimiotactiques pour les
cellules de Iinflammation : fes polynucléaires éosinophiles principalement, les polynucléaires
neutrophiles et les macrophages, qui vont done arriver dans les heures qui suivent la réaction
immédiate. C’est ce qu’on appelle fa phase tardive des réactions d’hypersensibilité
immédiate,

De plus, les lymphocytes TH2 libérent de UILS5 entrainant la prolifération et
Pactivation des polynucléaires éosinophiles. Une fois activée, ces cellules libérent des
médiateurs trés cytotoxiques (ECP, MBP), responsables d’une inflammation massive et de

Iésions tissulaires.

(3) Régulation du systéme

Ces mécanismes sont trés finement régulés par différents systémes :

e les lymphocytes T régulateurs. Il en existe différents types en
particulier les lymphocytes T régulateurs CD4-+, CD25+, FOXP3+. Ils
contrdlent la balance TH2/THI1.

e Iantagonisme réciproque des cytokines THI1/TH2 en particulter PIFNy
capable d’inhiber les effets de I'1L4.

» le FceRII soluble, appelée également CDD23 libéré par les lymphocytes

B et les CPA, est capable d’inhiber la synthése d’IgE.
3. Grandes familles d’allergénes

Depuis 2001, on appelle allergéne des antigénes responsables de réactions
d’hypersensibilité immunologique (ou allergie) (18). Un allergéne est une substance capable
d’induire une synthése ¢’ Igh spéeifique chez un individu donné lorsque les conditions sont
favorables (conditions environnementales associées a des facteurs géndtiques) (18,21}, La

plupart des allergénes sout des protéines, le plus souvent des glycoprotéines, mais ce sout
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parfois des résidus carbohydrates (18). De nombreux allergénes soni responsables de
sensibilisation chez un patient prédisposé et peuvent induire des manifestations cliniques
d’allergie. Les allergénes peuvent avoir des origines variées : pollens, acariens, moisissures,
aliments, venins, médicaments, ... (21).

Dans la majorité des cas (environ 75%), les manifestations cliniques sont localisées au
niveau des voies aériennes supérieures et inférieures (rhinite, asthme, conjonctivite ...) et sont
causées par des allergénes inhalés (pneumallergenes) : pollens (>50%), acariens (30%), poils
et squames d’animaux (15%), blattes, moisissures et allergénes professionnels. Ils peuvent
aussi étre ingérés (allergénes d’origine alimentaire : trophallergénes, médicaments), injectés
(venins, médicaments) ou provoquer des réactions par contact cutané (allergenes cutanés)
(16,21).

3.1 Pneumallergénes

Deux types de pneumallergénes peuvent étre rencontrés : ceux de I’environnement
intérieur (acariens, animaux domestiques, moisissures) et ceux de I'environnement extérieus
(pollens).

Les pneumallergénes les plus fréquemment responsables d’allergies sont par ordre de
fréquence les pollens, la poussiére de maison (constituée de débris d’acariens), les poils et
squames d’animaux et les moisissures (17,21,22).  Sur le plan clinique, ils sont
principalement responsables d’asthme et de thinites intermittentes, anciennement appelées
saisonniéres (¢’est le cas des pollens ou de la moisissure Alternaria) ou persistantes,
anciennement dénommées _pel‘waIleelies (acariens, certaines moisissures, animaux)
(17,21,22,23). lls peuvent également étre la cause de rhinoconjonctivites el plus rarement

d’allergies cutandes ou d’cedémes de Quincke (16,17,21).

(1) Pneumailergénes de [ environnement intéricur

1’allergéne de environnement intérieur le plus fréquemment responsable d’asthme et
de thinites est la poussidre de maison (22). Elle est constituée de débris d’acatiens de la
poussiéte de maison.

Viennent ensuite les animaux: le chat est le plus fréguemment incriming en raison du
contact étroit entre I"homme et Uanimal (22,24). Apeés le chat, le chien est aussi ineriming
mais moins fréquemment sans doute car les contacls avec [animal sont plus restreints. Par la

suite, ce mémoire portera esseatiellement sur ces trois types d’allergénes.
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D’autres mammiféres peuvent également étre la cause d’allergie : le cheval peut étre
responsable d’allergie violente (cedéme de Quincke, crise d’asthme), les autres animaux de
compagnies tels que le hamster, le cobaye, la souris, le rat et le lapin peuvent également étre
responsables d’allergie. Les oiseaux peuvent également étre allergisants par les plumes méme
si leur pouvoir allergénique est faible (16,17,21).

Les principales moisissures responsables d’allergies en France sont Alternaria,
Aspergilfus, Penicillium, Cladosporium  (16,17,21,22,24,25). L’émission de spores de
Cladosporium et Alternaria est prédominante en été (de juin a septembre), tandis que
Aspergillus et Penicillium sont présents toute année a des taux importants (23,25). Le
diagnostic de Pallergie aux moisissures est difficile en raison de la survenue de pics

atmosphériques en méme temps que les pollens de graminées ou de pollution a ’ozone (25).

(2) Pneumallergénes de ['environnement extérieur

L’allergie pollinique est caractérisée d’une part par le caractére intermittent de
Iallergie (d’ol la néeessité de connaitre le calendrier pollinique de la région considérée) mais
aussi d’autre part par la fréquence d’allergies alimentaires associées (des fruits de la famille
des Rosacées, des légumes de la famille des Ombelliféres ou des Solanacées ou les noisettes)
(22,26). 1ls sont principalement responsables de rhinites intermittentes associées a une
conjonctivite, I’asthme est plus rare. Mais la symptomatologie peut étre persistante a cause de
la succession de différentes rhinites intermittentes car la plupart des patients sont sensibilisés
a plusicurs types de pollens (23). Ce sont les graminées (ou poacées) qui sont le plus
fréquemment en cause dans Dallergie pollinique (16,17,21,24). Elles sont responsables
d’allergies de mai a juillet. Les pollens d’arbres (cupressacées, bétulacées, ...) sont plus
précoces (de janvier 4 mai). Les herbacées sont en cause dans les pollinoses d’arriére-saison

(septembre a octobre).

3.2 Trophallergénes

La plupart des trophallergénes sont des glycoprotéines appartenant a la famille des
albumines ou des globulines., Une des caractéristiques de [Pallergic alimentaire est la
résistance des allergénes a la protéolyse ainsi que pour certaing d’entre eux a la dénaturation
thermique et aux pil acides. Les trophallergenes sont tesponsables de symptdmes digestifs
(nausées, vomissements, diarthées, douleurs abdominales), cutanés (dermatite atopique,
utlicaire aigiie), respiratoires (rhinoconjonctivite, asthme, laryngospasme) ou généraux (choc

anaphylactique). s peuvent &tre d’origine végétale (75%) ou animale (25%). La répartition
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des trophallergenes est différente selon 1’age, les pays et les habitudes alimentaires (16,21).
Les trophallergénes les plus fréquents au niveau mondial sont le lait de vache, I’ceuf de poule,
les poissons, les crustacés, ’arachide, le soja et la noisette (26). En I'rance, chez I’enfant de
moins de quinze ans, Pallergie au blanc d’ceuf est la plus fréquente suivie par ’arachide, le
lait de vache et le poisson. Chez les patients de plus de quinze ans, ce sont les végétaux qui

sont les allergénes les plus fréquents et en particuliers les fruits de la famille des Rosacées.

3.3 Autres : médicaments, venins, latex

Les médicaments ou leurs métabolites peuvent &lre responsables de réactions
allergiques parfois graves. IHs peuvent 8tre responsables principalement d’hypersensibilité de
type 1 {choc anaphylactique, cedeme de Quincke, urticaire, asthme, rhinite ...) et IV (eczéma
de contact, photosensibilisation ...), Les médicaments les plus fréquemment incriminés dans
Pallergie, quelle que soit le type de mécanisme évoqué, sont les antibiotiques (principalement
les pénicillines), les antalgiques, les antipyrétiques (notamment Paspirine), les anti-
inflammatoires non stéroidiens et les anesthésiques généraux de type curare (16,21,27). En
France, les chocs anaphylactiques sont principalement causés par des médicaments, et en
particulier par des antibiotiques probablement en raison de leur fréquence d’utilisation (28).
Les curares sont les substances le plus fréquemment incriminées (70%) dans Jes chocs

anaphylactiques peropératoires.

Parmi les venins, ceux d’hyménoptéres sont reconnus comme étant allergisants. Les
hyménoptéres le plus souvent responsables de piqiires en France sont la guépe commune
(Vespula vulgaris), le frelon (Vespa cabro) et I’abeille commune (Apis melifera) (24). Daas le

Sud de la France et de P'Europe, la guépe poliste (Polistes dominula) est aussi renconitée,

Le latex est un allergene 4 la fois professionnel et domestique (24). Le plus souvent, il
est responsable d’urticaire localisée aux zones de contact ou de manifestations respiratoires,
mais en cas d’exposition plus profonde, les manifestations peuvent &tre plus graves allant

notamment jusqu’au choc anaphylactique en cas de contact sanguin ou muqueux (24).

Par la suite, nous nous intéresserons aux pneumallergénes et plus particulidrement a

ceux de Penvironnement intéricur : de la poussiére de maison, du chat et du chien.
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4. Diagnostic de Pallergie

ILe diagnostic repose dans un premier temps sur une apamnése rigoureuse, puis dans
un deuxidme temps sur la réalisation de tests cutands aux différents allergenes suspectés a
I"issue de [’anamnése (2,29). Enfin dans un troisiéme temps le diagnostic peut éventuellement
&tre complété par des dosages biologiques, des tests de provocation spécifique nasale ou
bronchique.

Ce mémoire correspondant & une Theése de Biologie Médicale, nous détaillerons

surtout la partie diagnostic biologique.

4.1 Intexrogatoire clinique

I.’interrogatoire clinique est fondamental dans le diagnostic d’allergie respiratoire
puisque les symptomes ne sont pas spécifiques de Porigine allergique ou non (2). Toutelois
’association d’une rhinoconjonctivite et d’un asthme est en faveur d'une allergie respiratoire
(2). L’interrogatoire recherche la notion d’un terrain atopique (antécédents allergiques
personnels ou familiaux), les facteurs déclenchant et aggravant, la chronologie et I'intensité

des symptdmes ainsi que environnement du patient (2,29,30).

4,2 Tests cutanés

i existe deux types de tests cutanés : les tests & lecture immédiate (les prick-tests ou
fes intradermoréactions) qui mettent en évidence les [gh spécifiques fixées sur les mastocytes
et les tests & lecture retardée (les patch-tests) qui explorent les IgE spéeifiques fixées sur les
celtules de Langerhans (2,31,).

Les prick-tests sont réalisés au niveau de la face interne de I"avant-bras, sur peau saine
(2,31). Leur réalisation doit se faire sous contrdle médical en raison du risque de déclencher
une réaction systémique (2). Une goutte d’extrait allergénique est déposée sur la peaﬁ, puis
une piglire est réalisée 4 laide d’une lancette au travers de la goutte, pour faive pénétrer
I"allergene dans le derme. Chaque prick-test doit &lre espacé d’au moins deux centimétres des
autres. 1l est nécessaire de réaliser un témoin positif (le phosphate de codéine ou histamine)
ainsi qu’un témoin négatif (sérum physiologique) (2,31). La lecture se fait 15 4 20 minutes
aprés la réalisation du test. Le diamétre minimum de la papule induite par le témoin positil est
de 3 mm (31). Une réaction positive est caractérisée par la triade de Lewis : association d’un

cedéme (papule de diameétre supérieur & 3 mum et supérieur & 50% du diamétre du témoin
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positif), d’un érythéme périphérique ainsi qu’un prurit local (2,31). La sensibilité des prick
tests est trés bonne en ce qui concetne les pneumallergénes (proche de 100%), mais leur
spécificité est plus faible (70 & 80%) (2). Leurs résultats doivent donc étre confrontés a la
clinique. Dans certains cas une intradermoréaction peut étre réalisée (allergie aux
médicaments et aux venins).

Les patch-tests sont généralement utilisés dans le diagnostic de I’hypersensibilité
retardée. L extrait allergénique est appliqué sur la peau du dos et laissé en contact pendant 48
heures. La lecture et Pinterprétation du test se fait au bout des 48 heures en comparant la
réaction obtenue avec [allergéne et celle obtenue avec un témoin négatif. Dans
I’hypersensibilité immédiate, des atopy patch-tests peuvent étre également utilisés pour
identifier des pneumallergénes ou des trophallergénes aggravant une dermatite atopique (32).

Ils sont réalisés de fagon similaire aux patch-tests traditionnels.

4,3 Tests de provocation

Les tests de provocation sont surtout utilisés dans les diagnostics de Dallergie
alimentaire. Dans ce cas, il s’agit de tests de provocation orale ou labiale (33). Le test de
provocation orale consiste en I'ingestion de Daliment suspecté & doses progressivement
croissantes afin de reproduire les manifestations d’allergie (34). Il peut a la fois étre utilisé &
visée diagnostique, mais aussi pour évaluer la tolérance & un aliment chez un patient
sensibilisé et enfin pour déterminer la dose qui déclenche les manifestations. Cependant ces
tests comportent certains risques {déclenchement d’une réaction anaphylactique par exemple)
et doivent donc &tre réalisés dans un environnement médicalisé. Ce test n’est nécessaire
qu’en cas de tests cutanés et de dosage d’IgE spéeifiques négatif ou lorsque histoire clinique
n’est pas claire. Le test de provocation labial est indiqué en cas de syndrome oral apres
ingestion d’aliments. Il consiste & mettre en contact la muqueuse orale avec ["aliment (extrail
alimentaire commercial ou aliment frais) (33). Le nombre d’effets indésitables systémicues
est plus limité.

Dans le cas d’une allergie respiratoire des tests de provocation nasale, bronchique ou
occulaire peuvent &tre utilisés (2). Le principe est de reproduire ies symptomes et d’observer
les manifestations d’allergie au niveau de la mugueuse nasale, broachique et oculaire apres
contact avec [allergéne introduit & doses progressivement croissantes. Les tests de
provocation nasale soat préférés aux tests de provocation bronchique en raison de leur
simplicité et de leur aspect moins agressif et plus rapide. [s sont wtilisés en cas de
polysensibilisation ou de discordance entre la situation clinique et fe résultat des tests cutanés

).
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Les tests de provocation sont les seuls tests a faire la preuve d’une allergie par rapport
& une simple sensibilisation & un allergéne. Ils permettent ainsi de vérifier la pertinence des

tests cutanés et des dosages des IgE spécifiques.

4.4 Diagnostic biologigue

(1) Mise en évidence d’une atopie

Un dosage des IgR totales sériques élevé ainsi qu'un taux de polynucléaires
éosinophiles augmenté peuvent permettre de mettre en évidence au niveau biologique un état
atopique (2). Le dosage des Igh sériques totales se fait par des techniques immuno-
enzymatiques ou fluoriméirigues (30,31). Les valeurs normales des IgE totales sont fonction
de ’4ge (chez 1’aduite et ’enfant de plus de 8 ans : IgE totales < 150 kKUI/L) (31).

Mais ces deux tests manquent de spécificité et de sensibilité (2). Un dosage des IgH
totales élevé est également retrouvé dans les parasitoses, des déficits immunitaises et le
syndrome d’hyper Igh (syndrdme de Job) (30,31). A Pinverse un taux bas en IgE totales ne
permet pas d’exclure une allergie. De méme un taux élevé de polynuclCaires élevés peut se
voir dans les parasitoses mais aussi dans certaines affections hématologiques. Ces deux tests

n’ont qu’une valeur de présomption et non d’exclusion.

(2) Dosage des Igk spécifiques (IgFE spécifiques)

Il existe des dosages des Igh spécifiques monoallergéniques et multiallergéniques

aL.

Les mélanges multiatlergéniques sont utilisés comme tests de dépistages (2,30). Ces
tests ont une sensibilité ot une spéeificité supéricure 4 90%. Pour les pneumallergenes, le test
de téférence ost le Phadiatop®. 1l contient un mélange de protéines, représentatives des
constituants allergéniques de certaing  pneumallergénes : acariens, animaux domestiques,
pollens et moisissures. Mais un lest positif ne permet pas de déterminer Dallergéne
responsable  de Uallergie. Pour les trophallergénes, il existe également un  test

multiallergénique : le Trophatop®.

Le dosage des [gh spécifiques unitaires est utile en cas de discordance entre la
situation clinique et le résultat des tests cutands ainsi que lorsque le test cutané n’existe pas

pour cet allergéne, est non réafisable (dermatose, dermographisme, traitement par
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bétabloquant ...) ou non interprétable (2,30). Il est moins sensible que les tests cutanés (60 a
80% pour les pneumallergénes) mais plus spécifique (souvent supérieur & 90%) (2).
[’interprétation du résultat de ces dosages est fonction de plusieurs paramétres : taux d’IgB
circulantes et qualité de I'extrait allergénique par exemple. Le taux d’IgE totales peut &tre
faible (jeunes enfants, patients mauvais répondeurs), dans ce cas les tests cutanés peuvent étre
positifs et les dosages d’Igll spécifiques négatifs (30). A Pinverse, un taux d’IgE total élevé
{(supérieur & 3000 UI/) peut &tre a origine de faux positifs (2).

Les taux d’IgE spécifiques peuvent étre utilisés pour prévoir la probabilité d’une
réaction clinique (29). L’interprétation du résultat est également fonction de ’allergene testé
(35). A titre d’exemple, un faible taux en Igh spéeifiques anti-ccuf a plus de sens que de
faibles taux d’IgE spéeifiques anti-lait. Dans une ¢tude réalisée en 1998 chez des enfants
atteints de dermatite atopique, la valeur prédictive positive était évaluée 4 95% (comparée au
test de provocation orale) pour des seuils d’IgE spécifiques différents selon les allergénes :
6KkUI/1 pour I’ceuf, 15 KUW/1 pour 'arachide et 32 kUI/l pour le lait. Ils permettent également
dans certaines situations de prédire I’évolution de P’allergie : une étude a montré que les
enfants présentant de faibles taux d’Igli spécifiques vis-a-vis de plusieurs pneumallergénes
(0,3 — 1 KUI/L), perdent fréquemment ces Igh spécifiques 4 5 ans et qu’a 'inverse de plus
fortes sensibilisations (> 3,5 kUI/1) perdurent.

Depuis la récente commercialisation des allergénes moléculaires, les résultats de
dosage des Ighi spécifiques s’interprétent en fonction des familles moléculaires (29). Pour un
patient I’allergénicité d’un allergéne va dépendre de la fraction allergénique a laquelle est
sensibilisé ie patient. De plus la connaissance des familles moléeulaires de ces fractions
allergéniques permet @expliquer certaines réactions croisées entre des allergénes
appatemment éloignés. Nous teviendrons en détail sur ces allergénes moléculaires dans la

suite de ce travail.

Actuctlement la nomenclature des actes de biologie médicale (NABM) limite le
nombre de dosages d'lgh spécifiques 4 § pneumaliergénes et/ou trophallergenes (2). La
NABM ne permet pas la réalisation & la fois du dosage des IgH totales ct des Igli spéeiliques.

(1) CAST® (Test de Stimulation Cellulaire par un dllergene)

Le CAST® est un fest cellulaive, basé sur la déiermination quantitative des

sulfidoleucotsicnes produits par les polynucléaires basophiles torsqu’ils sont stimulés par un
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allergéne in vitro (36). Ce dosage est trés utile dans le diagnostic de allergie a I’aspirine ou
aux AINS, car le dosage des IgE spécifiques a peu d’intérét dans le diagnostic de [allergie

médicamenteuse.

(2) Test de dégranulation des basophiles

Le test de dégranulation des basophiles est basé sur la détermination, en cytométrie de
flux, de l'expression des marqueurs de surface CD63 (marqueur d’activation membranaire)
sur des polynucléaires basophiles aprés stimulation antigénique. Il est intéressant quand les
dosages Igli spécifiques sont de mauvaise qualité voire inexistant (par exemple pour le
diagnostic de ’allergie aux médicaments ou aux venins). Cependant il existe actuellement des
problémes de standardisation de ces protocoles, c’est pourquoi des études européennes

débutent.

(3) Dosage de lg protéine cationique de [ 'éosinophile (ECP)

Il s’agit d’une protéine présente dans les granules spécifiques des polynucléaires
éosinophiles. C’est un marqueur de "hyperréactivité bronchique et d’atopie. Des taux €levés
d’ECP ont été retrouvés dans les sérums de patients asthmatiques. Il augmente également lors

des tests de provocation.

5. Traitement étiologigue de Pallergie: immunothérapie

spécifique

La prise en charge de Dallergie repose sur ["éviction des allergénes qui n’est pas
toujours réalisable, un (raitement médical adapté et parfois Pimmunothérapie spécifique (I'1'5)
(2).

Ce mémoite correspondant & une Thése de Biotogie Médicale, nous avons choisi de ne
développer que les aspecls en lien avec les allergénes moléculaires, clest-d-dire,
Pimmunothérapic  spéeifique  sans  nous  intéresser aux  traitements préventifs el

symptomatiques (anti-histaminiques 1, corticoides, -2 stimulants...).

Il repose sur la désensibilisation spéeifique ou immunothérapie spécifique ([T8) avec

des extraits allergéniques choisis en fonction des allergénes identifiés comme étant



responsable des symptomes (37). Le principe consiste & réorienter la réponse immune en une

réaction similaire 4 celle du non allergique vis-a-vis de ’allergéne considéré (21).

5.1 Mécanisme de 'immunothérapie spécifique

Plusieurs mécanismes d’actions ont été proposés pour expliquer les effets bénéfiques
de I'ITS: diminution & long terme du taux d’IgE spéeifiques, augmentation d’lgG4
spéeifiques, diminution du recrutement des cellules effectrices, induction de cellules T
régulatrices, anergic de cellules T, déviation Th2/Thl de la réaction immune vers une réaction
de type Thl (21,37,38).

Si nous les reprenons plus en détail, 'ITS induit des modifications de la réponse
anticorps, car elle agit au niveau des lymphocytes B en diminuant leur activation (21). Cela
entraine une diminution de la production des récepteurs de faible affinité des Igk et ume
modification de la balance Igh/IgG4 (diminution de la production des IgE spécifiques et
augmentation de la production des IgG4 spécifiques) (21). Cela a pour conséquence de
diminuer la libération d’histamine par les mastocytes et les polynucléaires basophiles (21).
Les taux d’IgE spécifiques augmentent temporairement au début de la phase initiale de
désensibilisation, mais diminuent en dessous du taux d’JgE spécifiques avant I'TS, lors de la
poursuite du trattement (37). Parallelement, les taux d’IgG spécifiques augmentent et en
particulier la sous-classe des IgG4 (37). Il a d’abord été proposé que les IgG4 spéeifiques
reconnaissent les allergénes et bloquent la réponse médiée par les IgE an niveau des
mucueuses (37). Cependant, actuellement cette hypothése est controversée parce que d'une
part I’augmentation des IgG spécifiques suit 'amélioration clinique, et d’autre part, les
mastocytes sont présents au niveau des muqueuses et rencontrent Uallergéne avant les [gG
spéeifiques (37). De plus la corrélation entre ["augmentation des IgG4 spécifiques et la
réponse clinique est faible (37). Dans fa plupart des études cliniques, le taux d’IgG4
spéeifiques est misux corrélé avee fa dose d’allergéne utilisée dans UITS quavec le bénétice

clinique (37).

LITS induit des modifications de la réponse cellulaire spéeiliques de allergene. Blle
entraine une diminution du tecrutement des cellules T ot des polynucléaires Sosinophiles en
téponse a allergene (37). L'ITS agit aussi au niveau des lymphocytes T par la déviation
Th2/Thi de fa réaction immune vers une réaction de type Thl. Cela entralne la production de
cytokines Thi (IL2, IFN-y, 11.12) et de cytokines immunosuppressives comme PIL10 (21,37).

121,10 induit la synthése d’1pG4 spéeifiques et de lymphoceytes T régulateurs (37). L7IL1Z est
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une cytokine produite par les monocytes et les macrophages, indispensable a la

différenciation Thlet qui inhibe la différenciation Th2 (21).

5.2 Modalité de PITS

L’ITS est réalisée par injection sous cutanée d’un allergéne ou par voie sublinguale en
particulier en pédiatric (21,38). L’utilisation de mélanpes d’allergénes est a éviter en raison de
fa difution des allergénes. Les études menées avec des mélanges d’allergénes se sont révélées
négatives.

L’allergéne doit &tre administré & doses progressivement croissantes en commengant
par une trés faible dose jusqu’a une dose d’entretien pour une allergie per-annuelle (21,37,38).
Dans le cas d’une allergie saisonniére (comme les pollens), le but est d’obtenir la dose la plus
forte avant le début de la période d’allergie, cette dose pourra étre réduite pendant Ia saison
pollinique et reprise ensuite & la dose maximale en entretien mensuel. Lors d’une
désensibilisation par voie sous cutanée, le rythme des injections est de une injection par
semaine puis tous fes 15 jours jusqu’a atteindre la dose d’entretien puis de une injection par
mois pendant 3 & 5 ans. Lorsqu’une I'TS par voie sublinguale est utilis€e, Pallergéne est
administré sous forme de gouttes qui sont prises quotidiennement (ou trois fois par semaine)
par le patient lui-méme (37). La solution contenant I’allergéne est déposée sous la langue et
maintentie en bouche deux a trois minutes avant d’étre avalée ou recrachée. La dose maximale
est atteinte en quelques semaines.

Actuellement, PITS se réalise avec des exfraits globaux. Bien qu’elle ait prouvée son
efficacité, elle comporte quelques inconvénients (manque d’cfficacité dans certains cas,
nouvelles sensibilisations ou cffets indésirables pouvant &tre sévéres). Clest pourquoi, de
nouvelles approches sont actuellement testées dans plusieurs essais cliniques (utilisation de
fractions moléculaires, création d’allergénes hypoallergéniques ...) qui seront traités plus loin

(I1.B.5.6 Allergénes moléculaires et traitement, page 46).

5.3 Indication de ITS

L2ITS est indiquée dans allergie au venin d’hyménoptares (environ 90% & eflicaciic)
(37). Eile est indiquée chez les patients, dont le taux d’IgE spéeifiques persiste plusieurs
années aprés "exposition (37). Ces patients ont un risque plus élevé de faire une réaction
anaphylactique (37).

File est aussi indiquée dang les rhinites allergiques, et en particulier son intérét dans

les rhinites saisonniéres dues aux pollens de bouleau, de gramindes et d’herbacées a ¢té
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confirmé par de nombreux essais (37). Elle présenterait I’avantage non seulement de diminuer
le risque de nouvelles sensibilisations mais aussi de limiter I’évolution de la rhinite allergique
vers un asthme allergique (39). Plus le début est précoce, plus Vefficacité est importante.
L’ITS est aussi utilisée dans le traitement de ’asthme allergique pour les formes persistantes
légéres et modérées (37). Cependant son utilisation est controversée en raison des effets
indésirables potentiels (37).

Nous reviendrons sur les indications de 'ITS dans Pallergie au chien, au chat et anx

acariens dans les parties « allergie aux acariens » et « allergie au chat et au chien »,

5.4 Désensibilisation et srossesse

Aucun effet tératogéne de UITS n’a a ce jour été mis en évidence, elle n’est donc pas
contre-indiquée pendant la grossesse. Une ITS débutée avant la grossesse peut étre poursuivie

cependant il n’est pas conseillé de débuter une ITS pendant la grossesse (40).

5.5 Effets indésirables et problémes de PITS

L’ITS avec les extraits allergéniques est un traitement utile de I’allergie mais comporte
un certain nombre de problémes.

Premiérement elle n’est pas toujours efficace, en particulier lorsque le patient est
sensibilisé 4 une fraction allergénique présente en faible quantité dans !’ extrait utilisé (37,38).
Dans ce cas, le traitement peut méme étre responsable de sensibilisations & de nouveaux
allergénes. La sensibilisation a4 de nouveaux allergénes peut également €tre due a une
contamination de Pextrait utilisé par d’autres allergénes (par exemple extrait de phanéres
d’animaux contaming par de la poussiére de maison).

Deuxiémement elle induit parfois des effets secondaires pouvant aller jusqu’a la
réaction anaphylactique (38). Les effets secondaires de 'ITS sont le plus souvent locaux et
bénins (21). Mais des réactions générales peuvent s¢ produire allant de manifestations peu
graves (comme une thinite ou une urticaire) a des manifestations plus graves telles que
asthme et choc anaphylactique (21,37). L incidence des réactions systémiques varie selon les
études de 5 4 35% (37). Clest pourquod il est nécessaire que le patient soit surveillé pendant
les 30 minutes qui suiveni Pinjection. Certains traitements contre-indiquent "utilisation de

PITS : immunosuppresseurs ou immunomodulateurs, bétabloguants (37).
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B. Les allergénes moléculaires

Jusqu’a il y a S ans, le diagnostic biologique de Dallergie utilisait des extraits
allergéniques pour doser les IgE spécifiques de Dallergéne suspecté (41). Des tests de
nouvelles générations ont été dévellopés. Il existe maintenant des dosages d’Igh spécifiques
dirigées contre plus de 30 fractions allergéniques (comme par exemple tBet v 1 et 2 pour le
bouleau, rPhl p 1 pour les gramindes, rPen a 1 pour la tropomyosine de crevette, r Ara h 1

pour ’arachide ...).
1. Définitions

Les cxtraits globaux ou extraits allergéniques naturels sont des mélanges complexes de
composants allergéniques et non allergéniques, obtenus a partir de sources naturelles diverses
(15,21,41). Un allergéne moléculaire (ou une fraction allergénicue ou encote un composant
allergénique) est un composant protéique unique au sein mélange d’allergénes, c'est-a-dire
une protéine ou un peptide contenu dans un exirait global. Il peut &tre obtenu soit par génie
génétique (allergéne recombinant), soit par purification/extraction d’une source allergénique
(allergéne naturel purifié) (Figure 3).

