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Réflexion du naturaliste Georges Louis de Buffon (1707-1788) concernant 
l’existence des cellules spécialisées. « Histoire Naturelle générale et particulière, avec la 

description du cabinet du roi ». 1749 Tome troisième page 387 du format in 8.         

 

 
 
« Nos idées générales ne sont que des méthodes artificielles, que nous nous sommes 
formées pour rassembler une grande quantité d’objets dans le même point de vue. Elles 
ont, comme les méthodes artificielles, le défaut de ne pouvoir jamais tout comprendre, 
elles sont de même opposées à la marche de la Nature, qui se fait uniformément, 
insensiblement et toujours particulièrement; en sorte que c’est pour vouloir comprendre 
un trop grand nombre d’idées particulières dans un seul mot, que nous n’avons plus 
une idée claire de ce que ce mot signifie, parce que ce mot étant reçu, on s’imagine que 
ce mot est une ligne qu’on peut tirer entre les productions de la Nature, que tout ce qui 
est au dessus de cette ligne est en effet animal, et tout ce qui est au dessous ne peut 
être que végétal, autre mot aussi général que le premier qu’on emploi de même comme 
une ligne de séparation entre les corps organisés et les corps bruts. Mais ces lignes de 
séparation n’existent point dans la Nature, il y a des êtres qui ne sont ni animaux, ni 
végétaux, ni minéraux, et que l’on tenterait vainement de rapporter aux uns ou aux 
autres. [...] Cela m’a fait soupçonner qu’en examinant de près la Nature, on viendrait à 
découvrir des êtres intermédiaires, des corps organisés qui, sans avoir, par exemple, la 
puissance de se reproduire comme les animaux et les végétaux, auraient cependant une 
espèce de vie et de mouvement ; d’autres êtres qui, sans être des animaux ou des 
végétaux , pourraient bien entrer dans la constitution des uns et des autres, et enfin 
d’autrès êtres qui ne seraient que le premier assemblage des molécules organiques avec 
des fonctions bien particulières.  
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Avant-propos 
 
 La réaction allergique est une réponse inapropriée du système immunitaire contre des substances 

étrangères à l’organisme : les allergènes. La prévalence de l’allergie a globalement augmenté dans les pays 

industrialisés classant l’allergie au 4ème rang mondial par ordre de fréquence selon l’Organisation 

Mondiale de la Santé (O.M.S). Parmi les traitements proposés pour traiter les allergies, l’immunothérapie 

spécifique des allergènes (ITS) ou désensibilisation est le seul traitement qui permet de rééduquer le 

système immunitaire en s’attaquant à la cause même de la maladie. L’amélioration de l’efficacité de ces 

traitements représente donc aujourd’hui un défi majeur pour la recherche et  l’industrie pharmaceutique. 

 Laboratoire biopharmaceutique européen, STALLERGENES est spécialiste des traitements 

d’ITS des allergies respiratoires. En plus des nombreuses recherches menées pour développer de 

nouveaux candidats vaccins (allergènes recombinants et stratégie de formulation/adjuventation), 

STALLERGENES réalise continuellement des essais cliniques afin de prouver l’efficacité de nouveaux 

modes d’administration des extraits allergéniques (voie sublinguale) ou de nouvelles formes galéniques 

(comprimés). A ces études pharmacodynamiques sont associées la compréhension des mécanismes 

d’action de l’ITS et la recherche de marqueurs biologiques d’efficacité de la désensibilisation. A la 

lumière des nouvelles données suggérant l’importance des lymphocytes T CD4+ spécifiques de 

l’allergène dans l’orchestration de la réponse immunitaire globale et clinique, il est important de 

développer des outils immunologiques pour suivre et caractériser les réponses lymphocytaires T CD4+ 

induites à la fois chez les les individus sains et les patients allergiques ou en cours de désensibilisation. 

 

 Dans ce contexte, l’objectif de cette thèse consiste à concevoir et développer de nouveaux outils 

immunologiques pour suivre et caractériser la polarisation des réponses lymphocytaires T CD4+ 

spécifiques de l’allergène. Ces outils faciliteront le développement de nouveaux candidats vaccins en 

permettant d’identifier des marqueurs biologiques associés à un bénéfice clinique. Ce travail, réalisé à la 

fois chez les individus sains, allergiques ou en cours de désensibilisation, s’inscrit pleinement dans un 

projet d’entreprise. 

 

 L’introduction de cette thèse se propose de donner une vue d’ensemble de l’allergie, des 

mécanismes immunologiques de l’allergie et de la tolérance ainsi que les méthodes d’analyses utilisées 

pour suivre les réponses lymphocytaires T CD4+ spécifiques de l’allergène.  
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 Dans la première partie de l’introduction, nous définirons ce qu’est la maladie allergique en 

traitant brièvement de l’augmentation de la prévalence, des manifestations cliniques, des principaux 

allergènes mis en cause et des traitements. La seconde partie de l’introduction s’intéressera aux 

mécanismes immunologiques de l’allergie en se focalisant principalement sur la mise en place et les 

caractéristiques de la réponse lymphocytaire T CD4+ spécifique de l’allergène. Dans une troisième partie, 

nous détaillerons les mécanismes d’induction de tolérance périphérique, phénomène essentiel dans 

l’établissement d’une réponse naturelle protectrice contre l’allergène. Nous préciserons ensuite les 

mécanismes immunologiques de la désensibilisation. La dernière partie introductive abordera les 

différentes méthodes de suivi des réponses lymphocytaires T CD4+ spécifiques de l’allergène avec une 

attention particulière sur la technologie tétramère MHC classe II. 

 

 Les principales données scientifiques générées au cours de ce travail de thèse sont résumées dans 

la partie « Résultats ». Les aspects méthodologiques nécessaires pour l’utilisation de la technologie des 

tétramères MHC classe II dans la caractérisation des cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène seront 

présentés dans l’article  « Evaluation des réponses T spécifiques de l’allergène à l’échelle de la 

cellule par les tétramères MHC classe II » publié dans la revue International Archives of Allergy and 

Immunology en Janvier 2008. Dans l’article « Analyse des réponses lymphocytaires T CD4+ 

spécifiques de Bet v 1 chez les sujets allergiques et non allergiques par les tétramères MHC 

classe II » publié dans Journal of Immunology en Avril 2008, nous démontrerons que l’utilisation des 

tétramères MHC classe II dans l’allergie permet une caractérisation fine des réponses lymphocytaires T 

CD4+ spécifiques de l’allergène. 

Ensuite, dans l’article «Activation des cellules T régulatrices par des peptides dérivés du fragment 

Fc d’IgG (Tregitopes) » publié dans la revue Blood en Juillet 2008, l’intérêt de l’outil tétramère MHC 

classe II dans le développement de nouvelles stratégies vaccinales sera présenté. 

Enfin, des résultats complémentaires générés au cours de cette thèse (articles en cours de rédaction) 

viendront étoffer cette partie. Ils traiteront de la caractérisation des réponses spécifiques des allergènes 

majeurs acariens (Der p 1 et Der p 2) ainsi que de la corrélation entre le marquage tétramère MHC classe 

II et l’analyse de l’expression du marqueur CD154. 

 

 Une discussion des résulats obtenus viendra conclure ce manuscrit de thèse, dans laquelle des 

perspectives pour la poursuite de ce travail seront proposées. Par ailleurs, des résultats de suivi des 

réponses immunologiques (test basophiles et test de proliferation des cellules T CD4+) générés au cours 

de cette thèse et ayant fait l’objet de publication seront ajoutés en annexe. 
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I. L�allergie 

A. Quelques points de repères historiques  
 

es maladies allergiques sont connues depuis l'Antiquité et sont rapportées par 

bon nombre d'anecdotes historiques et littéraires comme le choc anaphylactique du Pharaon Ménès 

(2650 avant JC), l’allergie aux squames de chevaux de l’empereur romain Britannicus (41 après JC) ou 

l’allergie aux fraises du roi Richard III d’Angleterre (1483).  Les mécanismes de la réaction allergique 

ont toutefois constitué une énigme pendant de nombreuses années et l’histoire scientifique de l’allergie 

est essentiellement une histoire du XXe siècle.  

 

  Les prémices de la compréhension des mécanismes de l’allergie démarrent en 1819 avec la 

description par John Bostock du rôle joué par les graminées dans le « rhume des foins » (catarrus 

aestivus). C’est toutefois Charles Blackley qui, par l’utilisation du premier test cutané, reconnut  en 1871 

les grains de pollen comme agents étiologiques. Ce n’est qu’en 1902 que commence vraiment l'histoire 

scientifique de l'allergie avec la découverte du phénomène d'anaphylaxie par Charles Richet et Paul 

Portier. Peu de temps après, en 1906, le médecin autrichien Clemens Von Pirquet introduit le terme 

d’allergie, dérivé du grec « allos » (autre, différent) et « ergia » (réaction) [Von Pirquet ; 1906]. Ce terme 

désigne pour la première fois une réaction inhabituelle de l’organisme à un stimulus généralement 

inoffensif rencontré pour la deuxième fois au moins. Il ne préjugeait alors pas du type de réaction 

immunologique et est devenu ensuite synonyme d’hypersensibilité. Le terme « maladie allergique » a été 

utilisé pour la première fois en 1911 par Arthur Coca et Robert Cooke. La même année, John 

Freeman et Leonard Noon appliquent la désensibilisation au pollinose [Noon ; 1911]. Quelques années 

plus tard, en 1923, Coca et Cooke introduisent le terme « d’atopie » pour désigner l’ensemble des 

manifestations cliniques associées aux maladies allergiques (rhinite, asthme, eczéma, urticaire) à l'époque 

inclassables dans les pathologies connues.  

 Depuis la première description de « l’autre façon de réagir » au début du XX ème siècle, la 

compréhension de mécanismes de l’allergie a donné lieu à de nombreuses découvertes majeures. Citons 

ainsi, la découverte des cellules impliquées dans l’allergie, les mastocytes par Paul Ehrlich (Prix Nobel 
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1908) ; la mise en évidence du rôle de l’histamine dans l’anaphylaxie par Théodore Schultz et Henry 

Dale (Prix Nobel 1936) ; la découverte des IgE en 1967 par Kimishige Ishizaka et Gunnar 

Johansson [Ishizaka ; 1966] [Johansson ; 1967] et enfin,  l’identification parmi les médiateurs 

chimiques, de substances pro-inflammatoires, chimiotactiques et bronchoconstrictives plus puissantes 

que l’histamine par Paul Samuelson, Sune Bergstrøm et John Vane (prix Nobel 1982). 

 Malgré toutes ces découvertes majeures, ce n’est cependant qu’au cours de ces trentes dernières 

années que des avancées considérables ont été effectuées sur la compréhension des mécanismes 

immunologiques impliqués dans la réaction allergique. 
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B. Définition et prévalence de l�allergie 
 

 Les maladies allergiques se définissent par des manifestations cliniques médiées par un 

mécanisme immunologique excessif et inadapté, spécifique de l’agent de provocation : l’allergène 

[Godeau ; 1996]. Ces maladies sont dorénavant classées au 4ème rang mondial par ordre de fréquence 

selon l’Organisation Mondiale de la Santé (O.M.S). Elles constituent pour le patient un handicap souvent 

important et posent un véritable « problème de santé publique » en terme de qualité de vie, de coût 

médicamenteux, voire de mortalité.  

 

 La prévalence des maladies allergiques a considérablement augmenté au sein de la population ces 

dernières décennies. Elle atteint des niveaux records dans les pays occidentaux, où l’on estime 

qu’environ une personne sur quatre présente des symptômes cliniques d’allergie [Floistrup ; 

2006](Figure I). L’étude ISAAC (International Study of Asthma and Allergies in Childhood) estime 

alors, qu’à l’horizon 2020, la moitié de la population mondiale sera allergique. 

 

 

Figure I. Population affectée par des pathologies allergiques respiratoires.  

(D’après [Leynaert ; 2000]) 
 

 
 A ce jour, les raisons de l’augmentation de la prévalence des maladies allergiques ne sont pas 

claires. Certains individus, étant donné leur prédisposition héréditaire, seraient plus susceptibles de 

développer une réponse allergique [Ring ; 2001]. D’autres facteurs comme le changement de style de vie 

(régime alimentaire, augmentation des voyages, augmentation des animaux domestiques) et 

 18



d’environnement (pollution de l’air, urbanisation croissante, tabagisme actif ou passif) sont incriminés 

[Umetsu ; 2002] [Kogevinas ; 2007] [D’amato ; 2008]. Il a ainsi été démontré que la pollution 

atmosphérique favorise la production de cytokines pro-allergiques (GM-CSF, CCL2) par les épithéliums 

mucosaux [Riedl ; 2008]. Notons aussi que le degré d’exposition aux allergènes eux-mêmes est 

proportionnel à la probabilité d’être sensibilisé (Figure II). 

 

 

 

Figure II Facteur de risque de la sensibilisation allergique et des maladies respiratoires 

 (D’après [Chapin ; 2003]) 

 

 Enfin, « l’aseptisation » croissante de l’environnement pourraient être susceptibles de modifier 

le terrain immunitaire de l’enfant (théorie « hygiéniste »). L’augmentation de la prévalence des maladies 

allergiques seraient alors la conséquence d’une diminution de certaines sollicitations infectieuses, ce qui 

favoriserait un profil physiologique de type Th2 (production d’IgE) en réponse à l’allergène au détriment 

du profil Th1 (immunité cellulaire) [Romagnani ; 2000].  De plus, cette diminution de l’exposition aux 

agents infectieux au cours de la petite enfance ne favoriserait pas l’établissement correct d’un répertoire 

de lymphocytes T régulateurs capable de contrôler les réponses immunitaires.  
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C. Manifestations cliniques 
 

Les symptômes de l’allergie peuvent être très divers selon le mécanisme impliqué. Les signes 

cliniques les plus fréquents sont les rhinites allergiques, l’asthme, les sinusites, dermatites atopiques, 

urticaires et anaphylaxies, pouvant se déclarer seules ou combinées (Tableau I).  

 
Type de 
réactions 

Tableau clinique 
 

Organe cible 
 

Symptomatologie 
 

 
Dermatite 
atopique 

 
Peau 

 

- Lésions d’eczéma (mal limitées, 
érythémateuses) sur le visage, siège et plis de 
flexion. 

 
 

Urticaire 
 

 
 

Peau 

- Dermatose éruptive due à un œdème dermique 
secondaire à une vasodilatation et à une 
augmentation de la perméabilité capillaire. 
- Présence de papules roses, œdémateuses, 
prurigineuses 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    Cutanées 
 

 
 

œdème 
de Quincke 

 

 
 
 

Muqueuses 

- Dermatose due à un œdème hypodermique 
pouvant être fatal s’il touche les muqueuses 
pharyngo-laryngée. 
- Tuméfaction blanc rosé, non prurigineuse mais 
accompagnée d’une sensation de tension. 
 

Syndrome 
oral de Lessof 

 

 
Muqueuse buccale 

- œdème labial, gingival, buccal, voire un œdème 
laryngé 

 
 
 
 
 

Oropharyngées 
 

 
 

Rhinite 
 

 
 

Muqueuse nasale 

- Rhinorrhée, obstruction et prurit nasal 
(inflammation de la muqueuse), éternuements 
parfois accompagnés de conjonctivite ou de 
toux. 
 

 
Respiratoires 

 

 
Asthme 

 

 
Poumon 

 

- Constriction bronchique conduisant à une gêne 
respiratoire, avec dyspnée.  

 
Gastro -

intestinales 

 
 

Multiple 
 

 
 

Tube digestif 

- Epigastralgies 
- Nausées, vomissements  
- Douleurs abdominales 
- Episodes diarrhéiques 

 
 

Systémiques 
 

 
 

Choc anaphylactique 
 

 
 

Sang 

- Choc hypovolémique avec coll.apsus 
cardiovasculaire, provoqué par une 
vasodilatation primitive périphérique liée à la 
libération massive de médiateurs. 
- Mise en jeu du pronostic vital 

 
Tableau I: Les principales réactions allergiques cliniques.  

(D’après [Godeau ; 1996]) 
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La rhinite et l’asthme allergiques sont des maladies particulièrement fréquentes. Si la gravité 

potentielle de l’asthme est bien connue, l’impact de la rhinite dans la vie quotidienne l’est moins. Elle 

affecte pourtant la vie personnelle et sociale ainsi que les compétences cognitives. Elle crée des troubles 

de l’humeur et du sommeil. Elle est un obstacle à la pratique sportive et affecte l’odorat et le goût. Les 

personnes souffrant de rhinite allergique voient leur qualité de vie baisser, parfois de manière 

importante.  

Il existe une étroite relation entre la rhinite allergique et l’asthme. Bien que ces deux états 

cliniques présentent des symptômes différents, les voies respiratoires supérieures et inférieures sont 

affectées par un processus inflammatoire évolutif commun susceptible d’être intensifié par divers 

mécanismes connexes. La rhinite allergique a ainsi été identifiée comme un important facteur de risque 

de développement de l’asthme (Figure III). 

 

 

 

 

Figure III. Co-morbidité rhinite allergique et asthme. (D’après [Magnan ; 1998]) 
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D. La «marche allergique» 
 

Les allergies commencent dans la plupart des cas chez les jeunes enfants de 4 à 5ans. Les 

symptômes évoluent avec l’âge. Ainsi, l’histoire naturelle des maladies atopiques débute chez le 

nourisson par des symptômes d’allergie alimentaire qui vont ensuite avoir tendance à diminuer voire à 

disparaître. Les allergie aux acariens, aux poils de chien, de chat et d’autres allergènes de l’environnement 

domestique se développent ultérieurement, et apparaîssent ainsi plus fréquemment à l’âge préscolaire et 

scolaire. La rhinite allergique saisonnière et la sensibilisation aux allergènes polliniques s’installent à ce 

moment-là. Il existe ainsi un continuum dans les manifestations atopiques [Boguniewicz ; 2003]. Cette 

progression est souvent mentionnée sous le terme de « marche allergique » montrant que les 

manifestations se succèdent dans le temps et peuvent éventuellement évoluer vers des formes plus 

graves (Figure IV).  

 

 

 

 

 

Figure IV. Evolution de l’expression clinique de l’allergie en fonction de l’âge.  

(D’après [Charpin ; 2003]) 
 

 

 

 

 

 

 

 22



E. Les principales sources d�allergènes  
 
 

 Les allergènes sont des composants naturels de l’environnement capables de provoquer 

une réaction allergique [Vervloet ; 2003]. Le plus souvent, les allergènes sont des proteines de 10 à 50 

kDa douées pour certaines de propriétés enzymatiques favorisant leur pénétration à travers les parois 

mucosales [Musu ; 1997]. Une étude récente a d’ailleurs démontré que l’activité protéasique de 

l’allergène peut directement activer les basophiles qui produisent alors de l’IL-4 et du TSLP nécessaires à 

l’induction d’une réaction allergique [Sokol ; 2008]. En eux-mêmes, les allergènes ne constituent pas un 

danger pour l’organisme, à la différence des virus et bactéries, mais le système immunitaire de certains 

individus dit atopiques les considère à tort comme tel, déclenchant alors une réaction de défense vis-à-

vis de ceux-ci à l’origine de la symptomatologie clinique. Au sens large, le terme « allergène » se confond 

avec la source d’allergène. Donnons ainsi comme exemple le pollen de dactyle, qui est en fait composé 

de nombreux allergènes, certains dits majeurs d’autres mineurs. On définit un allergène majeur comme 

étant, un allergène vis-à-vis duquel plus de 50% des sujets allergiques réagissent.  

L’identification des sources d’allergènes responsables des symptômes est un préalable 

indispensable pour initier des conseils et traitements spécifiques. Globalement, selon leur mode de 

pénétration dans l’organisme, la distinction est faite entre trois familles d’allergènes (Tableau II) : 

 

̇ Les pneumallergènes ou allergènes aéroportés : acariens, pollens, phanères, moisissures. 

̇ Les trophallergènes ou allergènes alimentaires : œuf, arachide, lait de vache, crustacés … 

̇ Les allergènes injectés : venins d’hyménoptères et de serpents 
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Famille 

d’allergènes 

Source 

d’allergènes 

Espèce Exemples d’allergènes 

majeurs 

Allergènes 

injectés 

Insectes Abeille (Apis mellifera) 

Guêpes (Vespula vulgaris) 

Api m 1 

Ves v 1 

Trophallergènes Aliments Arachide (Arachis hypogea) 

Lait de vache 

Pomme 

Ara h 1 

Bos d 1 / Bos d 4 

Mal d 1 

Acariens Dermatophagoïdes pteronyssinus 

Dermatophagoïdes farinae 

Der p 1 / Der p 2 

Der f 1 / Der f 2 

Phanères  Chat (Felis domesticus) 

Chien (Canis familiaris) 

Fel d 1 

Can f 1 

Pollens Ambroisie (Ambrosia artemisiifolia) 

Phléole (Phleum pratense) 

Bouleau (Betula verrucosa) 

Olivier (Olea europea) 

Amb a 1 

Phl p 1 / Phl p 5 

Bet v 1 

Ole 1 

 

 

 

 

 

Pneumallergènes 

Moisissures Candida albicans 

Cladosporium herbarum 

Alternaria alternata 

Can a 1 

Cla h 1 

Alta 1 

Tableau II: Les principales sources d’allergènes et leurs allergènes majeurs. 
(Adapté du traité d’allergologie édition Médecine-Science Flammarion) 

 

 
 Les trois quarts des manifestations allergiques se situent au niveau des voies aériennes 

supérieures et inférieures (rhinites et asthme) et par voie de conséquence, la famille d’allergène la plus 

fréquemment responsable de maladies allergiques sont les pneumallergènes (Figure V). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure V. Prévalence relative des sources d’allergènes identifiées chez les patients allergiques.  
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1. Les pollens 
 
 Libéré des étamines des fleurs de façon saisonnière, le 

pollen constitue l’une des principales sources d’allergènes. Ainsi 

chaque année, de façon saisonnière et suivant les régions du 

globe, se succèdent dans l’air divers pollens pouvant être à 

l’origine de rhinite allergique (Figure VI). Les principaux 

pollens responsables d’allergie sont principalement issues de la 

famille des Bétulacées (bouleau, aulne, noisetier), Poacées 

(Dactyle, Ivraie, Flouve, Pâturin, Phléole), Herbacés 

(Pariétaire), Oléacées et Fagacées (Olivier, Frêne, Chêne, 

Platane) et Cupressacées (Cyprès, Genévrier).  

 

 

 

Figure VI. Surveillance aérobiologique des pollens dans la région Nord – Pas de Calais en 2008 (Données 
adaptées des relevés de Lille par l’Association pour la Prévention de la Pollution Atmosphérique). L’indice 
allergique est une échelle d’évaluation du risque allergique allant de 0 (risque nul) à 5 (risque très élevé). 
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2. Les acariens 
 

 Les acariens sont des arthropodes qui constituent l’une 

des principales sources d’allergies respiratoires chez l’enfant et 

l’adulte. Les acariens les plus allergisants et les plus souvent 

rencontrés en Europe sont les acariens domestiques 

Dermatophagoides pteronyssinus et Dermatophagoides farinae. Leurs 

déjections se retrouvant dans l’air ambiant sont très 

allergisantes. Se nourrissant principalement de squames 

humaines et proliférant dans des conditions d’humidité relative 

(80%) et de températures supérieur à 20°C, on les retrouve 

dans les literies, moquettes, peluches, etc.  