On appelle isoallergénes les différentes formes moléculaires d’un méme allergene
moléculaire (42). Deux isoallergénes posseédent plus de 67% d’homologie de séquence en
acides aminés. Le terme d’isoforme (ou variant) est utilisé pour désigner différentes formes
moléculaires d’un méme allergéne ayant plus de 90% d’homologie de séquence.

Une fraction allergénique est dite majeure lorsque la prévalence de la sensibilisation
chez les sujets allergiques est supérieure & 50% (22,41). Elles sont fréquemment tesponsables
de symptdmes. De méme, une fraction allergénique est dite mineure lorsque moins de 50%
des patients allergiques présentent des Igh spécifiques a cette fraction allergénique. La
sensibilisation & ces fractions est en général sans conséquence clinique mais peut &tre

responsable de réactivité croisée.
2. Extraits allergénigues et allergénes moléculaires

2.1 Bxdraits allersénigues

[es extraits allergéniques naturels sont composés de moléeules allergéniques et de
molécules non allergéniques (Figure 3) (15,21,41). Ils sont utilisés pour le diagnostic
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(réalisation de tests cutanés et dosage d’IgE spécifiques) et le traitement de Iallergie
(immunothérapie spécifique) (21). Ils sont obtenus & partir de sources naturelles diverses :
grains de pollens, culture d’acariens, aliments (41). Ce sont des systémes qui contiennent
plusieurs constituants allergéniques pouvant étre & I’origine de sensibilisations : ils peuvent
étre multiallergéniques (comme par exemple pour ’extrait de pollen de graminées qui
contient 13 allergénes identifiés) ou pauciallergéniques (comme Dexirait de chat qui en

contiendrait seulement 4) (21,41).

Malgré leur faible colt, I’utilisation de ces extraits comporte certains inconvénients,
qui rendent difficile la standardisation des méthodes diagnostiques

e certains allergénes (parfois majeurs) sont non hydrosolubles et ne seront donc pas
extraits par des techniques classiques,

e le rendement de I’extraction est peu élevée,

a2 le conienu en molécule allergénique est variable d’un extrait 4 1’autre en fonction des
procédés d’extraction, de purification et de stockage,

een ce qui concerne les pollens, le contenu en molécules allergéniques est fonction du
degré de maturation des sources végétales mais aussi du pays ot sont préparés les extraits
allergéniques (répartition des arbres différentes selon la localisation géographique),

epour le latex, de la méme fagon, la teneur en fractions allergéniques est différente
selon les continents d’origine des arbres,

2ils peuvent étre contaminés par des enzymes protéolytiques (allergéniques ou non)
susceptible de diminuer leur potentiel allergénique, ou par d’autres allergenes (c’est le cas par

exemple de la contamination de P"extrait de chat par les acariens) (15,21,41).

2.2_Allergénes moléculaires

(1) Allergénes recombinants et allergénes naturels purifiés

Les limites des exiraits allergéniques naturels ont donc conduit & développer les
fractions allergéniques (43).

La plupart de ces fractions allergéniques sont produites griace a la technologie de
PADN recombinant: ce sont des fractions allergéniques recormbinantes ou allergénes
recombinants (Figure 3). Cela permei d’obtenir des réactifs standardisés, caractérisés sur le

plan immunologique, de haute pureté et produit 4 grande échelle (15,21). Les allergénes
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recombinants ont également permis la détermination de la structure tridimensionnelle des
allergénes.

Un nombre plus restreints de fractions allergéniques peuvent également étre produites
par extraction et purification & partir d*une source d’allergéne. L’extrait allergénique est
purifié par chromatographie d’affinité. La pureté de la fraction allergénique ainsi obtenue peut

étre évaluée par Western Blot, SDS PAGE, spectrométrie... .

(2) Nomenclature

La nomenclature des allergénes moléculaires est gérée par I’Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) et I’International Union of Immunological Societies {IUIS) (42). La
dénomination de ces allergénes repose sur le principe suivant : les trois premiéres lettres du
genre, suivies de la premiére lettre de ’espéce et d’un chiffre représentant 'ordre de leur
découverte, avec un espace entre chaque élément. Cette désignation est précédée de « n » pour
I’allergéne naturel purifié et de «r» pour Pallergéne recombinant. Lorsque plusieurs
isoformes ou isoallergénes existent pour le méme allergéne moléeulaire, ils sont distingués
par un deuxieme chiffre pour ’isoforme (01, 02 ...) suivi si besoin d’un troisiéme chiffre pour
les isoallergénes (01, 02 ...). Si 'on prend par exemple le cas de la fraction allergénique
majeure du bouleau Bet v 1 : Bet pour Bétulacées, v pour verrucosa (Befula verrucosa étant le
bouleau en latin). Les 31 isoallergénes de Bet v 1 sont appelés Bet v 1.01 a Bet v 1.31, et les
42 isoformes de Bet v 1 sont nommés Bet v 1.0101, Bet v 1.0102 ... .

(3) Classification

Les allergénes moléculaires sont classés selon lewrs caractéristiques biochimiques
ainsi que leurs fonctions biologiques (Tableau 1) (42,44) :

= les proiéines structurelles et de régulation : profilines, tropomyosines, protéines liant
le calcium,

sles protéines de stockage: prolamines (albumine 2S par exemple) et cupines
(vicilines, glycinines, Iégumines),

e les protéines de transfert lipidigue non spécifique (ns, TP),

2les protéines PR (Pathogenesis-Related) : protéines de défense des végétaux (ou
protéine de stress) dont I’expression augmente lors des agressions des plantes,

eles enzymes et inhibiteurs d’enzymes (cysiéines protéases, inhibiteurs de

protéase...),
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e Jes lipocalines ... .

Les pneumallergénes de Penvironnement intérieur peuvent éire des enzymes (en
général des protéases), des lipocalines, I’albumine, les tropomyosines et des protéines de
liaison du calcium (42). Les allergénes moléculaires des pollens sont essenticllement des
protéines PR, des protéines de Haison du calcium (polcalcines), des pectates lyases, des f-
expansines et des inhibiteurs de protéases (Tableau 1). Les trophallergénes sont surtout des
protéines de transfert lipidique non spécifiques (nsLTP), des profilines, des protéines de

stockage, des protéines PR et des tropomyosines (42,44).

D’une maniére générale, les tableaux cliniques d’allergies sont différents selon les
familles protéiques auxquelles sont sensibilisés les patients. Par exemple, les protéines
structurelles (profilines et polcalcines) sont généralement des allergenes mineurs, responsable
de syndrome oral (trophallergénes) (44). Cependant chez certains patients elles peuvent
néanmoins éire responsables de réactions sévéres. A Pinverse, les nsL'TP sont en général
tesponsable de réactions sévéres a cause de leur résistance aux pH acides, a la chaleur et & la
protéolyse. De méme les protéines de stockage des firuits 4 coques sont elles aussi

généralement responsables de réactions séveres.

(4) Production des allergénes recombinants

La premiére étape de la production d’allergéne recombinant est le clonage de la
séquence codante soit par criblage d’une banque d’ADN complémentaire (ADNc), soil par
amplification sélective & partir &’ADN génomique (ADNg) ou d’ADNc afin d’obtenir une

quantité suffisante d’ADN codant pour I"allergene (Figure 4) (21).

Les séquences d’ADNc des allergénes recombinants sont produites & partiv de PARN
messager (ARNm) d’un agent allergénique. L’ARNm est obtenu par extraction a partir d’une
source allergénique (grain de pollen, culture d’acarien, moisissures,...). Puis ces ADNc sont
inséeés dans des vecteurs (plasmide, phage, virus) qui vont infecter le systeme d’expression
(bactérie, levure, virus, cellule d’insecte ou végétale) de PADN recombinant (Figure 4)
(21,43). Les plasmides sont des moléeules d” ADN extrachromosoricue doubles brins, le plus
souvent circulaires, de petites tailles (inféricurs 2 100000 paires de bases), capables de se
répliquer indépendamment du chromosome. Ils se trouvent dans les bactéries et les levures et

peuvent servir de vecteur de clonage afin de faite produire une moléeule au sysicme






d’expression. Un phage (ou bactériophage) est un virus n’infectant que les bactéries. Comme
le plasmide, if peut servir de vecteur de clonage.

Dans fe cas le plus fréquent qui est Putilisation d’un couple vecteur/systeme
d’expression de type phage/bactérie, les clones de bactéries produisant ’allergéne moléculaire
sont ensuite sélectionnés. Les clones peuvent &tre sélectionnés de différentes maniéres :
fixation d'IgE (humaines ou animales), d'anticorps polyclonaux animaux ou monoclonaux.
Dans un deuxiéme systéme trés fréquent, ’ADNc est isolé puis inséré dans un plasmide (el

non plus un phage) ct produit par une culture de bactéries hotes (21,43).

Le systéme d’expression de PADN recombinant est le plus souvent une bactérie
(Escherichia coliy (21,41). Mais dans ce systeme d’expression la glycosylation post
traductionnelle, qui permet Pacquisition d’une conformation active, ne se fait pas. Clest
pourquoi pour certains allergénes (par exemple les allergénes des acariens de la famille 1) il
est indispensable d’utiliser d’autres systémes d’expression, comme par exemple des virus
(Baculovirus) ou des eucaryotes: levures (Succharomyces cerevisae, Pischia pastoris),

cellules d’insecte (drosophile) ou végétales (tabac) (21,41).

(5) Velidation des allergénes recombinants

Le systéme d’expression bactérien est le plus utilisé mais ne permet pas la
glycosylation post-traductionnelle. C’est pourquoi il est indispensable de valider Pactivité
immunologique des allergénes recombinants produits de cette fagon par rapport aux exiraits
allergéniques naturels (21), Pour &tre validé, un allergéne recombinant doit d’une part
satisfaire 4 des critéres de pureté, stabilité et innocuitd, et d’autre part avoir les mémes

ropriétés immunoclogiques que Pallergéne naturel in vive et in vitro (43).
glc g

La validation des allergénes recombinants par rapport aux extraits allergéniques peut
dtre effectuée de différentes facons (21,43):

» in vitro, le but est de comparer la capacité de fixation de [allergéne
recombinant par rapport 4 Uexirait allergénique sur les TgE spéeifiques (circulantes ou fixées
sur fes basophiles) provenant du sérum de sujets sensibilisés:

o compataison des structures par spectroscopie de masse.
o techniques d’immunodétection utilisant ces anticorps monoclonaux murins,
des sérums de patients ou d’animaux sensibilisés avec allergéne naturel,
o inhibitions compétitives ufilisant soit allergéne naturel, soit Pallergéne
recombinant (inhibition de RAST, technique BLISA, immunoblot).
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o immunoréactivité des cellules T.
> in vivo, le but est de metire en évidence I’induction d’IgE spécifiques vis-a-
vis de I"allergéne recombinant :
o la capacité des allergénes recombinants & induire des tests cutanés positifs (et
plus rarement & stimuler les organes cibles) a été comparée le plus souvent a celle induite par
Pextrait allergénique.

o des tests cellulaires (histaminolibération, cytométrie de flux).

3. Allergénes majeurs, mineurs et panallergénes

3.1 Allergénes majeurs et mineurs

La prévalence de sensibilisation dans une population sensibilisée a 1’extrait global vis
a vis des différentes fractions allergéniques a permis de classer les fractions allergéniques en
allergénes majeurs et allergénes mineurs comme définis précédemment (II.B.1Définitions,
page 31) (41). Le plus souvent, un allergéne majeur est responsable de signes cliniques
contrairement aux allergénes mineurs. C’est une notion qui peut s’appliquer a I’échelle d’une
population mais pas au niveau de I'individu : des allergénes mineurs peuvent &tre rarement
responsables de manifestations cliniques, pouvant méme étre séveres dans certains cas (41).

L’étude des IghE spécifiques des différentes fractions moléculaires pour un patient
donné permet d’établir un profil individuel de sensibilisation ou spectrotype (41). A I’échelle
de lindividu, Pimportance de Vallergéne se définit par rapport & la production d’IgB
spécifiques vis-a-vis de ’allergéne moléculaire comparée aux Igh vis-a-vis de I"extrait global

(41).
La prévalence de sensibilisation 2 une fraction donnde est aussi fonction du type
d’allergie en cause (alimentaire, respiratoire ...) comme nous le verrons plus loin (ILB.3.3

Quelques exemples, page 37).

3.2 Panallersénes

Dans le mot panallergéne, le préfixe « pan » signifie « tous » (45). Ce terme est utilisé

pour désigner des allergénes moléculaires ubiguitaires.
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Les panallergénes déerits appartiennent & plusieurs familles protéiques : profilines (les
premiers 4 avoir été déerits), polcalcines ou protéines de liaison du calcium de type « EF-
hand » (EFP), les protéines de transfert lipidiques (LTP), les protéine de stress (PR) telles que
PR10... (41,45,46).

Dans la pratique courante, le terme de panallergéne est plutdt réservé aux allergénes
mineurs qui ne sont pas responsables de manifestations cliniques mais plutét de nombreuses
réactions croisées biologiques, telles que les profilines et les polealcines. A inverse, les LTP
ne sont pas habituellement désignés par ce terme a cause de leur allergénicité, méme si ce sont

des allergénes ubiquitaires pouvant étre responsables de réactions croisées cliniques.

3.3 Quelques exemples

(1) dllergénes d’origine végétale

Les allergénes de la famille de Bet v T (ou protéines Bet v 1-like) appartiennent a la
famille des protéines PR-10 (47). L’homologie de séquence entre ces protéines et Bet v 1 est
variable (de 38% a4 67%). Bet v 1 est une fraction allergénique majeure de la pollinose au
bouleau (prévalence de sensibilisation supérieure & 95%). La sensibilisation se traduit par des
signes cliniques d’allergie respiratoire (de type rhinite et asthme) et alimentaire (de type
syndrome oral). Cependant une sensibilisation a des protéines Bet v I-like d’origine
alimentaire (fruits de la famille des Rosacées et des Ombelliféres) ne se traduit pas toujours
par des manifestations cliniques d’allergie alimentaire comme cela a été démontré avec des
tests de provocation orale (48). Ces réactions croisées seront expliquées plus en détail dans un

autre paragraphe (1L.B.5.3 Allergénes moléculaires et réactivité croisée biologique page 37).

Les L'IP appartiennent & la famille des protéines PR-14. Une sensibilisation & des
fractions allergéniques de cette famille d’origine alimentaire est responsable d’allergie
alimentaire (pouvant &tre sévére dans 30% des cas) dans les pays méditerranéens (47). Cest
le cas par exemple de Pallergie & Prup 3 (pour la péehe) et de Mal d 3 (pour la pomme). Lilles
sont impliquées dans plusicurs réactions croisées entre les pollens (armoise, pariélaire,
olivier,..) et les aliments (fruits de fa famille des Rosacées). Mais ces réactions croisées avee
les pollens sont essenticllement biologiques et ne s’accompagnent pas généralement de
pollinose. Elles sont également cn cause dans des réactions croisées entre différents fruits de
la famille des Rosacées (pomime, péche, cerise) ou entre fes Rosacdes ot d’autres fruits (noix,

noisette, arachide) et peuvent done &tre qualifiés de panallergenes (46).






Parmi la famille des PR, nous pouvons également citer les PR-3, comprenant les
chitinases de classe I de certains fiuits comme 'avocal (Pers a 1), la banane, le kiwi, la
chétaigne (Cas s 5) qui croisent avec ’hévéine du latex (Hev b 6.02) (44). Les PR-5 qui
comprennent les protéines thaumatine-like, se retrouvent dans certains fruits comme la
pomme (Mal d 2) ou la cerise (Pru av 2). Elles peuvent &tre considérées comme des allergénes

majeuts responsables de sigues cliniques.

Les profilines sont des allergénes mineurs chez les patients allergiques aux pollens
(taux de sensibilisation d’environ 20%) (47,41). Ce sont des protéines du cytosquelette des
cellules eucaryotes retrouvées dans de nombreux pollens (par exemple Bel v 2 pour le
bouleau et Phl p 12 pour la phléole), elles peuvent donc étre considérées comme des
panallergénes (46). 1.’homologic de structure entre ces molécules est incriminée dans de
nombreuses réactions croisées entre les pollens de végétaux méme s’ils appartiennent 4 des
familles botaniques éloignées (46). Il existe un gradient nord-sud de la prévalence de
sensibilisation : elle est plus importante chez les patients d’Furope du Sud présentant une
allergie au pollen et une allergie alimentaire, que chez les patients d’Europe du Nord (47,41).
Au Nord, 1a sensibilisation aux profilines se fait par les pollens, dans ce cas ¢’est un allergéne
mineur (Bet v 2), qui est responsable de peu de symptOmes respiratoires. A I'inverse, dans le
Sud de ’Burope, la sensibilisation aux profilines se fait par les pollens, mais aussi surtout par
les fruits de la famille des rosacées, dans ce cas, elle peut étre responsable de symptomes
d’allergie alimentaire. La plupatt des réactions clinigues de ’allergie au pollen de bouleau
sont dues & la fraction allergénique majeure Bet v 1 (46,47,49). Bet v 2 n’est que ratement
responsable de manifestations olinique d’allergie au bouleau. Cependant elle posséde une
certaine homologie avec des profilines de certains fruits, Une sensibilisation plus importante a
Bet v 2 est ainsi retrouvée chez les patients allergiques a certains fruiis (bavnans, ananas ou
tomate) ou Iégumes (céleri, courgette ou paprika). Sa prévalence de sensibilisation est la plus
importante dans Jes cas d"allergies anx fruits ne contenant pas de protéine Bet v 1-like

{comme le melon), cependant elle est moins importanie dans les allergies aux Rosacdes.

Les polealeines telles que par exemple Phl p 7 (fraction allergénigque mineure de la
phléols), 3ei v 3 ef 4 {(fractions allergéniques mineures du bouleau) peuvent épalement &tre
considérées comme des panallergénes (46). Blles ont &t incrimindes dans des sensibilisations
croisées (véaction croisdes biologiques) cuire les pollens de viépétaux (phiole, olivier, aulne,
colza, boulean, ...) ot ne sont en gdndral pas responsables de symptomatologie clinique. o
effet Bet v 4 posséde une forte homologie de séquences avec des protéines de la phicole, du
colza, de Volivier ... La posttivité des IgH s

pécifiques a ces fractions allergénigues ne permet
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pas d’identifier la source allergénique sensibilisante responsable de la symptomatologie, il

sera donc nécessaire de poursuivre I’exploration.

(2) Allergénes d’origine animale

Parmi les pneumallergénes d’origine animale, Palbumine de mammifére et la
tropomyosine (arthropodes) peuvent également étre considérés comme des panallergénes
(41).

La tropomyosine (Det p 10 et Der £ 10 pour les acariens, Pen a 1 pour la crevette) est
un allergene qui a de fortes homologies au sein des invertébrés (41). On la retrouve dans les
cellules musculaires (ot elle participe & la contraction) et non musculaires (ot elle joue un
rdle dans la régulation de la morphologie et de la mobilité de ces cellules) (50). C’est un
allergéne mineur dans le cadre de I’allergie respiratoire (acariens, blattes). Sa fréquence de
sensibilisation est inféricure & 10% en France et il n’est que trés rarement responsable de
symptomatologie d’allergie respiratoire (50). Cependant, dans le cas des allergies alimentaires
aux crustacés et en particulier & la crevette, ¢’est un allergéne majeur responsable de signes
cliniques d’allergie alimentaire de sévérité variable (du syndrome oral & lanaphylaxie

sévere).
4, Les déterminants carbohydrates

Les déterminants carbohydrates ou CCD (Cross-reactive Carbohydrate Determinants)
ont été découverts dans les années 1970. Ce ne sont pas des allergénes moléculaires mais ils
représentent la deuxieme cause de réactivité croisée biologique apres les pneumallergénes. Ce
sont des résidus glucidiques fixés au niveau de séquences polypeptidiques de nombreux
allergénes mais qui sont classiquement absents des glycoprotéines de mammiferes (47,51,52),
Ils sont présents en grande quantité dans les pollens de graminées et d’arbres mais aussi dang
des aliments &’ origine végétale (comme la cacahugte, le céleri, la pomme de terre et la tomate
par exemple) ou des mollusques/crustacés, dans des venins d’hyménoptéres et dans le latex
(51,53). Les principaus CCD des végétaux sont des oligosaccharides contenant du fucose ct
du xylose : MMXE3 (par exemple la peroxydase du raifort) et MUXE (par exemple la
broméline) (52) (Figure 3). Il existe d’autres CCD sans fucose (MM par exemple Uascorbate
oxydase) ou sans xylose (MME3 ou MMEG). Dans les venins d’hyménoptéres, les CCD sont
des oligosaccharides sans xylose mais avee un ou deux résidus fucose (MME3F6 le plus
souvent) comme par exemple ceux qui sont présents sur la phospholipase Az ou la

hyaluronidase.
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Des IgE spécifiques anti-CCD (IgE anti-broméline pusifice, Phadia®) sont présentes
dans le sérum de 40% des patients allergiques au pollen ainsi que de 16 4 55% de patients
allergiques & certains fruits et légumes (notamment la tomate et 'arachide) (54,55). Elles ne

sont présentes que chez 5% des patients non allergiques.

Cependant ces résidus ne semblent pas avoir de signification clinique dans la plupart
des cas (52,54,56,57). Plusiewrs hypothéses sont suggérées pour expliquer celte absence de
signification clinique (52). Les Igh anti-CCD ne seraient pas capable d’induire la
dégranulation des mastocytes et des polynucléaires basophiles d’une part & cause de la liaison
de faible affinité entre les IgE et le résidu carbohydrate, et d’autre part par la présence dans le
sérum de patients de grandes quantités d’anticorps bloguant (probablement des IgG4)
d’affinité suffisante, Les CCD peuvent &tre responsables de réactivité croisée (biologiques)
entre certains aliments et les pollens (15,57). Dans une population de patients sensibilisés au
pollen, un tiers avaient des IgE anti-arachide nAra h 1 et/ou 2 (technique maison) sans test
cutané positif ni signes cliniques d’allergie a "arachide (51). Dans ce groupe 91% des patients
avaient des IgE anti-CCD (et seulement 6% des IgE anti-profilines d’arachide c'est-a-dire
Ara h 5), ce qui semble indiquer que les CCD ont une importance pour expliquer les réactions
croisées biologiques en patticulier des IgF spécifiques d’aliments positives chez des patients
allergiques au pollen.

1 obtention d’allergénes recombinants dans un systéme bactérien d’E. coli permet de
g’ affranchir des réactivités croisées avec les CCD. Les allergénes recombinants synthétisés
dans ce systéme ne comportent pas de CCD (a la différence de coux produits & partir de
levures) car les bactéries sont des procaryotes qui ne possédent pas de systéme de

glycosylation des protéines (15).

5. Apport des allergénes moléculaires

Le diagnostic réalisé avec des extraits allerpéniques naturels ne renseigne pas sur la
protéine allergénique responsable de la sensibilisation, au contraire de ["allergéne recombinant
qui permet la détermination quantitative des Igh spéeifiques dirigées contre les différents
composés allergéniques moléculatres (15,41).  De plus contrairement aux  extraits
allergéniques naturels qui nont pas toujours la méme composition, les allergénes

recombinants ont "avantage d’avoir des propriétés constantes.

51 Production d’allergénes
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Les méthodes de production d’allergéne recombinant vues précédemment permettent
d’obtenir de maniére industriclle et trés standardisée de grandes quantités d’allergénes : 10mg

de rBet v 1 par litre de culture d’E. coli, 50-250 mg par litre de cultures de levures (21,41).

5.2 Allerpénes moléculaires et exposition

Comme nous allons le voir & partir de quelques exemples, les allergénes moléculaires
ont permis d’expliquer certains profils de sensibilisation, a la fois 4 I’échelle des populations
(aide & la compréhension de Iépidémiologie des allergies) et a4 I'échelle de Uindividu

(interprétation cn fonction de Porigine et du lieu d’habitation du patient) (29).

(1) Les pollens

La prévalence de sensibilisation des fiactions aflergéniques cst fonction de la
localisation géographique et donc de I’exposition & la source allergénique (21,41). En ce qui
concerne le pollen de bouleay, la prévalence de sensibilisation aux allergénes Bet v 1 et Bet v
2 est différente entre ’Europe du Nord et la région méditerranéenne (21). Dans le nord de
PRurope, la prévalence de sensibilisation est supérieure a 90% pour Bet v 1 et inférieure a
30% pour Bet v 2 (21). En revanche dans la région méditerrandenne la prévalence de
sensibilisation est similaire pour les deux allergénes (environ 60%j) (21). La sensibilisation a
Bet v 1 est responsable de la plupart des manifestations clinigues de Pallergie au bouleau
(46). A Popposé, une sensibilisation 2 [lallergéne mineur Bet v 2 n’est que rarement
responsable de symptOmes respiratoires. Par contre elle joue un rble dans les allergies
alimentaires (melon, pastéque, banane, tomate, agrumes) (58).

il en est de méme pour le pollen de graminée. La prévalence de sensibilisation aux
allergénes majewrs des graminées est variable selon les continents (21,41). Par exemple, en
ce qui concerne Phi p 1, elle est de 95% en Hurope mais seulement de 65% an Japon. Pour Phi

p 5, stie est de 58% en France ot méme de 87% en {talie, mais seulement de 13% au Canada.

() Le latex

La composition en latex est ires différente selon origine glographique des arbres a
caouichouc. La prévalence de sensibilisation aux différenies fractions allergéniques du latex
dépend done de Porigine géographique des patients. De plus la composition des exiraits de
latex st différente non sculement selon les arbres dont ils sont exiraits mais aussi selon la
saison ¢’ exiraction, lo stockage dn latex et de nombrcux auires facteurs environnemeniaux ot
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Tablean 2 : apport des allergénes recombinants au diagnostic de Pallergie aux pollens

Cas n° 1 2 3
Clinigue Mai-juillet Awvrit Awvril-juillet
Test cutands Bouleau -+ Bouleau + Bouleau+ |
Graminée -+ Graminée + Graminée + g
IgE spéceifigues Bouleau + Bouleau -+ Bouleau +
exfrait global Graminée + Graminée + Graminée +
Molceulaire majenr | o Betv 1 ++ Betv 1 4++
spécifigue boulean
] . . Phlp 1 ++ Phip 1 - Phlp 1 ++
Molécul
Moléeuaire mujour | g, i Eios
e 8 Phip 5 ++ Phip 5 - Phi p 5 ++
o o Betv2/Phip 12 | Bet v2/Phlp 12 Betv 2/Phlp 12 +/
Moléculaire mineur -+ +
« groisant » Et/ou Et/ou Et/ou
Betv4/Phlp 7 +|Bet v4/Phip 7 +| Bet v 4/Phlp 7 +/-
. . . . Allergie boulean +
Conclhesion Allergie graminde | Allergie boulkau orgie bouloau

graminée




agronomiques (59). Les résultats des tests cutanés peuvent donc &tre différents selon I"extrait
atiliss. 11 est donc conseillé en cas de test cutané négatif avec un extrait commercial, en cas de
forte suspicion clinique, de réaliser aussi un test cutané avec un extrait d’une marque
différente et de composition différente.

Les composants allergéniques inctiminés sont également fonction du contexte
clinique : Hev b 1 et 3 chez les patients atteints de Spina bifida ou multi-opérés, Hevb 2,5, 6
et 13 principalement chez les professionnels de santé (et plus rarement chez les Spina bifida)
(29,41).

La positivité des IgE spéeifiques anti-Hev b 8 (profiline) chez un patient allergique au
pollen permet d’éliminer une allergic au latex en I'absence de positivité des fractions
allergéniques majeures du latex (29).

Nous reviendrons sur ce point dans un autre paragraphe (11.B.5.4(1) Allergies croisées

entre le latex et certains fruits ou pollens, page 44).

5.3 Allergénes moléculaires et réactivité croisée biologique

Les réactions croisées biologiques posent un probléme majeur dans le diagnostic de
Pallergie (15). 1l s’agit de la reconnaissance par des IgE spécifiques de molécules de
différents extraits globaux qui ne sont pas capables de déclencher une réaction allergique chez
le patient, & la différence de 1'allergic croisée (ou réactivité croisée clinique) (15). Avec les
composants allergéniques, interprétation des résultats d’Igli spécifiques peut sc faire en
fonction des familles moléculaires et permettre la compréhension d’un certains nombres de
situations cliniques (29). Autrement dit, les fractions allergéniques permettent de distinguer
une sensibilisation (présence ’IgE spécifiques prouvées par des dosages d’IgE spécifiques ou
des tesis cutanés) d’une allergic (présence de signes cliniques) par la comparaison des

positivités des allergénes majeurs et mineurs (cf. exemples ci-dessous)

(1) Les pollens

Par exerple en ce qui concerne les allergies aux pollens, une sensibilisation a des
profilines telles que Bet v 2 et Phl p 12 sans sensibilisation associée a Bet v 1 (qui cst
responsable de la plupart des manifestations cliniques de Pallergie au bouleau) ou Phl p 1/5
(qui sont des fractions allergéniques majeures des graminées) permet d’expliquer la
discordance entre les données cliniques et les résultats des tests diagnostiques (Tableau 2)
(41,46). Une monosensibilisation & Bet v 2 est le plus souvent le témoin d’une sensibilisation

2 un autee pollen que le bouleau (46). 8i Uon reprend par exemple fe cas 1 mentionné dans e
x L R i
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Tableau 2 : il s’agit d’un patient présentant une rhinoconjonctivite de mai a juillet, il y a done
une forte suspicion d’allergic aux graminées. Mais les tests cutands ainsi que les dosages des
IgE spécifiques d’extraits globaux de gramindes et de boulean étant positifs, la question
d*une double allergie aux gramindes et au bouleau peut se poser. La réalisation de dosage
&’IgE spéeifiques des fractions allergéniques correspondantes va permettre de francher : la
positivité des tests cutanés et des extraits globaux de boulean peut s’expliquer par la positivité
des fractions allergéniques « croisantes » Bet v 2/Phl p 12 (profiline) ou Bet v 4/Phl p 7
(polealcing). Cependant méme si la sensibilisation aux profilines ne semble pas &ire
responsable de symptomatologie clinique dans la plupart des cas, elle peut dans de rares cas
&tre responsable de véritables réactions croisées cliniques (46). Le cas 2 cotrespond au cas
inverse d’une allergie unigue au bouleau, tandis que le cas 3 correspond 4 une double allergie
boulean/graminée. Ce sont les résultats des fractions allergéniques qui permettent de savoir

dans lequel des trois cas on se trouve,

(2) Latropomyosine

Comme pous I’avons vu précédemment la tropomyosine peut &tre considérée comme
un panallergéne des invertébrés: c’est un allergéne majeur dans le cas des allergies
alimentaires (comme par exemple aux crustacés et aux mollusques) mais mineur dans le cas

des allergies respiratoires aux acariens.