Le risque de sensibilisation aux acariens est proportionnel au taux d’acariens dans l’environnement 

domestique du patient. Les manifestations respiratoires allergiques aux acariens sont perannuelles. 

Cependant, une certaine saisonnalité est de plus en plus évoquée, avec des pics du taux d’allergène décrit 

en fin d’été / début d’automne [Liu ; 2007] [Miyazawa ; 1996] [Arlian ; 1982]. 

 
 

3. Les phanères 
 
 Les phanères sont des allergènes provenant principalement de la peau, de la salive, de l’urine et 

des poils des animaux (chien, chat, cheval, petits rongeurs...). Ces allergènes ont comme caractéristiques 

d’être facilement transportés dans l’air, pouvant y rester plusieurs mois après le départ de l’animal. 

 

4. Les moisissures 
 
 L’inhalation de spores fongiques et d’éléments mycéliens émis en quantité dans l’air par les 

moisissures peut entraîner des manifestations allergiques. Les moisissures provoquent des allergies 

saisonnières mais également perannuelles. Les principales moisissures responsables d’allergies sont 

l’Aspergillus, l’Alternaria et le Cladosporium.  
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F. Les allergies croisées 
 

  Les allergies croisées correspondent à des manifestations cliniques allergiques dues à des 

allergènes différents sans qu’il y ait eu, au préalable, un premier contact sensibilisant avec chacun de ces 

allergènes. Dans les allergies croisées, l’organisme des sujets allergiques secrète des IgE spécifiques d’un 

allergène qui sont aptes à réagir avec d’autres allergènes. Ces réactions croisées sont dues à l’existence 

d’une homologie immunochimique entre les allergènes d’espèces taxonomiques proches ou éloignées 

[Rancé ; 2000]. On remarque ainsi que les sujets allergiques aux pollens ont deux fois plus de risque 

d’être victimes d’allergies alimentaires (Tableau III). L’augmentation de ces phénomènes va de paire 

avec le boom des allergies alimentaires depuis une vingtaine d’années. Les associations peuvent sembler 

surprenantes. Ainsi, plus de la moitié des victimes de rhino-conjonctivites face au pollen de bouleau ou 

d’aulne sont sensibilisées à la pomme, la noisette et la pêche. 

 

 

 

 

 
Tableau III : Les principales allergies croisées entre pollen et aliments  

(D’après http://www.doctissimo.fr) 

 
 
 
 
 
 

 27



G. Le diagnostic 
 
Le diagnostic repose sur un interrogatoire spécifique et fouillé, la réalisation des tests cutanés, le dosage 

éventuel d’IgE spécifiques, le test de provocation spécifique, une épreuve fonctionnelle respiratoire, les 

patch tests [Pirson ; 2004]. En amont, l’anamnèse est sans conteste un des outils les plus utiles et 

performants pour établir un diagnostic; elle se doit d’être minutieuse et comporte : 

 

 ɶ La recherche d’un facteur familial d’atopie (facteur prédisposant), 

 ɶ Les antécédents personnels éventuels de manifestation atopique (allergie alimentaire dans la 
 petite enfance, eczéma du nourrisson, rhinite spasmodique…), 

 ɶ Les facteurs déclenchant les symptômes actuels : environnement domestique ou scolaire ou 
 professionnel, alimentation (enquête fouillée), saison, activité sportive, climat…, 

 ɶ Les manifestations associées : irritation conjonctivale et rhinite, hyperréactivité bronchique et 
 rhinite, asthme et manifestations nasales, symptômes digestifs et cutanés…, 

 ɶ L’efficacité éventuelle d’un traitement antérieur, 

 ɶ L’efficacité éventuelle d’une éviction avec récidive des symptômes à la réintroduction. 
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H. Les traitements de l�allergie 
 

1. Les différentes approches 
 

 Les traitements de l’allergie ont pour objectif de contrôler les symptômes et d’empêcher 

l’aggravation de la maladie. Après un diagnostic précis, qui identifie les allergènes responsables des 

symptômes cliniques, la prise en charge des maladies allergiques se base sur trois types d’approches  

complémentaires et non exclusives : l’éviction des allergènes, les traitements symptomatiques et 

l’immunothérapie spécifique de l’allergène (ITS) ou désensibilisation. Notons qu’une approche par 

étapes successives doit être envisagée en fonction de la séverité (léger ou modéré/sévère) et de la durée  

(intermittents ou persistants) des symptômes (Figure VII). 

 

 

Figure VII. Approche graduée du traitement de la rhinite allergique. (D’après [Bousquet ; 2001]) 

 

 L’éviction des allergènes représente la première étape du traitement anti-allergique. Pour le 

médecin, la première difficulté réside dans la capacité d’affirmer le lien entre une manifestation allergique 

et l’allergène ou les allergènes en cause. Le but est alors d’éliminer tout contact avec celui ou ceux-ci. Elle 

peut permettre de diminuer les symptômes et les prises médicamenteuses. Il est toutefois rare qu’elle 

suffise à elle seule à faire disparaître des signes cliniques. 

 
La seconde alternative concerne les traitements symptomatiques. Ils apportent évidemment une 

amélioration immédiate de l’état clinique du patient mais n’ont aucun impact sur l’évolution de la 
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maladie et sa possible aggravation. Dans cette approche thérapeutique on trouve : la prescription d’anti-

histaminiques oraux bloquant les récepteurs de l’histamine sur les cellules cibles, de théophylline 

diminuant le nombre des éosinophiles activés, de corticostéroïdes inhalés destinés à lutter contre 

l’inflammation générale mais aussi d’anti-leucotriènes, de chromones, décongestionnants et anti-

cholinergiques. Citons enfin l’administration d’anti-IgE tel que l’Omalizumab qui est un anticorps 

monoclonal IgG1 dirigé contre les IgE afin de bloquer leur liaison avec les récepteurs FcƥRI et FcƥRII, 

inhibant ainsi la réponse inflammatoire allergique [Holgate ; 2008] [Ong ; 2005]. 

 

Agissant plus en amont des symptômes de l’allergie, l’ITS constitue à l’heure actuelle le seul 

traitement efficace qui peut intervenir sur le cours naturel des maladies allergiques et véritablement 

« guérir » de l’allergie [Bousquet ; 1998] [Till ; 2004]. Ce traitement, adapté à la sensibilité de chaque 

patient, permet de rediriger le système immunitaire vers une tolérance spécifique à long terme. La 

reconnaissance en 1998 par l’O.M.S de l’intérêt thérapeutique de l’ITS a constitué le point d’orgue de 

cette démarche. Cette autre approche thérapeutique correspond à une demande réelle : réduire de 

manière significative et durable la gravité de la maladie, réduire la charge médicamenteuse et améliorer la 

qualité de vie du patient [Moller ; 2002][Passalacqua ; 2004]. Il convient alors de prendre en compte 

les avantages que représente la prescription d’un traitement de désensibilisation dès les premiers stades 

d’évolution de la maladie (Tableau IV). 

 

 

 

Auteurs 

 

Patients traités par 

ITS 

Patients traités par 

pharmacothérapie 

exclusivement 

 

Des Roches A. et coll. ; 
1997 

54% (n= 22) 100% (n= 22) p<0,001 

Pajno GB. et coll. ; 
2001 

25% (n= 75) 67% (n= 63) p<0,0002 

Purello d’ambrosio et 
coll. 

27% (n= 7 182) 77% (n= 1 214) p<0,0002 

Eng PA. et coll. ; 2002 61% (n= 13) 100% (n= 10) p<0,05 

Tableau IV: Prévention de la polysensibilisation par l’immunothérapie allergénique : pourcentage de patients 
monosensibilisés ayant développé de nouvelles sensibilisations. 
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Deux voies d’administration sont possibles : 

• La voie sous-cutanée, qui consiste à faire pénétrer l’allergène par une injection 

mensuelle de la dose d’extrait allergénique (produit préparé à partir de la matière 

première ou source d’allergène). On parle alors d’immunothérapie sous-cutanée (ITSC). 

• La voie sublinguale, moins traumatisante, consiste à déposer quotidiennement sous la 

langue des gouttes de solution d’extrait allergénique. On parle alors d’immunothérapie 

sublinguale (ITSL). Cette voie nécessite cependant de forte dose d’allergène pour être 

efficace. 

 

 Quelque soit la voie d’administration, les protocoles de désensibilisation comportent deux phases 

successives: le traitement initial et la phase d’entretien. Le traitement initial consiste en l’administration 

d’une dose croissante d’extrait allergénique de façon à déterminer la dose maximale tolérée par le patient. 

La phase d’entretien se poursuit sur une période de 3 à 5 ans ou plusieurs saisons polliniques pendant 

laquelle cette dose maximale est administrée de façon régulière.  

 

 De nombreuses études contrôlées ont permis de démontrer l’efficacité de l’ITSC dans la rhinite 

allergique et dans l’asthme chez l’adulte et l’enfant [Mauro M ; 2007][Abramson ; 2003] [Pajno ; 

2000] [Bousquet ; 1998]. L’effet bénéfique de l’ITS sur la rhinite se traduit également au niveau des 

bronches, en prévenant la survenue de l’asthme et en modifiant le cours de la maladie [Novembre ; 

2004]. 

Ces dernières années, l’innocuité et l’efficacité de l’ITSL ont été documentées par plusieurs 

études en double aveugle contrôlées par placebo, menées sur la rhinite allergique induite par les pollens 

et les acariens [Marogna ; 2007] [Malling ; 2006] [Wilson ; 2003]. La publication d’importants travaux 

démontrant une efficacité similaire entre les deux modes d’administration [Khinchi ; 2004] [Ross ; 

2000], a fait évoluer les perceptions et les recommandations sur la désensibilisation sublinguale du fait de 

son innocuité. En effet, l’absence d’absorption systémique de l’allergène lors de l’administration 

sublinguale évite le contact direct avec les basophiles du sang, empéchant toute apparition de choc 

anaphylactique [Bagnasco ; 2005]. Enfin, Di Rienzo et coll. ont apporté dans une étude prospective 

ouverte, les premiers résultats d’une efficacité à long terme de l’ITSL [Di Rienzo ; 2003] confirmée 

également chez l’enfant [Penagos ; 2008][Pham-Thi ; 2006]. 
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2. La formulation en comprimés : Une avancée de la 
désensibilisation 

 
 

Le développement de comprimé de désensibilisation sublinguale représente un enjeu majeur et 

une avancée thérapeutique significative pour les patients souffrant de pathologies allergiques 

respiratoires. Pour la première fois, l’innocuité et l’efficacité des comprimés de désensibilisation contre 

l’allergie aux pollens de graminées ont été démontrées à travers des essais cliniques paneuropéens 

[Dahle ; 2008] [Dahle ; 2006] [Didier ; 2007]. Dès la première saison, les patients bénéficient d’une 

réduction des symptômes suivis, d’une réduction des traitements symptomatiques et d’une amélioration 

de leur qualité de vie.  

 

La formulation en comprimés donne naissance à une classe thérapeutique à part entière : les 

allergènes, qui bénéficient à présent du même statut et de la même reconnaissance que les traitements 

symptomatiques. L’ensemble des preuves d’efficacité clinique accumulées permet dorénavant 

d’enregistrer des produits de désensibilisation en tant que spécialité pharmaceutique, ce qui n’était pas le 

cas des traitement initiaux, commercialisés sous le statut d’APSI (Allergène Préparé Spécialement pour 

un Individu).  

 

Les comprimés d’allergènes constituent des traitements véritablement innovants, dans la mesure 

où ils sont susceptibles d’accroître à la fois l’efficacité et l’observance du traitement. La formulation en 

comprimé accroît la stabilité du produit et garantit la précision des prises par le patient. Toutefois, la 

prescription de cette forme de traitement continue à s’inscrire dans un processus de diagnostic et de 

suivi orchestré par un médecin spécialiste de l’allergie.  
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3. STALLERGENES : de la Recherche au Développement de 
nouvelles approches d�ITS 

 

La société biopharmaceutique STALLERGENES est leader des traitements de désensibilisation 

par voie sublinguale. Elle a entrepris pour cela un programme de développement intitulé ORALAIR, 

pour enregistrer et commercialiser à terme quatre comprimés de désensibilisation aux allergies 

respiratoires (graminées, acariens, bouleau, ambroisie) destinés à couvrir 70 à 80% des allergènes inhalés. 

Parallèlement à la conduite du programme ORALAIR, les équipes de Recherche et Développement de 

STALLERGENES mènent un projet ambitieux de conception d’un traitement de seconde génération. 

L’objectif est la mise au point d’un comprimé de désensibilisation par voie sublinguale contre l’allergie 

aux acariens et au pollen de bouleau, à base de protéines recombinantes combinées à des stratégies de 

formulation et d’adjuvantation, améliorant ainsi la sécurité et l’efficacité du traitement. C’est sur ce 

concept que se base le programme « Enhanced Allergens ». Dans le cadre de ce programme, 

STALLERGENES a également initié un autre projet de recherche ambitieux qui consiste à identifier des 

marqueurs biologiques utilisables comme mesure de l’efficacité clinique des traitements de 

désensibilisation. L’identification de tels biomarqueurs permettra à terme : 

• de faciliter le développement clinique des traitements de désensibilisation ; 

• d’améliorer  les schémas d’immunisation, et les posologies ; 

• de cibler les patients « répondeurs » pour lesquels le traitement sera efficace 

 

C’est dans ce programme que s’intègre ce travail de thèse s’inscrivant ainsi pleinement dans un projet 

d’entreprise. 
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II. Les mécanismes immunologiques de l�allergie 

Les mécanismes immunologiques de l’allergie sont complexes et peuvent prendre des formes 

variées selon le type cellulaire ou le type d’anticorps impliqués au cours de la réaction immunitaire face à 

l’allergène. Ces réponses sont influencées par de nombreux facteurs dont la susceptibilité génétique, la 

voie d’exposition, la dose d’allergène et, dans certain cas, les caractéristiques structurales de l’allergène 

[Valenta ; 2004] [Akdis ; 2006]. Les différents modes de réponses d’hypersensibilité de l’organisme ont 

été ainsi catégorisés dans la classification de Philip Gell et Robin Coombs. Cette classification distingue 

quatre types de réactions d’hypersensibilité classés en fonction de la chronologie des réactions et de leurs 

mécanismes physiologiques (Tableau V).  

 

Type Dénomination Effecteur/Mécanisme Réactions cliniques
I Hypersensibilité 

immédiate 
IgE                               
Mastocytes, éosinophiles et 
basophiles 

- Choc anaphylactique               
- Urticaire/ Angio-œdème          
- Bronchospasme                      
- Rhinite, Asthme     

II Hypersensibilité par 
cytotoxicité 

IgG, IgM                          
Activation du complément            
Phagocytose 

- Cytopénies médicamenteuses  

- Anémie hémolytique 

III Hypersensibilité par 
complexes immuns 

Complexes immuns formés par 
l’association d’IgG ou IgM. 

Précipitines et  complément 

- Maladies sériques                    
- Fièvres                                     
- Pneumopathies                       
- Urticaire                                   
- Glomérulonéphrites                 
- Vasculites 

IV Hypersensibilité 
retardée à médiation 

cellulaire 

Lymphocytes T produisant des 
cytokines inflammatoires (LT 
CD4

+
) ou qui activent la 

cytotoxicité (LT CD8
+
) 

- Eczémas de contact                
- Dermatite atopique                  
- Exanthèmes 

Tableau V: Classification des réactions d’hypersensibilités. Adaptée de Gell et Coombs 

 
 Si les hypersensibilités de type II, III et IV ne sont à l’origine que d’un nombre limité de 

pathologies allergiques, l’hypersensibilité immédiate (de type I) est à l’inverse impliquée dans l’induction 

de la quasi totalité des maladies allergiques, notamment la rhinite et l’asthme allergiques. C’est une  

réaction à médiation humorale caractérisée par une forte production d’immunoglobulines de type E 

(IgE) dirigées contre des allergènes environnementaux sans toxicité propre comme les pollens, les 

acariens ou les poils d’animaux. Le terme d’allergie désigne couramment cette hypersensibilité qui 

constitue la cible des vaccins commercialisés par STALLERGENES. C’est pourquoi, au cours de cette 
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thèse et pour la suite de cette revue bibliographique, nous ne nous sommes intéressés qu’à 

l’hypersensibilité immédiate. 

 

Cette hypersensibilité est un phénomène en deux temps constitué : 

(i) D’une phase de sensibilisation durant laquelle un individu se sensibilise à l’allergène après 
une première exposition   

 
(ii) D’une phase de réaction allergique, au cours de laquelle l’individu présentera, lors de la 

 réintroduction de l’allergène, une réponse immunitaire s’accompagnant de manifestations 

 cliniques.  

 

A. La phase de sensibilisation 
 

La phase de sensibilisation correspond à la mise en place d’une réponse immunitaire adaptive qui 

induit la production d’IgE spécifique de l’allergène. Cette première phase, muette cliniquement, se 

déroule sur une dizaine de jours. Tout d’abord, l’allergène en pénétrant dans l’organisme est pris en 

charge par les cellules dendritiques (DC) des muqueuses. Apres cette capture, les DCs migrent vers les 

organes lymphoïdes secondaires pour activer les lymphocytes T CD4+ spécifiques de l’allergène. 

L’orientation vers la synthèse d’IgE dépend essentiellement du type d’interleukine produite par les 

cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène. Chez les individus atopiques, l’étape d’activation conduit  les 

lymphocytes T CD4+ naïfs spécifiques de l’allergène à se différencier en cellules Th2 dont la production 

de cytokine déclenche la commutation isotypique des lymphocytes B vers la production d’IgE spécifique 

de l’allergène. Ces anticorps sensibilisent alors les mastocytes tissulaires et les polynucléaires basophiles 

du sang en se fixant sur les récepteurs de haute affinité aux IgE (FcƥRI) présents en grande quantité à 

leur surface. L’étape d’activation conduit également à l’établissement des lymphocytes B et T mémoires 

spécifiques de l’allergène capablent de migrer vers les tissus périphériques. Cette étape prépare ainsi 

l’organisme à réagir de façon immédiate lors d’un second contact avec l’allergène. Ces principaux 

évenements de la phase de sensibilisation sont regroupés dans la Figure VIII et seront décrits plus en 

détails dans les sous-parties suivantes. 
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Figure VIII. La phase de sensibilisation. Cette phase se déroule en plusieurs étapes successives : 1) 
L’allergène est capté à la surface des muqueuses par les cellules dendritiques. 2) Les DC maturent et migrent 
vers les organes lymphoïdes secondaires. 3) Les DC apprêtent l’allergène sur les molécules MHC classe II et 
présentent les épitopes T aux lymphocytes T CD4

+
. 4) Chez les sujets atopiques, la reconnaissance 

spécifique de l’épitope T oriente sa différenciation en cellules Th2 effectrices et mémoires. 5) Les cellules Th2 
sont recrutées vers les tissus périphériques inflammés. 6) La sécrétion d’IL-4 et d’IL-13 par les cellules Th2 
induit la commutation isotopique des lymphocytes B vers la production d’IgE spécifiques de l’allergène. 7) Des 
expositions répétées à l’allergène augmentent la production d’IgE qui viennent se fixer à la surface des 
mastocytes, basophiles, éosinophiles et cellules B.  
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1. Prise en charge de l�allergène par les CPAs et présentation aux 
lymphocytes T CD4+ 

  

 Le développement d’une réponse immune adaptive commence par l’interaction des cellules du 

système immunitaire inné avec l’allergène. Ainsi, lors du premier contact, l’allergène en pénétrant dans 

l’organisme par voie mucosale ou cutanée, est pris en charge par des cellules présentatrices d’antigène 

(CPA) tels que les cellules dendritiques, les cellules de Langerhans, les monocytes et les macrophages. 

Ces cellules sont capables de répondre rapidement et de manière non spécifique à l’allergène avant 

d’initier une réponse immunitaire adaptive spécifique de celui-ci. Cette capacité des allergènes à pénétrer 

facilement dans l’organisme est liée à leur activité protéasique que possèdent la plupart des allergènes 

[Runswick ; 2007]. Cette activité va stimuler les cellules épithéliales favorisant la production de 

cytokines et de chemokines par ces cellules [Kiss ; 2007]. Ce processus contribue à l’attraction des CPAs 

vers les sites d’entrées des allergènes et joue un rôle central dans l’induction d’une réponse Th2 [Wang ; 

2007][Liu ; 2007] 

 Une fois l’allergène internalisé, les CPAs suivent un processus de maturation et acheminent celui-

ci depuis les sites périphériques d’introduction vers les organes lymphoïdes secondaires où il sera 

présenté aux lymphocytes T CD4+. Durant cette phase de migration, l’allergène (pour pouvoir être 

reconnu) sera dénaturé et dégradé en petits peptides (épitopes T) qui seront présentés à la surface des 

CPAs via le complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (MHC classe II) [Zinkernagel ; 1974].  

2. Activation des lymphocytes T CD4+ spécifiques de l�allergène 
 
La reconnaissance de l’allergène par les cellules T CD4+ naïves spécifiques va induire une activation 

cellulaire, suivie d’une réponse proliférative et d’une différenciation en cellules effectrices, sécrétrices de 

cytokines. L’activation du lymphocyte T naïf spécifique de l’allergène nécessite trois signaux : 

 

ɶ Le premier signal correspond à la reconnaissance spécifique du complexe MHC classe 

II/peptide, présent à la surface des CPAs, par le TCR des cellules T CD4+. 

ɶ Le deuxième signal est délivré par les molécules dites de co-stimulation exprimées à la 

surface des CPAs. 

ɶ Le troisième signal est fortement dépendant du microenvironnement cellulaire 

(cytokines, médiateurs de l’allergie), de la nature et de la dose de l’allergène qui 

déterminent le sens de polarisation des cellules T auxiliaires (Th) induites par les DCs. 
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La combinaison de ces différents signaux entraînent l’activation des lymphocytes T CD4+ spécifiques de 

l’allergène qui, sous l’effet de la production d’IL-2, commencent à proliférer et acquérièrent leurs 

fonctions effectrices. C’est la combinaison de tous ces éléments qui est susceptible d’expliquer, dans le 

domaine de l’allergie, à la fois l’existence ou non d’une sensibilisation, sa période de survenue, et la 

grande diversité des tableaux cliniques observés [Romagnani ; 1997] [Kapsenberg ; 2003]. 

 

a) La reconnaissance spécifique de l�allergène par le TCR des cellules T CD4+ 

 
 Contrairement aux lymphocytes T CD8+ qui ont une activité cytotoxique et reconnaissent les 

antigènes endogènes présentés par les molécules MHC de classe I sous forme de peptides de 9 acides 

aminés, les lymphocytes T CD4+ interviennent dans la régulation de la réponse immunitaire de type 

cellulaire et reconnaissent les antigènes exogènes (dont les allergènes) présentés par les molécules MHC 

de classe II sous forme de peptides de 11 à 25 acides aminés (Figure IX).  