Si l'on prend par exemple le cas d’un patient présentant des signes cliniques
d’allergie aprés ingestion de crevettes mais sans signes cliniques d’allergie respiratoire. Les
tests cuianés vis-A-vis des crustacés et mollusques sont positifs, ainsi que ceux vis-a-vis des
acaviens Dermatophagoides pteronyssinus (D1) et Dermaiophagoides farinae (D2). Les
dosages des Igh spécifiques des extraits allergéniques correspondants sont également positifs.
Les dosages des Igll spéeifiques de Pen a 1 sont positifs montrant une sensibilisation avec des
Igh spécifiques a la iropomyosine par ingestion de creveties. La consommation de crustaces
et de mollusques est done a dviter. En revanche, 1o positivité des tests cutands et des Ighi
spéeifiques des acariens reléve plutdi d une réaction croisée biologigue entre ia fropomyosine
de crevetle ef la fropomyosine des acariens contenu dans les exiraits globaux. 5i la patiente
devenaif sympiomatigue sur le plan de Pallergie respivatoire, une déscusibilisation aux
acatiens serait aillenes & éviler en raison du sisque imaportant d’aggraver ["allergie
alimentaire. Powr &tre sir, il faudrait réaliser le dosage des Igb spéeifiques anti-fisctions
allergéniques majeures des acariens. Jusqu’a il v a peu, ces tests n’existaient pas mais ce sera
une des questions de " étude snivante,
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Tablean 3 : algorithme décisionnel en cas de suspicion d’allergie an latex

Igk spécifigues Latex i } +
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d’allergie au | d’allergie au
77 latex latex
Tnterprétation . =»explorer —“—":>. évaluer les
Poursuivre RS tisques de
Pexploration| réactivité réactions
erofsée ¢ | sévéres :Hevb
CCh, Hevv8] letHevb3




5.4 Allergénes moléculairves et allersies croisées (réactivite

erofsée clinigue)

(1) Allergies croisées enire le latex et certains fruits ou pollens

Hev b 6 et 11 sont responsables d’allergies croisées entre le latex et certains fruits
(kiwi, banane, avocat, chataigne) (41,49). Cette réactivii¢ croisée clinique peut &tre expliquée
par une sensibilisation croisée entre ’hévéine du latex (Flev b 6.02) et la portion hévéine-like
des chitinases des fruits concemnés (Mus p 1, Pers a 1 et Cas s 5). Hev b 11 powmrait également
étre impligué (41).

Hev b 7 et la patatine de pomme de teire possédent une homologie de structure et
pourrait 8tre impliqués également dans une réaction croisée clinique allergéne alimentaire-
latex {49),

Le rdle de Hev b 8 (profiline), Hev b 2 (B-glucanase) ou Hev b 12 (LTP) a également
été proposé pour expliquer certaines cosensibilisations pollen-latex ou allergénes
alimentaires-latex (41,49).

Le Tableau 3 résume les différentes situations cliniques pouvant étre rencontrées. Lors
d’une suspicion d’allergie au latex, la réalisation d’IgE spécifiques du latex associée aux Igk
spécifiques des fractions allergéniques Hev b 5 et Hev b 6.01 vont permetire d’évaluer le
risque d’allergie au latex. La négativiié ne permet pas d’exclure totalement une allergie au
latex et il est donc souhaitable de poursuivre Iexploration par la réalisation de tests de
provocation. La positivité des IgE spécifiques du latex associée & au moins une des deux
fractions allergéniques est en faveur d’un risque élevé d’allergie au latex, Dans un deuxieme
temps (ou tout de suite selon "histoire clinique), la recherche de fractions allergéniques
pouvant &ire responsables de réactions sévéres (Hev b 1 et 3) pousra étre effectuée. o cas de
négativiié des fractions allergénigues mais de positivité des Igh spéeifiques au latex, il existe
un faible risque d’allergie au latex. La recherche de réactivité croisée (CCD, Hev b 8) devra

&tre réalisde,

() Allerpies croisées entre le polien de boulequ et les Rosacées

Bet v 1 est une fraction allergdrigue majeure du pollen de boulean qui présente une
homologie strocturelle avec Mal d 1 (fraction allergénique majeure de la pomme), Prup 1
{allergdne majeur de la péehe) of Pruav 1 {allergdne majeur de la cevise) (49,60). Ces quaite

fractions allergéuniques apparticnnend 3 la famille moléoulaire des PR-10,
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Tableaw 4 : algorithme décisionnel en cas de suspicion d'allergie awx fruits
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En Furope du Nord, ou cet arbre est présent, les patients se sensibilisent dans un
premier temps au bouleau par exposition respiratoire & Bet v 1 puis aux fruits de la famille des
Rosacées avec en général des symptdmes de type syndrome oral. Le syndrome oral (ou
syndrome de Lessof) regroupe un ensemble de symptdmes survenant chez un patient daps les
minutes suivant I’ingestion d’un aliment auquel il est allergique : prurit pharyngé, cedémes
labial et de la langne. Mal d 1, Prup 1 et Pru av 1 sont des protéines labiles, ce qui permet
d’expliquer d’une part que les patients ne se sensibilisent pas en premier de maniére orale, et
que d’autre part que les symptoémes soient limitds & un syndrome oral car ce sont des protéines
sensibles & Pacidité gastrique ct la protéolyse (Tableau 4). De plus ces protéines étant
thermolabiles, Jes signes cliniques ne surviennent normalement qu’aprés ingestion de fruits
crus, les aliments cuits et les compotes ne sont généralement pas responsables de

manifestations cliniques.

A Yinverse, dans les pays ol le bouleau n’est pas présent (comme par exemple en
Espagne), les patients peuvent présenter une allergie alimentaire vraie isolée aux Rosacées en
dehors de toute pollinose (49). Les fractions allergéniques responsables sont alors des L'TP
appartenant & la famille moléculaire des PR14 (Mal d 3 pour la pomme, Pru av 3 pour la
cerise et Pru p 3 pour la péche) (49,60). Ce sont des polypeptides résistants & Pacidité
gastrique et 4 la chaleur, ce qui permet d’expliquer la symptomatologie plus grave avec des
réactions généralisées allant jusqu’a ’anaphylaxie y compris avec les fruits cuits (compotes)
(Tableau 4). Dans ce cas, la sensibilisation & la péche par Pru p 3 précéde Pallergie 2 la
pomme qui survient dans un deuxidme temps probablement 3 cause de la réactivité croisée
entre Prup 3 et Mal d 3.

A noter qu’en Auvergne, la plupart des patients ont un profil de patients du Nord
(sensibilisation par PR-10), mais quelques patients ont un profils du Sud (sensibilisation par

les LTP).

5.5 Allergénes moléculaires ef sévérite clinique

(1) drachide

Les fractions allergéniques de Uarachide appartienneni 8 différenies famiiles
protéiques : prolamine (albumine 28) pour Awa h 2, 6 ¢t 7, viciline pour Ara h 1, légumines
pour Ara h 3 ¢t 4, profiline pour Ara h 5 ¢i protéine PRI0 Bet v 1-like pour Ara h 8 (61). Ara

h 9 est une nsl, TP appareniée & Prup 3.



Tablean 3 : algorithme décisionnel en cas de suspicion d’allergie 2 Pavachide
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Les fractions allergéniques majeures sont Ara h 1, 2 et 3 et peuvent &ire associces a
des symptdmes. Ara h 3 a été impliqué dans des réactions croisées avec le Iupin et le soja.

Le Tableau 5 résume les différentes situations cliniques pouvant étre rencontrées. La
négativité des IgE spécifiques de 'arachide et de Ara h 2, si clle est associée 4 une
symptomatologie n’exclut pas lallergic & Iarachide. Cela nécessite des investigations
complémentaires (réalisation d’un TPO, recherche d’autres fractions allergéniques). La
positivité des IgE spécifiques de Iarachide et de Ara h 2 est associée a un risque éleveé
d’allergie & Parachide avec un risque de réactions systémiques et sévéres (29,62). Cependant
la gravité d’une sensibilisation & Ara h 2 et Ara h 1 et/ou 3 semble &tre plus importante que
dans les cas de monosensibilisation & Ara h 2 (15). Dans le cas intermédiaire (positivité des
IgE spécifiques de Parachide mais IgE spécifiques anti-Ara h 2 négatives), il existe un risque
d’allergie a Iarachide. Il sera nécessaire de rechercher la positivité des IgE spécifiques pour
des fractions allergéniques pouvant étre associées & un risque de réactions sévéres. Cest avec
les nsLTP (Ara h 9) que le risque de réactions sévéres est le plus important, puis par ordre
décroissant : Arah 1 et Ara h 3, Ara h 8 et les CCD. Une positivité & Ara h 9 peut étre la
conséquence d°une sensibilisation primaire a une LTP des fruits ou des pollens et étre
responsable de réactions systémiques et de syndrome oral. Une réactivité croisée a ét¢ mise en
évidence entre les fractions allergéniques du pollen du bouleau (Bet v 1 et 2) et Arah 5 et
Ara h 8 (62). Ara h 8 est une protéine thermolabile, les aliments cuits sont done souvent
tolérés. Blle peut étre impliquée dans la survenue de syndrome oral lié & la consommation

d’arachide.

(2) Rosacées

Comme nous Pavons vu précédemment (Tableau 4) dans le cas de I"allergie aux fruits
de la famille des Rosacées, [a sensibilisation aux fractions allergéniques de la famille des LTP
(telles que Pru p 3 ou Mal d 3) est prédictive d’un risque de développer des réactions
généralisées, tandis qu’une sensibilisation aux fractions allergéniques de la famille des PR-10

(telles que Mal d 1 et Prup 1) sera en faveur d’un syndrome oral (49,60).

5,6 Allerotnes moléculaires of fraitement

Jusqu’a récemment, PITS utilisait des exiraits allecgéniques. L utilisation de fractions
allergéuniques dans ITTS permettrait ’améliorer la standardisation des composants utilisés
(37,38). Par aillewrs, I’identification des composants allergéniques responsables des signes

cliniques peut &tre utilisée dans la réalisation d’une immunothérapie spéeifique ¢iblée vis-a-
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vis de la fraction allergénique en cause. La connaissance du spectrotype du patient permet
d’optimiser ce traitement : choix de la fraction allergénique la plus adaptée pour des patients
monosensibilisés ou paucisensibilisés et abstention pour les patients polysensibilisés chez qui
le traitement risque de ne pas étre efficace (41).

I’ITS permet également d’8tre plus efficace pour les patients ayant un spectrotype
inhabituel. En effet, la plupart des patients allergiques réagissent aux mémes composants des
extraits allergéniques (allergénes majeurs), certains patients sont sensibles 4 d’autres
allergénes appelés allergénes mineurs (37). Chez ces patients, ’ITS avec les exiraits
allergéniques n’est pas toujours efficace et peut méme induire de nouvelles sensibilisations.
L’ utilisation d’allergénes moléculaires pourrait étre plus efficace et diminuerait le risque de
développer de nouvelles sensibilisations (37,38).

Gréce aux technologies de biologie moléculaire, il est également possible de créer de
nouvelles formes de molécules allergéniques, des « allergénes hypoallergéniques » (15,37).
Par exemple un recombinant trimérique de Bet v 1 a été créé : méme s’il contient les mémes
épitopes que la molécule native, il est beaucoup moins allergénique, et donc est responsable
de moins d’effets secondaires. Mais il est aussi immunogéne que Bet v 1 et induit une réponse
analogue 4 celle de I'ITS standard. Des recombinants hypoallergéniques des principaux
allergénes de gramindes ont également été créés.

Une autre orientation possible serait la création d’épitope T qui seraient capables de se
lier aux cellules T sans réagir avec les IgE (15). Cela permettrait d’induire un déséquilibre de
la balance Th1/Th2 vers la voie des Thl. Par exemple des études ont été réalisées avec des
épitopes T de phospholipase dérivée de venin d’abeille et avec des épitopes de Fel d 1, mais
les résultats de ces études sont controversés em raison du risque de survenue &’eoffets
indésirables sévéres malgré une amélioration clinique de la tolérance 4 I’allergéne.

P’autres voies sont également possibles comme Putilisation d’épitope B, de protéines

de fusion (allergéne couplée au fragment Fe de IgG).
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I, Partie 2 : les allergies aux acariens, au chat et au

chien

A, Géneralités sur Uallergie aux acariens, au chat et au chien

1. Allergie aux acariens

1.1 Les acariens

(1) Classification et morphologie

Les acariens de la poussiere de maison appartiennent & ["embranchement des
arthropodes, la classe des arachnides, la sous classe des acariens et Pordre des astigmates
(21,22,63). Dans I'ordre des astigmates, trois familles jouent un réle important dans "allergie

respiratoire : les pyroglyphidae, les glycyphagidae et les acaridae (Figure 6).

Les acariens pyroglyphides sont les acariens les plus fréquemment retrouvés en
pathologie humaine. IIs ont un corps ovalaire d’environ 0.3 mm de long divisé en deux
parties : le prosoma portant les 4 paires de pattes articulées et Popisthosoma (Figure 7)
(16,21,64). 1ls possédent & I"avant du corps une paire de chélicéres préhensiles et une paire de

pédipalpes tactiles. Ils mesurent entre 170 & 500 pm.

(2} Espéces responsables d’allergie (2,16,17,22, 63,05)

Les acariens de la poussiére de maison (ou acariens domestiques) appartienneat a la
famille des pyroglyphidae dont les principales espéces sont Dermatophagoides pteronyssinus
(Dp) dans les régions tempérées A tropicales, Dermatophagoides farinae (D) dans les régions
séches et en moins grande quantité Furoglyphus mayvnei (BEm) dans les régions tempérées
(Figure 6). Ils se trouvent principalement dans les literies (matelas, couetltes, oreillers) ot ils
s¢ nourrissent des produits de desquamation de fa peau humaineg, mais aussi dans les tapis,

mogquettes, canapés, fauteuils et vétements.
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Les acariens de stockage appartiennent 4 la famille des glycyphagidae et des acaridae
(Figure 6). 1ls sont plutot responsables de pathologies professionnelles de type asthme car ils
se retrouvent dans les silos a grains (fermiers, ouvriers agricoles) et les boulangeries. Mais ces
deux familles peuvent aussi étre contaminants de la poussi¢re de maison : ce sont des sources
mineures mais non négligeables d’allergénes de la poussiére de maison dans certaines
conditions (humidité élevée). Les especes principales de la famille des glycyphagidae sont
Lepidoglyphus destructor (espéce dominante en Furope dans les régions rurales et parfois
urbaine si le degré d’humidité des habitations est élevé), Glycyphagus domesticus et Blomia
tropicalis (acarien domestique dans les régions tropicales et subtropicales). Dans la famille
des acaridae dcarus siro, Tyrophagus putrescentiae et Tyrophagus longior sont les espéces
principales.

Par la suite nous nous limiterons aux acariens de la poussidre de maison
Dermatophagoides farinae et Dermatophagoides pieronyssinus qui sont ceux testés dans

noire étude.

(3) Biologie et écologie

Les acariens pyroglyphides vivent en moyenne trois mois et se reproduisent une a
deux fois au cours de leur vie. La femelle de Dermatophagoides farinae pond environ 200
ceufs tandis que celle de Dermatophagoides pieronyssinus pond seulement 20 2 80 ceufs.
Pour passer de 'ceuf a P’état adulte, il s’écoule un mois au cours duquel Pacarien passe par
cing stades différents : ceuf, larve, protonymphe, tritonymphe et enfin adulte (21,22).

Pour se développer les acariens ont besoin de conditions favorables : milicu humide
et tempéré. L humidité est un facteur primordial pour le développement des acariens : leur
développement a 25°C est optimal pour une hygrométrie de 75% pour Dermatophagoides
preronyssinus ¢t S0% powr Dermatophagoides farinae. Cette différence permet probablement
d’expliquer les différences de répartition géographique de ces deux espiees.
Dermatophagoides pteronyssinus préfére les régions tempérées et tropicales, tandis que
Dermaiophagoides faringe est prédominant dans les régions 2 climat continental (66). La
terapCrature est aussi un facteur important : une température de 25 3 30 °C est optimale pour
le développement des acariens. Ces deux facteurs (humidité et température) jouent un rble
primordial dans la croissance des acariens : lorsque les conditions ne sont pas favorables,
¢’est un facteur limitant leur croissance. L’ altitude joue aussi un rdle non négligeable : au-dela
de 1000 metres le nombre d’acariens diminue jusqu’a &we nud 3 partir de 1500 méires (sauf st

les conditions d’hygrométries sons favorables) (16,17,21).
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Tableau 6: Expression des résultats de I' Acarex-test®

. R:éacttfon I 'Cla:s;\*;e ; Tm_lx de guanine (%)
Nulle 0 0 - 0,06
Faible 1 0,06 - 0,25
Modérée 24 0,251
Forte 3 >1

Figure 8: Acarex-test®



(4) Les allergénes

{(a) Sources d’allergénes

Les allergénes sont retrouvés principalement au niveau du corps des acariens et des
matiéres fécales des acariens (énzymes digestives) qui s’accumulent dans la poussiére
domestique (21,22,63). Les protéines du corps des acariens sont thermorésistantes, alors que
les protéines des déjections sont thermosensibles. Les allergénes des acariens sont également

retrouves au niveau de la salive.

(b) Les différents allergénes

C’est & partir des caltures d’acariens qu’il a été possible de purifier les allergénes des
acariens (7,21,63,67). De nombreux antigénes sont produits par les acariens mais seulement
une vingtaine d’entre eux sont des allergénes. Les différents allergtnes peuvent étre
différenciés par leur poids moléculaire, leur séquence en acides aminés, ainsi que par leur
fonction biologique. Nous reviendrons sur les différentes fractions allergéniques identifices
dans un autre paragraphe portant spécifiquement sur les allergénes moléculaires (IILB.1.

Allergie aux acariens, les différentes fractions allergéniques page 56)

(¢) Mise en évidence des acariens dans ’environnement et de

leurs allergenes

Trois méthodes sont utilisables pour metire en évidence les acariens ainsi que leurs
allergénes dans Denvironnement: comptage et identification des acatiens, dosage des
allergénes, dosage de la guanine (7,21,68). La guanine est un catabolite du métabolisme azoté,
retrouvé dans les feces des acariens. Elle est excrétée par les acariens mais pas par les autres
arthropodes présents dans la poussiére. L’Acarex-test® est un test semi-quantitatif
colorimétrique mis au point en 1984 par Bischoff et Schirmacher (Figure 8). Les résultats sont
exprimés en pourcentage de goanine présente dans la poussitre analysée (Tableau 6). Ce test
permet d’évaluet la quantité dallergénes provenant des feces des acariens, de metire en
évidence leur contamination d’un environnement (matelas, moquette,...) et d’établiv une

évaluation du nombre d’acariens présent dans {a poussicre.
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1.2 Pathologies

I.’allergte aux acariens est dominée par des signes respiratoires tels que la rhinite et les
conjonctivites (16,17,22,68). Elle peut également se manifester par de ['asthme. La
symptomatologie est généralement per-annuelle mais une recrudescence saisonnicre (fin de
I’ét¢ au début de I"automne en Europe) peut &tre observée, en particulier aprés la mise en
route du chauffage et 4 la fin d’étés pluvieux. Les symptdmes sont présents au domicile (en
particulier dans la chambre & coucher) ou dans les habitats non dépoussiérés. s peuvent étre
provoqués par [es activités domestiques mais disparaissent a hopital et lors de séjours en
altitude séche supdérieure a 1500 métres. De rares cas d’allergies alimentaires aprés ingestion
de farines contaminées par une grande quantité ’acariens ont été rapportés. 1l a aussi été

rapporté des cas de dermatite atopique.

1.3 Diagnostic

Le diagnostic de l’allergie aux acariens repose dans un premier temps sur un
interrogatoire rigoureux, qui recherchera une symptomatologie évocatrice d’allergie (rhinite
pouvant &tre associée a une conjonctivite bilatérale et de 1’asthme) (2). L’interrogatoire
cherchera & préciser les conditions de logement (literie, moquette, chauffage, humidité), les
facteurs déclenchants (activités de ménage) ainsi que la périodicité des symptémes (toute
I’année).

Dans un deuxi¢me temps des tests cutands aux allergénes suspeciés, acariens
domestiques (Dermatophagoides pteronyssinus et Dermatophagoides farinae) et de stockage
permettent d’identifier les allergénes responsables de Pallergie (2).

Enfin si néeessaire, ce bilan pourra étre complété par des dosages biologiques d’IgE
spéeitiques  des extraits globaux de Dermatophagoides pteronyssinus  (D1) et
Dermatophagoides farinae (1D2) (2).

Cependant il existe des problémes de réactivité croisée non seulement entre les
différents types d’acariens (notamment avec les acariens de stockage), mais aussi avec
d’autres arthropodes tels que les blattes. De plus comme nous avons vu précédemment il
existe également une réactivité croisée avec la tropomyosine de crevette. Nous reviendrons
st ce point dans un autre pavagraphe, Afin d’aider & interprétation de ces réactions croisées,
il existe depuis peu des dosages d’[gE spécifiques de fraction moléculaires des acariens et de

ia tropomyosine de crevette qui feront ’objet d’une parstie de cette étude.
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1.4 Traitement étiologique

L’¢éviction joue un réle important dans le traitement des allergies aux acariens. Flle se
fait principalement par des méthodes physiques: aspirateurs munis de filire HEPA,
diminution de P’humidité, changement et lavage de la literie. Les mesures d’évictions doivent
¢tre associées a un traitement symptdmatique et de fond. Mais ici nous avons déeidé de ne

cibler que les aspects thérapeutiques en len avec les allergénes moléeulaires.

Lorsque les mesures d’éviction bien menées et le traitement médicamenteux bien
suivi se révélent inefficace, ’ITS est indiquée dans les allergies sévéres a type de rhinite
persistante modérée 4 sévére et d’asthme léger, chez les patients monosensibilisés (nDer p 1
et nDer p 2 positifs) (2). Elle permettrait de diminuer I’apparition de nouvelles sensibilisations
ainsi que le risque de survenue d’un asthime,

La désensibilisation aux acariens a été réalisée depuis les anndes 1970 avec des
extraits de poussiere de maison par voie sous-cutanée (21). Progressivement ces extraits ont
été remplacés par des extraits allergéniques d’acariens (D1 et D2), car la désensibilisation est
plus efficace avec des extraits d’acariens qu’avec des extraits de poussiére de maison (69).

Comme nous P'avons dit précédemment, le rythme des injections est d’ume par
semaine puis tous les 15 jours jusqu’a atteindre la dose d’entretien puis d’une injection par
mois pendant 3 4 5 ans.

Les résultats des études divergent : certaines mettent en évidence une diminution de la
symptomatologie ainsi que du besoin en médicament, tandis que d’autres ne montrent pas de
différence entre le groupe traité par ITS et les groupes non traités par ITS (69). Ces
discordances pourraient tre dues au fait qu’il est difficile chez un patient souffrant d’allergie
perannuelle de déterminer avec certitude 4 quel allergéne il est allergique (37). L’ITS réalisée
par voie sublinguale semble étre aussi efficace que UITS réalisée par voic sous-cutande (70)
La diminution de la production des Igli spdcifiques et augmentation de la production des

{g(G4 n’est pas toujours retrouvée dans allergie aux acariens (21).






2. Allergie au chat et au chien

2.1 Les allergénes

(1) Allergenes du chat

Le chat est une source d’allergie trés fréquente : ¢’est la deuxidéme cause d’allergie
respiratoire derriére les acariens. Parmi les allergenes de "environnement intéricur, ’allergie
au chat et au chien est une des allergies les plus fréquentes aprés Pallergie aux acariens
(22,71). La prévalence de sensibilisation au chat est de 'ordre de 30% dans la population
générale (9). Les contacts étroits 1iés a la présence d’un ou de plusieurs animaux dans un
espace restreint augmentent ’exposition et le taux d’allergénes (70). Prés d’un tiers des
enfants consultant pour des manifestations respiratoires d’allergie sont sensibilisés au chat
(test cutanés et/ou [gB spécifiques positifs) (22). Les principales sources d’allergénes sont les
phanéres ainsi que la salive, Les phanéres sont les poils (et les cheveux chez I’Homme) ainsi
que les ongles ou les griffes. Les squames sont des lamelles d’épiderme qui se détachent de la
peau. Ce sont done des cellules mortes de la peau qui collent aux poils et peuvent done se
retrouver dans les extraits de phanéres. Nous reviendrons sur les différentes fractions

allergéniques dans e paragraphe I11.C.1 page 62.

(2) dilergeénes du chien

L’allergic au chien est moins fréquente que 'allergie au chat, mais elle est non
négligeable et souvent associée a Pallergie au chat. La prévalence de sensibilisation varie de 3
4 20% chez Penfant (10). Une trentaine de protéines allergéniques ont été retrouvées dans les
poils, les squames et le sérum de chien (7,72-74). Nous reviendrons sur les différentes

fractions allergéniques dans le paragraphe I11.C.2 page 66.

2.2 Pathologies

Une exposition méme occasionnelle (école, travail, lieux publics) peut exister et avoir
des vépercussions sur la vie du patient allergique (70). De plus les allergénes de phandres
d’animaux sont détectables dang [a poussicre de maison méme en Pabsence ’animal, et cela
peut entrainer des symptomes chez les patients allergiques. 1 allergic aux mammiféres tels

que le chat et le chien est dominée par des symptdmes respiratoires (rhinite, thinopharyngite,






et surtout asthme), mais il a été aussi rappotté des symptdmes cutanés tels que 'urticaire et
plus rarement des cedémes de Quincke (9,21,68). Ces symptdmes sont persistants toute
I’année. En ce qui concerne lallergie an chat, dans un premier temps apparalt une rhino-
conjonctivite qui peut étre suivie de signes respiratoires et cutanés. Pour 'allergie au chien,

¢’est la rhinite qui apparait en premier suivi de signes oculaires et bronchiques.

2.3 Diagnostic

Comme pour allergie aux acariens, le diagnostic de Pallergic au chat et au chien
repose dans un premier temps sur un interrogatoire rigoureux, qui recherchera une
symptomatologie évocatrice d’allergie (rhinite pouvant éire associée 3 une conjonctivite
bilatérale et de ["asthme) en présence de P'animal considéré (2). L’interrogatoire cherchera a
préciser les conditions de logement (présence d’un animal familier au domicile), les facteurs
déclenchants (en présence de [*animal considéré) ainsi que la périodicité des symptémes
(toute I’annce).

Dans un deuxiéme temps des tests cutanés aux allergénes suspectés (phanéres de chat
et de chien) permettent d’identifier les allergénes responsables de Pallergie (2).

Enfin si nécessaire, ce bilan pourra étre complété par des dosages biologiques d’TgE
spéeifiques (2).

Comme dans le cas de ['allergic aux acariens, il existe des réactions croisées
notamment entre les différents mammif@res, que ce soit pour les tests cutanés ou les dosages

des Ighl spéeifiques.

2.4 Traitement étiologigue

Le traitement de Pallergie au chat et au chien repose sur I"éviction de ["allergene
lorsque ¢’est possible, un traitement symptomatique et " immunothérapie spéeifique (2,71).
Le seul traitement curatif de ’allergie est 'immunothérapic spécifique. Lorsque I’éviction est
impossible ou lorsque le mode de vie du patient implique une exposition a des allergénes la

désensibilisation peut &tre envisagée.

L’immunothérapie par administration sous cutanée d’extraits de chat ou de chien a
montré une certaine efficacité (71). Dans une étude réalisée chez des enfants allergiques au
chat ou au chien, la tolérance de la sensibifité bronchique et cutanée a ’allergéne est
ameliorée dans le groupe actif (traitement par I'TS avec des extraits de phaneres de chat ou de

chien éventucllement complété par un traitement médical comventionnel) par rapport au
.
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groupe contrble (traitement médical conventionnel uniquement) (75). Plusieurs études contre
placebo réalisées chez des patients allergiques au chat ont montré que la désensibilisation par
ITS réalisée avec des extraits de phanéres de chat entrainait une amélioration des symptomes
ainsi que de la tolérance a la provocation bronchique 3 Pallergéne (70). Cette amélioration
persiste aprés I’arrét du traitement par ITS et ne semble pas étre influencée par I’exposition a
I’animal (70).

Les avis sur efficacité d’une ITS par voie sublinguale divergent. I’efficacité de la
désensibilisation par voie sublinguale n’a pas été confirmée dans deux études réalisées chez
une quarantainc de patients allergiques au chat (76). Cependant dans une étude récente
réalisée sur 50 patients allergiques au chat, les auteurs ont montrés qu’une ITS par voie
sublinguale pouvait améliorer Iallergie au chat (augmentation de la tolérance cutanée et

diminution des symptdmes lors d’une exposition au chat dans le groupe actif) (77).
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Tableau 7: allergénes des acariens Dermatophagoides pteronyssinus et Dermatophagoides

JSarinae (22,63)
Poids .
Groupe Fonction biochimique moléculaire | Espéces Prel:'al.efzce-de
sensibilisation
kDa

1 Cystéine protéase 24-27 Dp, Df 80

2 Protéine épididymale 15 Dp, DI 80

3 Trypsine 29-31 Dp, Df 16-100
4 a-amylase 60 Dp 40-46
5 Non connue i4 Dp, Df 50-70
6 Chymotrypsine 25 Dp, Df 40

7 Non connue 26-31 Dp, Df 50

8 Glutathion-S-transférase 27 Dp 20-40

Sérine protéase
? collagénolytique 29 Pp 20
10 Tropomyosine 36-37 Dp, Df 50-95
11 Paramyosine 98-103 Df 80
13 Protéine‘ de liaison DE
aux acides gras

14 Apolipophorine 177 Df, Dp 90
15 Chitinase 98-109 Df 70
16 Gelsoline-villine 53 Df 50
17 Protéine de liaison au calcium 53 Df 35
18 Chitinase 60 Df 55
20 Arginine kinase Dp

21 Non connue Dp

22 Non connue Df

23 Non comnue 14 Dp




B. Apport des fractions allergéniques au diagnostic et au

traitement de Uallergie

1. Allergie aux acariens

1.1 Les différentes fractions allerocénigues

La plupart des allergénes purifiés obtenus sont des allergénes recombinants, les autres
sont des allergdnes naturels purifiés (chromatographic d’affinité). Une vingtaine de familles
d’allergénes de la poussiére de maison ont été identifiés. Au départ seules les allergénes des
familles 1 (allergénes présents dans les matiéres fécales, par exemple Der p 1 et Der £ 1) et 2
(allergénes provenant du corps des acariens, par exemple Der p 2 et Der f 2) avaient &té
identifiés comme majeurs (7). Cependant, les allergénes des familles 3, 5, 9, 10, 11, 14, 15 et
{8 entraineraient également la production d’IgE spécifiques chez plus de 50% des patients

allergiques aux acariens (63).

Certains de ces allergénes sont polymorphes : les isoformes sont différenciées par leur
séquence en acides aminés ou leur degré de glycosylation. Les variations des familles 3, 5 et 7

sont moins fréquentes que celles des familles 1 et 2.

Pour les acariens, 'TUIS (International Union of Immunological Societies) utilise la
nomenclature suivante : les trois premiéres lettres de Pallergéne désignent le genre de
’acarien {par exemple Der pour Dermatophagoides), puis la lettre suivante Iespéce (par

exemple T pour farinae) et enfin le chiffre représente I’ordre de leur découverte (Tableau 7).

Groupe I (Derp 1, Der £ 1)

Les premiers allergénes d’acariens 4 avolr ¢t¢ identifiés sonl les allergénes du groupe
1. Les aflergénes du groupe 1 sout des enzymes digestives d’environ 25 kDa retrouvées dans
les feces des acariens (22). Blles appartiennent & la famille des cystéines protéases (8,22).
I activité cystéine protéase de cette protéine lui permet de franchir les batriéres des
muqueuses ot dactiver les celfules dendritiques mais son importance physiopathologique est

difficile a évaluer.






Il est possible que certains allergénes du groupe 1 forment un sous-groupe de cystéines
protéases : présence d’un site de liaison au magnésium chez Der p 1 absent chez Der f 1,
structure dimérique de rDer p 1 mais monomérique de nDer £ 1. Der p 1 posséde une
réactivité croisée avec d’autres allergénes de l’acarien, en particulier Der f 1 (78%

d’homologie) (78).

La production de rDer 1 peut se faire de deux maniéres : soit production de rPro-Dex
£ 1 dans un systéme bactérien (. coli) puis transformation en enzyme active en milieu acide,
soit production directement de 1Der { 1 dans P. pastoris (ce procédé est aussi utilisé pour

produire tDer p 1) (8).

Groupe 2 (Der p 2, Der £2)

Les allergénes du groupe 2 sont des glycoprotéines de 14 kDa (22). Ce sont des
protéines épididymales thermostables présentes au niveau du corps des acariens et possédant
une homologie avec le lysozyme (22). Der p 2 possede une réactivité croisée avec Der f 2

(88% d’homologie) (22).

La production de rDer p 2 et tDer £ 2 peut se faire dans un systéme d’E. coli ou P.
pasioris (8). Cependant il existe quelques différences entre tDer p 2 produit par E. coli et
celui produit par P. pastoris - tDer p 2 produit par P. pastoris a une plus forte affinité pour les
IgE.

La plupart des études portent sur Der p 1 et Der p 2 (fractions allergéniques majeures):
plus de 80% des patients allergiques aux acariens possédent des IgE spéeifiques dirigées
contre Der p 1 et/ouw Der p 2 (22,63). Dans nolre étude nous avons testés ces fractions
allergéniques ainsi que celles correspondants & Dermatophagoides farinae (nDer €1 et nDer £

2).

Les allergénes des groupes | et 2 sont principalement portés dans Pair par des
particules de plus de 10pum, ce qui explique que peu de particules soient inhalées chaque jour
(autour de 200), la chronicilé de Pexposition joue done un 18le prédominant dans la survenue
de manifestations cliniques. 11 y a une relation entre ta quantité d’allergeénes et 1"appatition
d’une sensibilisation ainsi que "dge de survenue des premiéres manifestations d’asthme. Ces
allergénes (groupe 1 et 2) sont les plus représentés dans la poussiére de maison et pourraient
done jouer un rble plus important dans la survenue de manifestations cliniques.

£
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Groupes 3, 6 et 9 : famille des sérines protéases (Der p 3, Der £3, Der p 6, Der £6, Der p 9)

Les allergénes des groupes 3, 6 et 9 appartiennent & la famille des sérines protéases
(Tableau 7) (8,78). Les allergénes du groupe 3 sont des enzymes digestives retrouvées dans
les féces des acariens appartenant 4 la famille des trypsines (66,78). Les allergénes du groupe
6 sont des chymotrypsines et ceux du groupe 9 des sérines protéases collagénolytiques (78).
1’ activité enzymatique de ces allergénes sur les fractions C3 et C5 du complément contribue
a renforcer I’allergénicité de ces allergénes par la production d’anaphylatoxines (22). Avec
Jes allergénes du groupe 1, ce sont les allergénes les plus représentés dans la poussiére de
maison (22).

Selon les études, la prévalence de sensibilisation est évaluée de 16% a 100% (78).
Ces différences peuvent étre attribuées aux variations de pureté des différentes préparations
allergéniques mais aussi au fait que le poids moléculaire des allergénes de groupe 3 est tres
proche des allergénes de groupe 7 (environ 30 kDa) (78). Le classement entre allergéne
mineur et majeur n’est donc pas forcement tranché. Selon les derniéres ¢tudes ce serait plutot
des allergénes majeurs. Der p 3 et 6 seraient responsables de la production d’IgE spécifiques
(en général a faible taux) dans environ 50% des cas (63). Une étude a montré que la
prévalence de sensibilisation de Der p 9 serait évaluée a 90% mais cette étude montrait
également une forte prévalence de sensibilisation pour Der p 3 (79). L’existence d’une

réactivité croisée n’est donc pas 4 exclure.

groupe 10 (Der p 10, Der £10)

Les allergénes du groupe 10 sont des (topomyosines (8,78). Comme nous P'avons vu
précédemment, la tropomyosine est un panallergéne, trés conservé au sein des especes
(comme les crustacés, les mollusques...), qui peut done étre a origine de réactions croisées
avec les tropomyosines d’autres espéees que les acariens. Avec Der p 13 et Der p 20, Derp 10
est une des fiactions allergéniques quantitativement les moing importantes dans les exlraits
d’acariens.

La prévalence de sensibilisation est trés variable scion les pays (8,63,78). Au Japon, la
prévalence de sensibilisation serait aussi élevée que celle des allergdnes du groupe 1, elle
serait élevée en Afrique (environ 50%) et faible en Europe. Cette différence pourrait étre
expliquée par Dinfluence de Penvironnement ou de Dalimentation (consommation plus
importante de mollusques et crustacés dans certaines régions par exemple),

l.a tropomyosine est un allergéne équemment responsable de manifestations
digestives d’allergic  (mollusque, crustacés), mais plutdt rarement responsables de
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manifestations d’allergie respiratoire dus aux acariens. Nous avons testés cette fraction

allergénique dans notre étude portant sur les acariens.

Groupe 11, 14, 15, 18 : allergénes de poids moléculaires élevés (Der £ 11, Der £ 14, Der p 14,
Derf15, Perf18)

Les allergénes des groupes 11, 14, 15 et 18 ont des poids moléculaires plus élevés (de
60 a 177 kDa) (8,63,78).

La paramyosine (groupe 11) n’est pas aussi conservée entre les espéces que la
tropomyosine. Il ne semble pas y avoir de réactions croisées entre les IgE spécifiques anti-
paramyosine d’acarien et les IgE anti-paramyosine d’helminthes pouvant étre produites dans
les infections parasitaires.

Les allergénes du groupe 14 sont soit des apolipophorines, soit des protéines de la
famille des vitcllogénines (8). 1l est possible que ces allergénes proviennent des ceufs
d’acariens et soit dispersés dans I’environnement en méme temps qu’eux. Les allergénes du
groupe 14 (177 kDa) sont dégradés dans les extraits en de plus petits peptides.

Les chitinases (groupe 15 et 18) sont trouvés au niveau de I’intestin mais pas dans les
excréments d’acariens (8).

La prévalence de sensibilisation de ces allergenes est élevée (90% pour le groupe 14,

80% pour le groupe 11, 70% pour le groupe 15 et 55% pour le groupe 18) (63,78).

Aulres groupes

Les allergénes du groupe 4 (Der p 4) sont des alpha-amylases (80,81). L’homologie de
séquences enire Der p 4 et les allergénes du groupe 4 des fruits de mer, de I"homme et des
blattes est d’environ 50%. rDer p 4 a é1¢ produit a partic d’un systdéme de P. pastoris (8). Dans
une région (ropicale d’Australie, la prévalence de sensibilisation & Der p 4 est anormalement
élevée, mais la prévalence de sensibilisation a Dev p 1, 2 et 10 y est également plus faible.

Les allergénes du groupe 8 sont des glutathion-S-transférases, d’environ 25 kDa de
poids moléculaire (82). Ils sont localisés au niveau de la téte des acariens (83).

Les allergénes du groupe 5 sont d’origine digestive et sont localisés au niveau de
Peesophage et de 'intestin des acariens (83). Der p 21 a une forte homologie de séquence
avec Der p 5 (8). La fonction biochimique des allergénes du groupe 5, 7 et 21 n’est pas
connue actuellement (8, 63,78,83). Cependant, la sttucture de Der p 7 est proche de protéines
Hant le LPS et de protéines bactéricides (8). Der p 7 pourrait &ire un ligand pour d’autres
lipides bactériens. Les alletgénes du groupe 7 sont fragiles, leur teneur dans les extraits est
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done variable et Pévaluation de leur allergénicité est difficile (84,85). Les allergénes des
groupes 5 et 21 ont été produits par des sysiémes d’E. coli tandis que les allergénes du groupe

7 peuvent &ire produiis par des systémes de E. coli et P. pastoris.

La prévalence de sensibilisation de ces allergénes est d’environ 50%, mais avec
individuellement un faible taux d’IgF spécifiques (8,78). Néanmoins, une grande proportion
des IgH spécifiques reconnaissant les extraits globaux d’acariens peut étre des Igll spécifiques -
contre ces multiples allergénes. Une réactivité croisée entre les allergénes du groupe 4 et

d’autres allergénes environnementaux ou des CCD n’est pas a exclure.
L’allergénicité des fractions allergéniques n’est pas toujours en accord avec leur taux
dans les extraits d’acariens : Der p 7 est la troisiéme protéine la plus abondante dans les

extraits (aprés Der p 1 et 2) mais sa prévalence de sensibilisation n’est pas si importante (8).

1.2 Apport au diagnostic

(1) Validité par rapport aux extraits globaux

Les fractions allergéniques les plus abondantes dans les extraits allergéniques
d’acariens sont les allergénes des groupes 1 et 2 (63,8). Selon Pittner et al. en utilisant les
fractions allergéniques nDer p 1 et tDer p 2 la plupart des patients allergiques aux acariens
seraient diagnostiqués : seulement un patient (patient sensibilisé & un grand nombre de
fractions allergéniques des acariens) sur 208 n’était positif & aucune des deux fractions

allergéniques (63). nDer p 1 et tDer p 2 seraient avssi sensibles que les extraits globaux.

(2) Iniérét dans la déiermination du specirotype

Un avantage & utiliser les fractions allergéniques est de permettre d’identifier des
patients allergiques aux acatiens qui ne sont sensibilisés ni aux fractions allergéniques des
groupes 1, ni 2 celles des groupes 2, c'est-d-dire avec un spectrotype inhabituel (65). Dans
Pétude de Pittner et al. aprés Der p 1 et Der p 2, les fractions allergéniques auxquelles étaient
le plus fréquemment sensibilisés les patients allergiques aux acariens, étaient Der p 5 et Dex p
10 (patients appartenant au groupe de patient multisensibilisés) (65). Cela permet d’identifier
les patients multisensibilisés (groupe 1 et 2 plus d’autres fractions atlergéniques) qui ont des
taux d’Igh plus important que les patients sensibilisés uniquement aux fractions allergéniques

des groupes 1 et 2 (8,63,65). Cette identification permet notamment deux choses : un meillewr
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Tableaw 8: intérét d'une ITS chez un patient sensibilisé aux acariens (65)
p

Test cutané +
Extyait de poussiére de maison +
Extrait d'acarien de stockage - - - +
Derp 1 et/on Derp2 + o+ - e
Derp 10 - + +/- +/-
Pextinence TS Forte Entermédiaice Faible




choix des indications d’ITS (cf. paragraphe suivant) et ’établissement d’un grading de

sévérité car les patients multisensibilisés ont également plus de symptomes d’allergie.

(3) Identification des réactions croisées

Les fractions allergéniques pourraient permettre d’identifier des sensibilités dus a des

réactions croisées comme ¢’est par exemple le cas de la tropomyosine (63).

1.3 Apport au traitement

(1) Choix des patients pouvant bénéficier d’une I1S

La connaissance du spectrotype du patient permettrait d’améliorer ’efficacité de la
désensibilisation. Elle permettrait de mieux cibler les patients candidats a une
désensibilisation par des extraits globaux (patients sensibilisés uniquement aux allergénes des
groupes 1 et/ou 2, qui sont les composants majoritaires des extraits globaux utilisés dans
I’ITS) et de ne pas proposer cette thérapeutique a des patients multisensibilisés (Tableau 8)
(65). En effet, non seulement la désensibilisation risque d’étre inefficace chez ces patients,
mais en plus elle risque de les sensibiliser & des fractions allergéniques auxquelles ils n’étaient
pas sensibilisés auparavant (37,38,63).

Les patients polysensibilisés sont également souvent sensibilisés 4 la tropomyosine et
aux allergénes des acariens de stockage (65). Il a été rapporté que certains patients allergiques
aux acariens avaient des manifestations d’allergies alimentaires dues a la tropomyosine aprés

une désensibilisation avec des exiraits 4’ acariens.

(2) Utilisation des fractions dans ['ITS

Il serait envisageable chez les patients monosensibilisés (ou pauvcisensibilisés) de
proposer une désensibilisation uniquement aux fractions allergéniques auxquels sont
sensibilisés les patients. Plusieurs études sont actuellement en cours notamment concernant

Der p 1 (non encore publides).
Les fractions allergénigues peuvent également &tre utilisées dans le suivi des sensibilisations :
une augmentation des IgG4 spéeifiques des fractions allergéniques pourrait indiquer une

efficacité de UITS (65).
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Hergéniques du chat
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2. Allergie au chat et au chien

2.1 Les différentes fractions allergénigues du chat

Plus de 12 allergénes du chat ont été identifiés en étudiant des extraits de fourrure, de
salive, de sérum et d’urine (Tableau 9). Certains sont des allergénes majeurs comme par
exemple Fel d 1 (Felis domesticus 1) et Fel d 4. D’autres sont plutdt des allergénes mineurs
comme par exemple Palbumine du chat (Fel d 2) C’est un sujet en plein développement :

plusieurs fractions allergéntques ont été décrites récemment. (71).

(1) Feldl

Fel d 1, identifié depuis plus de 30 ans, est considéré comme ’allergéne majeur du
chat domestique (86,87). Plus de 80 % a 90 % des sérums de patients allergiques au chat
contiennent des IgE spécifiques anti-Fel d1 (88-91). Les tests d’immunoélectrophoréses
croisées ont démontré que la majorité des IgE spécifiques anti-chat du sérum des patients
allergiques est dirigée contre Fel d 1, représentant 60 4 90 % de ’activité allergénique totale
(10,89, 88,92).

Fel d 1 est une glycoprotéine d’environ 35-38 kDa (Figure 9) (93,94). C’est un
tétrameére formé de deux hétérodiméres identiques, de 18-19 kDa chacun, liés de fagon non
covalente (94).Chaque dimére comprend deux chaines polypeptidiques liées de fagon
covalente par trois ponts disulfures (10,95). La chaine 1 présente une certaine homologic de
séquence avec l'utéroglobine du lapin et avec une protéine dite CCSP de [*épithélium
bronchigue humain (Clara Cell Secretory Protein) (10). La chaine 2 peut &tre composée de 85,
90 ou 92 aa (93). L expression de Fel d 1 recombinant a été difficile 4 obtenir. Chaque chailne
a d’abord été produite séparément dans des systémes simples utilisant des Escherichia coli (E.
coli). Mais pour produire la molécule entiére Fel d 1, il a fallu utiliser un systéme de
Baculovirus, permettant la production de 1Fel d 1 glycosylé (contrairement a tous les
recombinants produits grace a des . coli) et présentant une siructure équivalenie a celle de
Pallergéne naturel du chat nFel d 1 (97).

Les avis concernant la famille de allergéne Fel d 1 sont controversés: pour la majorité des
auteurs, elle est le seul allergene de mammifére qui nappartient pas 3 la famille des
lipocalines mais plutdt 4 la famille des globines séeréioires ou séoréto-globines, méme si
pour certains elle appartient & la famille des lipocalines (homologie avec une lipocaline de

hamster) (21,98). 5a fonction biologique reste encore inconnue : il a éié proposé un rble dans
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Figure 9: Structure tridimensionnelle de Fel d 1 (96)



la protection de la peau, par homologie avec I'utéroglobine dont la fonction est de protéger les
muqueuses, d’autres auteurs pensent que Fel d 1 aurait plutét un rdle de transport de
molécules lipidiques, en particulier de stéroides, d’hormones ou de phéromones (99,100).

Fel d 1 est une protéine thermostable retrouvée dans la salive, dans les glandes anales,
dans les glandes sébacées, dans la peau et dans la fourrure du chat, le principal site de
production étant les glandes sébacées (10,21,22,100-103).

Tous les chats produisent cet allergéne mais le statut hormonal du chat modifie la
production de Fel d 1 : les méles produisent plus de Fel d 1 que les femelles, le chat méle
castré produit moins de Fel d 1 que le chat méle non castré (7,21,22,71,100,104,105). Tous les
chats ne sont donc pas responsables des mémes taux de Fel d 1 dans Iair (106). Au niveau de
la peau et de la fourrure, la quantité de Fel d 1 varie selon le site anatomique : elle est
beaucoup plus importante au niveau de la téte que de la poitrine, mais 1a longueur des poils ne
semble pas modifier la production de Fel d 1.

Dans deux grandes enquétes nationales aux Ftats-Unis, Fel d 1 a été détecté
respectivement dans 99,9 % et 99,7 % des domiciles américains (107,108). Fel d 1 est
retrouvé dans la poussiere de canapé, de tapis et de lit dans les maisons avec ou sans chats
(107). Des taux significatifs de Fel d 1 ont été retrouvés également dans les salles de classe,
dans les voitures, dans les salles d’attente des allergologues et dans des centres commerciaux
(109-111). Fel d 1 est donc un allergéne ubiquitaire : il se dissémine probablement A partir des
vétements et des cheveux des propriétaires de chat.

Plusieurs études ont mis en évidence un effet paradoxal de la présence des animaux au
domicile. Si la présence d’un chat dans Ienfance semble &tre un facteur de risque de
sensibilisation et un facteur de risque de développer un asthme, les enfants fortement exposés
an chat (au moins deux chats méles) ont finalement un risque plus faible de développer une
allergie au chat (112,113). Mais ces études donnent lien éventuellement 3 une série de

controverses. Le débat n’est pas tranché,
(2) Feld2

Fel d 2 ou 'albumine de chat, correspond 4 une protéine de 66-68 kDa présente dans
le sérum, dans la salive et dans les phanéres (114,115). tFel d 2 a été produite par des
systémes utilisant des baciévies F. coli ou des levures Pichia pasioris (11,116).

lel d 2 est un allergéne mineur. Les patients allergiques ont des IgF spécifiques anti-
Fet d 2 dans 6 4 30% des cas (11,117,118). De plus, dans seulement 2 % des sérums la
sensibilisation au chat était expliguée principalement par la réactivité contre ’albumine et non
pas celle conire Fel d 1 (11). Selon la nature de extrait utilisé, les taux de positivité sont
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Cat cystatin
(Fel d 3)

Figure 10: Structure tridimensionnelle de Fel d 3 (121).

Figure 11: Structure dans Pespace de la molécule Fel d 4 (122)



variables : les taux les plus forts sont obtenus avec les extraits associant des poils et de
Pépithélium par rapport aux extraits ne comprenant que des poils (11). II est rare de trouver
des IgE spécifiques anti-Fel d 2 en absence d’IgE E anti-Fel d 1 (11).

Les patients souffrant de manifestations séveres d’atopie, de type dermatite atopique
(et peut-Etre asthme allergique) sont plus fréquemment sensibilisés & I’albumine du chat que
les patients ayant une simple rhinoconjonctivite allergique (116). 1. albumine du chat pourrait
donc étre utile dans le diagnostic et le suivi des patients atteints des formes sévéres d’allergie.
Méme si la responsabilité de Fel d 2 dans I"apparition de signes cliniques n’a pas encore été

établie, son réle dans le syndrome porc-chat semble établi (119).

(3) Feld3

La cystatine du chat ou Fel d 3 est une protéine de 98 aa avec une séquence conservée
de type inhibiteur de cystéines protéases et deux motifs lipocaline (Figure 10). Elle présente
79 % d’homologie avec la cystatine A du beeuf qui fait aussi partie des inhibiteurs de
cystéines protéases (120).

Fel d 3 a été cloné, puis séquencé a partir d’une collection de cADN de la peau du chat
(120). Elle a ensuite été exprimée dans des systémes bactériens d’F. coli sous la forme d’une

protéine recombinante de 11 kDa (120).

Les avis concernant le caractére majeur ou mineur de Fel d 3 sont divergents. Dans la
majorité des cas il est décrit comme étant un allergéne mineur avec parfois une positivité de
seulement 2 % des sérums de patients allergiques au chat (91,123). Pour d’autres ce serait
plutdt un allergéne majeur, avec 60 4 90 % des sérums de patients sensibilisés au chat

présentant des IgE spécifiques anti-Fel d 3 (120).

(4) Fel d 4

Parmi les allergies aux mammiféres, I'allergic au chat est la seule 4 ne pas avoir
comme allergéne fixant Dessentiel des IgE spécifiques une lipocaline mais plutdt une
sécrétoglobine utéroglobine-like, Fel d 1 (12,124,125). En 2004, le screening d’une collection
de cADN de la glande salivaire sous mandibulaire du chat a permis I’identification d’un
deuxieéme allergéne majeur, Fel d 4 (126). Cette une protéine de 19,7 kDa est une lipocaline
qui posséde une forte homologie de séquence avec celles du sanglier et du cheval. Les

lipocalines sont des transporteurs de petites molécules hydrophobes, tels que les rétinoides et
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les phéromones (Figure 11) (124). La molécule recombinante rFel d 4 a ensuiie été produite
dans un systéme bactérien &’ E. coli (126).

Dans une étude, 63 % des patients allergiques avaient des IgE spécifiques pour Fel d 4
(126). Bien que les concentrations d’IgE spécifiques anti Fel d 4 étaient faibles, dans 47 %

des cas, elles étaient supérieures aux concentrations de tFel d 1.

(5) Immunoglobulines du chat

Certaines immunoglobulines du chat ont été identifides comme des allergénes
potentiels : les IgA (ou Fel d 5w) ainsi que les IgG (nommés Fel d 7 jusqu’a trés récemment)
(90,114,123). Prés de 40% de patients sensibilisés au chat ont des IgE spécifiques anti-IgA de
chat (123). Cet allergene contient des épitopes de nature glucidique : aprés déglycosylation de
Fel d 5w seuls un quart des sérums restaient positifs. Il s”agit en fait d’un nouveau groupe de
cross-reactive carbohydrate determinants (CCD) car ils sont présents également sur les IgM
du chat (ou Fel d 6w) et partiellement sur une protéine appelée CIP (calf intestine alkaline
phosphatase) mais absents des IgG du chat et de I’ensemble des immunoglobulines humaines.
Il a ensuite été montré que les Igk se fixent préfSrentiellement 4 la chaine lourde o des IgA au
niveau de résidus a-gal (galactose-a-1,3-palactose) qui représentent donc les premiers
épitopes carbohydrate décrits au niveau des allergénes de mammiféres (91). Cet épitope a
aussi €t¢ identifié comme étant responsable de réactions anaphylactiques avec le cetuximab
(127). En revanche le rdle allergénique des IgM n’a pas été démontré hormis I’existence de
ceite réactivite croisée avec les IgA (91).

Les IgA du chat, présentes dans le sérum et la salive, seraient transférées a la fourrure
par léchage et propagation de particules aéropottées. Les IgG du chat sont présentes dans le
sérum et dans les extraits de phanéres (90,114). En revanche, la présence des IgM du chat

dans les phanéres n’a pas encore été démontrée.

(6) Fel d 7

Un nouvel allergéne du chat Fel d 7, une protéine de 1a glande von Ebner (VEGP) de
la famille des lipocalines a &t récemment ajouié 3 la nomenclature des allergénes publiée par
Ulnternational Union of Immunological Societies (UISI). C’est une protéine de 17,5 kDa. rFel
d 7 a 8t¢ produite dans un systéme d’E. coli. 44 patients allergiques au chat sur 121 ont des

IgEl spéeifiques dirigées conire Fel d 7.
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(7) La protéine BASE

Un polypeptide liant les IgE a été cloné dans des systémes bactériens E. coli & partir
d’une banque d’ADNc mandibulaire du chat (128). Il possede un poids moléculaire de 26
kDa. Cette protéine posséde une grande homologie de séquence avec la protéine BASE
(breast cancer and salivary gland expression) et avec Equ ¢ 4 ¢t 5, les allergénes de type

lathérine du cheval.

Plus de 50 % des patients allergiques au chat possédent des IgE spécifiques dirigées
contre le polypeptide recombinant. Les taux d’IgE dirigés contre ce polypeptide étaient
supérieurs a ceux anti-Fel d T dans 55 % des cas, ce qui a amené les auteurs 4 conclure que
cette protéine est un nouvel antigéne majeur du chat (128). Mais dans une autre étude,
seulement 25 % des patients étaient positifs pour ce polypeptide, mais fréquemment en
I’absence d’IgE anti-Fel d | (O’Neil 2008 symposium). Cette protéine pourrait donc étre utile

pour expliquer les cas positifs pour {’extrait global de chat, mais négatifs pour Fel d 1.

2.2 Les différentes fractions allergéniques du chien

La majorité des publications concernent deux allergénes du chien caractérisés a la fin
des années 80 : Can £ 1 (Canis familiaris 1) et Can I 2 (Canis familiaris 2) (92,129). Plus de
70% des patients allergiques au chien sont sensibilisés a Can f 1 et Can 2 (7,21,71). 96 %
des patients sensibilisés au chien ont des IgE spécifiques dirigées contre Can f | et/ou Can f

(74) (Tableau 10).

(1) Canfl

Can ['1 est une protéine thermostable, appartenant a la famille des lipocalines dont fe
poids moléculaire est de 21 & 25 kDa, de strucfure dimérique dans sa forme naturelle
(92,12,72-74,129). Elle présente 57 % d’homologie avec la protéine VEG (von Ebner’s gland)
humaine et est relativement stable dans la poussiére de maison (12),

Environ 80 % des patients montrent une réactivité vis-a-vis de cet allergéne (12). En
supprimant Can {1 des extraits de poils et de squames de chien, la capacité de Haison des IgE
est diminuée de 50% (129). L allergéne purifi¢ inhibe de 56 % P'activit¢ des Igk dirigées
contre 1’extrait dans un pool de sérums de patients allergiques au chien (129).

rCan f [ a été produit dans des bactéries E. coli (12,130) et des levures Pichia pastoris
(131). 52 % des patients allergiques au chien avaient des IgE spécifiques anti-rCan £ 1 (131).
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Can f 1 est présent dans les poils, les squames et Ia salive du chien, mais absent de la
peau, du sérum, de ["urine et des matiéres fécales (72-74,92,129). Can f 1 est séerétée par les
glandes de von Ebner situées sur la langue du chien, c’est pourquoi, on trouve principalement
Can f 1 dans la salive. Puis elle est déposée sur la fourrure et la peau par léchage, ce qui
explique pourquoi Pextrait d’épithélium (E2) est plus pauvre en Can f 1 que Iextrait global
de squames et phanéres (E5) (132).

Le taux de Can fl est fonction de la race du chien: les labradors semblent produire
moins de Can £ 1 que les autres races (7,133). En revanche la longueur des poils ne semble
pas influencer la production de Can f 1. Le sexe est également un facteur important : les méles
produisent plus que les femelles. La séborrhée intervient également comme facteur modifiant
de fagon importante la quantité de Can f 1 dans le poil. Enfin ’4ge est aussi un facteur a
prendre en compte : les jeunes chiens produisent moins de squames que les plus vieux.

Can f 1 est un allergéne ubiquitaire : il est retrouvé dans plus de 99% des domiciles
américaing avec ou sans chien (poussiére de canapé, de tapis et de lif) (107,108). Sa présence
est également détectée dans des lieux publics tels que les salles de classe ainsi que dans les
voitures (109,110). Sa dissémination se fait probablement 4 partir des vétements des

propriétaires de chien.