 

 

Figure IX. Reconnaissance du complexe CMH/peptide par le TCR. 

Le TCR de la cellule T interagit par ses boucles CDR1 et 2 avec la molécule MHC et par ses boucles 
hypervariables CDR3 avec le peptide. Les liaisons engendrées entre le TCR et le peptide conditionnent 
l’affinité du TCR pour le complexe MHC-peptide. La plupart du temps, seuls trois à quatre résidus du peptide 
sont déterminants pour établir des liaisons avec les boucles CDR du TCR. Il est établi qu’un même TCR peut 
interagir avec plusieurs peptides présentés par le même allèle du MHC. L’affinité pour ces différents peptides 
est d’autant plus forte que le nombre de liaisons faibles (liaison de type van der Waals ou hydrogène) établies 
avec le peptide est élevé. Ce phénomène est permis par la flexibilité de la boucle hypervariable CDR3 qui 
peut s’ajuster, une fois le TCR fixé au complexe CMH-peptide. Les résidus de cette boucle peuvent ainsi se 
déplacer dans l’espace pour établir des liaisons avec les résidus du peptide, augmentant ainsi la stabilité du 
complexe et donc l’affinité du TCR. Il existe ainsi une réactivité croisée des TCR envers un ensemble de 
peptides permettant d’augmenter les potentialités du répertoire des TCR d’un individu. 
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L’interaction entre le TCR et la molécule de CMH classe II est stabilisée par les corécepteurs CD4 

[Veillette ; 1988]. Cette étape de reconnaissance spécifique de l’allergène induit le premier signal 

d’activation de la cellule T, et est déterminante pour assurer le recrutement sélectif des clones T CD4+ 

spécifiques de l’allergène [Gao ; 2002]. Cependant ce premier signal à lui seul ne suffit pas pour 

entraîner l’activation complète de la cellule T spécifique. 

 

b) La co-stimulation 
  
 Un second signal est indispensable à la mise en place d’une réponse lymphocytaire T spécifique 

de l’allergène. L’absence de ce deuxième signal peut aboutir à l’anergie ou la mort de la cellule T qui a 

engagé son TCR [Bretscher ; 1992]. Ce second signal est régi par l’interaction de couples 

ligands/récepteurs présents à la surface des lymphocytes T et des CPAs.  Cette interaction DC /T 

entraîne de nombreuses réorganisations moléculaires au niveau de l'aire de contact intercellulaire 

conduisant à la formation d'une structure dynamique et spécialisée: la synapse immunologique. C’est au 

niveau de cette zone restreinte mais essentielle que les lymphocytes T reçoivent de la part des DCs des 

informations relatives à la structure antigénique assurant la spécificité et l’amplitude de la réponse 

(Figure X) [Al-Alwan ; 2001 ] [Novak ; 2008].  

 

 Les molécules de co-stimulations les plus fréquemment exprimées à la surface des cellules T sont 

classiquement les molécules CD28/CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4) se liant aux molécules 

CD80 (B7-1) et CD86 (B7-2) surexprimés au cours de la maturation des DC ; et les récepteurs PD-1 

(programmed death-1), ICOS (inducible co-stimulator), OX40 (CD134) et LFA-1 qui se lient à leurs 

ligands respectifs PD-L1, ICOS-L, OX40-L et ICAM-1 [Van Gool ; 1996] [Cella ; 1996] [Koch ; 

1996]. L’engagement d’un petit nombre de TCR et du CD28 conduit rapidement à l’expression de la 

molécule CD40-L (CD154) à la surface des lymphocytes T. L’interaction CD40-L avec la molécule 

CD40 amplifie l’expression des molécules de co-stimulation et s’accompagne d’un signal d’augmentation 

de la survie des DCs. [Caux ; 1994]. L’expression restreinte des molécules de co-stimulation sur les 

CPAs constitue le mécanisme majeur d’orientation du type de réponse adaptive à induire [Biron ; 1999] 

[Purcelli ; 1999]. 
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Figure X. La synapse immunologique : Interaction des différents ligand/récepteur impliqués lors de la co-
stimulation (Adapté de [Brusko ; 2008] et  de [Pardoll ; 2002])  

 

 L’interaction CTLA-4/B7 a une avidité 40 à 100 fois plus forte que CD28/B7 et joue un rôle 

inhibiteur de l’activation T CD4+ en bloquant la synthèse d’IL-2, protégeant ainsi les cellules T d’une 

activation incontrôlée [Krummel ; 1996]. Dans l’allergie, le blocage de l’interaction CD28/B7, par 

injection de CTLA-4 soluble, conduit à une suppression de la production de cytokines Th2 après 

stimulation allergénique [Akdis ; 2001] [Tang ; 1996]. Par ailleurs, l’injection d’anticorps anti-CTLA-4 

au moment de la phase de sensibilisation entraîne une exacerbation de la réponse Th2 due à une 

augmentation du nombre de lymphocytes T spécifiques de l’allergène et à une diminution des 

lymphocytes T régulateurs et de l’IL-10 [Nuriya ; 2001] [Botturi ; 2008].  

 L’interaction de OX40-L avec son récepteur OX40 exprimé par les lymphocytes T activés, induit 

une surexpression des molécules de co-stimulation B7-1 et B7-2 et donc une activation efficace des 

lymphocytes T [Ohshima ; 1997]. L’expression de OX40L est induite par le TSLP et oriente la 

polarisation des cellules T CD4+ vers le profil Th2. L’implication de OX40/OX40-L dans l’allergie a été 

mise en évidence à la fois chez la souris et chez des primates non-humains [Seshasayee ; 2007] [Ito ; 

2005].  

 Ensemble, ces observations apportent des arguments sérieux sur l’intervention des molécules co-

stimulatrices dans la réponse allergique, pouvant servir de cible thérapeutique potentielle [Wang ; 2008] 

[Jen ; 2006].  
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c) Déterminisme de l�orientation des réponses immunitaires 

 
 

Au cours de la capture de l’allergène, les DCs ne jouent pas simplement le rôle de cellules 

présentatrices de l’antigène mais véhiculent également des informations extrêmement contrôlées sur la 

nature de cet antigène. Ainsi, elles sécrètent de nombreux médiateurs de l’inflammation, cytokines et 

chimiokines pour déterminer le type de réponse immunitaire requise [Akira ; 2001]. Ces informations 

sont la résultante des caractéristiques génétiques de l’individu, de son « histoire immunitaire » dès la 

période fœtale, des sites d’introduction de l’allergène et des circonstances dans lesquelles se déroule la 

reconnaissance allergénique [Tesciuba ; 2008] [Radhakrishnan ; 2007] [Trinchieri ; 1995].  

L’allergène représente lui-même, l’un des facteurs régulateurs essentiels pour la détermination du 

type de réponse T à induire. Des paramètres comme sa nature intrinsèque, la force de liaison (affinité) 

avec le TCR et sa quantité vont déterminer le type et l’amplitude de la réponse engagée. [Roger ; 1999] 

 

3. Différentiation des lymphocytes T CD4+ spécifiques de 
l�allergène 

 
 

 L’activation des cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène conduit à la différenciation de celles-ci 

en populations effectrices majeures, définies sur la base de leur fonction biologique et de leur profil de 

sécrétion de cytokines. Initialement, seulement 2 sous-populations de cellules T CD4+ furent décrites : 

les cellules T auxiliaires de type 1 et de type 2 [Mosmann ; 1989] [Coffman ; 1991]. Ainsi pendant 

longtemps les fonctions effectrices CD4+ furent restreintes dans le contexte d’un paradigme Th1/Th2 

où la réaction allergique est décrite comme le reflet d’un déséquilibre vers une réponse Th2 dominante 

[Wills-Karps M. 2001]. Ces dernières années deux nouvelles sous-populations lymphocytaires T CD4+ 

ont été décrites : Une sous-population T auxiliaire de type régulatrice (Treg) et une sous-population T 

auxiliaire de type 17 (Th17). Il est dorénavant important de prendre en considération le rôle de ces deux 

nouvelles sous population dans la régulation immunologique et immuno-phatologique.  

 Ces différentes sous-populations de lymphocytes T effecteurs sont induites dans des 

environnements cytokiniques qui leurs sont propres, entraînant l’activation de facteurs de transcription 

distincts comme T-Bet, GATA-3, RORƣT et Foxp3 induits respectivement dans les populations Th1, 

Th2, Th17 et Treg (Figure XI). 
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Figure XI. Déterminisme du type cellulaire T CD4
+
 et rôle des différentes sous-populations dans les réponses 

immunes protectrices. Les mécanismes moléculaires permettant d’expliquer cette spécialisation cellulaire 
sont multiples et comprennent une capacité différentielle à répondre aux cytokines et notamment une 
expression différentielle des récepteurs de ces cytokines et de facteurs de transcription spécifiques de celles-
ci. 

 

a) Les cellules T auxiliaires de type 1 (Th1) 

 

 Les cellules Th1 sont induites dans un environnement cytokinique riche en IL-12 activant 

spécifiquement le facteur de transcription T-bet. Elles produisent principalement de l’IFN-ƣ générant 

des réponses immunitaires à médiation cellulaire, efficaces contre les agents pathogènes intracellulaires 

(virus, micro-organismes et cellules cancéreuses) [Kidd ; 2003] [Roitt ; 2001]. L’IL-12 apparaît comme 

une cytokine essentielle dans la phase de sensibilisation. Ainsi, l’injection d’anti-IL-12 lors du premier 

contact avec l’allergène réduit l’inflammation de 85% et peut conduire à la mise en place d’un état de 

tolérance vis-à-vis de l’allergène [Riemann ; 1996] [Muller ; 1995].  
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 Dans l’allergie, les cellules Th1 peuvent jouer un rôle dans l’activation des macrophages 

[Schmidt-Weber ; 2007] et dans la dermatite atopique [Akkoc ; 2008]. Cette sous-population, par la 

production d’IFNƣ et de TNFơ associée à l’expression du FAS ligand (CD45) altère la fonction de la 

barrière épithéliale des poumons et de la peau par apoptose [Akdis ; 2004]. Une étude récente démontre 

par ailleurs que les cellules hyper productrices d’IFNƣ des individus atopiques ont une très forte 

tendance à entrer en apoptose, à l’origine de la prédominance des réponses Th2 [Akkoc ; 2008]. Dans 

l’asthme, une élévation de la concentration sérique en IFN-ƣ a été rapportée [Corrigan ; 1991] [Krug ; 

1996]. Cette expression IFN-ƣ serait cependant induite par les lymphocytes T CD8  des sujets 

asthmatiques [Magnan ; 2000].  

 

b) Les cellules T auxiliaires de type 2 (Th2) 

 

Les cellules Th2 sont induites dans un environnement cytokinique riche en IL-4 activant 

spécifiquement le facteur de transcription GATA3. Cette sous-population sécrète principalement de l’IL-

4, IL-5, IL-9, IL-13 et IL31 à l’origine des réponses immunes à médiation humorale efficaces contre les 

pathogènes extracellulaires comme les parasites [Coffman ; 1991] [Abbas ; 1996]. Le profil de 

production de cytokines des cellules Th2 en fait a priori le type cellulaire responsable de la réponse 

allergique. En effet, il sera à l’origine du recrutement de cellules pro-inflammatoires via l’IL-5 ; de la 

transformation des lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d’IgE spécifiques de l’allergène via l’IL-4 et 

l’IL-5 ; d’une production de mucus et d’une action sur les muscles lisses, les cellules épithéliales et les 

kératinocytes via l’IL-9, l’IL-13 et l’IL-31. [Schmidt-Weber ; 2007] [El Biaze ; 2003] [Hakansson ; 

1998] [O'Garra ; 1998] [Romagnani ; 1997] [Dillon ; 2004] 

 

c) Les cellules T auxiliaires de type régulatrice (Treg) 
 

 Les Tregs sont induits par un environnement cytokinique riche en IL-10 et TGFƢ en absence 

d’IL-6. Ces cellules sécrètent principalement de l’IL-10 et du TGF-b et jouent un rôle déterminant dans 

le contrôle des réponses T effectrices [Moore ; 2001] [Stadnyk ; 2001]. De nombreux arguments 

suggèrent que les cellules Tregs contrôlent l’allergie soit de manière IL-10 dépendante [Hawrylowicz ; 
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2005] soit de manière IL-10 et TGFƢ dépendante [Joetham ; 2007]. En effet, l’expression de ces 

cytokines (dites suppressives) présente un grand nombre de propriétés anti-inflammatoires, comprenant 

notamment l’inhibition des réponses Th2 et l’inactivation de la fonction effectrice des mastocytes et 

éosinophiles [McGee ; 2006] [Royer ; 2001] [Takanaski ; 1994]. Le développement d’une réponse 

allergique serait ainsi la résultante d’une détérioration dans le nombre et/ou la fonction des cellules T 

régulatrices spécifiques de l’allergène [Moingeon ; 2006] [Ling ; 2004] [Karlsson ; 2004]. Une 

description plus détaillée du rôle des cellules T régulatrices dans le contrôle de l’allergie sera proposée 

dans la partie « mécanismes de la tolérance immunologique ». 

 

d) Les cellules T auxiliaires de type 17 (Th17) 
 

 La population Th17 produit de grandes quantités d’IL-17, IL-21, IL-22, IL-25 et de TNF-ơ et  

expriment spécifiquement le facteur de transcription RORƣt [Oboki ; 2008] [Bettelli ; 2008] [Acosta-

Rodriguez ; 2007]. La différenciation des Th17 à partir de T CD4+ naïfs serait due à un environnement 

cytokinique riche en IL-1Ƣ, l’IL-6, l’IL-23 et/ou en TGF-Ƣ [Ivanov ; 2006] [Wilson ; 2007]. Les Th17 

contribuent à la défense contre les infections par des agents pathogènes extracellulaires, et joueraient un 

rôle important dans les maladies auto-immunes [Zarek ; 2008] [Oukka ; 2007]. Dans l’allergie, le rôle 

des Th17 est mal défini. Des travaux récents décrivent cependant un rôle des Th17 dans le recrutement 

et la survie des éosinophiles ainsi que dans l’induction de cytokines pro-inflammatoires par les 

keratinocytes, les cellules épithéliales et les muscles lisses [Oboki ; 2008] [Langrish ; 2005] 

[Annunziato ; 2007] [Afzali ; 2007]. Enfin, l’étude de Barczyk et coll. montre que le niveau 

d’expression de l’IL-17 corrèle avec le degré de sévérité de l’hypersensibilité des voies respiratoires chez 

les patients asthmatiques [Barczyk ; 2003].  

  

 La différenciation des lymphocytes T auxiliaires CD4+ en lymphocytes Th1, Th2, Th17 ou Treg 

apparaît donc comme l'évènement clé qui décide de la nature cellulaire, humorale, ou régulatrice de la 

réponse immunitaire. Afin de faire prédominer la réponse appropriée en fonction du pathogène, une 

régulation croisée entre ces différentes sous-populations est nécessaire, où les cytokines produites par un 

certain type cellulaire aurait un effet antagoniste sur les autres [Nakamura ; 1997]. Le rôle dans l’allergie 

des différentes sous-populations de lymphocyte T CD4+ est résumé dans la Figure XII.  
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Figure XII. Rôle des différentes sous-populations T CD4
+
 dans l’allergie. (Adapté de [Schmidt-Weber ; 2007]) 
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4. Migration des lymphocytes T CD4+ spécifiques de l�allergène 
vers les tissus périphériques 

 

Pour mettre en place une réponse immunitaire adaptive efficace, les lymphocytes T CD4+ activés 

doivent être capables de quitter les organes lymphoïdes secondaires pour gagner les tissus périphériques 

et les sites d’introduction de l’allergène. Mise en évidence pour la première fois par Hugh Stamper et 

Judith Woodruff en 1976 [Stamper ; 1976], cette recirculation pallie l'impossibilité qu'a l'organisme 

d'exprimer en tout site et à n'importe quel moment l'intégralité du répertoire de défense immunologique 

(Figure XIII). 

 

  

Figure XIII. Les chimiokines régulent l’extravasation et la chimiotaxie des lymphocytes vers les tissus 
inflammatoires. Durant l’extravasation les lymphocytes interagissent avec la partie luminale des cellules 
endothéliales des vaisseaux sanguins permettant leur migration à travers ceux-ci. Une fois dans la zone 
perivasculaire, les lymphocytes s’orientent en fonction de leurs récepteurs aux chimiokines et du gradient de 
chimiokines environnant  (adapté de [Pease ; 2006], de [Ebert ; 2005] et de [Schaerli ; 2005]) 
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Le recrutement des lymphocytes T CD4+ spécifiques implique deux processus séquentiels 

majeurs : l’extravasation et la chimiotaxie. Le premier permet la migration des lymphocytes T depuis les 

capillaires vers les tissus périphériques alors que le deuxième assure que la bonne cellule ira au bon 

endroit au moment opportun [Sallusto ; 2000]. Ce phénomène actif étroitement régulé fait intervenir 

des interactions spécifiques entre des récepteurs de domiciliation présents à la surface des lymphocytes, 

et des chimiokines produites par les cellules endothéliales [Sallusto ; 1999] [Rossi ; 2000] [Pease ; 

2006]. Au cours de l’extravasation, les lymphocytes T activés perdent l’expression du CCR7 et du 

CD62L nécessaires à leur entrée dans le ganglion drainant où elles seront activées [Ochando ; 2005]. En 

contre partie, ces cellules acquièrent de nouvelles propriétés migratoires par l’expression de récepteurs 

aux chimiokines appropriés, leur permettant de se diriger vers tel ou tel tissu périphérique où elles 

pourront exercer leurs fonctions. De nombreuses expériences indiquent que durant le processus de 

différenciation des cellules T, fonction effectrice et capacité migratoire sont étroitement corrélées 

[O’Garra ; 1998]. Il n’est par conséquent pas surprenant de voir que les différentes sous-populations de 

cellules T CD4+ expriment préférentiellement différents types de récepteurs aux chimiokines qui les 

guident là où leur action est nécessaire [Sallusto ; 1998]. (Figure XIV) 

 

 

 

Figure XIV. Répertoire de récepteurs aux chimiokines présents à la surface des différentes sous-populations 
lymphocytaires T (Adapté de [Pease ;  2006]) 
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 On décrit ainsi que l’expression des récepteurs aux chimiokines CCR2, CCR5 et CXCR3 dans la 

population lymphocytaire T activée caractérise un profil de type Th1, alors que l’expression des 

récepteurs CXCR4, CCR3, CCR4, CCR8 est plutôt associée au profil de type Th2 [Sallusto ; 1998] 

[Zingoni ; 1998] [D’ambrosio ; 1998][Bonecchi ; 1998]. En ce qui concernent les lymphocytes T 

régulateurs, ces cellules exprimeraient constitutivement les récepteurs CCR4 et de façon hétérogène les 

récepteurs CCR6 et CCR8 facilitant leur migration vers les CPAs et les tissus périphériques [Schneider ; 

2007] [Allakhverdi ; 2006] [Kleinewietfeld ; 2005] [Schneider ; 2007][Iellem ; 2001] [Curiel ; 2004]. 

Enfin l’intégrine CD103 exprimée par ces cellules T régulatrices permet leur rétention dans les 

épithéliums, en particulier cutané et digestif [Suffia ; 2005][Annacker 2005]. Signalons enfin que pour 

la population Th17, l’équipe de Antonio Lanzzavechia et Federica Sallusto ont décrit des capacités 

migratoires distinctes. Celles-ci expriment les récepteurs CCR6 et CCR4 facilitant leur migration vers les 

tissus périphériques [Acosta-Rodriguez ; 2007] [Singh ; 2008]. 

 

 Dans l’allergie, l’expression des récepteurs aux chimiokines joue un rôle important lors du 

recrutement sélectif des lymphocytes T CD4+ spécifiques de l’allergène vers les tissus périphériques 

[Francis ; 2004] (Tableau VI). Ainsi les chimiokines CCL-5 (RANTES), CCL-11 (éotaxine 1) et CCL-

7 (MCP-3), ligand du récepteur CCR3 semblent particulièrement impliquées dans la maladie [Pease ; 

2006]. Par ailleurs, les patients allergiques exprimeraient spécifiquement le récepteur CXCR1 à la surface 

des cellules T CD4+ [Francis ; 2004]. Il a été également démontré que les chimiokines CCL22 et 

CCL17, ligands du récepteur CCR4, sont hypersecrétées chez les sujets allergiques [Pilette ; 2004] 

[Bochner ; 2003] permettant aux cellules Th2 de migrer sélectivement vers la peau et les poumons 

[Lamprecht ; 2002].  
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Récepteur Principaux ligands Rôle dans l’allergie 

CCR1 CCL3/MIP-1ơ 

CCL5/RANTES 

CCL7/MCP-3 

Augmentation de l’expression de CCL3 dans les 

poumons d’individus asthmatiques et dans le 

sérum des patients atteints de dermatite atopique. 

CCR3 CCL5/RANTES 

CCL11/eotaxin-1 

CCL13/MCP-4 

CCL24/eotaxin-2 

CCL26/eotaxin-3 

Augmentation de l’expression de CCL11, CCL24 

et CCL26 dans les poumons et de l’expression de 

CCL5 dans les muqueuses bronchiques d’individus 

asthmatiques ; augmentation de l’expression de 

CCL5 dans les muqueuses nasales des sujets 

atopiques présentant des rhinites saisonnières 

après provocation allergénique.  

CCR4 CCL17/TARC 

CCL22/MDC 

Augmentation de l’expression de CCL17 dans le 

sérum de patients atteints de dermatite atopique et 

du CCR4 sur les lymphocytes T issus de biopsies 

de peau. 

Colocalisation des lymphocytes T CCR4+ avec le 

CCL22 et CCL17 dans des biopsies bronchiques 

de sujets asthmatiques. 

CCR8 CCL1 Des lymphocytes T CCR8+ sont observés dans des 

biopsies bronchiques issues de sujets 

asthmatiques. 

CXCR3 CXCL9/Mig 

CXCL10/IP-10 

CXCL11/I-TAC 

CXCL10 est produit par les keratinocytes en 

apoptose chez les sujets présentant une dermatite 

atopique. 

CXCR4 CXCL12/SDF-1ơ Augmentation de l’expression du CXCR4 sur les 

éosinophiles issues du liquide de lavages broncho-

alvéolaires de patient présentant une éosinophilie 

Tableau VI. Les récepteurs aux chimiokines et leurs ligands impliqués dans l’allergie. 

(Adapté de [Pease ;  2006]) 
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5. Mise en place de la mémoire immunitaire 
  
 
 La prolifération sélective des lymphocytes T CD4+ spécifiques de l’allergène mène à la formation de 

clones de cellules T effectrices contre l’allergène : c’est la réaction immunitaire primaire. Entre l’exposition à 

l’allergène et la production maximale de cellules T effectrices, il peut se passer un délai de 5 à 10 jours pour 

permettre la différenciation des lymphocytes T activés. Si l’organisme rencontre le même allergène après une 

longue période d’absence d’exposition à celui-ci, la réaction se produit plus rapidement et plus efficacement 

[Ahmed ; 1996] [Veiga Fernandes ; 2000] conférant ainsi une protection immédiate : c’est la réaction 

immunitaire dite secondaire résultant d’un phénomène de mémoire immunitaire. Dans l’allergie, cette 

propriété est à l’origine de la récurrence des symptômes allergiques, liée à la présence de cellules T spécifiques 

rapidement disponible ayant déjà eu un premier contact avec l’allergène [Woodfolf ; 2007]   

 Lors de la réponse immunitaire secondaire, les cellules mémoires réactivées (CD45RO+) ont d’une 

part la capacité de se différencier rapidement en cellules T effectrices, et d’autre part la capacité de donner 

naissance à de nouveaux clones de cellules T mémoires gardant ainsi une « trace » du type de réponse à 

induire [Veiga Fernandes ; 2000]. Une hétérogénéité dans ces cellules T mémoires basée sur des fonctions 

et des capacités migratoires distinctes a depuis été proposée, suggérant de cette façon une subdivision des 

tâches parmi ces cellules mémoires (Figure XV) [Sallusto ; 1999].  

 On retrouve ainsi, d’une part les cellules T de type mémoire centrale (TCM) qui expriment 

constitutivement les marqueurs CCR7 et CD62L (tout comme les cellules naïves CD45RA+). Ces deux 

marqueurs de surface sont nécessaires à l’extravasation des cellules activées à travers le HEV (High 

Endothelial Venules) et sont impliquées dans la migration des cellules T vers les organes lymphoïdes 

secondaires. Les TCM après une deuxième rencontre avec l’allergène, ne présentent pas de fonctions 

effectrices immédiates mais peuvent rapidement et efficacement générer une nouvelle série de cellules T 

effectrices. Ces propriétés permettent le maintien à une fréquence élevée des clones spécifiques de l’allergène.  

 D’autre part, on trouve les cellules T de type mémoire effectrice (TEM) qui elles, ont perdu 

l’expression constitutive du CCR7 et de façon hétérogène celui du CD62L. Comparées aux TCM, les TEM 

sont caractérisées par des fonctions effectrices immédiates mais ne présentent qu’une faible capacité de 

renouvellement [Sallusto ; 1999]. Une étude récente au sujet de la régénération de la mémoire 

immunologique propose cependant que le maintien de l’expression du CD62L dans la population TEM 

issue du pool de cellules TCM  confère la capacité à ces cellules T effectrices CCR7- CD62L+ de s’auto 

renouveler fréquemment (Figure XVI) [Lefrançois ; 2006]. 
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Figure XV. Propriétés phénotypiques des sous-populations T CD4
+
 mémoires. (adapté de [Woodfolf ; 2007]) 

  

 

 

 

Figure XVI. Développement et régénération des différentes sous-populations mémoires (adapté de 
[Lefrançois ; 2006]) 
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B. La phase de réaction allergique 
 

 
Une fois l’individu sensibilisé, la persistance ou la réintroduction de l’allergène spécifique dans 

l’organisme (ou un allergène de structure proche dans le cas des allergies croisées) entraîne une réaction 

allergique qui s’accompagne de manifestations cliniques. Cette réaction se déroule en deux temps, une 

réponse immédiate qui intervient après quelques minutes d’exposition à l’allergène, et une réponse 

tardive qui apparaît une dizaine d’heures après la réintroduction de l’allergène.  

 

1. La phase immédiate 
 

Dans la phase immédiate de la réaction allergique, l’allergène est cette fois-ci reconnu par les IgE 

spécifique de celui-ci immobilisées à la surface des mastocytes et des basophiles via le récepteur FcƥRI. 

Le pontage des IgE par l’allergène va alors induire une dégranulation de ces cellules et la libération 

brutale de médiateurs de l’inflammation (histamines, tryptases, leucotriènes, cytokines pro-

inflammatoires, prostaglandines, chémokines) responsables des principales manifestations 

symptomatiques de l’allergie (Figure XVII).  

 

 

Figure XVII. La phase immédiate de la réaction allergique (Adapté de [Valenta ; 2002] et [Larché ; 2006]) 
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2. La phase tardive 
 

Outre les effets directs des médiateurs chimiques sur la vasodilatation et l’augmentation de la 

perméabilité capillaire, ceux-ci on également la capacité d’attirer les granulocytes, éosinophiles et  

lymphocytes T CD4+ dans les tissus lésés. Ce recrutement de cellules effectrices a pour conséquence 

l’entretien et l’aggravation de l’inflammation allergique et constitue la phase tardive de la réaction 

allergique. La présentation de l’allergène par les DC facilitée par les IgE fixées aux récepteurs FcƥRI et 

FcƥRII augmentent l’activation des cellules T CD4+. Cette activation entretien la sécretion des cytokines 

de type Th2 contribuant ainsi au maintien et à l’amplification de l’allergie (Figure XVIII). 

 

 

Figure XVIII. La phase tardive de la réaction allergique (Adapté de [Larché ; 2006]) 
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III. La tolérance immunologique 
 
 
 L’exposition quotidienne aux allergènes induit chez certains individus une réaction allergique, 

alors que la plupart des gens ne développeront jamais d’allergie. Pourquoi ? 

 

 Pendant de nombreuses années, cette question est restée en suspend, les recherches se 

concentrant principalement sur l’identification des mécanismes d’induction d’une réponse allergique 

(rôle des IgE, implication des cytokines, rôle de la réponse Th2, etc). Ce n’est que très récemment que 

des efforts pour clairement identifier les mécanismes d’induction de tolérance chez les individus non 

allergiques et allergiques en cours de désensibilisation ont été réalisés. De plus, l’exposition réguliere de 

tous les individus, allergiques ou non, à de nombreux allergènes a longtemps entretenu l’idée d’une 

absence de réponse immunologique ou ignorance chez les sujets non allergiques. Selon cette hypothèse, 

seuls les sujets allergiques réagissent contre les allergènes ; les individus sains sont alors considérés 

comme « non répondeurs ». 

 Avec l’identification en 1986 de différentes populations de cellules T effectrices (Th1 et Th2) 

[Mosmann ; 1986] et les premières observations de présence de cellules T spécifiques de l’allergène chez 

les sujets sains [Ebner ; 1995][Li ; 1996] [Movérare ; 2000][Herrick ; 2003], l’hypothèse d’un 

déséquilibre dans le type de réponse  induite  est apparu. La réaction allergique est alors décrite comme 

le reflet d’un déséquilibre vers une réponse Th2 dominante [Tournoy ; 2002]. Ainsi, virtuellement 100% 

des individus, allergiques ou non, sont répondeurs aux allergènes rencontrés. L’absence de réaction 

allergique chez les individus sains serait alors le reflet d’un mécanisme immunologique actif appelé  

tolérance immunologique.  
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A. Les mécanismes de la tolérance immunologique 
 

 La tolérance immunologique peut se définir comme l’ensemble des mécanismes qui permettent 

d’inhiber spécifiquement et de façon prolongée une réponse immune agressive vis-à-vis d’un antigène. 

On distingue ainsi une tolérance dite centrale qui intervient dans le thymus par délétion (sélection 

négative), et une tolérance dites périphérique qui intervient dans les organes lymphoïdes secondaires 

et/ou dans les tissus périphériques par anergie, délétion clonale ou immuno-déviation via l’action des 

lymphocytes T régulateurs. Nous ne nous intéresserons ici qu’à la tolérance périphérique. 

1. L�anergie   

 L’anergie se définit comme l’état dans lequel un lymphocyte T devient réfractaire à une re-

stimulation antigénique via son TCR [Garrison ; 2007] [Lechler ; 2001]. Le lymphocyte T n'est alors 

plus capable d'être activé, de proliférer, de produire des cytokines et de donner naissance à des cellules 

effectrices et mémoires. Un manque de signaux de co-stimulation, ou une co-stimulation négative via les 

molécules CTLA-4 et PD-1, reconnues par CD80/CD86 et PDL-1 respectivement, aboutit à l’anergie de 

la cellule T [Garrison ; 2007] [Lechler ; 2001] (Figure XIX).    

2. La délétion clonale 
 
 La délétion clonale implique l’élimination physique des lymphocytes T réactifs [Wells ; 1999]. Ce 

mécanisme est envisagé comme un moyen très efficace pour obtenir un état de tolérance durable 

[Wells ; 2001] où les cellules T meurent par apoptose dirigée par des signaux transduits par Fas (CD95) 

et TNF-R [Wekerle ; 1998] [Van Parijs ; 1998](FigureXIX). 

3. L�immuno-déviation via l�action des cellules T régulatrices 
 
 L’immuno-déviation survient par inhibition spécifique de l’activation et de l’expansion des 

cellules T CD4+ activées. Cette propriété est conférée aux cellules T régulatrices, agissant via l’expression 

de cytokines régulatrices (IL-10 et TGF-Ƣ) et par contact cellulaire [Sojka ; 2008] (Figure XX).  
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Figure XIX. Mécanisme de tolérance périphérique par anergie ou délétion clonale (Adapté de [Miller ; 2007])   

 
 

 

 

 

Figure XX. Mécanismes d’immuno-déviation : Inhibition de l’activation des cellules T effectrices par l’action 
des cellules T régulatrices (D’après [Burks ; 2008]) 

 56



 Selon l’origine, l’expression des marqueurs de surface et le type de cytokines secrétées, deux 

catégories de cellules T régulatrices sont décrites parmi les cellules T CD4+: les cellules T régulatrices 

inductibles et les cellules T régulatrices naturelles CD4+CD25+ [Akbar ; 2007] [Zou ; 2006]. 

 

a) Les cellules T régulatrices inductibles 
 

 Les cellules Treg inductibles sont induites en présence d’IL10 après reconnaissance spécifique de 

l’antigène par leur TCR [Mills ; 2004] [Roncarolo ; 2007]. Après activation, ces cellules exercent leur 

capacité suppressive de manière non spécifique de l’antigène [Roncarolo ; 2006]. Les Treg inductibles 

regroupent les cellules T auxiliaires de type 3 (Th3) productrices de TGF-Ƣ et les lymphocytes Tr1 

producteurs d’IL-10 et/ou de TGF-Ƣ [Le NT ; 2007][Nakamura ; 2001]. Les cellules Tr1 contrôlent la 

réponse immunitaire à travers leur production de cytokines, qui induit une diminution de l’expression 

des molécules co-stimulatrices et des cytokines pro inflammatoires par les CPAs [Roncarolo MG. et 

coll. ; Immunol Rev 2006]. Les Th3 quand à elles sont intimement lié à l’induction d’une tolérance 

mucosale [Faria ; 2006]. A ce jour aucun marqueur de surface spécifique des Tr1 et des Th3 n’a été 

identifié (Tableau VII).  

 

b) Les cellules T régulatrices naturelles 
 

Les cellules Treg naturelles représentent près de 5 à 10% de la population CD4+ totale et jouent un rôle 

crucial dans l’induction et le maintien de la tolérance périphérique [Sakaguchi ; 1995]. Elles se 

caractérisent par une expression constitutive et élevée du récepteur de haute affinité pour l’IL-2 (CD25) 

et du facteur de transcription Foxp3 (Forkhead Winged-Helix Box P3). L’expression de ce facteur de 

transcription est décisive pour le développement et la fonction des cellues Treg naturelles [Fontenot ; 

2005]. Ainsi, une forte expression stable de Foxp3 dans des cellules non régulatrices CD4+ CD25- induit 

une fonction suppressive à ces cellules alors qu’une expression transitoire ne le permet pas [Campbell ; 

2007]. Malgré ces grandes caractéristiques phénotypiques, l’identification de ces cellules reste difficile 

(Tableau VII). 
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Sous-population 
CD4+ Treg 

Phénotype Mécanisme d’action de la 
fonction suppressive 

Origine 

Cellules Treg 
naturelles 

CD4+ Foxp3+ CTLA4+ 

GITR+ CD45RB- CD62L+ 
CD127- CCR4+ CCR6+/-

In vitro: par contact cellulaire 
In vivo: par de multiples modes 
d’action, IL-10, TGF-b, IL-35, 
CTLA4, CD39-CD73 et GITR 

Thymus 

Cellules Tr1 CD4+ IL10+ Foxp3- IL-10 Périphérique
Cellules Th3 CD4+ TGFb+ FOXP3- IL-10 et/ou TGF-b Périphérique

Tableau VII Caractéristiques des lymphocytes T CD4
+
 régulateurs naturels et induits 

 
 
 Il est décrit que l’expression du marqueur Foxp3 peut également être observée parmi les cellules 

T effectrices humaines activées [Morgan ; 2005] [Mantel ; 2006] [Wang ; 2007]. Celle-ci reste 

cependant transitoire et n’atteint jamais le niveau d’expression observé parmi la population T régulatrice 

[Allan ; 2007]. Par ailleurs, la distinction entre les cellules Treg CD25+ et les cellules CD4+ non Treg 

activées (exprimant également le CD25+) n’est pas aisée. Cette difficulté s’amplifie lors des périodes de 

grippe ou au cours de la saison pollinique durant laquelle une proportion non négligeable de cellules 

CD4+ non T régulatrices s’activent et expriment alors le CD25+ en réponse aux antigènes [Yi ; 2006].  

 Les cellules Treg CD4+CD25+Foxp3+ possèdent néanmoins une variété de caractéristiques 

phénotypiques supplémentaires. Elles expriment ainsi également les marqueurs de surfaces CTLA-4, 

GITR, CD69, BTLA, CD45RO, CD62L, CCR7, CCR4, CD103 et PD-1 [McGee ; 2006][Scheffold ; 

2005]. De plus, une faible expression du CD127 (chaîne ơ du récepteur de l’IL-7) permettrait ex vivo de 

faire aisément la distinction entre les cellules T régulatrices (CD127-) et les cellules T CD4+ effectrices 

activées CD25+ [Liu ; 2006]. A ces marqueurs Treg, s’ajoutent également les expressions des marqueurs 

CD39, CD73 et celle du « folate receptor 4 » récemment décrit comme spécifiques des cellules T 

régulatrices humaines [Borsellino ; 2007] [Yamaguchi ; 2007]. Le Tableau VIII résume l’ensemble 

des différents marqueurs Treg connut à ce jour. 
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Tableau VIII Les marqueurs importants de l’immunobiologie des cellules T régulatrices 

(D’après [Brusko ; 2008]) 
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4. Les mécanismes d�action des lymphocytes T régulateurs 
  

 Plusieurs mécanismes ont été décrits expliquant la fonction suppressive des cellules Treg. Ces 

mécanismes peuvent être regroupés en 3 « modes d’action »  principaux (Figure XXI) : 

 

- Suppression par contact cellulaire DC/T reposant notamment sur les effets immuno-

modulateurs des molécules CTLA-4, TGF-B, IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase) et LAG-3 

(lymphocyte-activation gene 3). Ce mécanisme inhiberait alors la maturation et la fonction des 

cellules dendritiques. [Von Boehmer ; 2005] [Huang ; 2004]  

 

- Suppression par sécrétion locale de cytokines inhibitrices : IL-10,  TGFb et IL-35 [Dario ; 2008] 

 

- Suppression induite par une perturbation métabolique (compétition locale pour les facteurs de 

croissance). Les cellules Treg, par leur très forte expression du récepteur de haute affinité à l’IL-2 

(CD25), consommeraient plus rapidement tout l’IL-2 environnant que les cellules T effectrices 

[Scheffold ; 2007] [Thornton ; 1998], L’IL-2 étant impératif à la survie  et à la prolifération des 

cellules.  

 
 Un quatrième mécanisme a été récemment proposé, impliquant la libération de l’adénosine et 

l’action des marqueurs CD39 et CD73. L’expression de ces deux marqueurs de surface seraient 

impliqués dans la libération de l’adénosine en surface des cellules Treg, activant le récepteur 2A de 

l’adénosine (A2AR) présent lui, à la surface des cellules T effectrices [Bynoe ; 2008][Deaglio ; 2007] 

[Borsellino ; 2007] [Kobie ; 2006].  L’activation du récepteur A2AR aurait un effet suppressif sur les 

lymphocytes T effecteurs. De plus, cette activation induirait le développement des Treg par l’inhibition 

de l’expression de l’IL-6 et l’induction de la sécrétion de TGF-Ƣ [Zarek ; 2008]. L’IL-6 étant connue 

pour inhiber le développement des cellules T régulatrices au profit d’une réponse pro-inflammatoire de 

type Th17 [Oukka ; 2007]  
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Figure XXI. Les différents mécanismes suppressifs des cellules T régulatrices. 

(D’après [Vignali ; 2008]) 

 
  

 Bien que tous ces mécanismes d’action restent très controversés [Zheng ; 2007], de nombreuses 

études mettent en évidence, aussi bien chez l’homme que chez la souris, que les Treg naturelles agissent 

principalement par contact cellulaire via LAG-3 et CTLA-4 [Miyara ; 2007] [Huang ; 2004] [Macon-

Lemaitre ; 2005]. 
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B.  Rôle des lymphocytes T régulateurs dans le contrôle de 
l�allergie  

 
 

 

 

 

Figure XXII. Rôle des lymphocytes T régulateurs dans l’allergie. Les cellules T régulatrices contrôlent et 
régulent tout les mécanismes effecteurs activés pendant l’allergie et la réponse Th2 grâce à la production 
d’IL-10 et/ou de TGF-ȕ et au contact cellulaire. L’action des Treg permet de diminuer la production d’IgE 
spécifique de l’allergène et induit une commutation isotypique vers les IgA et IgG. Ces cellules permettent 
également de diminuent l’activation des cellules inflammatoires (mastocytes, éosinophiles, basophiles) et 
agissent sur les cellules épithéliales des voies respiratoires pour diminuer la production de mucus et 
l’hyperréactivité bronchique. (Adapté de [Larché ; 2006]) 

 

 

 Les cellules T régulatrices sont capables non seulement d’inhiber la capacité effectrice des cellules 

T activées , mais aussi celles des cellules NK (natural killer), la maturation des cellules dendritiques et la 

production d’anticorps par les cellules B [Miyara ; 2007]. Par conséquent, ces cellules jouent un rôle clé 

dans l’induction et le maintien de la tolérance périphérique à l’allergène [Ahern ; 2005] [Verhagen ; 

2005] (Figure XXII). En effet, une étude a montré que les cellules Tr1 étaient capables de bloquer le 
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développement de l’asthme allergique en diminuant notamment la réponse Th2 [Umetsu ; 2002]. De 

plus la fréquence des cellules Foxp3+ est corrélée avec l’établissement d’une tolérance périphérique 

[Lee ; 2005]. Ces observations ont été confortées récemment par l’étude d’Orihira et coll., démontrant 

que la fréquence des cellules T régulatrices CD4+CD25+ est significativement plus faible dans le groupe 

des patients allergiques comparée à celui des sujets sains, tout ceci en corrélation avec le taux d’IgE 

[Orihira ; 2007]. Le rôle des cellules Treg dans l’induction d’une tolérance à l’allergène ne se limite pas 

qu’à la suppression de l’activité des cellules Th2. Ces cellules sont en effet capables d’inhiber la 

production d’IgE spécifique de l’allergène par les cellules B, d’induire celle des IgG4 et/ou IgA et 

finalement de supprimer l’action des mastocytes, basophiles et éosinophiles [Roncarolo ; 2006] 

[Akdis ; 2005]. 

 L’induction de lymphocytes Treg spécifiques de l’allergène représente donc à l’heure actuelle une 

cible thérapeutique capitale pour le développement de nouvelles stratégies vaccinales plus efficace dans 

l’allergie [Moingeon ; 2006].  
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C.  Mécanismes immunologiques de l�immunothérapie 
spécifique de l�allergène  

 

 Qu’elle soit sous-cutanée ou sub-linguale, l’ITS agit à la fois sur les mécanismes humoraux et 

cellulaires du système immunitaire impliqué dans la réaction allergique (Figure XXIII)  [Moingeon ; 

2006] [Till ; 2004] [Van Overtvelt ; 2006] [Larché ; 2006]. Cependant, les mécanismes d’action de 

l’ITS n’ont été que très peu élucidés malgré près d’un siècle d’utilisation. 

 

   

 Figure XXIII. Effets de l’immunothérapie spécifique sur les réponses humorales et cellulaires 
(Adaptés de [Larché ; 2006] ; [Moingeon ; 2006] [Akdis ; 2007] et [Holgate ; 2008]). 
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1. Effets de l�ITS sur les réponses humorales et les cellules pro-
inflammatoires 

 
 Que se soit dans le cas de l’ITSL ou de l’ITSC, un grand nombre d’études montrent au niveau 

humoral une augmentation de la production d’IgG1, IgG4 et d’IgA sériques spécifiques de l’allergène 

associée à une baisse progressive du titre d’IgE spécifiques de l’allergène [Wachholtz ; 2003] [Kepley ; 

2004] [Francis ; 2008]. Cette baisse du ratio IgE/Ig4 est corrélée avec l’efficacité clinique de 

l’immunothérapie [Lima ; 2002] [Troise ; 1995] [Bahceciler ; 2005] [Malling ; 2006]. Ces IgG et IgA 

sont susceptibles d’inhiber la réaction inflammatoire en entrant en compétition pour l’antigène avec les 

IgE fixées sur les mastocytes [Van Neerven ; 1999] ; [Wachholtz ; 2003] [Wachholtz ; 2003]. Une 

diminution du recrutement et de l’activation des cellules pro-inflammatoires (mastocytes, éosinophiles et 

les basophiles) au niveau des organes cibles (peau, nez, poumon) a également été mise en évidence 

[Durham ; 1999] [Wilson ; 2001] [Pilette 2007][Cosmi 2006][Marcucci 2003][Passalacqua 2003]. 

L’influence de l’ITS sur la production d’IgE et d’IgG spécifiques de l’allergène et sur l’inactivation des 

cellules pro-inflammatoires fait naturellement penser à une action du traitement au niveau des 

lymphocytes T CD4+, chefs d’orchestres de la réaction allergique et des réponses humorales.  

 

2. Effets sur les réponses lymphocytaires T CD4+ 
 
 Depuis la première étude en 1993 par Varney et coll. [Varney ; 1993] le paradigme central de 

l’ITS a longtemps consisté à rediriger les réponses lymphocytaires Th2 des sujets allergiques vers une 

réponse de type Th1 [Benjaponpitak ; 1999] [De Witt ; 2000] [Durham ; 1996]. [Jutel ; 1995] [Jutel ; 

2003].  Cependant, plusieurs études cliniques d’ITS n’observent pas ce phénomène  [Wachholz ; 2002] 

[Francis ; 2003]. Depuis, l’hypothèse d’un déséquilibre Th1/Th2 a été réévaluée, prenant alors en 

compte le rôle joué par les lymphocytes Treg dans l’induction de tolérance à l’allergène. L’allergie est 

donc décrite comme la résultante d’une incapacité des cellules Treg à maintenir l’homéostasie de la 

réponse immune par leur fonction suppressive. (Figure XXIV) 

 

  

 

 65



 

Figure XXIV. Notion d’équilibre/déséquilibre entre les différentes sous-populations T spécifiques. Les sujets 
allergiques, tout comme les sujets sains, possèdent tous deux les sous-populations Th1, Th2, Th17 et Treg 
spécifiques de l’allergène mais à des proportions différentes. En conséquence de quoi, un déséquilibre dans 
la réponse immunitaire peut entraîner le développement d’une allergie ou à l’inverse la restauration d’une 
réponse protectrice. 