(2) Can f2

Can £2 a été caractérisé en méme temps que Can t'1 (92,72-74,129). C’une protéine
de 17 427 kDa, de structure dimérique dans sa forme naturelle et appartenant 4 la famille des
lipocalines (12,73,74). Can f 2 n’a que 24 % d’homologie avec Can f | et présente une
homologie avec la protéine MUP (mouse urinary protein) (12).

Plusieurs études ont montrés que Can £ 2 pouvait &tre considéré comme un allergéne
mineur. Dans une étude, des Igk spéceifiques anti-Can f 2 étaient présentes dans les sérums de
66 % des patients allergiques au chien, mais Can f 2 ne liait que 23 % des IgE spécifiques
dirigées contre un extrait de squames de chien (92).

Can f 2 recombinant a été produit dans £. coli (12,130) et Pichia pastoris (131)., Dans
une étude, ot 52 % des patients allergiques au chien montraient une réactivité vis-a-vis de
rCan f 1, seulement 33 % ont réagi avec tCan 2 (131). Une autre étude montre que 90,4 %
des patients allergiques au chien avatent des IgE anti-extrait global de chien. Parmi les 75 %
de patients allergiques au chien ayant des IgE anti-rCan ' 1, 25 % avaient des IgE anti-rCan
1 et anti-rCan f 2 positives et 45 % avaient des anti-rCan £ 1 isolées (12). Mais aucun sérum
ne présentait des Igh anti-rCan £ 2 positives sans la présence d’anti- rCan f 1 associées. Ces

études confirment que Can £ 2 est un allergéne mineur du chien. De plus, Can {1 et Can £2
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possédent des épitopes identiques comme le montre la réactivité croisée observée avec des
IgG de lapin et des IgE humaines entre rCan £ 1 et tCan £2 (134).

Can f 2 est principalement retrouvé au niveau de la peau du chien et en plus faible
quantité dans la salive ol elle provient des parotides. En revanche, sa présence dans les

squames et dans les poils ne fait pas 'unanimité (73,74,92,).

(3) Canfl

[’albumine ou Can f 3 est un allergéne mineur, car selon les séries, seuls 5 435 % des
patients allergiques au chien présentent une sensibilisation vis-a-vis d’elle (21,72,135). Mais
chez les patients allergiques a I’albumine du chien 70 % & 90 % des IgE spéceifiques anti-chien
sont dirigées contre I’albumine (72,135).

L’albumine (ou albumine sérique) est la protéine la plus importante quantitativement
dans le sérum du chien avec une concentration d’environ 40 g/L (136). C’est une protéine non
glycosylée de 65 4 69 kDa, synthétisée au niveau hépatique. [’albumine du chien a été clonée
puts exprimée sous la forme d’un allergéne recombinant dans un systéme d’F. coli (136).

P’implication d’un composant majeur du sérum en tant qu’aéroallergéne est
surprenante car ce sont plutét les épithéliums et non le sérum qui sont la source de la plupart
des allergénes animaux. Mais I’albumine est en fait présente dans la salive et se retrouve done

dans les extraits de phanéres (squames, poils) (72,114,135,137,138).

(4) Canf4

Une troisi¢me lipocaline de 18 kDa, liant les IgE, Can £ 4 a été retrouvée dans les
squames de chien en 2004 (131,139). Can f 4 a été cloné et séquencé & partir d’une banque
d’ADNc provenant de langues de chien, il a ensuite été produit sous sa forme recombinante
dans un systeme d’E. coli (139). Dans ’étude de Saarelainen et al. 15 patients allergiques au
chien sur 25 (environ 60%) avaient des IgE spécifiques dirigées contre cet allergéne ce qui en
ferait un allergéne majeur (131). Cependant dans I"étude de Mattson et al. seulement 13
patients allergiques au chien sur 37 {environ 35%) avaient des IgE spécifiques dirigées contre
rCan {4 (139).

Can f 4 est une protéine d’environ 16 kDa, qui a 37% d’homologie avec une protéine
de vache de 23 kDa (Bos d 23 k) appartenant a la famille des lipocalines (139). La corrélation
significative entre Bos d 23 k et rCan f 4 suggére "existence d’une réaction croisée entre ces
deux protéines (139). L existence de cette réaction croisée a été mise en évidence par des tests
d’inhibition d’IgE.
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(3) Canfs

Récemment, un nouvel allergene majeur du chien présent dans urine et les squames
du chien a été décrit. Il s’agit de Can £ 5 ou kallicréine prostatique, appartenant a la famille
des arginines estérases prostatiques, de 28 kDa (140,141). Selon plusieurs études, 24 a 70%
des patients allergiques au chien ont des IgE spécifiques dirigées contre cette protéine (141).
Parmi les 37 patients allergiques au chien, 70 % présentaient des IgE spécifiques anti-Can £ 5,
dont environ la moiti€ qui ne réagissaient ni 4 Can f 1, ni a Can £ 2, ni & Can £ 3. Cet allergéne
posséde 58 % d’homologie avec l'antigéne spécifique de prostate (PSA) humain (ou
kallicréine 3). D’ailleurs des réactions croisées entre Can £ 5 et la PSA humain ont été
montrés dans des expériences d’inhibition de liaison avec les IgE (2 sérums sur 4 avec une
inhibition supérieure a 90 %).

[’ implication du PSA dans ’allergic au liquide séminal humain est désormais connue
(142). Parmi les patients sensibilisés aux squames de chien 24 % étaient sensibilisés au PSA
(143). Dans cette étude, une femme de 38 ans, avec comme unique antécédent de I’asthme
bronchique par sensibilisation a 1’épithélium de chien, souffrait de réactions anaphylactiques
apres contact avec le liquide séminal. D’aprés ces constatations, I’hypothése d’une allergie

croisée entre le PSA et Can f 5 peut étre évoquée.
(6) Feld [ like

Depuis une trentaine d’années, la présence d’une protéine homologue de Fel d 1 (Fel d
1 like) est suspeciée chez le chien (144). Des expériences d’inhibition du dosage des IgE
spécifiques anti-chien par rFel d 1, chez des patients allergiques au chat ont récemment
confirmée cette hypothése dans des extraits de squames de chien par (118). Nous reviendrons

sur cette protéine Fel d 1-like dans le paragraphe « cosensibilisation ».

(7) Autres allergénes

Les immunoglobulines du chien se retrouvent non seulement dans le sérum mais aussi
dans les extraits épithéliaux (72,135). Leur pouvoir allergénique est connu depuis longtemps
(72,135). L alpha-antitrypsine serait également allergénique (72,135). Mais nous n’avons

retrouvé aucune étude récente concernant ces allergénes.
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2.3 Apport au diagnostic : aide 3 Pinterprétation des

polysensibilisations (cosensibilisation ou réactivité croisée)

Les patients allergiques au chat ct/ou au chien sont souvent sensibilisés & d’autres
mammiferes (117). De nombreux patients ont des tests cutanés positifs 4 la fois aux extraits
de chat et de chien (71). Il en est de méme pour les dosages des IgE spécifiques. Deux
hypothéses permettent d’expliquer ce phénoméne : la présence d’une réactivité croisée 4 un
allergéne commun (ce qui semble étre hypothése privilégide) ou des cosensibilisations a

différents mammiféres (71).

(1) Les lipocalines

Certains allergénes du chat et du chien appartiennent 4 la famille des lipocalines (Can
1, Can £ 2, Can f 4 et Fel d 4) et pourraient done éire responsables d’une réactivité croisée
entre le chat et le chien (117). Mais la faible homologie structurale (environ 20%) de la
lipocaline du chat avec celle du chien ainsi que la faible inhibition de RAST de Iextrait de
chien par Fel d 4, dans seulement 3 cas sur 8, n’est pas en faveur de cette hypothése (71,126).
Pour pouvoir conclure 4 une allergie croisée, d’autres études sont donc nécessaires.

Par ailleurs, Can £ 1, une fraction allergénique majeure du chien, a un fort
pourcentage d’homologie avec la VEGP humaine. Fel d 7 est une protéine qui appartient
¢galement a la famille des VEGP. Nous pouvons donc émettre hypothése qu’il peut exister
une certaine homologie entre ces trois protéines et une réactivité croisée potentielle entre Fel

d7etCanfl.

(2) FeldletCanfl—Canf2

Méme si Fel d [, Iallergéne majeur du chat n’est pas une lipocaline, il posséde des
¢pitopes communs avec Can £ 1 et Can f 2 (145). Dans cette étude, 60% des patients
allergiques au chat et/ou an chien avaient des [gE spéeifiques dirigées 4 la fois contre le chat
et [e chien. Pour la quasi-totalité de ces patients, I’immunoblot a montré qu’un composant Hait
les Igk de méme poids moléculaire (18 kDa) dans les extraits de chat et de chien. Les
expériences d’inhibition d’immunoblot alors réalisées ont mis en évidence des épitopes
communs entre les trois allergénes. Ces constatations permettent de poser I"hypothése d’une

allergénicité croisée entre les allergénes majeurs du chat et du chien.






L’albumine est un allergéne mineur retrouvé dans les deux allergies (Fel d 2 et Can f
3). Dans une étude réalisée chez des patients sensibilisés au chat, les profils de sensibilisation
des patients monosensibilisés au chat et des patients sensibilisés au chat et au chien étaient
différents (146). Chez tous les patients sensibilisés au chat, il a été retrouvé une positivité des
IgE anti-Fel d 1 (75% chez les patients monosensibilisés vs 60% chez les patients sensibilisés
a la fois au chat et au chien). En revanche, aucun des patients monosensibilisés n’avaient
&’Igk anti-albumine, alors que fous les patients sensibilisés a la fois au chat et au chien
avaient des Igll anti-albumine. Dans une autre étude réalisée chez des patients allergiques a la
fois au chat, au chien et au cheval, seulement 21 % possédent des IgE dirigées contre les trois
albumines et 17 % conire deux (147). Des tests d’inhibition des IgE spécifiques réciproques
entre les albumines de ces trois mammiféres ont alors été réalisés afin d’évaluer la réactivité
croisée. La présence d'une allergénicité croisée a été montrée par la présence d’inhibitions
significatives. On peut rajouter que ce travail a mis en évidence que ’albumine induisait une
sensibilisation au chat et au chien, mais aussi aux mammiféres de fagon plus large. Deux
études ont mis en évidence que la réactivité croisée chat-chien peut &tre imputée & I’albumine
dans 30% des cas (71). L’étude de Spitzauer et al. réalisée sur 200 patients allergiques 4 une
espece de mammiferes, a montié la présence d’IgE spécifiques dirigées contre une albumine
de mammiferes chez 30 % des patients (137). Parmi ces patients 85 % avaient des IgE contre
IPalbumine de chat et/ou de chien, et 70 % contre I’albumine de cheval. Enfin, dans leur étude
chez des sujets allergiques a la fois au chat et au chien, Blanc ¢t al. ont mis en évidence que
25% de ces patients étaient sensibilisés & ’albumine sérique (IgE dosées par ImmunoCAP
supérieures & 0.70 kU/L) (117).

(4) Feld I et Fel d I like

Un travail de 2007 a montré que Fel d 1 éfait un allergéne croisant. Chez 25 % des
patients allergiques aux chats (9 patients sur 36), tFel d 1 induisait plus de 50 % d’inhibition
de la réactivité IgE aux allergénes du chien (118). Un allergéne de 20 kDa croisant avee Fel d
1, appelé Fel d I-like, était retrouvé dans les extraits allergéniques de plusieurs races de chien
(118). Cet allergéne peut donc étre responsable de double positivité chat-chien en sérologie.
Cependant, sa pertinence clinique est encore inconnue puisque les patients de cette étude
étaient allergiques au chat et positifs en tests cutanés pour le chien, mais cliniquement ne

présentaient pas d’allergie au chien (118)
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2.4 Apport au traitemment

Comme nous ["avons vu précédemment, I’ITS & base d’extraits de phanéres de chat
entraine une amélioration des symptomes chez les patients allergiques au chat. Cependant les
niveaux de réponses sont différents en fonction des teneurs des extraits en Fel d 1 (70).

Fel d 1 est la fraction allergénique la plus {réquemment responsable d’allergie au chat,
ce qui en fait un candidat idéal pour une ITS ciblée. L’ immunothérapic par administration
sous cutanée de peptides Fel d 1 a montré une certaine efficacité car de Iégéres améliorations
ont été observés aux doses les plus importantes : diminution significative du diamétre des
tests cutanés, amélioration de la tolérance bronchique a "allergéne mais avec des effets
secondaires associés important (21,70,71). La présence du chat & domicile ne modifie pas les
résultats de manicre significative (70). Afin de diminuer le risque d’effets indésirables dus a
PITS avec Fel d 1, des molécules visant & interagir avec les cellules T sans réagir avec les Ighi
ont été créces (91).

Une premiére possibilité est la création de recombinants hypoallergéniques de Fel d 1.
lls semblent étre capables de diminuer la réactivité IgE tout en gardant la capacité de stimuler
des cellules T, ce qui en font de bons candidats dans le traitement de I’allergie au chat.
Cependant leur étude chez I’homme n’a pas encore été évaluée (37).

Une autre voie est ’utilisation de peptides comprenant des épitopes T. II a été mis en
évidence apres Pexposition & Pallergéne, P'induction d’une tolérance spécifique de ’antigéne,
ainsi qu’une diminution de symptomes et de la production d’ll-4. Cependant les patients
traités a la plus haute dose, ont eu des effets indésirables aprés administration répétées. Une
seconde génération de peptides (plus courts) a été créée. Une diminution de la réactivité
cutanée a l'allergéne a été observée avec leur utilisation, ainsi qu’au niveau clinique, une
diminution des crises d’asthmes (37).

Une autre voie de recherche est de coupler la fraction allergénique a une autre
molécule ayant des propriétés immunomodulatrices (91). Une protéine chimérique de fusion
composée de Fel d 1 et du fragment Feyl d’une IgG1 humaine (148). Cette protéine de fusion
comprend un site de liaison au récepteur RFcyllb des basophiles et des mastocytes, qui a la
capacité d’inhiber la réaction cellulaire, Elle pourrait inhiber la dégranulation des basophiles.

Cela a ét¢ prouve in vitro ainsi que sur des souris sensibilisés a Fel d 1 (149).
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Tableau 11: caractéristigues des groupes contréle et positif de ia population acarien

Gréupé N DI D2 | CI{”’Q'“? - _ Clinigue ‘
OCUDI: AT R .| allergie acarien | autres pneumallergénes
Contrdle
2 - - N
@=21) . on 911
Positif | 33 + + Oui 22733
(ﬂ:”‘34) 1 e - Oui NO;{]

Tableau 12 : caractéristiques démographiques de Ia population acarien

Population |Patients |Patients
globale £03itiﬁ témoins
Nombre 55 34 21
Age moyen (an) |8 9 7
Age extrémes (an){2-18 3-18 2-16
Ratio gaxcon/fille |1,5 2,4 0,8




IV. Partie 3 : évaluation sur une population peédiatrique
des allergénes moléculaires Siemens”® des acariens, du chat
et du chien

A. Introduction

La société Siemens® a produit des allergénes moléculaires des acariens, du chat et du
chien. Ces allergénes ont été commercialisés en 2008, 11 s’agit d’allergénes naturels purifiés et
non pas de classiques allergénes recombinants. Dans le laboratoire d’immunologie du CHU
de Clermont-Ferrand, nous avons réalisé unec étude rétrospective, a la demande de la société
Siemens®, sur une population de patients pédiatriques, portant sur ces allergénes moléculaires.
Il s’agit d’une étude originale puisque nous avons testé ces allergénes en avani-premicre
(c'est-2-dire avant leur commercialisation) en tant que centre de référence francais. Le but
principal de Pétude était de valider les fractions allergéniques moléculaires des acariens, du
chat et du chien par rapport aux extraits globaux. Avec cetie étude, nous cherchions aussi a
élucider d’éventuelles réactioms croisées dues 3 des allergénes mineurs tels que la
tropomyosine pour les acariens ou Palbumine pour le chat et le chien. Nous cherchions
également a élaborer des stratégies d’indications de ces tests dans la démarche
allergologique (vérifier la présence d’une vraie allergie, évaluation de la nécessité de mise en

place d’une désensibilisation).
B. Matériel et méthodes

1. Patients

1.1 Acariens

De janvier 2007 a décembre 2007, 55 patients du CHU de Clermont-Ferrand, ayant
consultés en pédiatric pour des problemes d’allergic ont &€ inclus réfrospectivernent
(ANNEXE 1 4 [T0). Les critéres d’inclusion des patients étaient :

® Groupe _contrdle : patients négatifs en IghE anti-D1 (exirait global de

Dermatophagoides pteronyssinus) et anti-D2 (exirait global de Dermatophagoides forinae)

avec les tests cutanés correspondants (TCl powr Dermatophagoides pieronyssinus et TCZ,
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Tableau 13: caractéristiques cliniques et biologigues des populations chat et chien

. L - Clinigue | Clinique _‘-?’;f’q’ff’_ - Clinique C’-’-’;"’”‘*’ - f_-"‘f de.
N |El |E5 |E2 | allergie | allergie a ergre autres. dtres ) climique
. chat ‘chien chat et mam&r{féres pream= | pretnt
- o chien L. 2L allergénes | allergéne
o+ [+ +| 210 | 310 310 | chovat/o | POIen710 4
acarien 3/10
population pollen 11/14
plobale n=25 | 14| + | + | - 4114 014 3/14 0/10 latex 2/14 /14
acarien 4/14
L+ ] - |- oui BOn non non non

Tablean 14: caractéristiques démographiques de la pepulation chat-chien

Nombre N=25
Age moyen (an)
Age extréme (an) 2-16
Ratio garcon/fille 3,2




pour Dermatophagoides farinae) négatifs et sans histoire clinique d’allergie aux acariens
(n=21).

® Groupe positif (Tablean 11): patients positifs en IgE anti-D1 et/ou anti-D2 et
une histoire clinique d’allergie aux acariens et/ou avec les tests cutanés correspondants

positifs (n=34).

Pour sélectionner les patients, nous avons regardé dans un premier temps nos résultats
d’IgE spéeifiques dirigées contre les deux extraits globaux D1 et D2. Puis dans un deuxiéme

temps nous avons regardé s’ils avaient des signes cliniques d’allergie aux acariens.
Y

Les patients inclus étaient dgés de 2 & 18 ans (moyenne et médiane : 8 ans) avec un
ratio garcon/fille (h/f) de 1,5 (Tableau 12). Dans le groupe positif (b/f: 2,4) les patients
étaient 4gés de 3 4 18 ans (moyenne : 9 ans et médiane : 7ans). Dans le groupe contrdle, les

patients (h/f' : 0,8) étaient 4gés 2 a 16 ans (moyenne : 7 ans et médiane : 6 ans).
1.2 _Chat, chien

26 Patients du CHU de Clermont-Ferrand, ayant consultés en pédiatrie pour des
problémes d’allergic, ont été sélectionnés de novembre 2005 & novembre 2007 & postériori
{Annexe IV a VI).

A la différence de la population acarien, les patients étaient inclus uniquement en
fonction des résultats des dosages des extraits globaux : El (squames et épithélium de chat),
E2 (épithélium de chien) et ES (squames de chien). Pour un patient, nous ne disposions pas

des résultats des IgE spécifiques anti-E2, anti-ES. Nous avons done exclu ce patient,

Les patients inclus (0=25) étaient posififs & au moins un des trois extraits globaux
mais tous les patienis ne présentaient pas de signes cliniques d’allergie au chat et/ou au
chien (Tableau 13). Les patients étaient dgés de 2 4 16 ans (movenne et médiane : 9 ans) et
le ratio filles/garcons étail similaire (W/f: 3,3 pour la population chat et 3,2 powr la

population chien) {Tableau 14).
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2. Dosage des Igl spécifiques sur Pautomate Immulite®

2.1 Prélévements

Dans notre laboratoire, de maniére systématique, les sérums des patients ayant des
dosages d’TgE sont congelés & -80°C afin de constituer une sérothéque pour permettre de faire
des analyses complémentaires et parfois la réalisation d’études rétrospectives. Pour ces
patients qui ont éié inclus & postériori, le jour du dosage des IgE spécifiques, les sérums

étaient décongelés et passés sur 'automate Immulite® 2000 (Société Siemens®) (Figure 12).

2.2 Principe du dosage

Les dosages d’IgE spéeifiques sur I'Immulite® 2000 (Figure 12) sont des
immunodosages par chimiluminescence, en milieu liquide.

Dans la premiére étape de la réaction, I’allergéne marqué a la biotine, les billes coatées
a la streptavidine (phase solide) et les IgE contenus dans le sérum du patient sont mis en
contact { Figure 13). L’incubation dure 30 minutes & 37°C. Pendant ce temps, la Biotine de
allergene se fixe 4 la Streptavidine de la bille coatée et les IgE spécifiques du patient se
fixent & ’allergene. Cette réaction est trés sensible pour plusieurs raisons. La Streptavidine est
capable de fixer 4 Biotines ce qui conduit & amplifier le signal et donc augmenter la
sensibilité. De plus, le fait que la Streptavidine soit fixée sur un bille (surface sphérique),
augmente la surface de contact avec la Biotine fixée sur Pallergéne ce qui conduit &
augmenter la sensibilité de la réaction. La Streptavidine et la Biotine ont de plus une
excellente affinité, la réaction est donc immédiate. Aprés une étape de lavage (qui sert a
¢liminer toutes les fractions non lies), ’anticorps anti-IgE marquée 4 la phosphatase alcaline
est gjouté. L’incubation dure également 30 minutes & 37°C. La quantité de phosphatase
alcaline lice est direciement proportionnelle & la concentration en IgE spécifiques de
’allergeéne dans le sérum du patient.
Apres un deuxicme lavage, un substrat luminogéne (un adamantyl dioxétane phosphate) est
gjouté. L’incubation dure § minutes & 37°C. Le subsirat est déphosphorylé en un anion
intermédiaire instable (le dioxétane) par la phosphatase alcaline (Figure 14). Cet anion se
décompose rapidement et spontanément en émettant un photon de lumiére. La quanﬂté de
lumiére émise est directement proportionnelle & la quantité de phosphatase alcaline lide et

donc & la concentration en IgE spécifiques de Dallergéne. Cette réaction de
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chimiluminescence, c'est-a-dire d’émission de lumicre aprés une réaction chimique, est plus
sensible qu'une réaction ELISA classique.
Une particularité de cette technique est que ni Panti-IgE, ni Pallergéne ne sont fixés

sur la bille, ils sont en solution liquide,

2.3 Allergénes

Les fractions allergéniques utilisées dans cette étude sont des allergénes naturels
purifiés. Ils ont €t€ obtenus 4 partir d’extrait de chien, de chat ou d’une culture d’acarien, par
purification par chromatographie d’affinité en utilisant des anticorps monoclonaux, La pureté
de ces allergénes moléculaires a été contrdlée par SDS-PAGE et Western Blot. Le procédsé de
purification est protégé par le secret industriel de la société Siemens®, ¢’est pourquoi nous

n’avons pas plus d’informations.

(1) Allergénes des acariens

Nous avons réalisé sur I'Immulite® 2000 les dosages d’IgE spécifiques : des extraits
globaux D1 (Dermatophagoides pteronyssinus) et D2 (Dermatophagoides farinae), Puis nous
avons réalisé les dosages d’IgE spécifiques des fractions allergéniques majeures nDer p 1,
nDer p 2, nDer £ 1, et nDer £ 2. En cas de discordance des résultats des dosages entre les
allergenes moléculaires et les extraits globaux (de type extrait global positif et moléculaire
negatif), un dosage des IgE spécifiques de la tropomyosine (nPen m1), qui est un allergéne

mineur des acariens, était réalisé.

(2) Allergénes du chat et du chien

Nous avons réalisé sur 'Immulite® 2000 les dosages d’IgE spécifiques : des extraits
globaux de chat (E1 : squames et épithélium de chat) et de chien (E2 : épithélium de chien et
L5 @ squames et phanéres de chien). Puis nous avons réalisé les dosages ¢’ Igll spéeifiques des
fractions allergéniques majeurs du chat (nFel d1 ou A345) et du chien (nCan f1 ou A174),
Nous avons également réalisé des dosages des IgE spéeifiques des fractions allergéniques
mineures du chat (nFel d 2 ou E220) et du chien (nCan £3 ou E221).
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3. Etude statistique

Pour Ianalyse statistique nous avons utilisé le logiciel SAS. La population étudiée ne
suit pas une distribution normale, nous avons donc réalisé un test non paramétrique : le
coefficient de corrélation de Spearman enire les différents taux d’IgE spécifiques ainsi
qu’avec les tests cutanés. Le groupe contrble ne permettait pas la réalisation du coefficient de
corrélation de Spearman a cause de 1’écart-type égal 4 zéro dans la plupart des cas. Pour
comparer les taux d’IgE spécifiques, nous avons également réalisé des comparaisons de
moyenne par séries appariées avec le test de Friedman (test non paramétrique). Le seuil
considéré comme significatif était p<0.05. Cette méthodologie a été validée par Sylvie
UGHETTO, une statisticienne du DIM (Département d’Information Médicale).
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Tableaun 15: corrélation emtre les tests cutanés ef les [gh spécifiques anti-acariens

Coefficient de corrélation
Global Positif
TC1/D1 0,77 0,55
TC2/D2 0,78 0,55
TClmDerp 1 0,71 0,48
TCtmDerp 2 0,70 0,34
TC2mbDer £1 0,74 0,52
TC2/mDer £2 0,72 0,37
TCI/TC2 0,90 0,86

Corrélation significative si p<0.05,

NS : non significatif

Tableau 16 : corrélation entre les dosages d’IgE spécifigues anti-acariens

Coefficient de corrélation
(lebal Positif

D1/D2 0,96 0,91
Dil/mbDerp 1 0,83 0,68
Di/mDerp 2 0,92 0,8
D2/aDer {1 0,9 0,74
Demberi?2 0,89 0,72
DimDeril 0,87 0,68
Di/mDerf2 0,9 0,78
D2/miber p 1 0,84 0,71
D2/mbDerp2 0,89 0,69

Corrélation significative st p<0.03,

NS : non significatif



C. Résultat de la population acarien

1. Validation des allergénes moléculaires

1.1 Test de corrélation

(1) Corrélation tests cutanés — dosage des IgF spécifiques

La corrélation entre les tests cutanés et les extraits globaux est moyenne et
significative pour la population positive (rho=0,55 pour D1 et D2), voire bonne pour la
population globale (rho=0,77 pour D1 et tho= 0,78 pour D2) (Tableau 15).

La corrélation entre les tests cutanés et les allergénes moléculaires est moyenne pour
la population positive (rho<0,52) voire bonne et significative pour la population globale
(environ 0,70) (Tableau 15).

La corrélation est 1égérement meilleure dans la population globale entre le test cutané
TC1 et les IgE spécifiques de 'extrait global D1 (rho=0,77) par rapport aux allergénes
moléculaires (environ 0,70). Il en est de méme en ce qui concerne la corrélation dans la
population globale entre le test cutané TC2 et les IgE spécifiques de 'extrait global D2
(tho=0.78) par rapport aux IgE spécifiques des fractions allergéniques correspondantes nDer
1 et nDer £ 2 (environ 0,75).

(2) Corrélation entre les dosages d’Igl; spécifiques {extrait globaux et

allereénes moléculaires)

Les g spéeifiques D1 et D2 sont trés fortement corrélées de maniére significative
que ce soit dans la population globale (coefficient de corrélation tho=0.96) ou le groupe
positif (tho=0,91) (Tableau 16). Dans la population globale, la corrélation entre ’extrait
global et les allergénes moléculaires de la famille des cystéines protéases (c'est-a-dire les
allergénes du groupe 1) est trés bonne et significative (tho=0.83 pour D1/nDer p 1 et rho=0.90
pouwr D2/mDer £ 1), I en est de méme pour la famille des epididymal protein like (¢'sst-a~dire
les allergénes du groupe 2) (tho=0,92 pour D1/aDer p 2 et rho=0,89 pour D2/nber [ 2)
{Tableau 16), Des vésultals similaires, mais avec des coefficients de corrélation Jégérement

inférieurs, soni observés avee le groupe posifif (0.7<tho<6.8).
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Tableaw 17: corrélation entre les différents sllergénes moléculaires anti-acariens

Coefficient de corrélation
Glebale Positif
nDer f 1/mDerp 1 0,98 0,98
nDer f2/mDerp 2 0,99 0,97
ner p 1/mDerp 2 0,77 0,43 (0,73)
nDer f Vnler {2 0,81 0,43 (0,74)
nDer p 1/uDer £2 0,78 0,42 (0,72)
nDer f VaDer p 2 0,82 0,43 (0,76)

Corrélation significative si p<0.05

NS : non significatif
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A noter que des résultats aussi élevés sont observés lorsque 1’on étudie la corrélation
enire les extraits globaux et les allergénes moléculaires correspondant A Pauire espéce
d’acarien (Tableau 16). Dans la population globale, fa corrélation est légérement meilleure
pour la famille 2 (tho=0.90 pour Dl/nDer T 2 et the=0.89 pour D2/mnDer p 2) que pour la
famille 1 (rho=0.87 pour D1/nDer £ 1 et rho=0.84 pour D2/nDer p 1). Il en est de méme pour

le groupe positif.

(3) Corrélation des dosages des IgF spécifigues anti-allergénes

moléculaires les uns par rapport aux auires

Dans la population globale et le groupe positif, la corrélation enire les allergénes
moléculaires (Tableau 17) est significative et excellente (trés proche de 1) pour les allergénes
nDerfl/nBer p 1 et nDer p 2/nDer { 2 (tho>0.97). Ces résultais sont confirmés par les
coefficients de régression (R*>0,95) (Tableau 17).

La corrélation est bonne et significative dans la population globale entre les allergénes
nDer p 1/nDer p 2 (tho=0.77), nDer f 1/nDer £ 2 (tho=0.81), nDer p 1/nDer £ 2 (tho=0.78) et
nDer { I/nDer p 2 (tho=0.82). Dans le groupe positif elle est plutdt moyenne (environ
tho=0.40), mais si I’on supprime les valeurs trés aberrantes (cas 37, 41, 42, 49), elle devient
bonne (environ rho=0.70). Ces résultats sont confirmés par les coefficients de régression (R?
environ 0,6 lorsque I"on ne tient pas compte des trés discordants) (Figure 15).

En ce qui concerne le groupe contrdle, la réalisation du test paramétrique de
corrélation de Spearman n’a pas été possible (écart-type=0) ou était ininterprétable. Dans ce
groupe, les tests cutanés ainsi que les IgE spécifiques (extrait global ou allergénes

moléculaires) sont inférieurs au seuil de positivité (hormis pour 2 patients).

1.2 Sensibilite, spécificité, valeur prédictive nositive et

nésative, concordance

Il s’agit seulement d’une estimation de ces différents paramétres car les patients ont
¢t¢ sélectionnds rétrospectivement & partir des vésultats des IgE spéeifiques des extraits
globaux. Nous avons testé les seuils de positivité de 0,35 kU/1 (seuil elassiquement utilisé en
pratique quotidienne) et de 0,20 XU/ qui est le seuil que voulait préconiser la société
Siemens™, Les résultats ne sont différents que pour un patieni et les pourcentages sont {rés
proches. Pour ne pas alourdir ce mémoire, nous ne les avons pas exposés volontairement et

nous avons placé en annexes les tableaux (of Aanexe VII).
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Tableau 18: comparaison de positivité des extraits globaux et des fractions allergénigues

de Dermatophagoides pieronyssinus

Seuil = 0,35
D+ (m=34)| Di- (m=21)
M+ (0=34) ] M- (m=21)

n % n %
Derpl +Derp2+ |23/34|68%| 0721 | 0%
Derpl+Derp2- | 1341 2% | 221 | 10%
Derpl-—-Derp2+ | 534 |15%} 021 | 0%
Derpl—Derp2- | 534 {15%[19/211 90%

Mt : patient allergique aux acariens D1+ : patient positif en IgE spécifiques anti-D1

M- : patient non allergique aux acariens D1- : patient négatif en IgE spécifiques anti-D1

Tableaun 19: comparaison de positivité des extraits globaux et des fractions allergéniques

de Dermatophagoides farinae

Seuil = 0,35
D2+ (0=33) D2~ (0r222)
M+ (=33)| M- (m=0) | M+ (n=1} | M~ {n=21)
n | % | n | %ol % n %
Der f1+ Der 2+ 121/33(64%{0/33| 0% 1022 0% [o/22 ] 0%
Dex £1 -+ Der£2 - | 533 |15%0/33| 0% |0/22] 0% | 2/22 | 9%
Derfl—Derf2+13/33 ] 9% |0/33] 0% J0/22] 0% [0/22 | 0%
Derfl--Derf2- | 4/33 112%| 033 0% 11722 5% 19/22186%

Mt patient allergique aux acariens D2+ : patient positif en IgE spéeifiques anti-D2

M- : patient non allergique aux acariens 132- : patient négatif en IgE spécifiques anti-D2



(1) Estimation de la sensibilité dans notre population

(a) Par rapport & Pextrait global

S8i Pon se place au seuil de positivité de 0,35 kU/l (qui est le seuil le plus
classiquement utilisé en pratique quotidienne), lorsque P’allergéne D1 est positif, 68% des
patients (23/34) sont double positifs Der p 1 et Der p 2, 15% (5/34) sont double négatifs Der
p 1 et Der p 2, 2% (1/34) sont uniqueraent Der p 1 positif et 15% (5/34) Der p 2 positif
uniquement soit 17% seulement Der p 1 ou Der p 2 positif (Tableau 18). La sensibilité par
rapport a extrait global D1 peut deme £tre évalué & 71% pour nler p 1, 82% pour
nier p 2 et 83% pour Passociation nDex p 1 + nDer p 2.

Toujours en se plagant au seuil de positivité de 0,35 kU/L, lorsque Pallergéne D2 est
positif, 64% des patients (21/33) sont double positifs Der £ 1 et Der 2, 12% (4/33) sont
double négatifs Der £ 1 et Der f 2, 15% (5/33) sont uniquement Der f 1 positif et 9% (5/34)
Der f 2 positif uniquement soit 24% seulement Der £ 1 ou Der f 2 positif (Tablean 19). La
sensibilité par rapport 2 Pextrait global D2 peut denc &tre évalué 3 79% pour nler £ 1,

73% pour nDer {2 et 88% pour I"association nDex £ 1 + nDer £ 2,

(b) Par rapport 4 la clinique

Si Pon se place cette fois-ci, non plus sur la positivité des extraits globaux, mais sur la
présence ou non d’une allergie aux acariens, cela ne change rien pour DI car tous les
allergiques aux acariens (M+) sont aussi positifs en extraits globaux D1. Mais pour D2, un
patient de la population positive a des IgE spécifiques anti-D?2 négatives. La sensibilité de
nDer £ et de nDer 2 dans notre population peut donc étre estimée respectivement a 76% et

71%. La sensibilii¢ de I"association nlber £ 1 + nDer £ 2 peut fire estimée 3 85%.

(2) Lstimation de la spécificité dans notre population
(a) Par rapport a Pextrait global
Lorsque Pallergéne D1 est négatif, 0% des patients sont doubles positifs nDer p 1 et
nDer p 2, 10% (2/21) sont nDer p 1 uniquement faussement positif sans clinique associée, 0%

sont nDer p 2 uniquement positif et 90% (19/21) sont double négatif nDer p 1 e nDer p2
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Tableau 28 : comparaison des positivés des conples d’aliergénes moléemlaires associant

denx familles différentes par rapport 3 la positivité du couple D1-D2

D1+ et/ou D2 +|D1et D2 -
nDer p 1+ et/ou nDer p 2+ 29 2
nDer pl- et nDerp 2- 5 19
nDer f 1+ et/ou nDer f 2+ 29 2
nDer f 1- et nDer{f 2- 5 19
nDer p 1+ et/ou nDer § 2+ 29 2
nDey p 1- et nDerf 2- 5 19§
nDer f 1- et nDerp 2- 29 2
nDer f 1+ et/ou nDer p 2+ 5 19

D2+ : patient positif en IgE spécifiques anti-D?2
D2-: patient négatif en IgE spécifiques anti-D2
D1+ : patient positif en IgE spéeifiques anti-D1
D1- . patient négatif en IgF spécifiques anti-D1



(Tableau 18). La spécificité par rapport 2 Pexirait global peut dene &tre estimée 2 90%
pour nDer p 1, 100% pour nber p 2 et 90% pour Passociation nider p 1 + nlber p 2.
Lorsque 'extrait global D2 est négatif, 0% sont doubles positifs nDer £ 1 et nDer f 2,
9% (2/22) sont nDer f 1 faussement positif uniquement sans clinique associé, 0% sont nDer
2 uniquement positif et 91% (20/22) sont doubles négatifs nDer £ 1 et nDer {2 (Tableau 19).
La spécificité peut done étre estimée & 91% pour nDer {1, 100% pour nDer £2 et 91%

pour ’association nDer { 1 ef nDer £ 2.

Faux D1 ou D2 positifs

Aucun cas de type faux D1 positif (D1 et D2 positif, nDer £ 1 et/ou nDer { 2 positif,
nDer p 1 et nDer p 2 négatif) ou faux D2 positif (D1 et D2 positif, nDer f 1 et nDer f 2

négatif, nDer p 1 et/ou nDer p 2 positif) n’a éié observé.

(b) Par rapport 4 la situation clinigue

Si nous nous plagons cette fois-ci, non plus sur la positivit€ des extraits globaux, mais
sur la présence ou non d’une allergie aux acariens, cela ne change rien pour D1 car tous les
allergiques aux acariens (M+) sont aussi positifs en extraits globaux D1.

Pour D2, un patient de la population positive a des IgE spécifiques anti-D2 négatives.
La spécificité pent etre évaluée a 90% pour niler f 1, 100% pour nber {2 et 90% pour

Passociation nDer 1 + nber £2.

(3) Estimation de la valeur prédictive pesitive (VPP) et de la valeur

prédictive népative (VEN) dans noire population

D’aprés ces résuliats nous pouvons estimer également les VPP et les VPN de ces
différents tests (Tableau 18 ot Tableau 19). La VPP est de 92% pour nDer p 1, 100% pouwr
nDer p 2, 93% pour nDer £ 1 ot 100% pour nDer £2. La VPN est de 65% pour nDer p 1, 78%
pow nDer p 2, 70% pour nDer £ 1 ¢t 68% pour aDer £2.

81



60

50
KUA 5, N /,
20 »"&
10
0
extraitglobal allergéne moléculaire
“==D2vsnDerf1l D2 vs nDer f2

DlvsnDerp1 -~ “-DlvsnDerp2
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globaux et des fractions allergéniques moléculaires sur la population acarien



(4) Estimation de la sensibilité, de la spécificité, de la VPP ef de la

VPN par rapport & I association des deux extraits globaux DI et D2

Nous avons cherché a estimer la sensibilité et la spécificité des quatre fractions
allergéniques moléculaires par rapport au couple D1 + D2 et non plus par rapport a D1 et D2
individuellement. $i un des deux extraits globaux est positif (D1 et/ou D2), au moins une des
qualre fractions allergénique est positive dans 86% des cas (30/35). Lorsque D1 et D2 sont

négatifs, les 4 fractions allergéniques sont négatives dans 90% des cas (19/21).

81 nous comparons la positivité de chaque couple d’allergéne moléculaire associant
deux allergénes de familles différentes (c'est-a-dire les couples nDer p 1/Der p 2, nDer {
1/mDer f 2, nDer p 1/nDer f 2 et nDer { 1/nDer p2) par rapport aux extraits globaux, il est
possible d’estimer la sensibilité, la spécificité, la valeur prédictive positive et la valeur
prédictive négative de chaque couple par rapport aux extraits globaux (Tableau 20).

29 patients sur 34 sont positifs pour chaque couple d’allergénes, la sensibilité¢ de
chaque couple par rappert a Passociation D1 + D2 est donc évaluée & 85%. De méme, 19
patients sur 21 sont négatifs pour chaque couple d’allergéne, la spécificité par rapport a
Passociation D1 + D2 peut donc étre estimée a 99%. La valeur prédictive positive est

évatuée a 94% et la valeur prédictive négative & 79%.

(5) Estimation de la concordance dans notre population au seuil de
0.35 kU/

Lorsque Uextrait global D1 est positif, nDer p 1 et/ou 2 est positit dans 85% des cas
(29/34), ce qui permet d’estimer Ia concordance & 85% (Tableau 18). A Pinverse, lorsque
31 est positif, nDer p 1 et nDer p 2 est négatif dans 15% des cas (5/34), ce qui correspond a
une discordance de 15%.

Lorsque 1'extrait global D2 est posiiif, nDer £ 1 et/ou 2 est positif dans 88% des cas
(29/33), ce qui permet d’estimer la concordance 4 88%. A 'inverse, lorsque D1 est positif,
aDer {1 et uDer £2 est négatif dans 12% des cas (4/33), ce qui correspond 2 une discordance
de 12%.

Les 4 cas discordants pour D2 sont les cas 22, 25, 27 ¢t 29. Les 5 cas discordants pour
31 sont les 4 cas précédents plus le cas 29. Nous reviendrons sur ces cas dans un autre

paragraphe (1V.C.3 Spectrotype des patients allergiques aux acariens page 83).
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Figure 17: populat

TC : test cutané

D1 : extrait de Dermatophagoides pteronyssinus

D2 : extrait de Dermatophagoides farinae

Seuil de positivité des IgE spécifiques : 0,35 kU/I

Seuil de positivité des TC : ratio TC allergéne/TC histamine > 0,5




2. Aspect quantitatif

Dans la population positive, lorsque les fractions allergéniques sont positives, elles
sont environ deux A trois fois plus élevées que les extraits globaux correspondants (Figure
16). En ce qui concerne I"extrait global D2, nDer £ 2 est trois fois plus élevé (55 vs 20,
p<0.001) tandis que nDer f I est deux fois plus haut (43 vs 20, p=0.07). Pour ’extrait global
D1, nDer p 1 est 1,5 fois plus ¢levé (45 vs 29, p=0.18) tandis que nDer p 2 est deux fois plus
éleve (57 vs 29, p=0.018). Les différences observées sont significatives ou limite de
significativité, sauf pour D1/nDer p 2.

Dans la population positive, nous n’observons pas de différence significative entre les
allergenes d’une méme famille, c'est-a-dire entre nDer £ 1 et nDer p 1 (43 vs 45, p=0.55) et

entre nDer £2 et nDer p 2 (55 vs 57, p=0.83), dont les moyennes sont extrémement proches.

3. Spectrotype des patients allergiques aux acariens

Dans le groupe positif, la grande majorité des patients sont sensibilisés a la fois a
Dermatophagoides pteronyssinus et Dermatophagoides farinae (patients positifs en IgE
spécifiques a la fois a D1 et D2, n=33/34 soit 97%) (Figure 17). Dans le profil attendu, les
patients sont positifs avec foutes les fractions allergéniques. Nous allons détailler tous les

profils dans les deux paragraphes suivants.

3.1Cas général

Dans le cas général, les patients ont des [gE spécifiques positives a la fois 2 D1, D2 et
les quatre fractions allergéniques (n=19). Iis ont également des tests cutands positifs avec les
deux extraits globaux dans un certain nombre de cas (n=11/19). 4 patients sur 19 {cas 26, 33,
44 et 52) ont des tests cutanés négatifs avec les deux extraiis globaux, 1 patient sur 19 est

positif en tests cutanés uniquement avec Pextrait global D1 (cas 48).

3.2 Cas particuliers

(1) Patienis monosensibilisés

Environ 23% des patients (8 cas sur 34) ont un profil de patients monosensibilisés,

cest-a-dire qu’ils sont sensibilisés 2 une seule famille moléculaive. 5 patients du groupe
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Tableau 21: cas particuliers de la population acarien

nPenal
NOAVD2T tnler f1 inDerf2| D2 |DIT |uDerp I {nDerp 2 | D1 | Tropomyosine
{crevette)
241 09 13,4 0,302 13,751 0.8 5,78 0,12 10,96
Meonoseusibilisés 281 O 4,99 0,108 | 1,46 | 03 4,6 047 12,35
famille 1 391 03 13,4 0,238 | 204 i 18,4 0,32 (26,9
371 04 55,6 0,222 1 10,51 0,6 54,8 243 | 144
491 2 67,3 0264 12541 23 88,2 1,82 |53,9
Monosensibilisés 36| 0 0,335 216 (43571 0,1 0,08 11,2 [4.46
farnille 2 3] 05 0,254 206 371} 1.3 0,08 192 1574
321 0,6 0,231 156 35551 05 0,16 13,9 15,87
Problémes de § 19 0,2 0,427 0,08 (0264} 0,2 0,55 0,08 10,08 0,08
senil 211 0 1,09 0,08 (0,175} O 1 0,08 (0,35
231 0 0,08 0,08 1008 0,2 0,08 0,08 0,77 0,08
Réactions 221 0,6 0,08 0,08 10,601} 0,5 0,08 0,08 |0,63 0,08
croisées 251 0 0,08 0,08 [0.626] O 0,08 0,08 (106 1,08
2700 0,08 0,08 |208] 0 0,08 0,08 2,3 0,08
291 0 0,11 008 1453 0 0,08 0,31 |[4,07 7,05

D1/T : test cutané de D1 rapporté a la valeur du témoin +

D2/T : test cutané de D2 rapporté a la valeur du témoin +

D1 : exirait global de Dermatophagoides pteronyssinus

132 : extrait global de Dermatophagoides forinae




positif sont ainsi sensibilisés soit aux allergénes de la famille 1 (nDer p 1, nDer £ 1), soit aux
allergénes de la famille 2 (nDer p 2, nDer £ 2) (Tableau 21). Ces 5 patients ont une histoire
clinique d’allergie aux acariens. Deux patients ont des IgE spéeifiques positives uniguement
pour les deux fractions allergéniques du groupe 1 (Der p 1 et Der f 1), avec des tests cutands
positifs avec les deux extraits globaux (cas 24 et 39). A Pinverse, trois patients ont des IgE
spécifiques positives uniquement avec les fractions allergéniques du groupe 2 (Der p 2 et Der
£2) avec des tests cutanés positifs avec les deux extraits globaux pour 2 patients (cas 31 et 32)
et négatifs pour un patient (cas 30).

Trois cas peuvent étre aussi considérés comme des patients monosensibilisés puisque
les allergénes moléculaires de la famille 2 sont trés discrétement positifs en comparaison des
valeurs des IgE spécifiques vis-a-vis des allergénes moléculaires de la famille 1. Il s’agit des

cas 28, 37 et 49.

(2) Cas 19 et 2]

Au seuil de positivité de 0,35 kU/L, ces deux cas ont des IgE spécifiques anti-D1 et
anti-D2 négatives mais avec les deux fractions allergéniques de la famille 1 (nDer £ 1 et nDer
p 1) positives uniquement (Tableau 21). Ils appartiennent au groupe contrdle et n’ont done
pas de clinique d’allergie. Ils sont également négatifs en ce qui concerne les deux tests
cutanés.

En revanche, si I’on considére comme seul de positivité 0,20 kU/], un des deux extraits
globaux est positif (D1 pour le cas 21 et D2 powr le cas 19), avec les deux fractions

allergéniques de la famille 1 positives uniquement,

4. Identification de réactions croisées

Les dosages d’IgE spécifiques de la tropomyosine ont été réalisés en cas de
discordances entre les allergénes moléculaires et globaux (Tableau 21):

® Dans 4 cas (N° 22, 25, 27, 29), les allergénes moléculaires éfaient négatifs et
les extraits globaux positifs (D1 et/ou D2) : dans trois cas la tropomyosine était négative et
dans un cas (N° 29) la tropomyosine était positive,

o Dans un cas (N°23), les allergénes moléculaires étaient négatifs mais seul
’extrait giobal D1 était positif : la fropomyosine était négative,

® Un cas (N°19) ot les allergénes moléeulaites nDer £ 1 et nDer p | sont

faiblement positifs et les extraits globaux D1 et D2 sont négatif : la tropomyosine est négative
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Dans tous ces cas, il ya une histoire clinique d’allergie aux acatiens (sauf pour le cas
19 qui appartient au groupe contrdle). Il n’y a pas d’histoire clinique d’allergie alimentaire
sauf pour le cas 29, le seul dont la tropomyosine est d’ailleurs positive, qui présente des

signes cliniques de dermatite atopique.
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D. Discussion sur la population acarien

1. Validation des allergénes moléculaires

1.1 Corrélation par rapport aux tests cutanés et autres IoF,

specifiques

(1) Entre les tests cutanés et les dosages des Igk spécifiques

Nos résultats retrouvent une corrélation moyenne entre les tests cutanés et le dosage
des IgE spécifiques des extraits globaux D1 et D2 sur notre population de patients allergiques
aux acariens et une bonne corrélation sur la population globale (Tableau 15). Ces résultats
sont supérieurs a ceux retrouvés dans la littérature. En effet, Chinoy et al. ont montrés une
corrélation moyenne dans la population globale voire faible dans leur population de patients
positifs en tests cutands et IgE spécifiques (Phadia®) de Iextrait global de Dermatophagoides
Sfarinae (150,151). Dans une population de patients allergiques aux acariens, Schuetze et al.
ont montrés une trés faible corrélation entre les tests cutands et les IgE spécifiques (Phadia®)
vis-a-vis de l’exirait global en ce qui concerne Dermatophagoides pteronyssinus et une
absence de corrélation pour Dermatophagoides farinae (152). Taketomi et al. ont montrés une
absence de corrélation, dans une population de patients allergiques aux acariens, entre les tests
cutanés et le dosage des IgE spécifiques (technique maison) (153). La différence entre nos
résultats et ceux de la littérature est probablement due & la technique utilisée. Nos extraits
semblent mieux corrélés aux tests cutanés que la technique Phadia®.

Nos résultats montrent également une bonne corrélation entre les tests cutanés et les
Igli spécifiques des allergenes moléculaires dans la population globale et une corrélation
moyenne dans la population de patients allergiques aux acariens. Ces comrélations sont
seulement légérement inférieures & celles obtenus avec les extraits globaux. Sur ce point nous
pouvons done valider ces allergénes moléculaires. Mais ils n’apportent rien de nouvean
par rapport aux extraits globaux,

En ce qui concerne la corrélation entre les tests cutands et les IgE spécifiques des
allergénes moléculaires, la comparaison avec les données de la littérature n’a pas été possible
car nous avons été les premiers a tester les allergénes moléeulaires de la société Siemens®. De
plus, la société Phadia® a commercialisé ses fractions allergéniques seulement I'an dernier,

Nous n’avons pas trouvé d’article avec des allergénes moléculaires maison.
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(2) Entre les dosages d'Igll spécifiques (extrait globaux et allergénes

moléculaires)

Nos résultats montrent upe frés bomoe corrélation entre les IgE spécifiques de
I’exirait global D1 et les allergénes moléculaires correspondants (nDer p 1 et nDer p 2)
(Tableau 16). Schuetze et al. ont montrés également une corrélation significative entre le taux
d’IgE spécifiques de D1 et les {gll spéeifiques  anti-nDerpl et/ou nDerp2 (immunodosage par
chimiluminescence, ALK Abello®) (152). Nous retrouvons également une trés bonne
corrélation entre les IgE spécifiques de Iextrait global D2 et nDer £ 1 ou nDer {2, Cette trds
bonne corvélation entre les extraits globaux et les allergénes moléculaires montrent que
sur ce point également nous pouvens valider ces allergénes (Tableau 22). Nous retrouvons
les mémes résultats entre les IgE spécifiques de Iextrait global et les allergénes moléculaires
correspondants & Pautre extrait global (D1 et nDer f 1-2 ou D2 et nDer p 1-2), ce qui. traduit

probablement une réactivité croisée entre les allergénes.

1.2 Performances statistigues de ces fests

L’estimation de la semsibilité est bonne et ’estimation de la spécificité de ces tests est
trés bonne que ce soit par rapport aux extraits globaux ou la situation clinique des patients
(Tableau 22). La valeur prédictive positive de ces différents tests sur notre population est
trés élevée, la valeur prédictive négative 1’est un peu moins. La concordance est également
bonne. Les différentes caractéristiques de ces tests sont donc satisfaisanies. Ces résuliats sont
similaires mais avec néanmoins des performances légérement supérieures 2 celle d’une étude
réalisée en 2006 avec des allergénes recombinants (technique maison) et non des allergénes
natifs purifiés comme dans notre étude (153). Sur ces différents points nous pouvons

également valider Putilisation de ces allergénes.

En ce qui concerne le choix des seuils de positivité des différentes fractions
allergéniques, les performances de ces tests sont similaires (légérement meilleures) avec le
seuil de 0,20 kU/1 qu’avec le seuil de 0,35 kU/L Néanmoins cetie faible différence ne justific

pas forcément de changer les seuils de positivités auxquels sont habiiués les praticiens.
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Tableaw 22 : validation des fractions allergénignes moléculaires

validation des fractions allergéniques moléculaires

trés honne corrélation

par rapport avx TC

par rapport aux EG

au sein d'une méme famille

bomnes caractéristigues

sensibilité

statistiques quel que Specificitd
soit le seuil de positivité Wil
VPN
probable surestimation  |par rapport aux EG

TC: tests cutanés VPP: valeur prédictive positive
EG: extraits globaux VPN: valeur prédictive négative




1.3 Analyse guantitative

Une surestimation des fractions allergéniques se retrouve dans Pensemble du groupe
positif puisque les IgE spécifiques sont deux & trois fois supérieures aux extraits globaux.
Cela signifie qu’il y a probablement une surestimation de la valeur des allergénes
moléculaires par rapport aux extraits globaux (Tableau 22). En cas de valeurs limites
d’IgE spéeifiques anti-extraits globaux, si les fractions allergéniques moléculaires sont
surestimées, il y a un risque d’avoir des faux positifs. Par exemple, deux patients du groupe
contrdle sont positifs en ce qui concerne les allergénes moléculaires nDer £ 1 et nDer p 1 mais
négatifs (ou limite selon le choix du seuil de positivité) en ce qui concerne les extraits
globaux. Cela pose le probléme d’une éventuelle surestimation du dosage des IgE des

allergénes moléculaires par rapport aux IgE des extraits globaux.

Pour conclure, nous pouvons valider ces allergénes meoléculaires sur différents points

(Tableau 22). Les plus importants semblent étre la trés bonne corrélation observée sur notre
population par rapport aux extraits globaux, les bonnes performances statistiques de ces
tests, méme si leurs surestimations par rapport aux extraits globaux impose d’étre prudent

en ce qui concerne 1’interprétation des positivités pour les valeurs faibles.

2. Elaboration de stratégies diagnostiques et cliniques de ces

tests

2.1 Distinction entre D1 et D2

Nous avons montré dans cette étude une excellente corrélation, proche de 1, entre les
allergénes d’une méme famille moléculaire. De plus aucun cas de type faux D1 positif ou
faux D2 positif n’a été observé. Tout patient positif 2 nDer p 1 le sera 2 nDer £ 1 et il en est de
méme pour la famille 2. Nous avons également montré que d’un point de vue quantitatif, que
les allergénes d’une méme famille moléculaire avaient la méme valeur.

Ces deux domnées signifient que ces allergénes croisent totalement et donc ne
permetient pas de faire la distinetion emire une allergie & Dermatophagoides
preronyssinus ou Dermatophagoides favinae. Ces allergénes moléculaires ne peuvent donc

étre utilisés comme élément de diagnostic d’une allergie exclusive 4 D1 ou D2.
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2.2 Choix des fractions allergéniques a doser en pratique

guotidienne

Les allergenes moléculaires nDer p 1 et nDer f 1 sont des cystéines protéases : ils sont
donc de la méme famille protéique. De méme, nDer p 2 et nDer f 2 appartiennent 4 la méme
famille protéique : ce sont des « epididymal protein like ». En revanche nDet p 1 et nDer p 2
sont des allergenes de famille protéique différente mais de méme famille « allergénique »
c'est-a-dire correspondant au méme extrait global (Dermatophagoides pteronyssinus), tout
comme nDer £ 1 et nDer 2 (Dermatophagoides farinae).

Nous avons montré par I’étude des corrélations que les allergénes moléculaires d’une
méme famille croisaient totalement entre eux, puisque la corrélation est proche de 1 (IV.D.2.1
Distinction entre D1 et D2 page 88). Contrairement 4 ce que nous attendions, la corrélation
entre allergénes du méme extrait global est inféricure & la corrélation entre allergénes de la
méme famille protéique (mais d’extraits globaux différents) qui est excellente (Tableau 17).
Les IgE spécifiques dosées dans les deux cas (nDer £ 1 et nDer p 1 d’une part et nDer £2 et
nDer p 2 d’autre part) sont donc les mémes. Le dosage quantitatif identique, entre allergénes
d’une méme famille protéique, le prouve également. L’hypothése la plus probable qui peut
8tre envisagée est que les protéines d’une méme famille ont des épitopes communs qui
croisent totalement. Cela signifie qu’il n’est pas nécessaire d’utiliser les quatre fractions
allergéniques, mais qu’une seule de chaque famille suffit, c'est-a-dire de la famille 1 (nDer p
I ounDer £ 1) et de la famille 2 (aDer p 2 ou nDer f 2) suffit (Figure 18). Nous avons par
ailleurs démontré que Pon pouvait indifféremment choisir un allergéne moléculaire de chaque
famille moléculaire.

Par I’étude des sensibilités, nous avons également montré qu’il y avait un intérét 3
doser une fraction allergénique de la famille 1 en association avec une fraction allergénique
de la famille 2. Cette association permet d’obtenir un gain de sensibilité non négligeable, peu
importe les fractions choistes. Cet élément rejoint les résultats de 1’étude de Pittner et al. qui a
moniré que plus de 90% des patients allergiques aux acariens seraieat diagnostiqués en

utilisant les fractions allergéniques nDer p 1 et nDer p 2.
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2.3 Détermination des spectrotynes : identification des

patients monosensibilisés

La réalisation de dosages d’Igk spécifiques dirigées contre les allergénes moléculaires
en deuxiéme intention lorsque les extraits globaux sont positifs pourrait permettre d’identifier
les différents spectrotypes et en particulier le profil de patients monosensibilisés & une seule
famille protéique (famille 1 : nDer £ 1 et nDer p 1 + mais nDer £ 2 et nDer p 2 -, ou famille 2 :
nDer [ 2 et nDer p 2 + mais nDer £ 1 et nDer p 1 -) (Figure 18). Nous avons mis en évidence
dans cette étude, des patients monosensibilisés (23% des positifs) aux allergénes des familles
lou2.

L’intérét de I’identification de ces patients est double. D’une part il a été déerit que les
patients monosensibilisés ont une sévérité clinique moins importante que les patients
polysensibilisés (8,63,65). Nous n’avons pas pu vérifier cette donnée car nous manquions de
tenseignements cliniques, mais ce point serait intéressant 4 vérifier dans une étude future.

D’autre part, 'ITS telle qu’elle est réalisée actuellement (c'est-a-dire avec des extraits
globaux) risquerait de sensibiliser ces patients 4 des fractions auxquelles ils n’étaient pas
sensibilisés auparavant (37,38,63). Ces patients sont des candidats potentiels a4 une
désensibilisation ciblée par la famille d’allergénes auxquels ils sont sensibilisés. Le suivi de
Iefficacité de cette désensibilisation pourrait étre réalisée par la réalisation du dosage des Igh
spécifiques de la fraction allergénique utilisée pour P'ITS et du dosage des IgG4

correspondantes.