 

 Lorsque l’ITSC est efficace, on observe une augmentation du nombre de cellules T régulatrices 

productrice de TGF-Ƣ et surtout d’IL-10 [Radulovic ; 2008] [Taylor ; 2004] [Akdis ; 1998]. Cette 

augmentation corrèle avec une diminution de la prolifération des cellules T spécifiques de l’allergène et 

une diminution du recrutement et de l’activation des cellules Th2 [Ebner ; 1997] [Till ; 2004] [Ling ; 

2004] [Francis ; 2003] [Jutel ; 2003] [Nasser ; 2001]. Il est intéressant de noter que toutes ces 

observations sont en lien avec des analyses montrant que la majorité des lymphocytes T spécifiques de 

l’allergène présents chez les sujets non allergiques sont des cellules T regulatrices [Verhagen ; 2005] 
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[Akdis ; 2004]. L’augmentation de ces cellules T régulatrices au cours de l’ITS pourrait alors être utilisée 

comme un facteur de bon pronostique clinique [Lee ; 2005]. 

 

 De nombreuses études montrent que la voie sublinguale semble encore plus appropriée pour 

A l’aspect humorale systémique classique s’ajoute donc dorénavant la nécessité de prendre en 

compte

induire une tolérance aux allergènes [Novak (b) ; 2008][Akdis ; 2000] [Till ; 2004] [Moingeon ; 

2006]. Cette capacité est liée aux caractéristiques immunologiques de la muqueuse buccale tels que la 

faible fréquence de mastocytes, d’éosinophiles ou de lymphocytes B et la présence de DC capable de 

produire de grande quantité d’IL-10 et de TGF-Ƣ après capture de l’allergène. Lorsque l’ITSL est 

efficace, on observe alors une diminution de la prolifération des cellules spécifiques de l’allergène, une 

augmentation de l’expression d’IL-10 et une diminution de la production de cytokine Th2 [Burastero ; 

2008] [Burastero ; 2007] [Fenoglio ; 2005] [Cosmi ;  2006]. Une étude récente a par ailleurs démontré 

que l’ITSL induisait des lymphocytes T producteurs d’IL-10 durant les premières phases du traitement 

suivie d’une déviation immune des cellules T spécifiques de l’allergène vers un profil Th0/Th1 apres 52 

semaines de traitements [Bohle ; 2007]. De plus, il a été récemment démontré que l’ITSL sous forme de 

comprimé augmenterait significativement le taux d’IgG4 sur une période supérieure à deux ans [Dahle ; 

2008].  

 

 l’effet sur les réponses cellulaires. Une meilleure compréhension des mécanismes régulateurs des 

réactions immunitaires et des phénomènes de tolérance observés chez les individus non allergiques 

semble alors essentielle, dans l’hypothèse que de telles réponses naturelles protectrices doivent être 

mimées au cours de l’immunothérapie spécifique. Dans ce contexte, il devient nécessaire de développer 

de nouveaux outils biologiques pour mieux caractériser l’orchestration des réponses lymphocytaires T 

CD4+ spécifiques de l’allergène à la fois chez les sujets allergiques, les sujets allergiques en cours de 

désensibilisation et les sujets non allergiques afin de fournir de nouvelles stratégies de vaccination plus 

efficaces. 
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IV. ANALYSE DES REPONSES T CD4+ SPECIFIQUES DE 
L�ALLERGÈNE 
 

A. Développement de nouveaux outils biologiques d�analyse 
des réponses T 

 

1. Intérêts  
   

 STALLERGENES réalise continuellement des essais cliniques afin de prouver l’efficacité de 

nouveaux modes d’administration des extraits allergéniques (voie sublinguale) ou de nouvelles formes 

galéniques (comprimés). Cependant à ce jour, aucun marqueur biologique (ou biomarqueur) n’a été 

clairement  relié à l’efficacité clinique de l’ITS. A la lumière des données suggérant l’importance des 

lymphocytes T spécifiques de l’allergène dans le contrôle de la réponse immunitaire globale et clinique, il 

est important de développer des outils pour analyser les réponses lymphocytaires T. Ces outils 

permettront :  

  

• Une meilleure compréhension des mécanismes d’induction de tolérance, et ainsi  faciliter le 

design de nouvelles stratégies vaccinales (protéine recombinante, adjuvantation et 

formulation) ;  

• D’identifier et de caractériser des marqueurs biologiques associés à l’éfficacité de l’ITS 

 

Selon la définition établie lors d’un atelier conduit sous la responsabilité du National Institute of Health en 

1998, un « biomarqueur » désigne une caractéristique mesurée objectivement (c’est à dire avec une 

précision et une reproductibilité suffisante), évaluée comme indicateur de processus physiologiques 

normaux ou pathologiques ou de l’action d’un traitement thérapeutique.  

 

Les principaux critères que doivent remplir les biomarqueurs sont les suivants : 

• Simplicité de détection ; 

• Faible variabilité biologique ; 

• Faibles erreurs de mesure ; 
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Le but de STALLERGENES dans la recherche de biomarqueurs est de permettre de sélectionner les 

patients à traiter, d’augmenter la compliance de ces patients et de guider leur traitement. 

 

Les types de biomarqueurs recherchés sont : 

 

• Les biomarqueurs de prédiction de réponse au traitement, pour pouvoir sélectionner et ne traiter 

que les patients répondeurs à l’ITS. Ces marqueurs devraient permettre d’accroïtre la valeur du 

traitement ;  

• Les biomarqueurs d’éfficacité à court terme c’est à dire d’une réponse précoce au traitement, 

pour démontrer la présence d’une réponse au traitement pendant la phase de traitement pré-

saisonnier. Ces marqueurs devraient permettre d’augmenter la compliance des patients traités ; 

• Les biomarqueurs d’éfficacité à long terme pour permettre de détecter l’apparition de la tolérance 

à l’allergène, prédire la maintenance de celle-ci d’une année à l’autre. Ces marqueurs devraient 

permettre d’ajuster le traitement en fonction de la réponse du patient à l’ITS. 

 

2. Propriétés 
 

 Pour être efficaces, les outils biologiques développés pour analyser les réponses lymphocytaires T 

CD4+ doivent présenter plusieurs propriétés :  

• Prendre en compte les limites de détection et de quantification ; 

• Etre sensibles et spécifiques ; 

• Etre robustes et reproductibles ; 

• Etre faciles d’utilisation.  

 

 La spécificité fait référence à la justesse de l’interprétation des résultats observés (une grande 

spécificité correspond à une faible quantité de faux positifs). Elle est définie en comparaison à des 

standards ou des contrôles appropriés. La sensibilité est le paramètre le plus affecté par le bruit de fond 

définie par les contrôles négatifs. Enfin, la robustesse et la reproductibilité impliquent que les résultats 

générés soient les mêmes quelque soient le manipulateur, l’instrument ou le réactif utilisé. 
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B. Les outils biologiques de mesure des réponses T CD4+ 
spécifiques de l�allergène.  

 
 
 On distingue 2 approches pour analyser les réponses T CD4+ qui détermineront le type d’outils 

biologiques à utiliser:  

 

- Une approche non-spécifique de l’antigène, qui analyse les réponses T CD4+ de façon globale.  

- Une approche spécifique de l’antigène, qui consiste en une analyse fine des réponses 

immunologiques restreinte à l’antigène. Cette approche nécessite l’utilisation de test fonctionnel 

ou bien d’outils tétramères MHC classe II pour identifier les cellules T CD4+ spécifique de 

l’antigène.  

 

Dans cette partie, nous ne détaillerons que l’approche spécifique de l’allergène. 

 

1. Identification des cellules T CD4+ spécifiques par les tests 
fonctionnels 

 

 La détection des cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène a traditionnellement été réalisée par 

des tests fonctionnels. Ces mesures indirectes ne déterminent que le résultat d’une activation induite par 

l’antigène. L’exemple le plus classique de ces tests reste l’analyse en dilution limite et l’analyse de la 

prolifération cellulaire in vitro par l’incorporation de thymidine tritiée (3H-thymidine) [Bloom ; 1971], par 

marquage au BrdU ou par dilution du marquage CFSE des cellules T qui prolifèrent [Lyons ; 2000].  

Depuis, un grand nombre de tests fonctionnels sont apparus, se concentrant principalement sur la 

mesure des cytokines induites par la stimulation antigénique. On décrit de cette manière (i) le test 

ELISA, (ii) le marquage intracellulaire des cytokines (« Intracellular Cytokine Staining ») [Picker ; 1995] 

[Waldrop ; 1997], (iii) le test ELISpot (« enzyme-linked immunospot »)  [Czerkinsky ;  1988] et (iv) le 

« Cytokine Secretion Assay » (CSA) [Manz ; 1995] (Figure XXV). Enfin, notons qu’une étude récente a 

proposé une nouvelle approche d’identification des lymphocytes T CD4+ spécifiques de l’allergène par 

l’analyse de l’expression du CD154 (CD40L) [Chattopadhyay ; 2005]. 
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Figure XXV. Les différents outils d’analyse des réponses lymphocytaires T CD4
+
 spécifiques (Adapté de 

[Kern ; 2005]) 

 

 Ces techniques sont maintenant très largement utilisées en laboratoire pour suivre les réponses T 

CD4+ spécifiques de l’antigène. Néanmoins, elles restent difficiles à standardiser car sujette à de 

considérables variations expérimentales. Les résulats de ces tests sont également difficiles à interpréter 

suite à la relevance de la mesure fonctionnelle. 

 Dans l’ensemble, les  mesures des réponses T CD4+ spécifiques de l’allergène par test 

fonctionnel ne permettent d'étudier que les cellules possédant un potentiel prolifératif ou fonctionnel 

particulier au moment de l'analyse, négligeant ainsi les cellules incapables de proliférer, et celles non 

fonctionnelles (anergiques).  Ces tests ne font pas non plus la distinction entre activation spécifique due 

à la stimulation antigénique et activation non spécifique liée à la présence de cellules mortes ou aux 

cytokines environnantes (effet bystander).  
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2. Les tétramères MHC 
 

a) Principe et Définition 

 
 Le TCR permet aux lymphocytes T de reconnaître l'antigène de façon spécifique présenté sous 

forme peptidique par les molécules du MHC des cellules présentatrices [Zinkernagel ; 1974]. Ainsi, 

l'utilisation d'un complexe MHC-peptide donné sous forme soluble devrait permettre de repérer 

l'ensemble des lymphocytes T qui lui sont spécifiques quelque soit leur état fonctionnel. Toutefois, du 

fait de la faible avidité des TCR pour leur ligand, les complexes MHC-peptides sous forme 

monomérique ne se fixent pas sur les lymphocytes T [Valitutti ; 1995]. C’est en 1996 que l’équipe 

d’Altman et coll. a résolu ce problème en utilisant des formes tétramériques de complexes MHC-

peptides, augmentant ainsi l'avidité du système (Figure XXVI) [Altman ; 1996]. 

 

 

Figure XXVI. Description et développement des tétramères MHC classe II. Les molécules de MHC classe II 
recombinantes sous formes monomériques sont produites en incorporant des motifs leucine zipper à la place 
des domaines transmembranaires et cytosolique originaux pour stabiliser le complexe Į/ȕ. Ces molécules 
sont produites dans des cellules de Drosophile tranfectées stablement. Elles sont ensuite purifiées par 
chromatographie d’affinité et biotinylées sur la portion N-terminal de la chaine ȕ du MHC classe II. Les 
monomères chargés sont ensuite assemblés sous forme tetramerique par l’addition de la streptavidine qui 
possède 4 sites de liaisons pour la biotine. L’utilisation d’une streptavidine couplé à un fluorochrome 
(typiquement la Phycoerythrine) permet alors la détection par cytométrie en flux de la liaison du téramère sur 
la cellule T CD4

+
 dont il est spécifique. (Adapté de [Mallone ; 2004])   
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 Les tétramères MHC, en mimant l’action d’une cellule présentatrice d’antigène, permettent 

d'identifier directement l'ensemble des lymphocytes T spécifiques d'un complexe MHC-peptide donné 

au sein des lymphocytes circulants. 

 

b) Des tétramères classe I aux tétramères classe II 

 

 Le développement des tétramères MHC classe I, a fortement complété et modifié notre 

compréhension des réponses lymphocytaires T CD8+ MHC classe I restreinte au cours d’infections 

virales et bactériennes [Doherty ; 1998] [Busch ; 1998] [ White ; 1999] [ Kim ; 2000]. Le 

développement plus complexe des tétramères MHC classe II pour l’analyse des réponses T CD4+ est 

apparu peu de temps après chez la souris [Crawford ; 1998]. Son utilisation chez l’homme fut plus 

laborieuse à cause de la faible fréquence de cellules T CD4+ spécifiques [Novak ; 1999] [Meyer ; 2000] 

[Mallone ; 2004]. Depuis, de récentes avancées ont permis de surmonter ces limites permettant 

l’utilisation des tétramères MHC classe II dans de multiples domaines [Voller ; 2008]. A l’heure actuelle, 

les nouveaux défis pour une accroitre l’utilisation de la technologie tétramère MHC classe II se 

concentrent sur la production des différents variants alleliques des molécules MHC classe II et sur la 

détermination des épitopes immunodominants de chaque antigène d’intérêt. Ce dernier point sera 

détaillé dans la partie « identification des épitopes T immuno-dominants. 

 

c) Avantages/Inconvénients  

Les avantages 

 
 L’utilisation des tétramères MHC ne nécessite pas de manipulation au préalable pour 

identifier les cellules T spécifiques de l’antigène. Cet outil présente ainsi le principal avantage de fournir 

une analyse directe hautement spécifique, sensible et facile des cellules T spécifiques. Il permet 

également de déterminer la fréquence des cellules T spécifiques présents dans le sang périphérique 

(Tableau IX). L'utilisation des tétramères MHC permet une analyse fine des réponses T spécifique de 

l’antigène lorsqu’il est couplé avec d’autres analyses phénotypiques ou fonctionelles lors d’une analyse 

multiparamétrique [Klenerman ; 2002]. De plus, les cellules tétramères positives sont viables et peuvent 

être triées pour réaliser des analyses complémentaires comme l’analyse de l’expression génique par PCR 

quantitative, ou l’analyse du répetoire T. Cette technologie offre ainsi des informations complémentaires 
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aux autres méthodes d’analyse des réponses T spécifiques. Il devient par conséquent un outil biologique 

standard incontournable dans l’étude des réponses T spécifiques. 

 

Les inconvénients 

 

L’une des limites de l’analyse par les tétramères MHC classe II est la fréquence souvent très 

faible des cellules CD4+ spécifiques d’un épitope T. Ceci implique dans bien des cas une phase 

d’expansion in vitro [Lemaitre ; 2004] [Scriba ; 2005]. Cette étape permettant d’amplifier les cellules T 

CD4+ spécifiques de l’antigène complique la détermination de la fréquence initiale de ces cellules, qui 

bien souvent constitue l’un des buts de ce type d’analyse. De plus, des changements potentiels du 

phénotype des cellules T amplifiées et la perte des clones non répondeurs peuvent être générés au cours 

de cette étape. Une autre contrainte est la nécessité d’avoir identifié l’épitope immunodominant. De plus 

cette analyse se limite à un épitope donné, qui peut ne pas être représentatif de la réponse globale dirigée 

contre l’allergène. Un autre inconvénient est le haut polymorphisme des molécules MHC classe II. Ceci 

restreint alors l’analyse aux individus présentants un haplotype MHC classe II (allèles DRB1 

principalement) pour lesquelle sont disponible les tétramères MHC classe II [Voller ; 2008]. C’est 

pourquoi la plupart des études utilisant les tétramères MHC classe II chez l’homme sont restreintes aux 

molécules HLA les plus répandues (Tableau IX). 

 

 

Tableau IX : Pourcentage de différents allèles DRB1 dans des populations caucasiennes, africaines et 
asiatiques. (Adapté de [Colombani, 1993]) Abréviations: FRA: France, DAN: Danemark, GER: Allemagne, 
ITA: Italie, ROU: Roumanie, SPA: Espagne, US: Etats-Unis, CAN: Canada, SEN: Sénégal, JAP: Japon. 
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Outils Caractéristiques Avantages Inconvénients 
ELISPOT Mesure des cellules T 

spécifiques ayant sécrétées 
des cytokines capturées sur 
une membrane en réponse 

à un stimulus. 

* Très sensible 
* Analyse également la 
fréquence des cellules 

spécifiques. 

* Dépendant du profil 
cytokinique 

* Se limite à la détection des 
cellules ayant répondu à la 

stimulation 
* Bruit de fond possible par effet 

« by-stander » 
* Ne permet pas une analyse 

multiparamétrique 
* Ne permet pas une analyse des 

marqueurs de surfaces 

ICS Mesure des cellules T 
spécifiques ayant 

accumulées des cytokines 
dans leur cytoplasme en 
réponse à un stimulus 

* Facile d’utilisation 
* Nécessite peu de cellules 

* Analyse multiparamétrique 
possible 

* Manque de sensibilité 
* Se limite à la détection des 
cellules ayant répondu à la 

stimulation 
* Analyse sur cellules fixées et 

pérméabilisées 
* Analyse difficile des marqueurs 

de surface 

CFSE Mesure de la prolifération 
des cellules par dilution du 

marquage CFSE des 
cellules en division en 
réponse à un stimulus 

* Détermination du nombre 
de divisions cellulaires 

* Analyse multiparamétrique 
possible 

* Peu coûteux 
* Peut être suivie d’une étape 

de purification 

* Manque de sensibilité 
* Se limite à la détection des 
cellules ayant répondu à la 

stimulation 
 

CSA Mesure des cellules T 
spécifiques ayant sécrétées 
des cytokines en réponse à 

un stimulus 

* Peut être suivie d’une étape 
de purification 
* Très sensible 

* Analyse multiparamétrique 
possible 

* Dépendant du profil 
cytokinique 

* Se limite à la détection des 
cellules ayant répondu à la 

stimulation 
* Dépend de la cinétique de 

sécrétion des cytokines 
* Bruit de fond possible par effet 

« by stander » 

CD154 Mesure des cellules T 
spécifiques par détection 
d’un marqueur de surface 

spécifique des cellules 
activées 

*Indépendant du profil 
cytokinique 

* Peut être suivie d’une étape 
de purification 

 

* Pas applicable aux CD8+

* Se limite à la détection des 
cellules ayant répondu à la 

stimulation 

Tétramères 
MHC de 
classe II 

Mesure des cellules T 
spécifiques par liaison 

direct des tétramères MHC 
classe II 

*Hautement spécifique 
*Analyse directe des cellules 
spécifiques en dehors de leur 

état fonctionnel 
* Facile d’utilisation 

* Peut être combiné avec 
d’autrès essais fonctionnels 

* Peut être suivie d’une étape 
de purification 

* Donne une information sur 
l’avidité du TCR 

 

* Besoin d’expandre les cellules 
spécifiques 

* Se limite à un épitope 
* Besoin de connaître l’épitope 

immunodominant 
* Se limite aux individus ayant 
une restriction MHC-classe II 

identique aux tétramères utilisé. 
* Coûteux 

Tableau X. Caractéristiques et avantages/inconvénients des différents outils biologiques d’analyses des 
réponses T spécifiques de l’allergène. (Adapté de [Kern ; 2005]) 
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3. Identification des épitopes T immunodominants   

 
 Pour faciliter l’identification des épitopes immunodominants, des programmes algorithmiques 

ont été développés afin de prédire les liaisons potentielles d’épitopes sur une molécule MHC donnée 

[Sturniolo T. et coll. ;  Nat Biotechno 1999]. Une autre approche développée par le groupe de W. 

Kwok et coll. décrit un criblage d’épitope appelé TGEM (tetramer-guided epitope mapping) dans lequel à la 

fois la capacité de liaison des peptides sur le CMH et la détection des cellules spécifiques sont évaluées 

[Novak ; 2001] [Kwok ; 2001].  

 

 

a) L�immuno-dominance des épitopes T 

 
 

Suite à une immunisation avec une protéine, la réponse T CD4 ou CD8 est dirigée uniquement 

contre un nombre limité d’épitopes T de cette protéine. Ce phénomène, appelé immuno-dominance des 

épitopes T, est décrit pour de nombreux antigènes et est considéré aujourd’hui comme général. Elle 

résulte d’un processus de sélection parmi les épitopes T potentiellement immunogènes d’une protéine. 

On définit comme épitope immunodominant, un peptide capable de se lier efficacement à une molécule 

MHC dans un certain contexte allélique et capable de générer une réponse T contre l’antigène natif. Ces 

peptides immunodominants sont alors capables d’induire, par restimulation in vitro, une réponse 

proliférative forte et systématique des lymphocytes T spécifiques sensibilisés avec la protéine entière 

[Gammon ; 1987]. Ils se distinguent des peptides cryptiques qui eux sont incapables de stimuler les 

cellules T spécifiques après immunisation avec l’antigène intact. Cette incapacité d’un peptide à être 

immunogène est en partie liée à un défaut d’apprêtement de celui-ci, ceci en liaison directe avec le 

contexte moléculaire dans lequel il se trouve au sein d’une protéine [Immonen ; 2007] [Immonen ; 

2005] [Texier ; 2000]. Par ailleurs, l'incapacité d'un peptide à former un complexe de longue durée de 

vie avec les molécules du CMH, apparaît également comme un facteur critique dans l'immunogénicité de 

celui-ci, en liaison cette fois avec la séquence même de l’épitope T.  
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L’identification des épitopes T immunodominants d’un allergène doit prendre en 

considération plusieurs caractéristiques :  

 

� L’épitope T doit posséder un site de liaison pour le TCR  (l’épitope) et un site de liaison 

pour la molécule CMH (l’agrétope) 

� La liaison de l’épitope à la molécule CMH est sélective mais n’a pas du tout la spécificité 

fine de la liaison de l’épitope sur le TCR 

� Une même molécule du CMH peut fixer un grand nombre d’épitopes différents 

� Tous les acides aminés du peptide participent à la constitution de l’épitope, par contre 

seule une partie de ceux-ci contribuent à la liaison à la molécule CMH, à l’agrétope 

� Une même protéine comporte de multiples épitopes T potentiels 

� Seuls les peptides capables de se lier aux molécules CMH de l’individu ou de l’animal 

considéré pourront provoquer une réponse immunitaire T  

 

b) Détermination des épitopes T immunodominants d�un allergène 

 

Depuis une vingtaine d’année, de nombreux épitopes T immunodominants ont été proposés 

pour de nombreux allergènes (acariens, pollens, graminées, chat, venin d’abeilles) [Van Neerven ; 1996] 

[Ebner ; 1995] [Macaubas ; 2006] [Jahn-Schmid ; 2005]. Les nombreuses études effectuées à ce sujet 

font apparaître une grande variabilité dans la reconnaissance épitopique inter et intra-sujets. Par exemple, 

les différents isoformes d’un même allergène expriment des épitopes T différents, tous les sujets 

allergiques ne reconnaissent pas les mêmes épitopes T au sein d’un même allergène et différents 

récepteurs peuvent reconnaître un même épitope. On comprendra ainsi que l’utilisation des épitopes des 

allergènes pour le diagnostic, le traitement des maladies allergiques ou le développement de tétramères 

classe II reste singulièrement difficile. Il faut en particulier tenir compte du polymorphisme des 

molécules MHC de classe II qui explique la diversité et la variabilité des épitopes T d’allergènes décrits. 