3. Réactions croisées

La tropomyosine est considérée comme un panallergéne chez les invertébrés
(154,155). La tropomyosine joue un role important dans allergie alimentaire aux crustacés,
mais elle serait plutdt considérée comme un allergéne mineur dans ’allergie respiratoire aux
acariens (156). La tropomyosine pourrait donc avoir un intérét dans l’identification de
réactions croisées dans 'allergie aux acariens.

Dans le cas de discordances entre le dosage des IgF des extraits globaux et des IgF des
allergénes moléculaires majeurs, le dosage de la tropomyosine de crevette (nPen a 1) a &té
réalisé, Dans 5 cas, au moins un des deux extraits globaux étaient positifs alors que les
allergénes moléculaires étaient négatifs. C’est dans ce cas que théoriquement la tropomyosine
aurait le plus d’intérét. Llle n’était positive que pour le cas 29, mais c¢’est le seul de ces 5

patients a présenter également des signes d’allergie alimentaire (dermatite atopique).
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Ceite positivité permet d’expliquer la présence d’extraits globaux positifs mais saus
fractions allergéniques majeures positives, En effet les extraiis globaux des acariens
contiennent de la tropomyosine & acarien (Der p 10 pour D1 et Der § 10 pour D2) qui peut
croiser avee la tropomyosine de crevette (Pen a 1). Au vu de ces résuliats, la tropomyosine
semble intéressante pour tenfer d’élucider les réaciions croisées mais elle ne permet que d’en
expliguer une faible part (un cas sur 5). Cependant elle garde son intérét en cas d’allergie
alimentaire associée (Figure 18). Pour les 4 auires cas il aurait pu étre intéressani de tester
d’autves fractions allergéniques des acariens précédemment décrites dans ce mdmoire mais

non commercialisées a ce jour.
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Tableau 23: corrélation entre les tests cutanés et les IgR spécifiques

NS : corrélation non significative (p>0,05)

Coefficient de
corrélation de
Spearman

TC E1/TC ES 0,35
TCE1/E1L 0,35
TC E5/E5 0,29
TC ES/E2 NS
TC El/nFel d 1 0,3
TC El/mFel d 2 NS
TC ES5/nCan f 1 NS
TC ES/mCan f3 NS

Population globale
N=25
. [ .
1
- El+
I1gE spécifiques E5et/ou B2 +
extrait global N=24
— - 1 i 3/
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cutands N=10 N=6 N=7 N=[
| ] i i
r i et P Sy 57
nPeld 1+ nFeld 1+ nFeld 1 + nFeld 1+ nFeld 1+ nFeld 1+ nFeld 1 +
Allergénes £ nCanf 1+ nCanfl-+ nCanf 1+ nCanf 1+ nCanf I + nCanf 1+ nCanf 1+
molécutaires | nFeld 2 nFeld 2+ nFeld 2 - nFeld 2+ nFeld 2 — nFeld 2 nFeld 2 —
nCanf3— nCanf3+ nCanf3 — nCanf3+ nCanf3— nCanf3— nCanf3—
7 i l ! e
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Autre N=3 Autre N=2 Autre n=8

Figure 19: arborescence population chat-chien

El : extrait global du chat, E2, E5 : extraits globaux du chien, TC : test cutané,

Chat : allergie au chat, Chien : allergie au chien, Autre : autres pneumallergénes (non mammiféres)
Seuil de positivité des IgE spécifiques > 0,35 kU/I



E. Résulint de ln population chat et chien

1. Validation des allergénes moléculaires

1.1 Test de corrélation

(1) Tests cutands et extraits globaux

Fn ce qui concerne e chat, la corrélation (Tableau 23) entre les tests cutanés (1C E1)
et les exiraits globaux (E1) est significative mais moyenne voire faible (coefficient de
corrélation de Spearman rho=0.35). Pour le chien, la corrélation est faible entre TC E5 et ES
{rh0=0.29), Il n’y a pas de corrélation entre TC 5 et E2.

(2) Tests cutanés et allergénes moléculaires

La corrélation entre les allergénes moléculaires et les tests cutands est faible pour le
chat (TC El/nFel d 1: rho=0.30) et du méme ordre de grandeur que pour I'extrait global
(TCE1/E1) (Tableau 23). Il n’y a pas de corrélation pour le chien entre TC E5S/nCan f 1. La
cotrélation entre les tests cutanés et albumine (TC El/nFel d 2 et TC E5/nCan { 3) est

également non significative.

(3) Evaluation des fests cutanés

Au vu des corrélations trds basses enire les tests cutanés et les Igh spéeifiques des
extraits globaux et des allergénes moléoulaires, nous avons &tudié la relation entre les tests
cutanés et la situation clinique des patients.

Lorsque les tests cutands soni posiiifs pour le chat et le chien (v=10/25 soit 40%), les
patients sont allergiques au chat (2/10), au chien (2/10), au chat et au chien (3/10) ou 2
Fautres pnewmallergénes que les mammiféres (n=3) (Figure 19). Lotsque les tests cutanés
o positifs pour le chat uniguement (n=8/25 soit 32%), les patients sout allergiques au chat
(=4}, au chat et an chien (0=3) ou & d’autres pneumatlergdnes que les mammaitdres (n=1).
Pour un seul patient sur 25 (soit 4%), les tests cutands gsont positifs powr le chien unignement,
ce patient est allergique an chat. Hafin lovsque les deux fests cutanés sont négatifs (0=6/25),

les patienis sont allergiques au chai (n=1), au chien (n=1), au chat ot au chien (p=1) ou 2
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Tablean 24: corrélation entre extraits globaux et allergines moléculaires

Coefficient de corrélation
de Pearson
BA/E2 0,42
E1/ES 0,31
K2/ES 0,61
El/nFeld1 #,98
El/mfeld?2 NS
HESfaCan £1 6,93
E2/mCanfi 0,52
ESmCan £3 NS
E2/mCan £3 NS
el d 1/ukel d 2 NS
nCan f 1/mCan £3 NS
BCan f i/mFelg 1 NS
nFel d 2/mCan £3 0.85
niel d 1/mCanf3 NS
nFeld 2/mCanfl NS
®] s o] v=13646x + 11,286
w1 y=1,02x + 0,7863 5 o B R? = 0,1605
Y R? = 0,9542 500 >
S el £ :
= il ¥ = 2,2587x + 2,7606
8" £ "] R? = 0,8268

0 a0 50 [t} o 4

extrait globat de chien (kKUN)

E1 (kU +ESvenCanf1 = E2vsnCanf1
Figure 20: droite de régression entre extrait global et allergine moléculaire
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R* = 0,8804
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Figure 213 drofite de végression entre les dewx atbumines




d’avires poeumallorgdnes que les mammifdres (6=3). Tous les cas de figures sont donc

possibles quelque soit la positivité des deux tests cutangs.

(4) Extraits globaux et allergénes moléculaires

La corrélation entre les deux exivaits globaux de chien (squames : BS et épithélivm :
F2) est significative ot moyenne voire bonne (tho=0.61) (Tableau 24). La corrélation entee les
extraits globaux du chien (B2 ou ES) et du chat (1) est moyenne voire faible: 0.3<tho<0.4.
En revanche, la corrélation entre Pextrait global de chat (E1) et allergéne majenr du chat
{nFel d 1) est excellente ot significative (tho=0.98) (Tableau 24). En ce qui concerne le chien,
la corrélation est excellente entre un des deux exiraits globaux (ES) et Pallergéne majeur du
chien nCan f 1 (tho=0,93) mais pas entre P'autre extrail global (E2) et nCan £ 1 (tho=0,52).
Nous obtenons des résultats similaires avec les coefficients de régression (Figure 20) -
Il n’y a pas de corrélation entre extrait global et Palbumine, qui est un allergene
mineur du chat et du chien (c'est-a-dire El/nFel d 2, E2/nCan £ 3 et E5/nCan { 3) (Tableau
24).

(5) Allergeénes moléculaires entre eux

1l n’y a pas de corrélation significative entre les allergdnes majeurs et mineuss, ¢'est-a-
dive nFel d 1/oFel d 2, nCan £ 1/nCan £ 3, nFel d 1/nCaa £3 et nCan f 1/n¥Fel d 2 (Tableau 24).
1] 7’y a pas non plus de corrélation significative entre les deux allergenes majewrs nFel d 1 et
nCan £ 1. Seule la corrélation entre les deux albumines (nFel d 2/nCan £ 3) est irés bonne et
significative (tho=0.85). Ces résultats soni confirmés par le coefficient de régression (Figure
21).

1.2 Caractéristioues statistiques des fests et conaparaison des

positivités

Dans cotte dtude, il n’est pas possible d’estimer la sensibilité, la spéeificitd ainsi que
los VPP et les VPN car nous wavons pas de population témoin. Mais Péiude de la
concordance perraet d’en avoir une approche indirecte.

Lorsque B1 est positif, nFel 4 1 est épalement positif dans 25 cas sur 23 (soit 100%)
{(Figure 19). De méme, lovsque B2 on BS est positif, nCan £ 1 ost dgalernent positil dans 24
cas sur 24 (soit 100%). Cependant lorague T2 of BS sont négatifs, nCan {1 est fhussement

postiif, sans clinique associés, dans un cas suwr 25 (soif 4%). La concordance pour ces deux
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- Population globale
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Figure 22: répartition des spectrotypes en fonction des résultats de la positivité des

extraits globaux
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Figure 23: comparaison quantitative entre les IgE spécifiques anti-extrait global

et anti-allergéne moléculaire



fractions allergéniques peut donc étre évaluée & 100% pour le couple El-nFel d 1 et 96% pour
le couple E2/ES-nCan £ 1.

Quand nous analysons les positivités des extraits globaux du chien, on s’apergoit que
deux types de profils existent : soit E5 et E2 sont positifs, soit seulement ES est positif et E2
est négatif. Au sein de ces groupes, différents profils cliniques sont possibles.

Si ensuite, nous confrontons les exiraits globaux aux fractions allergéniques, lorsque
E2 est négatif, Palbumine nCan f 3 est positive dans 0 cas sur 15 et les guatre types de
situations clinigues sont renconirées (allergie au chat et/ou au chien, allergie 4 un auire
pnecumallergéne) (Figure 22). En revanche, lorsque E2 est positif, Palbumine est positive
dans 40% (4/10) des cas et la encore les quatre profils sont observés dans les mémes
proportions. Pour les 6 autres patients, ils sont soient allergiques au chien, soient allergiques

au chat et au chien, soit allergiques & un autre pneumallergéne.

1.3 Analvse gquantitative

Nous avons comparé quantitativernent les dosages sériques des IgE spécifiques des
extraits globaux par rapport aux fractions moléculaires. En moyenne, ’allergéne moléculaire
nCan f 1 est trois fois plus élevé que I’extrait global E5 (19.35 vs 7.34, p<0.001) (Figure 23).
En revanche, il n’y a pas de différence significative entre le taux d’IgE spécifiques anti-nFel d
I et le taux d’IgE spécifiques anti-E1 (27.73 vs 26.36, p=0,55). La différence est limite de
significativité entre le taux d’IgE spécifiques anti-nFel d 1 et le taux d’IgE spéeifiques anti-
nCan £1(27.73 vs 19.35, p=0,07).

2. Intéréts cliniques

2.1 Distinction entre sensibilisation et allergie

Le terme de sensibilisation est utilisée pour désigner la présence d’Igk a la surface du
polynucléaire basophile et du mastocyte, ce qui peut &ire mis en évidence par les dosages
d’IgE spécifiques ou de tests cutanés. En revanche, le terme d’allergie est employé lorsque
des manifestations cliniques sont observées.

Dauns cetie population, 28% (7/25) des patienis sont allergiques au chat uniquement
(Figure 24). Tous ces patients sont positifs en extrait global F1. Iis sont également positifs en

allergéne majeur nFel d 1 dans tous les cas. Un patient sur 7 est positif en albumine nFel d 2.
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Population globale
N=25

N=7

Chatuniquement |

El+

| Chien uniquement |

N=3

E5 et E2 +: N=2/3
E5+etE2 - : N=1/3

nFel d 1+: N=7/7
nFel d 2+: N=1/7

nCan f 1+: N=3/3
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Clinique IgE spécifiques IgE spécifiques

extraits giobaux allergénes moléculaires

Figure 24: positivité des IgE spécifiques en fonction de la clinigue

Chat : allergie au chat, chien : allergie au chien

Tableau 25 : cas particuliers

_ Det/ De5/
cas | clinique HIST E1 \nFeld1 {nFeld2 HIST E5 | E2 [nCanf1 |nCanf3
2 00 |21 1,83 1,57 02 [951]252 49,2 2,56
réactions 20 chien 0,8 (429 35,6 3,03 08 [1,74{256 2,74 2,48
croisées 23]  chat 05 [622] 759 0,759 0,8 [0,83]0,93 1,22 0,968
25 0,3 [662f 67,3 0,387 00 [17,8]0,91 67,9 0,612
faux + nCanf1} 14 chat 0,7 16 15,9 0,08 0,0 |0,341031 0,44 0,24

En gras : les valeurs supérieures au seuil de positivité (0.35 kU/)
Ll/hist : ratio entre le test cutané avec Iexirait global E1 et le témoin positif (histaminc)
ES5/hist : ratio entre le test cutané avec extrait global E1 et le témoin positif (histamine)



De méme, 12% (3/25) des patients sont allergigues au chien uniquement : fous sont
positifs avec au moins un des deux extraits globaux du chien. Tous sont positifs également
avec la fraction allergénique majeure nCan f 1. Un patient sur trois est positif avec ’albumine

nCan £ 3.
28% (7/25) sont allergiques a la fois au chat et au chien : tous sont positifs avec les
extraits globaux E1 et E5. Iis sont également tous positifs avec les deux fractions majeurs

nFel d 1 et nCan £ 1. Un patient sur 7 est positif avec ’albumine.

2.2 Les différents spectrotypes

(1) Cas général

Chez les 24 patients (96%) qui ont des IgE spécifiques positives dirigées contre
I’extrait global de chat et au moins un des deux extraits globaux de chien, deux spectrotypes
sont observés, Le cas général correspond & un profil de patient monosensibilisé : seuls les
allergénes majeurs sont positifs (n=20) (Figure 25). Pour 4 patients, toutes les fractions
allergéniques sont positives, c'est-a-dire les allergénes majeurs et 1’albumine : cela correspond
4 un profil de patients multisensibilisés.

Pour les patients monosensibilisés, 30% sont allergiques au chat et an chien, 25% de
ces patients sont allergiques au chat uniquement, 10% sont allergiques au chien uniguement et

35% ne sont allergiques & aucun mammifére (cf Annexe 1V).

(2) Patients multisensibilisés

Les 4 autres patients ont des IgE spécifiques dirigées contre les trois extraits globaux
et sont positifs vis-a-vis des allergénes majeurs du chat et du chien, mais aussi des deux
albumines (Figure 22 et Figure 25). C'est-a~dire qu’ils sont positifs pour les 7 dosages d’IgE
spécifiques sur 7. Un patient sur 4 est allergique au chat uniquement avec les deux tests
cutanés positifs (Figure 25). Un patient sur 4 est allergique au chien uniquernent avec les deux
tests cutanés positifs. Un patient sur 4 est allergique au chat et au chien avec aucun des deux
tests cutanés positifs. Et enfin un patient sur 4 n’est allergique 4 aucun mammifére et n’a pas
de tests cutanés positifs.

S1 nous comparons les moyennes des IgE spécifiques des fractions moléculaires

majeures entre le groupe albumine positif (polysensibilisés) et le groupe albumine négatif
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Figure 25: les différents spectrotypes de la population chat-chien

Chat : allergie au chat, chien : allergie au chien, autre : autres pneumallergénes




(monosensibilisés), nlel d 1 est plus élevé dans le groupe albumine positif (45,16 vs 24,4) et
il en est de méme pour nCan 1 (30,26 vs 17,27).

De plus dans leur spectrotype individuel, les patients multisensibilisés ont des taux
d’Igk spécifiques dirigées contre les fractions allergéniques majeures trés élevés (>35 kU/)
par rapport aux albumines. Dans un cas (cas 25), nCan ' 1 et nFel d | sont du méme ordre de
grandeur et largement supérieurs a 'albumine. Dans les trois autres cas, un des deux
allergénes majeurs (nCan £ 1 pour le cas 2 et nFel d I pour les cas 20 et 23) est largement

supérieur a I’autre allergéne majeur et & I"albumine (Tableau 25).

(3) Faux positif de nCan f 1

Un patient (cas n°1) est positif avec I’extrait global du chat mais négatif avec les deux
extraits globaux de chien (Figure 25). Ce patient a des IgE spécifiques dirigées contre les
allergénes majeurs du chat (nFel d 1) et du chien (nCan f1), mais pas contre les deux
albumines. Seul le test cutané du chat est positif (Figure 19). Il présente des signes cliniques
d’allergie au chat (toux et asthme intermittent) mais pas d’allergie au chien. Il s’agit donc

d’un faux positif de nCan £ 1.

3. Identification de réactions croisées

3.1 Distinction enfre I’allergie au chat et an chien par nFel d

TetnCanfl

Tous les patients (25/25) sont positifs en IgE spécifiques anti-nFel d 1 et anti-nCan f 1,
dont 28% (7/25) sont allexrgiques au chat uniquement, 12% (3/25) sont allergiques au chien
uniquement, 28% (7/25) sont allergiques au chat et au chien et 32% sont allergiques a d’autre

pneumallergénes que des mammiféres.

Nous avons cherché & évaluer si la prédominance d’une fraction moldculaire par
rapport a une autre permettait de savoir si le patient est allergique au chat, au chien, au chat et
au chien ou & un autre pneumallergéne.

Quand une des deux fractions allergéniques majeures est plus de deux fois supérieure
a I'autre fraction allergénique majeure, toutes les situations cliniques sont rencontrées.

Lorsque c’est la fraction nCan £ 1 qui prédomine (4 patients sur 25 soit 16%), les patients sont
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allergiques au chat dans un cas sur 4, les autres patients (3 patients sur 4) étant allergiques a
un autre pneumallergéne que les mammiféres.

De méme lorsque nFel d 1 prédomine (13 patients sur 25 soit 52%), les patients sont
allergiques au chat dans 46% des cas (6/13), au chien dans 8% (1/13), au chat et au chien dans
31% (4/13) et a un autre pneumallergéne que les mammiféres dans 15% des cas (2/13).

Lorsqu’aucune des deux fractions ne prédomine (8 patients sur 25 soit 32%), aucun
patient n’est allergique au chat uniquement, un patient sur 8 est allergique au chien
uniquement, 3 patients sur 8 sont allergiques au chat et au chien et deux patients sur 8 sont

allergiques a d’autres pneumallergénes.

3.2 Distinction entre Pallergie au chat et au chien par

1’albumine

L’albumine est positive dans seulement 4 cas sur 25 (soit 16%) (Tableau 25). Lorsque
PPalbumine de chat est positive, I’albumine de chien 'est également et inversement. Chez les
patients positifs en albumine, les deux allergénes majeurs le sont également. Les tests cutanés
sont négatifs chez deux patients sur 4 (50%) : un patient est allergique au chat et au chien,
Pautre patient est allergique a un autre pneumallergéne (Figure 19 et Tableau 25). Pour les
deux patients ayant des tests cutanés positifs, ’un est allergique au chien et I’autre au chat.

Pour ces 4 patients, la différence entre le taux d’IgE spécifiques anti-n¥Fel d 2 et d’anti-
nCan f 3 n’est pas significative (p=0,3). Il en est de méme dans la population globale

(p=0,10).
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F. Discussion sur ln population chat et chien
1. Validation des allergénes moléculaires
1.1 Coryélation

(1) Par rapport aux tesis cutanés

Nos résultats retrouvent une corrélation moyenne a faible entre les tests cutanés et le
dosage des IgE spécifiques concerndes, avec une performance néanmoins légérement
supérieur pour le chat (Tableau 23). Nos résultats sont similaires a ceux retrouvés par Chinoy
et al. Ils ont montrés dans leur étude une corrélation moyenne entre les tests cutanés El et les
IgE spécifiques (Phadia®) dirigées contre Pépithélium de chat El, et une faible corrélation
entre les tests cutanés ES5 et les IgE spécifiques dirigées contre les squames de chien E5 (150).
Schuetze et al. n’ont montré aucune corrélation que ce soit pour le chien ou pour le chat entre
les tests cutanés et le dosage des IgE spécifiques concernées (152).

Nos résuliats retrouvent également une faible corrélation voire une absence de
correlation entre les résultats des tests cutands et le dosage des fractions allergéniques
moléculaires. Nous n’avons pas pu comparer ces données avec la littérature car nous n’avons
trouvé aucun article sur le sujet, probablement du fait de la commercialisation trés récente de
ces fractions allergéniques.

Ce ne sont donc pas des éléments en faveur de la validation de ces allergénes
woléculaires, mais elle ne Pexclut pas non plus, d’autant plus que les performances de ces
allergénes moléculaires sont proches de celles des extraits globaux et surtout que les tests

cutanés sont eux-mémes trés mal corrélés 4 la situation clinique,

(2) Lxtraits globayx et allergénes moléculaires

Notre ¢tude montre une excellente corrélation entre les IgF spéeifiques dirigées conire
Pextrait global E1 et nFel d 1 (Tableau 24). Gréntlund et al. ont monteé des résuliats plus
faibles dans leur éinde réalisée sur une population de patients allergiques au chat: la
corrélation ¢tait seulement bonne entre le dosage des IgE spécifiques de Pexirait global et rFel
d 1 (produit dans £. coli, technique maison) (157). Cette 1égére différence peut s’ expliquer
par la différence de technique utilisée pour le dosage des IgE spécifiques: la technigue

Siemens® semble avoir une performance supéricure  leur technigue,
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Notre ¢tude montre également que nCan f 1 est trés bien cortélé & E5, mais pas 4 E2.
E2 correspond & un extrait global d’épithélium de chien. ES est un extrait global de squames,
c'est-a-dire qu’il contient & la fois de I’épithélium et des phanéres. Il contient donc une plus
grande quantit¢ d’allergéne nCan f 1 que Iextrait global E2, ce qui explique la nettement
meilleure corrélation de nCan £ 1 avec BS (132).

La tr¢s forte corrélation des extraits globaux avec respectivement nFel d 1 et nCan £ 1
est un résultat logique car ces deux allergénes sont des allergénes majeurs. Ils sont connus
pour avoir des taux de sensibilisation trés important chez Pallergique au chat (80% pour le
nkel d 1) et au chien (environ 80% pour nCan £ 1) (12,88-91). Ils jouent un rdle prépondérant
dans ces deux allergies. Sur ce point nous pouvons donc valider Putilisation de ces

allergénes moléculaires par rapport aux extraits globaux.

A Pinverse, il n’y a pas de corrélation entre les deux extraits globaux et les albumines.
La encore ce résultat n’est pas surprenant car [albumine est un allergéne mineur dans
allergie au chat ou au chien avec une prévalence de sensibilisation inféricure 4 35% dans les

différentes études de 1a littérature (117,11).

(3) Allergénes moléculaires enire eux

IIn’y a pas de corrélation entre les deux allergénes majeurs (nCan f 1 et nFel d 1). Ce
résultat semble logique puisque ces deux allergénes n’appartiennent pas & la méme famille
moléculaire. nCan £ 1 est une lipocaline et nl'el d 1 est une utéroglobine.

La corrélation entre les IgE spécifiques dirigées contre les deux albumines est
excellente. Ce résultat était attendu puisqw’il s’agit d’allergénes appartenant & la méme famille
moléculaire, connues pour leur homologie (¢f I1I.C.2.3 I’albumine page 78).

II'n’y a pas non plus de corrélation entre les allergénes majeurs et I’albumine (nCan £
1/nCan £ 3, nCan f [/nFel d 2, nFel d 1/nFel d 2, nFel d 1/nCan f 3). Ce résultat était attendu
puisque d’une part ces allergénes appartiennent 4 des familles moléculaires différentes, et que
d’autre part certains sont des allergénes majeurs (nCan f 1 et nFel d 1) et d’autres sont des
allergénes mineurs (nCan {3 et n¥el d 2).

La corrélation entre allergénes de méme famille moléculaive, et Uabscnce de
corrélation entre les anires allergénes est un élément en faveur de la validation de ces

fractions allergéniques.
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1.2 Estimation de la concordance et comparaison des

positivités

Dans notre étude, la concordance est excellente pour le couple El-nFel d 1 et tres
bonne pour le couple E2/ES-nCan f 1. Sur la population étudiée tous les patients ayant des
IgE spécifiques positives pour Pextrait global E1 avaient aussi des IgE spécifiques positives
pour I’allergene moléculaire nFel d1. En ce qui concerne le chien, tous les patients ayant des
[gh spécitiques positifs pour Iextrait global ES et/ou E2 avaient aussi des IgE spécifiques
positifs pour 'allergéne moléculaire nCan f1. Ces résultats reflétent une bonne sensibilité et
spécificité de ces deux fractions par rapport aux extraiis globaux, Ces résultats sont similaires
a ceux d’une étude réalisée chez des patients ayant des IgE spécifiques de 1’épithélium de chat
positives (nFel d 1, technique maison) (11). Du fait du réle d’allergéne majeur de Fel d 1
et de Can f 1 dans Dallergie au chat et au chien, cette excellente concordance nous

permet de valider ces fractions allergéniques.

1.3 Analvse quantitative

Notre étude met en €vidence une surestimation de la fraction allergénique nCan £ 1 par
rapport a I’extrait global ES. Nous avons d’ailleurs un cas, ol extrait global de chien est
négatif (mais proche du seuil de positivité), avec des IgE spécifiques anti-nCan f 1 1égérement
positives. Ce cas semble étre un faux positif de nCan f 1 (patient allergique au chat). Cette
donnée signifie qu’en cas d’exirait global E5 négatif mais proche du seuil de positivité,
I’allergéne moléculaire nCan f 1 risque d’8tre surestimé et donc de donner des faux
positifs (Tableau 26). Cet élément est & prendre en compte dans 'interprétation des positivités
pour les valeurs faibles.

En revanche dans notre étude nous montrons que le taux d’IgE spéeifiques anti-nFel d
1 est ¢équivalent & celui des IgE spécifiques anti-E1, contrairement & Grénlund et al., qui
montrent un taux de rFel d 1 (produit dans E. coli, dosage des IgE spécifiques par une
technique maison) augmenté de 30% par rapport 4 extrait global (157). Cette discordance peut
étre expliquée par la différence du mode de production de I’allergéne moléculaire (naturel
purifi¢ dans notre ¢tude et non recombinant) ainsi que par la différence de technique utilisée
pour le dosage des Igh spécifiques.

Pour conclure nous pouvons valider ces allergénes moléenlaires sur différents
points : les plus importants nous semblent étre, [a corrélation excellente vis-a-vis des extraits

globaux et I'excellente concordance des deux allergénes moléculaires majeurs avec les
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extraits globaux cortespondants, méme si la surestimation de nCan f 1 par rapport & Uextrait
global E5 implique d’étre prudent en ce qui concerne I'interprétation des positivités pour les

valeurs faibles (Tableau 26).

2. Elaboration de siratégies diagnostiques et cliniques :

identification des différents spectrotypes

2.1 Distinction entre sensibilisation et allersie

Nous avons montré que les fractions allergéniques majeures nFel d 1 et nCan f 1 sont
positives ausst bien dans les cas de sensibilisation (c'est-a-~dire par exemple, extrait global El
positif chez un patient qui n’est pas allergique au chat) que dans les cas de réelle allergie
(c'est-a-dire par exemple, extrait global E1 positif chez un patient allergique au chat). Ces
tests me permettent donc pas de répondre 2 une question essentielle : est-ce une

sensibilisation ou une allergie ?

2.2 Identification des différents spectrotypes

La réalisation du dosage d’IgE spécifiques dirigées contre les allergénes moléculaires
en deuxiéme intention lorsque les extraits globaux sont positifs permeitraient d’identifier les
diftérents spectrotypes, et en particulier ceux que nous avons mis en évidence dans cette
¢tude : soit des patients monosensibilisés a nFel d 1 et nCan f 1, soit des patients sensibilisés
aux quatre fractions allergéniques c'est-a-dire aux albumines en plus.

Il s’agit de patients polysensibilisés et non pas de patients sensibilisés de facon
prédominante & 1’albumine. En effet, nous montrons dans notre étude, que les taux en IgE
spécifiques anti-allergénes moléculaires majeurs nCan f 1 et nFel d 1 sont supéricurs de
maniere significative a ceux des IgE spécifiques anti-albumine dans ia population de patients
positifs en IgE spécifiques anti-albumine. Ce résultat confirme ceux de van Ree et al., qui ont
monirés dans feur étude que seulement 2% des allergies au chat étaient expliquées par une
sensibilisation exclusive a D'albumine (11). Les patients de nolre étude sensibilisés a
Palbumine ont done un profil de patients polysensibilisés.

L’intérét d’identifier les différents spectrotypes est potentiellement double : identifier
les patients qui ont le plus de risque d’avoir des manifestations cliniques sévéres et ceux qui

ont le plus de chance de pouvoir bénéficier d’une I'TS adaptée.
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Il a été ainsi déerit que les patients sensibilisés & I’albumine avaient des réactions plus
séveres que les patients monosensibilisés (158). Nous n’avons pas pu vérifier cette donnée
car nous manquions de renseignements cliniques mais il serait intéressant de vérifier ce point
dans une étude future. Néanmoins dans notre étude, les patients sensibilisés a ’albumine
avaient ¢galement des IgE spécifiques anti-nFel d 1 et/ou anti-nCan £ { plus élevées que la
population globale.

IY’autre part les patients monosensibilisés a nFel d 1 (et nCan f 1) pourraient étre des
candidats a une ITS réalisée non pas avec des extraits globaux (comme c’est le cas
actuellement), mais avec des fractions allergéniques moléculaires telles que Fel d 1. Un

certains nombres de protocoles de ce type sont déid en cours d’évaluation clinique.
y q

Nous avons montré un élément intéressant concernant ’extrait global B2, bien qu’il
apporte peu d’informations en ce qui concerne le diagnostic d’une allergie (car tout patient
positif en extrait global E2 est déja positif en extrait global E5). Si lorsque I’extrait global E2
est négatif, aucun patient n’est sensibilisé 4 I’albumine, lorsque Pextrait global E2 est positif,
'albumine Pest également dans 40% des cas. E2 pourrait done avoir un intérét clinique

pour distinguer les patients monosensibilisés des patients polysensibilisés.

3. Identification des réactions croisées: distinction entre

I’allergie au chat et au chien

3.1 Par les allergénes majeurs nFel d 1 et nCan {1

Dans une situation clinique relativement fréquente, les tests cutanés du chat et du
chien ainsi que les Igh spécifiques anti-extrait global de chat et de chien sont positifs en
méme temps. La question qui se pose alors est de savoir si le patient est allergique aux deux
animaux ou seulement a un (Pinterrogatoire ne permet pas toujours de trancher),

Dans notre étude tous les patients sont 4 la fois positifs en IgE spécifiques anti-nFel d
1 et anti-nCan f 1. Mais différentes situations cliniques sont observées : allergique au chat
uniquement, au chien uniquement, au chat et au chien, ou 4 un autre pneumallergéne. Cela
signifie que ces deux fractions allergéniques croisent totalement. Elle témoigne seulement des
réactions croisées. Ces fractions allergéniques ne permettent pas de faire la distinction entre
une allergie au chat, au chien ou aux deux animaux. Dans I’étude de Spitzauer et al. portant
sur une population de 109 patients allergique au chat et/ou au chien (histoire clinique, test

cutanés et Igk spécifiques positifs), 60% des patients positifs & nFel d1 avaient des IgB
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spécifiques qui reconnaissaient aussi les allergénes majeurs du chien nCan £ 1 et nCan f 2
(technique maison) (145). Les expériences d’inhibition d’immunoblot alors réalisées avaient
mis en ¢vidence des épitopes communs entre les trois allergenes. Ces constatations permettent
de poser I’hypothése d’une allergénicité croisée entre les allergénes majeurs du chat et du
chien (145).

Ces résultats peuvent sembler contradictoires avec la faible corrélaiion que nous
retrouvons dans notre étude entre nFet d 1 et nCan £ 1. Cependant méme si ces deux fractions
sont toujours positives en méme temps, les valeurs peuvent étre trés différentes au niveau
quantitatif (par exemple, pour certains patients nFel d 1 peut étre trés augmenté par rapport a
nCan f'1 et pour d’autres ce peut &tre I’inverse). Ceci explique ’absence de corrélation.

Nous avons également montré qu’il n’y avait pas de lien entre la fraction allergénique
majeure la plus augmentée et la situation clinique du patient : toutes les situations (allergie au
chat, au chien, au chat et au chien ou 4 un autre pneumallergéne) sont rencontrés quelle que
soit la fraction qui prédomine. Par exemple, ce n’est pas parce que les IgE spécifiques anti-
nCan f T sont largement supérieures a celles dirigées contre nFel d 1, que le patient est

allergique au chien.

3.2 Par ’albumine

Comme nous 'avons vu précédemment, [’albumine a été incriminée dans I’association
entre Dallergie au chat et D’allergie au chien, notamment en raison de ["homologie de
structures et de séquences entre les albumines de différentes espéces animales et de la
présence d’épitopes communs (119,145). De plus, les extraits de poils et squames d’animaux
(chat, chien, cheval, ...) contiennent de fortes concentrations en albumine pouvant étre a
'origine de réactions croisées (145,137). Dans notre étude, tous les patients sensibilisés a
’albumine de chat I’étaient également avec I'albumine de chien et inversement. Cette donnée
confirme Pexistence de réactions croisées irés fréquentes entre les albumines de chat et
de chien.

Le probleme 13-encore, avec ces patients positifs en IgF spécifiques anti-albumine, est
que toutes les situations cliniques (allergie au chat, au chien, au chat et au chien, ou & autre
mammifere) peuvent étre rencontrées. L intéréi clinigue de la positivité en IgE spécifiques
anti-albumine pour expliguer les réactions eroisées entre I’ allergie le chat et le chien est
done faible. Car elle ne permet pas de répondre a la question : est-ce qu’un patient allergique
au chat, positif a la fois pour les deux tests cutanés, les deux extraits globaux et en plus
I’albumine, n’est pas allergique au chien (ou inversement)? La réponse est non: le plus

souvent la positivité des IgE spécifiques anti-albumine n’exclut aucune situation.
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Cependant, comme nous Pavons vu précédemment dans ce mémoire, dans certains
cas, I'existence d’une réaction croisée ne peut pas étre expliquée par I’albumine. Dans une
¢tude réalisée en 2007, les auteurs ont mis en évidence dans les extraits de squames de chien,
d’une fraction allergénique (appelée Fel d 1-like) croisant avec Fel d 1, I"allergéne majeur du
chat (118). L existence d’une réaction croisée impliquant des lipocalines a également été
proposée. Il pourrait donc étre intéressant d’étudier ces possibles réactions croisées avec ces

fractions allergéniques.
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V.Conclusion

A. Acarien

Dans cette étude, nous avons montré que les fractions allergéniques natives purifides
Siemens® nDer T 1, nDer 2, nDer p 1 et nDer p 2 pouvaient &tre validées par rapport aux
extrait globaux. Premie¢rement parce que la corrélation est bonne voire trés bonne par rapport
aux tests cutands et aux exfraits globaux. Deuxiémement, parce que les caractéristiques
statistiques de ces tests sont trés bonnes. Cependant d’un point de vue quantitatif, ces
allergénes semblent surestimés par rapport aux extraits globaux, ce qui implique d’en tenir

compte dans [’interprétation.

Nous avons également pu montrer dans cette étude que les allergénes de méme famille
moléculaire croisaient totalement (de part I’excellente corrélation entre allergénes d’une
méme famille moléculaire), ce qui permet de ne doser qu’un seul allergéne pour une méme
famille (nDer £ 1 ou nDer p 1 d’une part, et nDer £ 2 ou nDer p 2 d’autre part). Nous avons
aussi montré qu’il était nécessaire de doser un allergéne moléculaire de chaque famille

rotéique afin d’en augmenter la sensibilite.
p

En revanche, cela signifie également que ces allergénes ne peuvent pas étre utilisés
pour faire le diagnostic d’une allergie exclusive a Dermatophagoides pteronyssinus ou
Dermatophagolides farinae. Ces tests peuvent &tre utilisés en deuxiéme intention (aprés les
extraits globaux) afin de déterminer le spectrotype du patient : patients multisensibilisés ou
patient monosensibilisés (sévérité clinique souvent plus faible mais non démontrée dans cette
étude). Identifier les patients monosensibilisés permettrait également de sélectionner les
patients chez qui une ITS conventionnelle (avec des extraits globaux) risquerait de les
sensibiliser a de nouvelles fractions allergéniques. Chez ces patients il serait plus judicieux de
leur proposer une ITS avec des allergénes moléculaires de la famille auxquels ifs sont

sensibilisés.

“nfin Putilisation de la tropomyosine semble intéressante pour élucider certaines
réactions croisées, notamment chez les patients présentant des allergies alimentaires.
Néanmoins, elle ne permet que d’en expliquer une faible part. Pour les cas ol la tropomyosine
ne permet pas de trancher, le dosage d’autres fractions allergéniques pourrait également &ire

intéressant mais elles ne sont pas commercialisées a ce jour.
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B, Chat et chien

Dans cette étude nous avons montré que les fractions allergéniques purifiées natives
Siemens® nFel d 1, nCan £ 1, nFel d 2 et nCan £ 3 pouvaient &tre validées par rapport aux
extraits globaux car d’une part, la corrélation est excellente entre les allergénes majeurs et les
extraits globaux et d’autre part, la concordance est excellente vis-a-vis des extraits globaux.
Néanmoins il existe une légére surestimation de nCan f 1 par rapport & Iexfrait global S5,
dont il {faut tenir compte dans 1’ interprétation.

L’intérét clinique de ces tests est limité a ce jour car ils ne permettent pas de faire 1a
distinction entre une sensibilisation (avec des IgE spécifiques positives) et une véritable
allergie (se traduisant par des signes cliniques). De plus, ils ne permettent pas non plus de
distinguer une allergie au chat d’une ailergie au chien puisque 'alfergéne majeur du chat
nkel d 1 et du chien nCan £ 1 croisent. En revanche leur dosage peut étre utile afin de
déterminer les spectrotypes des patients et notamment les spectrotypes sensibilisés,
potenticllement associés a une sévérité clinique plus importante comme les patients
sensibilisés & P'albumine (non démontré dans cette étude). Cela permettrait également de
selectionner les patients chez qui une XTS avec une fraction allergénique serait & préférer 4
une ITS conventionnelle (c'est-a-dire avec des extraits globaux).

Enfin Pintérét de I’albumine pour élucider les réactions croisées semble limité.
Cependant I’albumine n’est pas le seul allergéne a &tre impliqué dans des réactions croisées. 11
serait donc envisageable de compléter cette étude par Putilisation d’autres allergénes telles

que Fel d I-like et les lipocalines par exemples.
C. Perspectives

Les résultats de cette étude seraient intéressants & confirmer par unc étude
prospective. Une telle étude permetirait de vérifier les réelles performances statistiques de
ces tests (sensibilité, spécificité, valeur prédictive négative, valeur prédictive positive et
concordance). Elle permetirait également de répondre 4 la question essentielle & laquelle cette
¢tude n’a pas répondu du fait de sa méthodologie (en tout cas pour les acariens) : s’agit-il
d’une réelie allergie on d’une simple sensibilisation sans impact clinique.

Compléter cette étude par une comparaison avee les tests Phadia® trés récemment
commercialisés, recombinant ou naturel purifiés selon les allergénes, serait également

intéressant, tout comme 1’évaluation de nouvelles fractions allergéniques, non encore
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commercialisées a ce jour mais dont Pintéeét clinique semble réel (Fel d 1-like, protéine

BARSE, kallicréine prostatique).
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ANNEXE I: earactéristiques de la population acarien

1 E 3 7 non SA | DA
21 F 6 ou non RC
3 M 4 oul non, RS | SA
4 I 10 oui non RC | SA
S| MJ[ 4 oui non TC DA
[ g 9 oui non Graminée A | DA
TI M| 5 non non RC I Al DA
8 F 6 oui nou TH
9| F 7 ? non (raminde, alt RC
population 10} F 9 ? non Craminée RC | SA
contréke 11| F 2 ? non A | DA
12| M| 4 ? non HR
138 F 2 ? non Chat HRN |HRB
M F 110 oul non Chat, graminée | RConj AA
15{ M| 2 oui 101l Chat Al AA
16| M | 3 7 1ot Graminge, chien | FRN |HRR
17} F il ouli nen SA
| M | 16 ? non Graminée, chat | RS | SA
19! M| 4 oul non CC [ A
200 M| 10 7 non Graminée, latex ; RS | SA
21| F 4 7 non HRB
2] F 9| o oui | Chatboulea, |l
(chien graminée)
23] F 12 oui oul HRB
24| M7 ? oui Chat, Boulean RC | A
25 M| 11 oul oul HEN | SA
26 M| 5 ? cui Graminée, alt RS DA
27| M| 4 ? oni | Graminée, bouleau] RS | SA
281 M 6 oul oui Chat RC i A | DA
2| F |8 ton ouj Chat, chien, | ¢ 1 pen! pa
graminée, bouleau
30 F 5 oui ot Bouleay, chat R |HRB
31 M| 10 ? oui SA
32 M 9 oui oul Graminée, bouleau| RC
33| M} 8 non, oui RC AA
4] M 12 ? oui RC
35: F 13 oui oui Gramings RC |HRB
6| F | 4 oui oui Chion, chat, Al AA
graminée
popufation|{ 371 M | 3 oui oui Graminée HRB} D4
positive | 38| M | 11 7 oui Chat, graminde | RC | A
391 M| 12 oui oui Graminge, chat | RC | 8A
407 F 5 oul oui Chat HRB
41| M| 12 oui oui Chien, chat, 40 1A | aa
bouleau
421 F | 11 oui oui Graminée, chat | RS DA
43| M i 14 ? oul Graminée, chat SA
441 M 3 oui oui RC | SA
451 M | 15 7 oul SA
461 M 5 ? oul TH
471 M 9 ouj oui Graminde, bouleaw! RS | SA
48 M {12 ? oui Bouleau, chat A | DA
49 : F 10 oui oul SA
501 F |18 2 oul Smesy RC
SI| M| 5 ol oul RS
521 M 5 oul ouli HRB
53] M) 8 oul oui Chat A
541 M | 10 ? oui Graminée A | AA
550 M | 7 ? oul AA

R : rhinite, RC: rhinite chronique, RS: rhinite saisonniére, RConj : rhinoconjonctivite, CC :
conjonctivite chronique, HRN : hyperréactivité nasale, HRB : hyperréactivité bronchique,
A+ asthme, SA : asthme intermittent, TH : toux hivernale, TN : toux nocturne, TC : toux

chronique, AA : allergie alimentaire, DA : dermatite atopique
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ANNEXE {I: population acarien, critéres d’inclusion

1 0 0 4 0 0 0 0
2 0 0 3 0 0 0 0
3 0 0 75 |0 0 0 o
4 0 0 35 10 0 0 0
5 | 0 0 5 0 0 0 0
6 0 0 4 0 0 0 0
7 0 0 G 0 0 0 0
3 T 0 0 3 0 0 0 0
5 | o 0 q 0 0 0 0
T30 170 0 7 0 0 0 0
pomf’::f;:” TG 0 0 0 0 0 0
2 | o 0 0 0 0 ND ND
3 |70 0 4 I 0 0.3 0
4 1 0 0 2 0 0 0 0
5] 0 0 2 0 0 0 0
% | 0 0 4 i 0 0 0
71 o 0 5 0 0 0 0
8 | 035 0 3 0 0 0 0
T 0.3 5 1 0 0.2 0.2
20 | 0 0 3 705 1 0.2 0.3
20 | 03 | 01l 6 0 0 0 0
22 | 269 | .13 6 3 35 0.5 0.6
23 | 045 0 3 I 02 0
24 | 07 3 4 3 35 0,3 0.9
25 | 0.4 | 048 i 0 0 0 0
26 | 1.08 | 049 4 113 0 0,4 0
7 T 277 | 167 2 0 0 0 0
28 | 347 | 1.06 515 0 0.3 0
29 | 3,191 3.02 3 0 0 0 0
30 | 474 | 6.46 T |03 0 0.1 0
31 5661 496 2 125 1 13 0.5
2 | 667 | 6.06 4 2 s 0.5 0.6
33 | 6311 iad i o5 1 0.1 0,3
34 1573 | 151 2 |35] 33 1.3 13
35 147 | 124 4 2 2 0.5 0,5
36 | 145 | 121 NG |NC] NG NG NC
37 | 104 ] 65t 8 5 3 0.6 04
population! 38 25,8 i5,9 3 2 3 0,7 1
positive | 730 | 344 | 337 i 7 7 1 0.5
40 | 2710 26 2 3 3 0.8 0,3
41 | 5 50,9 15 |4 35 L1 [
2 [ 36 | 349 55 |11 45 2 0.8
43 | 361 | 504 5 7 1 A 0,8
44 [ 369 | 390 2 0 0 0 0
45 | 417 | 242 3 6 5 3 7
46 | 5231 202 3 7 3 73 I
57 T 35 | 304 3 1 35 0,8 0.7
48 | 67 59 ; 0 3 0 0.5
4 495 377 3 7 6 2.3 2
50 | 662 | 59 R G 0
ST 1 765 1 6Ll p 3 35 0.8 0.6
52 | 64 | 408 7 3 75 0.4 0.4
53 | 540 196 3 n 7 13 0.7
54|01 72.5 4 7 75 T 1,9
55 1 89.4 | 691 5 5 X 0

ND : indéterminé, NC : non connu
TC positif si TC/Témoin > 0.5, IgE spécifique positive si>0.35 KU/
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ANNEXE 111 : population acavien, résultat des extraits globaux et des Igh spéeifiques

anti-allergénes moléeulaires

| NP2 LlnDerf2 1 DL inDerp ITnDerp2 7

i 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

2 0,08 0,08 0,08 (0,08 0,08 0,08

3 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

4 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

5 6,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

6 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

7 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

8 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

9 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
population 10 6,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
contréle 11 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

12 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

13 0,63 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

14 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

15 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

16 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

17 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

18 0,16 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08

19 0,26 0,43 0,08 0,08 0,55 4,08 0,08

20 0,08 0,08 0,08 0,12 0,08 0,08

21 0,18 1,09 0,08 0,35 1 0,08

22 0,6 0,08 0,08 0,63 0,08 0,08 0,08

23 0,08 0,08 0,08 0,77 0,08 0,08 0,08

24 3,75 13,4 0,3 0,96 5,78 0,12

25 0,63 0,08 0,08 1,06 0,08 0,08 0,08

26 3,41 0,96 0,85 1,16 1,46 1,45

27 2,08 0,08 0,08 2.3 0,08 0,08 0,08

28 [,46 4,99 0,11 2,35 4.6 0,47

29 4,53 8,11 0,08 4,07 0,08 0,31 7,05

30 4,35 0,34 21,6 4,46 0,08 11,2

31 3,71 0,25 20,6 5,74 0,08 19,2

32 5,55 0,23 15,6 5,87 0,16 13,9

33 11,6 6,02 231 6,06 5,26 16,6

34 13,8 1,75 32,1 7,34 [ 23,8

35 8,99 0,43 17,8 10,9 0,35 15,5

36 9,54 1,53 23 13 2,4 26,7

37 10,5 55,6 0,22 14,4 54,8 2,43
population{ 38 10,9 0,72 63,5 228 0,19 59,9
posifive | 39 20,4 13,4 0,24 26,9 18,4 03,32

40 22,6 354 66,8 27,1 57,3 66,9
41 30.3 71,9 1,14 27,7 76,1 0,97
42 42,4 80,8 3,08 32,6 73,6 1,29

43 31,3 I,64 4,18 33 1,59 6,19
44 25 30,2 99,6 40,5 33,6 101
45 20,6 16,6 54,1 43,7 17,1 66,7
46 15,5 452 51,7 46,4 52,2 81,5
47 32,9 20,4 73,1 46,6 19,8 77,7
48 483 39,8 77,2 53 37,2 76,2
49 25,4 67,3 0,26 33,9 38,2 1,82
50 44,5 15,5 74,2 54 14,4 81,1
51 37,1 0,82 89,1 39,3 0,45 99,5
52 29,3 15,4 101 69,8 44,4 101

53 19,6 16,9 39,2 74,7 15,7 37,3
54 58,8 58,1 101 81,9 35,8 101
53 78,8 32,8 1¢1 161 32,3 101

D1 extrait global de Dermatophagoides pteronyssinus
D2 : extrait globlal de Dermatophagoides farinae

IgE spéceifique positive si>0.35 kU/]
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ANNEXE IV: population chat-chien et histoire clinique

SORH e Y N - allergéne | jamiligux | T |7 [T SRR
T M 2 ? oul DA AA
2| M 5 ? pollen oui DA SA AA
3| M 9 ? polien oui TN SA AA
41 M 15 ? pollen oui R HRBSA| AA
5| M | 1t chat pollen oui R SA DA
6| M 3 chat chien pollen oui A DA AA
71 M 5 ? pollen acarien oui A AA
8| M | 15 ? pollen fatex ? RCH++
9] M| 6 chat polien latex acarien oui HRN A AA

10| M| 9 chat chien pollen acarien oui T HRB A | DAAA
11| F 14 chat pollen non HRB RC DA AA
12| M 8 ? acarien non HRB SA AA
13| M | 12 chat pollen oul RS HRB

14i F 2 chat non non T SA AA
5| F Il chat pollen ? RC AA
16| M | 10 chien pollen acarien ? SA DA
17 M | 16 chat pollen ? R SA

18] M | 12 | chatchien non ?

191 M | 14 | chatchien acarien cheval 7 HRN HRB DA
200 M 8 chien pollen non RS SA DA
21 F 10 ? pollen non SA DA AA
22| F 5 chat chien pollen non TC A DA AA
23] M | 2 chat non ? A

24| M |12 chat pollen acarien non A DA
251 F 9 chat chien pollen acarien non T DA AA
260 M | 3 chien acarien non SA AADA

R rhinite, RC: rhinite chronique, RS: rhinite saisoniére, RConj: rhinoconjonctivite, CC :
conjonetivite chronique, HRN : hyperdactivité nasale, HRB : hyperréactivité bronchique, A : asthme,
SA : asthme intermittent, T : toux, TH : toux hivernale, TN : foux nocturne, TC : toux chronique, AA :

allergie alimentaire, DA : dermatite atopique
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ANNEXIE V : population chat/chien, critéres de sélection

[ B wifigu

1 10,838 3,76 0

2 | 2,72 10,9 0,5 0 {15 0

3 12,71 4,21 5 010 0

4 1 4,15 0,926 6 4 | 3 0,7

5 | 3,28 |0,11] 1,03 8 815 L

6 | 52 0,716 5 313 0,6

7 | 3,02 1,12 6 010 0

8 | 7,78 0,441 6 3,51 1,5 0,6

91 11,1 0,65 4 510 1,3

10| 13,7 0,48 5 2,51 0 0,5 0
x| 13 1,28 4 70 2 1,8 0,5
12| 16,8 37,3 5 512,58 1 0,5
13} 16,2 8,39 3 2,50 1 0,8 0,3
14 ] 16,4 0,386 3 210 0,7 0
151 16,5 0,369 3 8 0 0
16| 21,6 1,08 2,5 010 0,3 0,3
17| 27,8 4,16 6 L5 2 2,7 0
18 | 42,1 1,27 5 515 1 1
19| 29,8 21,5 8 101 3 1,3 0,4
20 | 39,5 1,61 4 313 0,8 0,8
211 49,8 13,7 3 7 111 2,3 3,7
22 | 59,1 24,6 4 711 1,8 0,3
23| 60,8 0,835 2 1 11,5 0,5 0,8
241 73,2 4,81 6 718 1,2 1,3
25| 69,3 17,9 5 1,51 0 0,3 0
26 | 78,9 36,8 5 31 4 0,6 0,8

TC positif si TC/Témoin > 0.5, IgE spécifique positive si>0.35 kU/
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ANNEXE VI : population chat/chien, résultat des dosages des Ight spéeifiques
N | EJ | ES | E2 |nFeld | |nFeld2 [nCanf1 [nCanf3
110,773,910, 0,79 (0,08 16 0,08
2121195]2,5 1,83 1,57 49,2 2,56
313814104 3,23 0,08 3,78 0,08
4 14110910,2 4,81 0,08 1,73 0,08
5|48 NC|INC| 4,16 NC NC NC
61490701 5,11 0,08 1,18 0,08
7
8
9

531131021 5,38 0,08 0,39 0,08
9510,510,1 7,19 0,08 0,97 0,08
1110,710,1 11,7 0,08 1,67 0,08
10 12 10,410,2 15,4 0,08 2,26 0,12
1y 14 11,310,1 12,9 0,08 3,62 0,08
12 14 | 31 1 0,7 13,5 0,08 74,4 0,08
13/ 15 174102 14,1 0,08 26,1 0,08
141 16 10,3 10,3 15,9 0,08 0,44 0,24
15120 108]0,2] 39,5 0,08 5,42 0,08

16| 20 13,91 0,1 23 0,08 15,2 0,08
17 20 1 0,510,1 23,1 0,08 0,71 0,08
181 39 | 1,1 ] 0,1 40,4 0,08 3,65 0,08
19140 421 1 1,8} 38,1 0,08 29,4 0,08

200 43 | 1,712,6 35,6 3,03 2,74 2,48
21143 | 13 10,3 49,1 0,08 38,8 0,08
22159 124 109} 585 0,08 70,1 0,08
23] 62 10,8109 759 0,76 1,22 0,97
241 65 138104 65,6 0,08 4,43 0,08
251 66 | 18 10,91 67,3 0,39 67,9 0,61
26| 68 | 33 | 1,4] 65,3 0,08 56,4 0,08

E1: extrait globlal du chat, E2 et ES : extrait global de chien, NC : non connu
IgE spécifique positive si>0.35 KU/l
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ANNEXE VIE: comparaison des positivités des extraits globaux et des fractions
allergéniques de Dermatophagoides pteronyssinus et de Dermatophagoides

Jurinae (seuils de positivité 6,35 LU/ et 0,20 KU/)

o Sewil=035 | . Sewml=020

Di+ (n=34)| B1- (n=21) D1+ (n=35) D1- (n=20)

M+ (n=34) | M- (1=21) | M+ (0=34) | M- (n=1) | M+ (m=0) | M- (n=20)
n % i} % it % n | % n % n %

Derpl+Derp2+ [23/34]/68%] 021 | 0% [24/35|69%] 0/35 | 0% | 0/20 | 0% | 020 | 0%

Derpl+Derp2- 1134 12% | 221 [ 10% | 1735 | 3% | 1/3513% 1 020 | 0% | 120 | 5%

Derpl—-Derp2+ | 534 115%]| 028 | 0% | 5/35 [14%| 035 | 0% | 0/20 i 0% | 0720 | 0%

Derpl-—Derp2- | 534 | 15%}19/21| 90% | 4/35 [11%{ 0/35 | 0% | 0/20 | 0% [19/20195%

i Semdl =035 s n b T G w03
D2+ (1=33) D2- (n=22) D2+ (n=34) D2- (n=21)
M+ (=33)| M- (n=0) | M-+ (w=1) | M- {n=21) | M+ (0=33)| M- u=1) M+ (1=1)] M- (w=20)
nf%ian | %|n| % n %l on | % n Y% | n|% | n %

Derfl+Derf2+ |21/33164%)0/331 0% [0/22] 0% | 0722 ] 0% |28/34(82%{ 0/34 | 0% o/21] 0% | /21 | 09

Derfl+Derf2- 1533 [15%|0/33| 0% [0/22] 0% | 2/22| 9% 1/34 | 3% | 134 | 3% [o721] 0% | 1721 | 5%

Derfl—-Derf2+[3/33 | 9% |0/33; 0% {0/22] 0% | 0/22| 0% | 0/34 1 0% | 0/34 | 0% |0/21| 0% § 0/21 | 0%

Der{t —Derf2-§4/33 112%|0/33| 0% |1/22| 5% [19/22|86%| 4/34 [12%| 0/34 | 0% {1/21] 5% | 19721 90%
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RESUME

Les pneumallergénes de I’environnement intérieur les plus fréquemment responsables d’allergie respiratoire sont
les acariens, le chat et le chien. Jusqu’a présent le diagnostic utilisait principalement les extraits globaux (EG),
mais récemment des allergeénes moléculaires ont été développés.

Dans une étude rétrospective (55 patients acarien, 25 patients chat-chien), nous avons testé les fractions
allergéniques, natives purifiées, majeures des acariens (nDer p 1 et 2, nDer f 1 et 2), du chat nFel d 1 et du chien
nCan f 1, ainsi que les allergénes mineurs des acariens nPen a 1, du chat nFel d 2 et du chien nCan f 3. Le but
était de valider ces allergénes par rapport aux EG, d’élucider d’éventuelles réactions croisées et d’élaborer des
stratégies d’indication de ces tests.

La trés bonne corrélation des allergénes majeurs des acariens, du chat et du chien vis-a-vis des EG (rho=0.9),
ainsi que les performances statistiques satisfaisantes des différents tests permettent leur validation. Mais du fait
de réactions croisées, ils ne peuvent faire la différence entre une allergie exclusive 2 D1 ou a D2, ou entre une
allergie au chat ou au chien. Pour les allergénes d’acariens, un seul de chaque famille est suffisant. Ces
allergenes identifient différents spectrotypes, polysensibilisés ou monosensibilisés, et permettent potentiellement
d’évaluer la sévérité clmiciue et de sélectionner les patients candidats a une ITS avec des allergénes moléculaires. ¢
La tropomyosine permet d’élucider certaines réactions croisées (en cas d’allergie alimentaire) & I’inverse de
’albumine. Comparer ces fractions aux allergénes recombinants et évaluer d’autres fractions allergéniques
seraient intéressant.

Mots-clés: allergéne du chat, allergéne du chien, allergéne des acariens, fractions allergéniques moléculaires,

réactivité croisée

MOLECULAR ALLERGENS: STUDY ON A PEDIATRIC POPULATION OF MITES, CAT
AND DOG SIEMENS ® TESTS

SUMMARY

Indoor inhalant allergens most frequently responsible of respiratory allergies are mites, cats and dogs. So far the

diagnosis used mainly the crude extracts (CE), but molecular allergens have been developed.

In a retrospective study (55 mites-allergic and 25 cats and dogs-allergic), we tested major native allergenic
molecules of mite (nDer p 1 and 2, nDer f 1 and 2), cats (nFel d 1) and dogs (nCan f 1), as well as minor
allergens mites (nPen a 1), cats (nFel d 2) and dogs (nCan f 3). The objective was to validate these allergens
compared to the CE, to clear up possible cross-reactivity and to work out indication’s strategies for these tests.
The very good correlation of these tests regarding to EG (tho=~0.9) for mite’s, cat’s and dog’s major allergens
and the satisfactory statistical performances of these tests allow us to validate those tests. Because of cross-
reactivity, they can’t differentiate allergy to D1 from allergy to D2, or allergy to cat from allergy to dog. For
mite’s allergens, only one of the same molecular family is necessary. These allergens make it possible to identify
the different spectrotypes, polysensibilized patients from monosensibilized, and potentially allow to evaluate
clinical severity and select patients candidate to a SIT by molecular allergens. Tropomyosin allows clearing up
some cross-reactivity (in case food allergy). To compare these fractions with the recombinant allergens and to
evaluate of other allergenic fractions would be interesting.

Keywords: cat allergen, cross-reactivity, dog allergen, mite allergen, molecular allergen
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