En effet, chaque individu exprime un jeu de plusieurs (4 à 8) molécules MHC de classe II qui possèdent 

des spécificités de liaisons différentes (d’où une variabilité intra-individuelle des épitopes), et qui lui sont 

propres, ce qui explique la variabilité inter-individuelle des épitopes. De ce fait, les peptides qui 

présentent un intérêt en vaccination et pour l’analyse des réponses T spécifiques sont ceux que 

reconnaissent dans la plus grande majorité des cas les lymphocytes T d’individus différents. 
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c) Spécificité de liaison des épitopes T 

  

 Le polymorphisme important des allèles MHC de classe II se traduit au niveau fonctionnel par 

des molécules ayant chacune leurs propriétés de liaison : les épitopes T. Des différences de spécificités 

de liaison sont observées aussi bien entre séries alléliques (DR et DQ principalement) [Raddrizzani ;  

1997], qu’entre molécules d’une même série, ce qui implique que les répertoires de peptides liés diffèrent 

d’une molécule à l’autre. On distingue ainsi dans les molécules MHC classe II des résidus d’ancrage qui 

sont accommodés par les cinq poches de spécificité des molécules MHC II localisées en P1, P4, P6, P7 

et P9 (Figure ).  

 
 

Figure XXVII. Modèle de fixation d’un épitope T CD4+ sur la molecule HLA-DR1. Il existe chez l’homme trois 

types de molecules MHC classe II : HLA-DR, -DQ et –DP. Ces trois molécules partagent une structure 

tridimensionnelle tres conservée et de nombreuses caractéristiques communes. Leur site de liaison est ouvert 

aux deux extremités et comporte 5 poches de spécificité (P1, P4, P6, P7 et P9) dans lesquelles sont 

regroupés les résidus polymorphes. Le peptide est systématiquement dans une configuration étendue. Da 

liaison est assurée par des interactions indépendantes ou dépendantes de sa séquence. Les interactions 

indépendantes résultent des liaisons hydrogène avec le squelette du peptide alors que les interactions 

dépendantes de la séquence sont controlées par les poches de spécificité. L’ensemble de ces contacts 

moléculaires fait que chaque molécule possède une large spécificté de liaison. (D’après CEA / B. Maillière) 
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Chaque molécule de MHC classe II possède ses propres propriétés de liaison en fonction des résidus 

polymorphes présents dans le site de liaison des peptides. Elle lie donc un répertoire de peptides qui lui 

est propre et qui diffère de celui d’une autre molécule (Tableau XI). La spécificité large des molécules 

MHC classe II, l’existence de plusieurs isoformes et d’un polymorphisme important font que de 

nombreux fragments différents d’une même protéine peuvent être chargés sur les molécules MHC classe 

II et donc être présentés aux lymphocytes T. 

 

Positions Molécules 

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 

DRB1*0101 Y  V 

L  F 

I  A 

M  W 

  L  A 

I  V 

M  N 

Q 

 A  G 

S  T 

P 

   

DRB1*0301 L  I 

F  M 

V 

  D  K  R 

E  Q 

N 

  Y  L 

F 

DRB1*0401 F  Y 

W  I 

L  V 

M 

  F  W 

I  L 

V  A 

D  E 

 N  S 

T  Q 

H  R 

   

DRB1*1501 L  V 

I 

  F  Y 

I 

  I  L 

V  M 

F 

  

 

Tableau XI. Motifs de liaison proposés pour quelques molécules HLA-DR (en gras : les préférences fortes). 

(D’après Maillière B. Sur le site du CEA)  
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4. Applications de l�outil tétramère MHC classe II 
 

 Contrairement aux tétramères classe I, l’utilisation des tétramères classe II reste plus restreinte et 

fait figure d’exception suite aux limites exposées précédemment (Figure XXVII). Toutefois plusieurs 

exemples d’analyse ex vivo ont été décrits. Citons ainsi celui de l’équipe de Meyer et coll. qui décrit au 

début des années 2000 un marquage tétramère MHC classe II ex vivo de cellules T CD4+ spécifiques de 

Borrelia avec des fréquences supérieures à 0,1% chez des patients atteints de la maladie de Lyme 

[Meyer ; 2000]. Plus récemment, l’utilisation des tétramères classe II s’est étendue pour l’analyse ex vivo 

des cellules T CD4+ spécifiques d’agents infectieux [Bronke ; 2005][Hohn ; 2007] [Ulsenheimer ; 

2006], d’auto-antigènes [Raki ; 2007], d’allergènes [Bateman ; 2006] et d’antigènes tumoraux [Zhang ; 

2005][Wong ; 2004]. Les fréquences décrites se situées alors entre 0,02% et 0,6% dans la population 

CD4+ totale. Ainsi, dans la très grande majorité des cas l’outils tétramères MHC classe II s’utilise apres 

une phase d’expansion des cellules T CD4+ spécifiques de l’antigène. 

 

 

 

Figure XXVIII. Publications cumulées concernant l’utilisation des tétramères MHC classe II pour l’analyse des 
réponses T spécifiques (D’après [Vollers ; 2008]) 

 
 
 

 80



C. Combinaison des outils biologiques 
 
 Une analyse minutieuse des réponses T CD4+ spécifiques de l’antigène requiert l’étude d’un 

ensemble de paramètres [Darrah ; 2007] : 

 

(i) L’ampleur de la réponse : fréquence des cellules T spécifiques  

(ii) L’étendue de la réponse : combien y a t-il d’épitopes différents pour un même antigène qui 

sont reconnus par les cellules T chez un même individu ? 

(iii) La clonalité de la réponse : combien de clones de cellules T différents sont générés pour 

chaque épitope ? 

(iv) L’efficacité de la réponse : quelle est l’avidité avec laquelle les cellules T reconnaissent 

l’épitope ? 

(v) Les réponses spécifiques à l’épitope : quel est le type de réponse induite (e.g. phénotype de 

surface, profil cytokinique et chimiokinique) ? 

 
 Comme les cellules T exercent leur fonction effectrice à travers de nombreux mécanismes 

(sécrétion de cytokine, expression de molécules de surface, etc.), il est intéressant de pouvoir coupler 

l’outil tétramères MHC classe II avec d’autres outils permettant une analyse fonctionnelle.  

  De récentes analyses soulignent clairement qu’un suivi des réponses T spécifiques « correct » doit 

englober l’utilisation de plusieurs tests immunologiques, lesquels devront ensemble permettre 

l’évaluation de la fréquence, de la fonction effectrice, du type de marqueurs spécifiques exprimés et de la 

capacité migratoire des cellules T spécifiques [Kern ; 2005]. Seule l’utilisation combinée de plusieurs 

outils biologiques peut alors permettre de mettre en lumière des marqueurs biologiques d’efficacité de 

l’ITS.  

L'utilisation des tétramères peut ainsi être couplée à une analyse phénotypique multiparamétrique en 

cytométrie en flux ainsi qu'à une analyse fonctionnelle par la détection des cytokines secrétées 

fournissant ainsi une large évaluation de la magnitude, du phénotype et de la capacité fonctionnelle des 

cellules T  spécifiques de l’antigène (Tableau X) [Perfetto ; 2004] [Buckner ; 2002].  
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Tableau XII. Compatibilité entre les différents essaie d’immunomonitoring 

 ELISPOT ICS CFSE CSA CD154 
ELISPOT      

ICS NON     

CFSE NON OUI    

CSA NON NON OUI   

CD154 NON OUI OUI OUI  

Tétramère NON OUI OUI OUI OUI 

 

 Par l’utilisation de ces combinaisons, les premières analyses tétramères classe II ont démontré 

que ces cellules spécifiques détectées après une phase d’expansion cellulaire in vitro, sont de type CD3+ 

CD4high CD25+, un phénotype caractéristique des cellules T activées répondant à l’antigène [Novak ; 

2001]. De plus la combinaison du marquage tétramère avec le marquage CFSE permet de calculer la 

fréquence des précurseurs sans utiliser la technique de dilution limite [Novak ; 1999]. Néanmoins, ce 

type d’estimation de fréquence des précurseurs semble sous estimer le nombre de cellules initiales, 

certaines d’entre-elles pouvant entrer en apoptose [Danke ; 2003] [Lucas ; 2004]. 

 La combinaison du marquage tétramères avec un test fonctionnel constitue néanmoins une 

approche difficile puisqu’il faut allier le marquage tétramères MHC classe II avec l’étape d’activation 

nécessaire à la stimulation de la production des cytokines, entraînant une internalisation rapide du TCR, 

[Valitutti ; 1996] [Wilson ; 1999]. Une étude de Appay et coll. a cependant démontré qu’il était possible 

de conserver un marquage tétramère MHC après activation des cellules lorsque celui-ci est réalisé avant 

la stimulation de la cellule dans un temps plus court pour garder libre certain TCR pour l’activation 

[Appay ; 2000]. Une autre approche possible consiste à utiliser des doses peptidiques suffisantes pour 

stimuler la production de cytokines sans causer l’internalisation du TCR. [He ; 2001] 
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Objectifs et présentation des travaux de thèse 
 
 L’objectif de cette thèse est de concevoir et développer de nouveaux outils biologiques pour le 

suivi des réponses lymphocytaires T CD4+ spécifiques de l’allergène. Ces outils permettront d’identifier 

et de caractériser de nouveaux marqueurs biologiques associés à l’éfficacité de l’ITS et faciliteront le 

développement de nouveaux candidats vaccins et/ou schéma d’administration.  

 

Le travail effectué pendant ma thèse s’articule donc autour des trois problématiques :  

 

- Concevoir et développer des outils biologiques pertinents pour suivre les réponses 

lymphocytaires T CD4+ spécifiques des allergènes majeurs Bet v 1 et Der p 1/Der p 2 chez 

l’homme ; 

- Caractériser les réponses lymphocytaires T CD4+ spécifiques de l’allergène chez les individus 

sains et allergiques ; 

- Suivre les réponses lymphocytaires T CD4+ au cours des essais cliniques initiés par 

STALLERGENES. 

 

Ces trois points ont été abordés en majeure partie à l’aide de la technologie des tétramères MHC classe 

II pour une analyse directe des lymphocytes T CD4+ spécifiques de l’allergène. Lorsque ce travail a 

commencé, aucune étude ne décrivait son utilisation dans le contexte des maladies allergiques, bien que 

de nombreux travaux décrivent l’intérêt d’une telle approche pour suivre les réponses T CD4+ au cours 

du diabète de type I, de l’arthrite rhumatoïde, de la sclérose en plaque, du lupus et du cancer. 

 Au sein du laboratoire, des travaux avaient été initiés pour identifier le ou les épitopes T CD4+ de 

l’allergène majeur du pollen de bouleau (Bet v 1) présentant une haute affinité pour les molécules HLA-

DRB1*0101, *0401 et *1501. A la lumière des résultats des tests in vitro de liaisons des épitopes T CD4 

aux principales molécules HLA réalisés par l’équipe du Dr Bernard Maillère, et des résultats de l’équipe 

du Dr Barbara Bohle sur la caractérisation des clones de Bet v 1, l’épitope Bet v 1141-155 a été retenu pour 

la production de tétramères MHC classe II spécifiques de Bet v 1. Je me suis alors associé à la suite de 

ces travaux pour mettre en place les protocoles d’utilisation de cette nouvelle technologie afin 

d’identifier et caractériser les lymphocytes T CD4+ spécifiques de l’allergène. 
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 La première partie de cette thèse a été de développer les aspects méthodologiques liés à 

l’utilisation efficace de l’outil tétramère MHC classe II dans l’allergie (Article 1). Nous avons (i) optimisé, 

les conditions d’expansion in vitro afin d’augmenter la fréquence des cellules T CD4+ spécifiques de 

l’allergène ; (ii) développé les stratégies de marquage et d’analyse en cytométrie en flux pour améliorer la 

sensibilité et la spécificité ; (iii) mis au point une approche combinant l’utilisation des tétramères MHC 

classe II avec une analyse des cytokines sécrétes et capturées en surface (analyse CSA) afin de 

caractériser fonctionnellement les cellules T CD4+ spécifique de l’allergène ; et (iv) combiné le marquage 

tétramère classe II au marquage CFSE pour estimer la fréquence de ces cellules. 

 

 Dans la deuxième partie de cette thèse, nous avons identifié et caractérisé phénotypiquement et 

fonctionnellement les réponses T CD4+ spécifiques de l’allergène Bet v 1 à la fois chez les individus sains 

(réponse protectrice) et les patients allergiques (réponse pathologique), pendant et en dehors de la saison 

pollinique (Article 2). Nous avons également développé une méthode permettant d’analyser au niveau 

clonal l’expression du marqueur Foxp3 parmi les cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène.  

 

 La troisième partie de cette thèse s’intéresse au suivi des réponses lymphocytaires T CD4+ 

spécifiques de l’allergène au cours d’essais cliniques sur de nouvelles approches thérapeutiques. Nous 

avons ainsi collaboré avec de nombreux groupes pour comparer les réponses immunologiques induites 

par le peptide seul ou l’allergène natif versus de nouvelles approches thérapeutiques (allergènes 

recombinants, peptide inducteur de Treg, etc) (Articles 3 et Articles en annexe).  

 Enfin, l’analyse des réponses T spécifiques d’allergène a été étendue aux allergènes majeurs de 

l’acarien Dermatophagoides pteronyssinus (Der p 1 et Der p 2). Une comparaison des réponses 

immunologiques entre  allergie de type saisonnière (pollen de bouleau) et allergie de type perannuel 

(acariens) a alors été possible, ainsi qu’une comparaison des différentes réponses T spécifiques induites 

soit chez un même volontaire sain ou chez un patient allergique (mono ou polysensibilisé) (Résultats 

supplémentaires I). 

  

 Finalement, pour proposer une altérnative à l’analyse tétramère MHC classe II, une nouvelle 

approche de suivi des réponses T spécifiques par l’analyse de l’expression CD154 a été mise en place 

(Résultats supplémentaires II). 
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Article I : Suivi à l’échelle de la cellule des réponses lymphocytaires T CD4+ spécifiques de        

l’allergène par les tétramères MHC classe II : Aspects méthodologiques 

 

 Cette étude décrit les aspects méthodologiques garantissant l’identification et la caractérisation 

fine des cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène par l’utilisation de la technologie des tétramères MHC 

classe II.   

 Dans un premier temps, nous démontrons que l’identification d’un épitope T immunodominant 

d’intérêt, présentant une très forte affinité pour les molécules MHC classe II, permet le développement 

de tétramères MHC classe II stables et de fortes affinités pour le TCR des cellules T CD4+ spécifiques 

ciblées.  

 Dans un deuxième temps, nous décrivons une nouvelle approche d’expansion in vitro des cellules 

T spécifiques. On démontre ainsi que l’utilisation des épitopes T CD4 immunodominants conjugués au 

peptide Ii permet d’amplifier plus efficacement les cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène et par 

conséquent leur détection à la fois chez les individus sains et allergiques. 

 Nous avons également utilisé la combinaison du marquage tétramères MHC classe II avec un 

marquage au CFSE pour pouvoir déterminer le nombre de divisions réalisées par les cellules T 

spécifiques de l’allergène au cours de la phase d’amplification et par conséquent d’en estimer 

efficacement la fréquence initiale. 

 Enfin, nous décrivons dans cette étude une approche originale permettant de caractériser  

fonctionnellement les cellules tétramères positives en combinant l’outil tétramère MHC classe II avec la 

technique CSA de détection des cytokines (IL-5, IFN-ƣ et IL-10). 
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Article II 
 
 
 
 Analyse des réponses lymphocytaires T CD4+ spécifiques de 

Bet v 1 chez les sujets allergiques et non-allergiques  
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Article II : Analyse des réponses lymphocytaires T CD4+ spécifiques de Bet v 1 chez les sujets 

allergiques et non-allergiques par les tétramères MHC classe II. 

 

 Dans cette étude, nous démontrons que l’épitope Bet v 1141-155 est un épitope immunodominant 

de l’allergène majeur du pollen de bouleau (Bet v 1), présentant une très forte affinité pour les molécules        

HLA-DRB1*0101 ; *0301 ; *0401 et *1501. L’utilisation de cet épitope dans le développement des 

tétramères classe II permet l’identification, après amplification in vitro, de cellules T CD4+ spécifiques de 

Bet v 1141-155 à la fois chez les volontaires sains et les patients allergiques, quelque soit le contexte HLA-

DRB1 considéré.  

Toutefois, les cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène des patients allergiques sécrètent principalement 

de l’IL-5 et peu d’IFN-ƣ et d’IL-10 (profil Th2) alors que chez les individus sains, en réponse à la même 

stimulation allergénique, celles-ci sécrètent majoritairement de l’IFN-ƣ, de l’IL-10 mais très peu d’IL-5 

(profil Th1/Treg).  

De plus, les cellules T CD4+ spécifiques de Bet v 1 des individus allergiques présentent un phénotype de 

type mémoire effecteur (CD45RO+ CCR7-) alors que chez les individus sains celles-ci présentent un 

phénotype de type mémoire centrale (CD45RO+ CCR7+) avec une forte expression du CTLA-4 

(marqueur Treg).  

Par ailleurs nous montrons qu’une proportion plus importante de cellules tétramères positives chez les 

sujets non allergiques exprime le facteur de transcription Foxp3 (marqueur Treg). 

Enfin, nous montrons qu’il existe une très forte dynamique d’expansion des cellules T CD4+ spécifiques 

de l’allergène au cours de la saison pollinique que ce soit chez les individus allergiques ou non-

allergiques.  

   

 L’ensemble de ces données démontre que l’induction d’une tolérance à l’allergène saisonnier Bet 

v 1 chez les individus sains est associée à la présence et l’expansion de cellules T CD4+ spécifiques de 

l’allergène de type Th1/Treg. 
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Article III : Activation des cellules T régulatrices par des peptides dérivés du fragment Fc d’IgG 

(Tregitopes) 

 
 Cette étude a été menée dans le cadre d’une collaboration avec la société de biotechnologie 

américaine EpiVax Inc. Elle illustre parfaitement l’intérêt de l’outil tétramère MHC classe II dans le 

développement de nouveaux candidats vaccins. 

 

 Dans ce travail, la société EpiVax a identifié 2 épitopes T (nommés Tregitope 167 et 289) issus 

du fragment Fc de l’Immunoglobuline G (IgG), et a démontré que ceux-ci étaient capables d’activer 

spécifiquement les cellules T reg naturelles (CD4+ CD25fort Foxp3+).  

 Nous avons alors testé la capacité de ces 2 épitopes à induire une tolérance immunologique à 

l’allergène. Pour cela, nous avons co-incubé des cellules de patients allergiques au pollen de bouleau avec 

le Tregitope et le peptide Bet v 1141-155. Nous avons ensuite évalué au cours du temps les variations  

phénotypiques et fonctionnelles induites par ces Tregitopes sur les cellules T CD4+ spécifiques de 

l’allergène détectées par nos tétramères MHC classe II. 

 

 Par cette approche, nous avons montré que les Tregitopes étaient capables dans un premier 

temps (J+14), d’inhiber la production d’IL-5 par les cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène des sujets 

allergiques, puis dans un second temps (J+21), de modifier le profil de sécrétion de cytokine Th2 vers un 

profil Th1-Treg (augmentation de la production d’IFN-ƣ et d’IL-10). Ces observations sont également 

corrélées avec la baisse de l’expression des marqueurs de surface CCR4 et CRTH2 (associés au profil 

Th2) et l’augmentation de l’expression du marqueur CTLA-4 (associé au profil Treg). 

 

 Ces données sur l’induction de tolérance à l’allergène par les Tregitopes sont en parfait accord 

avec les caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques des réponses naturelles protectrices observées 

chez les individus sains présentées dans l’article II. 
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Les allergènes saisonniers (Bet v 1) et perannuels (Der p 1/Der p 2) 
induisent des réponses T CD4+ spécifiques de l�allergène de phénotypes 
distincts 

 

 En utilisant la même approche que celle décrite dans les articles I et II, nous nous sommes 

ensuite intéressés à la caractérisation des réponses lymphocytaires T CD4+ spécifiques de Der p 1 ou de 

Der p 2, deux allergènes majeurs de Dermatophagoides pteronyssinus. Les résultats générés sont en cours de 

rédaction, pour une publication qui sera soumise dans la revue « Journal of Allergy and Clinical Immunology ». 

 

 La première étape de ce travail a été d’évaluer l’affinité des différents épitopes T CD4 des deux 

allergènes Der p 1 et Der p 2 pour les principales molécules MHC classe II humaines :                  

HLA-DRB1*0101 ; *0301 ; *0401 et *1501 et HLA-DPB1*0401. Pour cela une première sélection des 

épitopes immunodominants a été réalisée par une analyse bioinformatique. Les données générées nous 

ont permis de sélectionner un groupe de 14 épitopes de Der p 1 et 8 épitopes de Der p 2 couvrant 

l’ensemble des protéines. Ces peptides ont ensuite été synthétisés et testés in vitro lors d’un test de 

compétition de liaison aux principales molécules MHC classe II. Les données générées sont regroupées 

dans le Tableau 1. 
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Tableau 1. Capacité de liaison des peptides Der p 1 (A) et (B) Der p 2 contre les principales molécules MHC 
classe II immuno-purifiées. Les résultats sont exprimés sous forme de ratio entre la valeur d’IC50 obtenue 
pour chaque peptide testé et l’IC50 des peptides références testés pour chaque allèle. Les peptides présentant 
une forte affinité (ratio < 50) sont indiqués en gras. Les peptides utilisés pour le développement de tétramères 
MHC classe II sont surlignés en rouge.  
 
 

A) 

Peptides  HLA-DRB1  HLA-DPB1 

Der p 1 Amino acid sequences alleles  alleles 

  *0101 *0301 *0401 *1501  *0401 

p3 ACSINGNAPAEIDLR 3594 >261 >1 748 >949  >1 895 
p16 LRQMRTVTPIRMQGG 6 14 10 18  >1 895 
p37 FSGVAATESAYLAYR 342 8 14 17  721 
p44 ESAYLAYRNQSLDLA 5 >261 29 1  699 
p91 ESYYRYVAREQSCRR 13 281 54 321  >1 895 

p110 RFGISNYCQIYPPNV 29 72 417 1  7 
p113 ISNYCQIYPPNVNKI 1 >261 26 388  >1 895 
p138 IAVIIGIKDLDAFRH 63 37 1 0,1  >1 895 
p147 LDAFRHYDGRTIIQR 13 70 61 3  >1 895 
p156 RTIIQRDNGYQPNYH >4 722 55 1144 282  >1 895 
p171 AVNIVGYSNAQGVDY 1757 >261 3 1  >1 895 
p207 NIDLMMIEEYPYVVI 122 >261 1436 1  9 

 
 

B) 

Peptides  HLA-DRB1  HLA-DPB1 

Der p 2 Amino acid sequences alleles  alleles 

  *0101 *0301 *0401 *1501  *0401 

p10 NHEIKKVLVPGCHGS 198 187 >1 748 121  >1 895 
P$26 PCIIHRGKPFQLEAV 3 >261 >1 748 12  >1 895 

        
p32 GKPFQLEAVFEANQN 58 >261 1 107  >1 895 
p37 LEAVFEANQNTKTAK 784 >261 35 >949  >1 895 
p58 IDGLEVDVPGIDPNA >4 722 20 >1 748 >949  >1 895 
p77 KCPLVKGQQYDIKYT 762 >261 >1 748 92  >1 895 
p85 GQQYDIKYTWNVPKIAP 3200 172 649 206  >1 895 

p107 TVKVMGDDGVLACAI 1593 1 26 176  1221 

 
 

En complément du test de liaison, nous avons affiné notre choix en testant la capacité des épitopes T 

CD4 préselectionnées à induire une réponse proliférative lors d’un test de dilution du CFSE (Figure 1).
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CFSE 
 

Figure 1. Données proliférative générées au cours du test CFSE réalisé chez un patient HLA-DRB1*1501 
allergique aux acariens en réponse à une stimulation des PBMCs par les épitopes T CD4 issue de Der p 1. 
Le pourcentage de cellules ayant proliféré parmi les lymphocytes T CD4

+
 est indiqué en gras. Les contrôles 

négatifs réalisés dans ce test étaient < 0,1%. 

 

 En réalisant cette approche pour chacun des haplotypes, nous avons déterminé l’épitope Der p 

1110-124 comme immunodominant dans un contexte HLA-DPB1*0401, les épitopes Der p 116-30 et Der p 

1113-127 pour le contexte HLA-DRB1*0101 et les épitopes  Der p 116-30 et Der p 1171-185 pour le contexte 

HLA-DRB1*1501. Au sujet de l’allergène Der p 2, nous avons déterminé l’épitope Der p 226-40   pour les 

contextes HLA-DRB1*0101 et *1501 ainsi que l’épitope Der p 2107-121 pour le contexte HLA-

DRB1*0301. Ces différents peptides ont ensuite été utilisés pour développer les différents tétramères 

MHC classe II respectifs.  

 Par l’utilisation de ces tétramères MHC classe II, nous sommes capables de détecter les cellules T 

CD4+ spécifiques de Der p 1 ou de Der p 2 de patients allergiques aux acariens, après amplification in 

vitro d’au minimum 15 jours de ces cellules (Figure 2).  
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Figure 2 : Détection des cellules T CD4
+
 spécifiques de Der p 1 (A) et Der p 2 (B) par les tétramères MHC 

classe II quelque soit le contexte de restriction HLA. Analyse réalisée sur des PBMCs de sujets allergiques 
aux acariens, après un minimum de 15 jours de stimulation in vitro par les épitopes T conjugués au peptide Ii. 
Le marquage par les tétramères CLIP est utilisé comm
tétramères positives parmi les lymphocytes T CD4

e contrôle négatif. Le pourcentage de cellules 
qué en gras. 

) 

+
 est indi

 
A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B
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 De façon intéressante, nous avons pu également détécter la présence de cellules T CD4+ 

pécifiques de Der p 1 et de Der p 2 parmi les volontaires sains. Par conséquent, en utilisant à la fois des 

arquages tétramères MHC classe II spécifiques de Bet v 1 et de Der p 1 ou Der p 2, il est alors possible 

tion des cellules T CD4
+
 spécifiques de Bet v 1, de Der p 1 ou de Der p 2 à l’aide des 

ifférents marquages  tétramères MHC classe II. Analyse éffectué après 18 jours d’expansion in vitro par les 
s d’intérêt, réalisée soit chez un patient allergique poly-sensibilisé bouleau et acariens soit chez un 

dividu non allergique de même haplotype (HLA-DRB1*1501). Le pourcentage de cellules tétramères 
CD4

+
 est indiqué en gras. Dans cette experience, le pourcentage de 

+  

s

m

de comparer chez un individu sain ou un patient allergique (mono ou poly-sensibilisé), les différentes 

cellules T spécifiques engendrées par chaque allergène. Par conséquent, cette analyse permet de 

déterminer des différences possibles entre une  réponse contre un allergène saisonnier et une réponse 

contre des allergènes perannuels. Nous avons ainsi observé que les cellules T CD4+ spécifiques de 

l’allergène chez des polysensibilisés présentent une affinité plus forte (marquage tétramère MHC classe II 

de plus forte intensité) pour l’épitope Bet v 1141-155 que pour les différents épitopes de Der p 1 ou de Der 

p 2 (Figure 3). 

 

 

 
Figure 3 : Détec
d
peptide
in
positives parmi les lymphocytes T 
cellules tétramères CLIP irrelevant est toujours inférieur à 0,1% des cellules CD4 .
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 Pour la caractérisation phénotypique des cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène, le marquage 

par les tétramères MHC classe II a été combiné avec une analyse multi-paramétrique en cytométrie de 

flux des marqueurs de surface. Nous avons ainsi comparé les différentes réponses T CD4+ spécifiques 

 phénotypique est observée chez les sujets allergiques. En effet, dans le cas d’une allergie 

    

duites soit chez des patients allergiques (n=6) soit chez des individus non-allergiques (n=4). Les 
t éxprimés en moyenne des pourcentage de cellules tétramères positives exprimant le marqueur 

’intérêt. (*, p < 0,05); (#, p < 0.01). 

de Bet v 1, Der p 1 et de Der p 2 induites à la fois chez les patients allergiques et les individus sains 

(Figure 4).  

Bien que chez les individus non-allergiques les cellules T CD4+ spécifiques de Bet v 1, de Der p 1 ou de 

Der p 2 présentent toutes un phénotype de type mémoire centrale (CD45RO+ CCR7+), une certaine 

hétérogénéité

saisonnière comme celle au pollen de bouleau, les cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène sont de type 

mémoire effecteur (CD45RO+ CCR7-) alors que les cellules T CD4+ spécifiques de Der p 1 ou de  

Der p 2 sont de type mémoire centrale (CD45RO+ CCR7+). Cette hétérogéneïté est probablement liée au 

caractère perannuel de l’allergie aux acariens. Il est intéressant de noter que l’expression du marqueur 

CTLA-4 chez les individus allergiques reste très faible comparée à celle observée chez les sujets sains     

(p <0,01).   

 

Figure 4. Caractérisation phénotypique des différentes populations T CD4
+
 spécifiques de Bet v 1, Der p 1 ou 

de Der p 2 in
résultats son
d
  

 
 
 
 Pour la caractérisation fonctionnelle des cellules T CD4+ spécifiques de Der p 1 et Der p 2, nous 

vons d’abord trié les cellules tétramères positives par cytométrie en flux. Nous avons ensuite effectué

ne analyse de l’expression des gènes par PCR quantitative sur ces cellules (Figure 5). 

a  

u
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Figure 5 : Analyse par PCR quantitative de l’expression des gènes des cellules T CD4
+
 tétramères positives 

spécifiques de Der p 1110-124 à la fois chez un patient allergique aux acariens et chez un sujet non-allergique 
aux acariens. Les données sont exprimées en quantité relative d’ARNm exprimée dans les cellules 
tétramères positives triées en comparaison avec les cellules CD4

+
 non marquées par les 

classe II du même donneur. Analyses représentatives de 3 experiences indépendantes.  
tétramères MHC 

 

 
 
 D’après les données générées, les cellules T CD4+ spécifiques de Der p1 ou de Der p 2 chez les 

individus allergiques aux acariens ont un profil cytokinique de type Th2 caractérisé par l’expression 

’ARNm de l’IL-4 et d’IL-13. Il est également intéressant de noter que les cellules spécifiques de d

l’allergène chez ces individus présentent une expression plus élevée de l’IL-17 au niveau de l’ARN 

messager. De manière opposée, on retrouve une très forte expression de l’IFN-ƣ parmi les cellules T 

CD4+ spécifiques de Der p 1 et de Der p 2 chez les individus non allergiques aux acariens avec une 

expression plus modeste du CTLA-4. Ces données sont donc similaires à celles observées lors de 

réponses T CD4+ induites contre un allergène saisonnier comme Bet v 1.  
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Corrélation entre l�approche tétramères MHC classe II et l�analyse de 

�expression du CD154 pour l�analyse des réponses T CD4+ spécifiques de 

Le marquage par les tétramères MHC classe II, bien que hautement sensible et spécifique, ne permet pas 

réponses T CD4+ spécifiques de l’allergène chez tous les individus. En effet ceux-ci 

oivent présenter le même haplotype MHC classe II que celui pour lequel sont disponibles des 

 sujet décrits par l’équipe de Roederer et coll. 

n blocage 

e son récepteur respectif, le CD40, par l’emploi d’un anticorps bloquant pour éviter toute 

l

l�allergène  

 

une analyse des 

d

tétramères MHC classe II. De plus la connaissance de l’épitope immunodominant d’intérêt, pour 

chacune des restrictions MHC classe II, est un pré requis avant toute analyse des réponses T  CD4+ 

spécifiques par l’approche tétramères MHC classe II.  

 Pour pallier ce problème, nous avons développé une approche basée sur l’identification des 

lymphocytes T CD4+ spécifiques de l’allergène par l’analyse de l’expression du CD154 (CD40L). Cette 

approche est adaptée de travaux récents réalisés à ce

[Chattopadhyay PK. et coll. ; Nat Med. 2005]. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à 

déterminer la corrélation qu’il pouvait y avoir entre une analyse des réponses T CD4+ spécifiques de 

l’allergène par l’approche tétramères MHC classe II en comparaison avec l’approche du marquage 

CD154. Les résultats générés au cours de cette étude sont en cours de rédaction pour une publication 

qui sera soumis dans la revue dans la rubrique « cutting edge » de la revue « Journal of Immunology».  

 

 Le marqueur CD154 est transitoirement exprimé à la surface des cellules T CD4+ lorsque celles-

ci sont activées par un antigène. L’analyse de l’expression de ce marqueur nécessite  de ce fait u

d

internalisation du marqueur CD154. L’expression de ce marqueur à la surface de la cellule T CD4+ 

activée intervient 3 à 16 heures après stimulation antigénique selon que l’on stimule celle-ci par le 

peptide ou par la protéine entière [Cohen GB. et coll. ; J immunol Meth 2005] [Chattopadhyay PK. 

et coll. ; Nat protocols 2006]. La combinaison du marquage par les tétramères MHC classe II avec 

l’analyse de l’expression du CD154, est une approche délicate. En effet, la restimulation de la cellule T 

CD4+ , nécessaire pour induire l’expression du CD154, entraine une internalisation rapide du TCR ciblé 

par les tétramères MHC classe II. Pour pallier ce problème, le marquage avec les tétramères MHC classe 

II est réalisé avant toute stimulation allergénique. Il est également important, lors de ce marquage, 

d’utiliser des concentrations moindres en tétramères MHC classe II pour ne pas saturer tous les TCR 
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présents à la surface des cellules T CD4+. En effet, des TCR doivent rester libres pour pouvoir 

reconnaitre les CPAs présentant l’antigène lors de l’étape d’activation. Durant cette étape d’activation par 

le peptide antigénique (Bet v 1141-155 dans notre étude), les cellules marquées par les tétramères MHC 

classe II sont co-incubées avec l’anti-CD154 couplé à un fluorochrome et l’anti-CD40 bloquant pendant 

5 heures. Par cette approche, nous avons mis en évidence une très forte corrélation entre le marquage 

par les tétramères MHC classe II et l’expression du CD154 est observée (Figure 1).  

 
 
Figure 1 : Combinaison du marquage par les tétramères MHC classe II avec le marquage CD154. Les 
PBMCs d’un sujet allergique au pollen de bouleau sont mises en culture et stimulées a
1 . De l’IL-2 est ajouté à J5 puis à J8. A J14 les cellules sont récoltées puis marqu

vec le peptide Bet v 

141-155 ées aux tétramères 
lasse II avant d’être restimulées 5 heures par le peptide en présence de l’anti-CD154 couplé à un 
uorochrome et de l’anti-CD40 bloquant. Les cellules sont ensuite marquées avec les anticorps anti-CD4 et 

c
fl
anti-CD3 couplés à des fluorochromes avant d’être lavées puis analysées en cytométrie de flux. Les cellules 
marquées aux tétramères MHC classe II mais non restimulées sont utilisées comme contrôle. Le pourcentage 
parmi les lymphocytes T CD4

+
  des différentes population présent dans chaque quadrant est indiqué en gras. 

        
 

 
 
 
 
 

Afin d’évaluer la sensibilité de l’approche CD154 pour la détection des cellules T CD4+ 

pécifiques, nous avons combiné le marquage par les tétramères MHC classe II avec un marquage 

D154 et un marquage CD69 (autre marqueur d’activation précoce). Les résultats sont présentés   

 

s

C

Figure 2. 
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Figure 2 : Comparaison du marquage par les tétramères MHC classe II avec le marquage CD154 et le 

jours d’expa
marquage CD69. L’analyse est réalisée sur des PBMCs d’un sujet allergique au pollen de bouleau apres 14 

nsion in vitro par le peptide Bet v 1141-155.  

 

 

 

 Lors de cette analyse, nous avons ainsi observé que plus de 90% des cellules CD154 positives 

exprimaient également le marqueur CD69 (Figure 2A). Ceci confirme la spécificité du marquage CD154 

our l’analyse des cellules T CD4+ activées après restimulation allergénique. Dans la double analyse p

marquage tétramères MHC classe II et marquage CD69: 86, 2% des cellules tétramères positives 

expriment le CD69 suggérant qu’une partie des cellules spécifiques (tétramères positives)  n’ont pas 

étaient ré-activée lors de la restimulation peptidique (Figure 2B). Sur le même principe, la double 

analyse marquage par les tétramères MHC classe II et marquage CD154 montre que 78% des cellules 

tétramères positives expriment le CD154 (Figure 2C). Ainsi il existe des cellules spécifiques qui ne 

peuvent pas être détectée lors d’une analyse par l’approche CD154. Cependant il est intéressant de noter 

que dans cette expérience, plus de 90% des cellules CD154 positives sont tétramères positives 

confirmant la grande spécificité de l’approche CD154 pour l’analyse des cellules T CD4+ spécifiques de 
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l’allergène. Enfin, contrairement à une récente étude réalisée par Cohen GB. et coll [Cohen ; 2005], on 

remarque dans la Figure 2D qu’une analyse des cellules spécifiques de l’allergène parmi les cellules 

CD4+ CD69+ n’améliore que tres faiblement la détection de celles-ci par l’approche CD154 (83,4% au 

lieu de 78%).  

    

 Dans cette étude, nous avons ensuite comparé les données phénotypiques entre les cellules T 

CD4+ spécifiques de l’allergène détéctées par l’outil tétramère MHC classe II et celles détéctées par 

pression du CD154. On observe ainsi que ces deux types d’approches apportent des données 

 des PBMCs d’un sujet allergique au 
eptide Bet v 1141-155. Les résultats sont éxprimés 

n pourcentage de cellules spécifiques détectées exprimant le marqueur d’intérêt. Analyses représentatives 
e 5 experiences réalisées indépendemment. 

l’ex

similaires quelque soit le marqueur de surface considéré (Figure 3).   

 
 
Figure 3 : Comparaison entre l’approche tétramère MHC classe II et l’approche CD154 pour l’analyse 
phénotypique des cellules spécifiques de l’allergène. Analyse réalisée sur
pollen de bouleau après 14 jours d’expansion in vitro par le p
e
d
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Lors de l’analyse du co-marquage tétramères MHC classe II et CD154, trois sous-populations 

distinctes de cellules « spécifiques » se distinguent (Figure 4) :  

- les cellules tétramères négatives CD154+.  

 

 L’analyse p n tions révèle que les cellules tétramères 

positives exprime tion CD25 et GITR (lié à l’étape 

d’amplification cellulaire), quelque soit l’expression du marqueur CD154. Cependant, contrairement aux 

caractère anérgiques dans cette sous-population. Par conséquent, seul l’analyse par les 

s-population serait  

 

- Les cellules tétramères positives CD154-  

- les cellules tétramères positives CD154+  

hé otypique de ces différentes sous-popula

nt fortement les marqueurs tardif d’activa

cellules tétramères positive CD154+, les cellules tétramères positive CD154- expriment plus faiblement le 

marqueur d’activation précoce CD69 (lié à la restimulation des cellules spécifiques pour la détection du 

CD154) probablement en lien avec une absence de réactivation lors de la dernière stimulation 

allergénique.  

De plus, contrairement aux cellules tétramères positive CD154+, les cellules tétramères positives CD154-

 sont incapable de produire des cytokines en réponse a cette activation (Données non montrées) 

soulignant un 

tétramères MHC classe II (analyse non fonctionnelle) sera en mesure de les détecter.  

Les cellules tétramères négatives CD154+ n’expriment quant à elles que très faiblement les marqueurs 

CD25, GITR et CD69. Par ailleurs, elles n’ont pas non plus la capacité de secréter des cytokines en 

réponse à une restimulation allergénique. Ainsi l’expression du CD154 dans cette sou

le reflet d’une activation non spécifique à distance « by stander activation », lié à la présence de corps 

apoptotiques et de cytokines dans le milieu de culture. Cette sous population est donc à l’origine du bruit 

de fond de l’approche CD154 et peut être évaluée au cours d’une analyse de l’expression du CD154 

réalisées sur des cellules non restimulées par le peptide allergénique (contrôles négatifs).   

.  
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Figure 4 : Analyse phénotypique des différentes populations spécifiques observées au cours de la 
combinaison du marquage tétramères MHC classe II avec l’analyse de l’expression du CD154. L’analyse est 
réalisée es PBMCs d’un patient allergique au pollen de bouleau après 14 jours d’expansion in vitro par le 
peptide Bet v 1141-155. Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules spécifiques détectées exprimant 
le marq ur d’intérêt. Données représentatives de 3 experiences réalisées indépendemment. 

 

Contrairement à l’analyse de la réponse T spécifi  

HC classe II qui ne donne que des informations au niveau épitopique, l’approche CD154 présente 

avantage de pouvoir donner des informations sur l’ensemble du répertoire T CD4+ généré au cours 

 sur d

ue

  
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 que de l’allergène par l’approche tétramères

M

l’

d’une stimulation par la protéine entière. Cette dernière approche ne nécessite donc pas la connaissance 

des épitopes T pour pouvoir être appliquée. La combinaison des ces deux approches lors d’une 

stimulation par la protéine entière présente néanmoins l’avantage de pouvoir dissocier la réponse T 

CD4+ à l’échelle épitopique des réponses T CD4+ à l’échelle protéique. Cette approche pourrait ainsi 

permettre de déterminer si certains épitopes T présent dans un allergène sont plus enclin à induire un 

type ou un autre de réponse T auxiliaire. Au cours de notre étude, aucune différence phénotypique 

significative n’a pu être observée lorsque l’on compare la réponse T CD4+ spécifique de l’épitope Bet v 

1141-155 avec celles générées par l’allergène Bet v 1 entier (Figure 5). 
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Figure 5 : Combinaison de l’approche tétramères MHC classe II et de l’approche CD154  pour l’analyse des 
ponses T CD4

+
 spécifiques induites lors d’une stimulation par l’allergène entier. L’analyse est réalisée sur 

es PBMCs d’un patient allergique au pollen de bouleau après 23 jours d’expansion in vitro par l’allergène     
combinant Bet v 1 (50µg/ml). 
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 La première partie de cette thèse a été de concevoir et de développer de nouveaux outils 

es MHC classe II est une 

biologiques afin mieux comprendre les mécanismes d’actions impliqués dans le contrôle de la réponse 

immunitaire globale et clinique spécifique des allergènes chez l’homme. Les lymphocytes T CD4+, par 

leur rôle central dans l’orchestration des réponses immunitaires, apparaissent ainsi comme une cible 

d’étude de choix. Le but de ce travail consiste donc à la caractérisation fine des réponses lymphocytaires 

T CD4+ spécifiques de l’allergène à la fois chez les patients allergiques et les volontaires sains. Il s’agit là 

de mieux comprendre les différences entre la réponse allergique et la réponse protectrice, afin de juger 

des modifications nécessaires à l’induction d’une tolérance immunologique face à l’allergène. Tout ceci 

intervient dans l’hypothèse que les réponses naturelles protectrices de l’allergène observées chez les 

individus sains, doivent être mimées au cours des traitements d’ITS pour en améliorer l’efficacité. Dans 

ce contexte, nous avons conçu des tétramère MHC classe II pour suivre les réponses T CD4+ 

spécifiques de l’allergène. Bien que l’application des tétramères MHC classe I est très largement répandue 

pour suivre et caractériser les réponses T CD8+ spécifiques, l’utilisation des tétramères MHC classe II  

reste plus limitée. Ceci en partie à cause de la faible fréquence des cellules T CD4+ spécifiques de 

l’antigène, des difficultés de production des molécules MHC classe II et du haut polymorphisme des ces 

molécules ne facilitant pas la détermination des épitopes T CD4 immunodominants. La résolution de 

toutes ces contraintes a alors constitué une part importante de notre étude. 

 
L’identification d’épitopes T CD4 de haute affinité pour les molécul

étape indispensable au développement de tétramères MHC classe II stables : 

 
 Lors de ce travail, notre attention s’est portée sur les allergies au pollen de bouleau et aux 

puis testés in vitro pour leur capacité réelle à se fixer sur les molécules MHC classe II humaines. Bien que 

acariens. L’identification des épitopes T CD4 pour l’allergène Bet v 1 (allergène majeur du pollen de 

bouleau) ainsi que pour les allergènes Der p1/Der p 2 (2 allergènes majeurs de Dermatophagoides 

pteronyssinus) a alors constitué une étape fondamentale dans le développement des complexes tétramères 

MHC classe II. Pour cela nous avons utilisé l’approche dite « d’immunologie inverse » qui consiste à 

induire in vitro une réponse T CD4+ effectrice par des peptides sélectionnés en fonction de leur capacité à 

se lier efficacement aux molécules MHC classe II. Nous avons donc présélectionné les peptides 

candidats au cours d’une analyse informatique prédictive sur la base d'algorithmes. Cette première 

analyse tient compte du rôle des résidus d'ancrage primaires et secondaires des peptides pour leur liaison 

aux molécules MHC classe II humaines. A partir de ces données bioinformatiques, les peptides T CD4 

présentant une haute affinité putative pour les principales molécules MHC classe II ont été synthétisés 
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présentant une forte capacité de liaison, certains de ces peptides T CD4, peuvent ne jamais être 

présentés in vivo par les molécules MHC classe II lors de la réponse immunitaire [Moss ; 2007]. Cette 

absence de présentation est liée à une destruction de ces épitopes T par le protéasome durant la phase 

d’apprêtement de l’allergène. C’est pourquoi nous avons testé en complément la capacité de ces peptides 

à induire in vitro une réponse proliférative des lymphocytes T CD4+. 

 Par cette approche, nous avons déterminé que le peptide Bet v 1141-155 est un épitope T CD4 

immunodominant de l’allergène majeur du bouleau. En effet, il présente une très forte affinité pour de 

es Der p 1 et Der p 2 révèlent la présence de multiples épitopes T CD4 immunodominants selon 

e au fragment LMRK du peptide Ii permet 

multiples molécules MHC classe II et est de ce fait capable d’induire une réponse lymphocytaire T CD4+ 

dans une vaste population génétiquement différente. On parle alors d’épitope pluri-individuel ou 

universel [Maillière ; 2005]. Ces données sont corrélées avec d’autres études montrant que l’épitope Bet 

v 1141-155 était capable d’induire une réponse T dans de multiples contextes MHC classe II à la fois chez 

les volontaires sains et les patients allergiques au pollen de bouleau [Ebner ; 1995][Jahn-Schmid ; 

2005]. 

 De manière intéressante, les données concernant l’identification des épitopes T CD4 des 

allergèn

l’haplotype MHC classe II considéré. Ces observations sont en accords avec de nombreuses études 

réalisées à ce sujet [Wayne ; 2007] [Verhoef ; 1993] [Higgins ; 1994] [Yssel ; 1992]. Néanmoins, les 

tests in vitro de proliférations après stimulation par les différents peptides T CD4 de Der p 1 et de Der p 

2 nous ont permis d’identifier les épitopes T CD4 les plus immunogènes pour chacune des restrictions 

MHC classe II d’intérêts. Nous avons ainsi retenu quatre épitopes T CD4 immunodominants distincts 

pour l’allergène Der p 1 et deux épitopes T CD4 pour l’allergène Der p 2 pour la production de 

tétramères MHC classe II. La sélection de ces différents épitopes T CD4 reste en accord avec de 

nombreux travaux réalisés à ce sujet pour des peptides de Der p 1 et de Der p 2 de séquence plus 

longues (25 à 50 acides aminés) [Hales ; 1997] [Verhoef ; 1993] [Higgins ; 1994] [Ardern-Jones ; 

2007].  

  

La liaison de l’épitope T CD4 de l’allergèn

une amplification efficace des cellules T CD4+ spécifiques de cet allergène: 

 

 plupart des cas trop 

ibles pour être directement évaluées par l’outil tétramères MHC classe II. L’étape d’expansion in vitro 

de ces cellules T CD4+ spécifiques représente ainsi une étape cruciale pour appliquer l’outil tétramère 

 Les fréquences de cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène sont dans la

fa
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MHC classe II dans le domaine de l’allergie. Au début de ce travail, aucune publication sur l’utilisation 

des tétramères classe II dans le domaine de l’allergie n’avait été réalisée. La première publication dans le 

domaine a été publié par l’équipe d’Umetsu et coll. en Avril 2006 et concerne l’identification des 

cellules T CD4+ spécifiques de Lol p 1 (allergène majeur de l’ivraie) chez des individus allergiques 

[Macaubas ; 2006]. Les auteurs  soulignent ici que les fréquences de cellules spécifiques de l’allergène 

chez les individus non allergiques sont beaucoup trop faibles pour permettre une détection de cellules 

tétramères positives chez ceux-ci. La qualité et la durée de l’expansion cellulaire in vitro pour 

l’amplification des cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène apparaissent alors comme des facteurs 

déterminants pour une identification des cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène chez les volontaires 

sains. 

 Pour améliorer l’efficacité de nos protocoles de restimulation des cellules T CD4+ spécifiques de 

l’allergène, nous avons couplé de multiples versions tronquées de nos épitopes T CD4 au fragment 

LMRK du peptide Ii. Cette approche facilite l’échange et la liaison des épitopes T avec les molécules 

MHC classe II, augmentant ainsi sensiblement leur capacité à induire une réponse T CD4+ [Kallinteris ; 

2006] [Humphreys ; 2000] [ Humphreys ; 1995]. Le fait de tronquer l’épitope T CD4 permet de ne 

pas décaler de façon trop importante la séquence de l’épitope qui sera reconnue par la boucle CDR3 du 

TCR (séquence comprise entre la position P4 et P12). Nos données montrent que la stimulation des 

PBMCs par le peptide allergénique lié au fragment LMRK du peptide Ii permet d’augmenter d’un facteur 

10 la capacité d’amplification des cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène comparée à une restimulation 

par le peptide seul ou la protéine entière. De plus, l’analyse fonctionnelle des cellules T CD4+ spécifiques 

générées par les différents schémas de restimulation testés montre que cette nouvelle approche de 

stimulation n’entraîne aucun biais dans le type de réponse induit. Cette ingénierie pourrait ainsi 

constituer une voie d’exploration future pour améliorer l’immunogénicité des épitopes T CD4 au cours 

de vaccin peptidique [Kallinteris ; 2005]. Par conséquent, cette approche associée au caractère universel 

de l’épitope Bet v 1141-155, fait de celui-ci un bon candidat pour une approche de vaccination peptidique 

dans le cas d’allergie au pollen de bouleau. Cette dernière présenterait alors l’avantage de recruter les 

cellules T spécifiques de l’allergène tout en étant faiblement antigénique pour les IgE spécifiques des 

allergènes. Elle induirait par conséquent peu d’effet secondaire. 
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L’outil tétramère MHC classe II permet d’identifier efficacement les cellules T CD4+ 

spécifiques de l’allergène à la fois chez les patients allergiques et les volontaires sains 

 

ères MHC 

lasse II développés au cours de cette étude nous permettent de détecter efficacement des cellules T 

D4+ s

Der p 1 ou de Der p 2 détectées sont beaucoup plus faibles et de 

moindr

r s tétramères MHC classe II est clairement spécifique puisque qu’aucune cellule T CD8+ 

n’est m

 Dans nos conditions d’amplification in vitro des cellules T CD4+ spécifiques, les tétram

c

C pécifiques de Bet v 1, Der p 1 ou de Der p 2 à la fois chez les sujets allergiques et les volontaires 

sains. Par conséquent, quelque soit le statut clinique de l’individu, ceux-ci sont capables d’engendrer une 

réponse T CD4+ spécifiques de l’allergène dirigée contre les mêmes épitopes allergéniques. Cependant, 

une étape d’amplification plus longue (au minimum 15 jours) pour pouvoir détecter ces cellules chez les 

volontaires sains est nécessaire.  

Dans le cas de l’allergie aux acariens, nous avons néanmoins remarqué que les pourcentages de 

cellules T CD4+ spécifiques de 

es intensités que celles marquées par les tétramères MHC classe II spécifique de Bet v 1 dans les 

mêmes conditions. Ces observations ne seraient pas le résultat d’une fréquence trop faible de cellules T 

CD4+ spécifiques de Der p 1 ou de Der p 2 mais simplement liée à une avidité trop faible du TCR pour 

un épitope T donné [Falta ; 2005] [Gebe ; 2003] [Mallone ; 2005]. On ne peut pas exclure également 

que la présence de multiples épitopes T CD4 immuno-dominants pour un même allergène peut entraîner 

une reconnaissance différentielle de ceux-ci en en fonction des individus allergiques aux acariens 

considérés.   

Cependant, il est important de souligner que cette détection de cellules T CD4+ spécifiques de 

l’allergène pa le

arquée par ceux-ci. De plus, l’utilisation d’un marquage tétramère MHC classe II non-

relevant dans nos essais (tétramère CLIP) révèle un bruit de fond inférieur à 0,1% de cellules marquées.  

  

Il existe une très forte dynamique d’expansion des cellules T spécifiques de l’allergène 

au cours de la saison pollinique : 

 

 cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène empêche toute 

étermination directe des fréquences de ces cellules dans le sang périphérique. Pour pouvoir néanmoins 

 L’étape d’amplification des

d

évaluer celles-ci, nous avons combiné le marquage tétramère MHC classe II avec le marquage CFSE. 

Cette approche permet alors de déterminer le nombre de division subit par les cellules T CD4+ 

spécifiques de l’allergène durant la phase d’expansion cellulaire. On estime alors que les fréquences de 
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cellules T CD4+ spécifiques de Bet v 1 en dehors de la saison pollinique sont de l’ordre de 10-6 à 10-5 

parmi les cellules T CD4+ totales. Nos données montrent également qu’il existe une très forte dynamique 

d’expansion (de 2 à 3 log) de ces cellules au cours de la saison pollinique (Mars-Avril) qui tend à 

diminuer progressivement dès le mois de Mai. Ces observations illustrent bien la nécessité d’amplifier 

plus longuement ces cellules en dehors de la saison pollinique pour pouvoir les détecter. Notons 

cependant que les fréquences des cellules T spécifiques de Bet v 1 observées chez les volontaires sains 

sont plus faibles que celles observées chez les patients allergique. Dans l’ensemble, ces données 

démontrent que le maintien de la tolérance à l’allergène chez les volontaires sains est associé à la 

présence et l’expansion de cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène. 

 

Les allergènes saisonniers (Bet v 1) et perannuels (Der p 1/Der p 2) induisent des 

réponses T CD4+ spécifiques de l’allergène de phénotypes distincts : 

 

gène nécessite une analyse 

ultiparamétrique des marqueurs présents à la surface des cellules tétramères positives. Au cours de 

 La caractérisation des réponses T CD4+ spécifiques de l’aller

m

cette analyse phénotypique, nous avons ainsi évalué l’expression de nombreux marqueurs (récepteurs 

aux chimiokines, marqueurs d’activation, d’adhésion ou de co-stimulation). L’expression différentielle de 

ces différents marqueurs de surface permet alors de discriminer efficacement les différentes sous-

populations T auxiliaires spécifiques de l’allergène générées. Les différents marqueurs de surface utilisés 

dans cette étude sont résumés dans la figure ci-après : 
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Les différents marqueurs de surface utilisés durant cette étude et leurs expressions associées aux 

différentes sous population T auxiliaires spécifique de l�allergène. 

 

 

 L’analyse phénotypique des cellules tétramères positives a révélé une certaine hétérogénéité dans 

le type de réponses T CD4+ induites. Ces différences sont observées apparaissent en fonction de 

l’allergène considéré et du statut clinique de l’individu.Ainsi chez les individus allergiques, les cellules T 

spécifiques de Bet v 1 présentent un phénotype de type mémoire effecteur (TEM), alors que celles 

spécifiques de Der p 1 ou de Der p 2 présentent un phénotype de type mémoire centrale (TCM). Il est 

décrit que la persistance de la stimulation antigénique peut être à l’origine de l’entretien permanant du 

pool de cellules mémoires centrales [Stubbe ; 2007]. Cette différence dans le phénotype de cellules T 

spécifiques de l’allergène pourrait alors s’expliquer par le caractère perannuel des allergènes Der p 1 et 

Der p 2 contrairement à l’allergène saisonnier Bet v 1. En effet l’équipe d’Ogg et coll. a montré par 

l’approche tétramère MHC classe II que les cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène perannuel Fel d 1 

(allergène majeur du chat) présentent également un phénotype de type mémoire centrale [Bateman ; 

2006]. Ces résultats soulèvent alors une question intéressante : « Pourquoi une hétérogénéité de réponse mémoire 

entre ces différentes sources d’allergène ? » 
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Une étude a récemment montré que les TCM assurent une deuxième vague de protection de 

l’individu contre l’antigène dans le cas où celui-ci ne serait pas entièrement contrôlé par les TEM. 

[Lanzavecchia ; 2005]. Ce phénomène soulignerait alors un phénomène d’adaptation de la réponse 

immunitaire induite face aux différents allergènes et notamment face à leur persistance. Par ailleurs, une 

étude montre que les TCM peuvent se convertir rapidement en TEM au dessus d’un certain seuil de 

stimulation [Lefrançois ; 2006]. On peut alors émettre comme hypothèse que cette conversion 

TCM/TEM dépend simplement de la force du signal TCR. Par conséquent, on ne peut donc pas exclure 

que les différences observées dans le phénotype mémoire soient uniquement dues à une différence dans 

l’avidité de nos épitopes T CD4. Ainsi l’affinité plus forte des cellules T CD4+ observée pour l’épitope 

Bet v 1141-155 privilégierait un phénotype TEM lors de la restimulation par l’épitope, contrairement aux 

cellules T CD4+ spécifiques de nos épitopes Der p 1 ou Der p 2 dont l’affinité plus faible induirait une 

réponse TCM. Il serait alors intéressant d’évaluer si au cours d’une analyse des réponses T CD4+ 

spécifiques globale (et non à l’échelle de l’épitope comme c’est le cas avec les tétramères classe II) 

induites pour chacun de ces allergènes, cette hétérogénéité des réponses mémoires est conservée. 

 

 De façon opposée, les cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène des volontaires sains conservent 

un phénotype TCM quelque soit l’allergène considéré. Ainsi, l’expression du CCR7 associé à celle du 

CD62L permettrait ainsi à ces cellules d’intervenir de façon permanente dans le maintien de la tolérance 

périphérique en leur conférant une capacité migratoire plus importante [Ochando ; 2005]. Par ailleurs, 

les cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène des volontaires sains expriment très fortement le marqueur 

CTLA-4, alors qu’elle est absente chez les sujets allergiques. Ce résultat est important car l’expression de 

ce marqueur est directement et régulièrement impliquée dans les mécanismes inhibiteurs de réponses 

effectrices [Lohning ; 2003]. Il est par ailleurs associé au caractère suppressif des cellules T régulatrices 

[Takahashi ; 2000]. Il serait alors intéressant de faire le lien entre l’apparition de l’expression de ce 

marqueur et l’induction d’une réponse protectrice chez les patients allergiques en cours de 

désensibilisation. Son induction pourrait ainsi constituer un marqueur important d’efficacité de l’ITS au 

cours de nos essais cliniques. Dans ce sens, une étude a récemment montré que l’interaction 

préférentielle du CTLA-4 avec le CD86 (plutôt que le CD80) est cruciale pour l’induction d’une 

tolérance à l’extrait de cacahuète chez les individus sensibilisés [Van Wijk ; 2007]. De plus, cette 

reconnaissance du CTLA-4 induit l’expression de l’enzyme indoléamine 2,3 dioxygénase (IDO) par la 

CPA [Fallarino ; 2003]. Cette enzyme consomme alors tout le tryptophane nécessaire à la prolifération 

lymphocytaire T et induit par conséquent un profil tolérogène à la CPA. On aurait donc un processus 
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amplificateur des phénomènes de tolérance, les Treg agissant sur les DC, les faisant se différencier en 

DC dites tolérogènes permettant à leur tour d’activer les Treg. En effet, Cette propriété fondamentale de 

la DC lui confère la capacité à stimuler la réponse suppressive, sans activer la réponse effectrice 

[Yamazaki ; 2003] [Ghiringhelli ; 2005].  

  Pour les autres marqueurs de surface analysés au cours de cette thèse, aucune différence 

significative entre volontaires sains et patients allergiques n’a pu être observée. Il faut néanmoins préciser 

que ces marqueurs sont rapidement et transitoirement modulés durant l’activation cellulaire et que ceux-

ci présentent une grande variabilité entre individus rendant la discrimination des différentes sous 

population T CD4+ difficiles. Il serait alors intéressant d’envisager une approche ex vivo du marquage 

tétramère classe II pour offrir une caractérisation phénotypique plus précise des cellules T CD4+ 

spécifiques de l’allergène. Cette approche reste néanmoins difficile à réaliser en routine, si l’on tient 

compte de la faible fréquence cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène dans le sang périphérique. Nous 

avons néanmoins émis l’hypothèse qu’en fonction de l’intensité de l’exposition allergénique naturelle il 

serait possible de détecter ex vivo des lymphocytes T CD4+ spécifiques de l’allergène. Ainsi, au cours de 

notre étude, nous avons pu détecter directement ex vivo des cellules T CD4+ spécifiques de Bet v 1 

durant le pic de la saison pollinique du pollen de bouleau de la saison 2007 (Fin Avril). Les fréquences 

étaient alors de 0,3% pour le volontaire sain et de 0,5% pour le patient allergique au pollen de bouleau. 

D’après ces observations, on peut alors présager qu’une stimulation en chambre à pollen de patients 

allergiques puisse reproduire de telles fréquences de cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène. Il serait 

alors possible de caractériser directement ces cellules sans engendrer  un biais dans l’interprétation des 

résultats liés à une restimulation allergénique. Notons par ailleurs que l’équipe de Ogg et coll. a 

récemment ouvert la voie de cette approche, en publiant des résultats concernant la caractérisation ex 

vivo de cellules T CD4+ spécifiques de Fel d 1 détectées par l’outil tétramères MHC classe II chez des 

patients allergiques au chat présentant des symptômes sévères et persistants [Bateman ; 2006].  

 

Les réponses lymphocytaires T CD4+ spécifiques de l’allergène entre patients allergiques 

et volontaires sains diffèrent par leur profil de sécrétion de cytokines : 

 
 Au cours de ce travail de thèse, nous avons développé une nouvelle approche permettant 

d’analyser le profil de sécrétion de cytokine directement à la surface des lymphocytes T CD4+ spécifiques 

de l’allergène. Comparée à la technique du marquage intracellulaire des cytokines (ICS) cette approche ne 

comprend pas d’étape de fixation et de perméabilisation des cellules évitant ainsi toute perte du 
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marquage tétramères MHC classe II. Nous montrons ainsi que les cellules tétramères positives des sujets 

allergiques au pollen de bouleau sécrètent principalement de l’IL-5 mais peu d’IFN-ƣ et d’IL-10 (profil 

Th2). A l’inverse, dans les mêmes conditions de restimulation allergénique, les cellules T CD4+ 

spécifiques de l’allergène des volontaires sains expriment majoritairement de l’IFN-ƣ en plus de l’IL-10 

mais peu d’IL-5 (profil Th1/Treg). L’ensemble de ces résultats corrèle avec de multiples travaux réalisés 

sur ce sujet [Scott-Taylor ; 2006] [Akdis ; 2004] [Macaubas ; 2006]. De plus, que ce soit en dehors 

ou pendant la saison pollinique, le profil de réponse reste toujours le même.  

L’observation d’un profil Th1/Treg chez les volontaires sains est intéressante car il correspond aux 

effets observés durant l’ITS [Jutel ; 1995] [Francis ; 2003] [Bohle ; 2007]. Ces données soulignent 

ainsi le rôle prédominant d’une déviation immunologique vers la production d’IFN-ƣ pour 

l’établissement d’une tolérance périphérique de l’allergène. Par ailleurs, la co-analyse de l’expression 

d’IFN-ƣ et d’IL-10 montre que les cellules tétramères positives sécrétrices d’IL-10 constituent une 

population distincte de celles qui produisent l’IFN-ƣ. Cependant on ne peut pas exclure que ces deux 

cytokines soient produites par le même type de cellule mais avec des cinétiques d’expressions distinctes. 

En effet, de nombreuses études montrent que la principale source d’IL-10 proviendrait plutôt des 

cellules T effectrices que des cellules T régulatrices [Rubtsov ; 2008] [Annacker ; 2003] [Kearley ; 

2005]. Ces observations ont été récemment corrélées par les études de l’équipe d’O’Garra et coll. et 

celle de Trinchieri et coll. qui montrent que la principale source d’IL-10 qui contrôle les réponses 

immunes contre les infections par Leishmania et Toxoplasma gondii provient des cellules de type Th1 et 

non des cellules T régulatrices. [O’Garra ; 2007][Trinchieri ; 2007]. On peut alors émettre l’hypothèse 

que les cellules T CD4+ effectrices ne sont pas innocentes dans le processus suppressif et peuvent en 

réalité participer à la fonction des cellules T régulatrices notamment via l’action de l’IL-10 sur la DC. 

Cette cytokine est en effet capable de conférer à la CPA un effet suppressif à distance (effet « by-stander ») 

qui conduit celle-ci à devenir tolérogène [Annacker ; 2001]. 

 Nous avons également confirmés ces résultats dans le cas de l’allergie aux acariens. Cependant, le 

faible pourcentage de cellules tétramères positives détectées et la faible intensité du marquage tétramères 

MHC classe II spécifiques de Der p 1 ou de Der p 2 n’ont pas permis de réaliser la combinaison avec la 

technique CSA. En effet, une perte du marquage tétramère MHC classe II à la surface des cellules 

spécifiques est observée après l’étape de restimulation in vitro nécessaire pour l’induction de la 

production de cytokine. Néanmoins, une analyse par PCR quantitative sur cellules tétramères positives 

triées nous a permis de déterminer l’expression de gènes dans celles-ci. Comme nous pouvions nous y 

attendre, nous avons également observé un profil clairement défini Th2 parmi les cellules tétramères 
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positives des patients allergiques aux acariens, et un profil Th1/Treg parmi les cellules tétramères 

positives des volontaires sains. De plus, nous avons mis en évidence une augmentation de l’expression 

des ARNm de l’IL-17 parmi les cellules tétramères positives des patients allergiques aux acariens, absente 

chez les volontaires sains. Ces données soulignent le rôle néfaste que jouerait cette cytokine dans 

l’allergie. Il est notamment décrit que celle-ci augmente l’inflammation des tissus par le recrutement et la 

survie des éosinophiles et des neutrophiles [Schmidt-Weber ; 2007]. De plus, l’expression de cette 

cytokine corrèle avec le degré de sévérité de l’hypersensibilité des voies respiratoires chez les patients 

asthmatiques [Barczyk ; 2003]. Par conséquent, l’extension de la technologie CSA à l’analyse de la 

sécrétion d’IL-17 (en cours de commercialisation) permettra d’évaluer dans nos essais, le rôle de la sous 

population Th17 dans la progression des maladies allergiques. 

 

Les volontaires sains présentent une plus forte proportion de cellules T régulatrices 

spécifiques de l’allergène (CD25+ Foxp3+) que les patients allergiques : 

 

 L’expression du facteur de transcription Foxp3 est à l’heure actuelle la seule façon de discriminer 

efficacement les cellules T régulatrices des autres cellules T auxiliaires. L’identification de ce marqueur 

est donc primordiale pour définir le rôle des cellules T régulatrices dans l’induction et le maintient d’une 

réponse naturelle protectrice de l’allergène. Nous avons développé au cours de cette thèse une méthode 

permettant d’analyser l’expression de Foxp3 directement parmi les cellules T CD4+ spécifiques de 

l’allergène. Cette méthode nécessite cependant la présence d’un fort pourcentage de cellules tétramères 

positives pour pouvoir être réalisée. En effet, l’étape de perméabilisation de la cellule, nécessaire pour 

pouvoir détecter le marqueur Foxp3, entraîne une perte importante du marquage tétramère MHC classe 

II. C’est pourquoi elle n’a été réalisée que pour les réponses induites contre l’épitopes Bet v 1141-155.  

Pour que cet essai soit relevant, nous avons établit qu’il était important de laisser au repos les cellules en 

culture (étape dite de « starving ») avant d’analyser l’expression de Foxp3 parmi les cellules tétramères 

positives. En effet, si ces conditions ne sont pas respectées, une expression transitoire du Foxp3 peut 

alors être observée parmi les cellules T effectrices (non Treg) activées [Wang ; 2007]. Néanmoins cette 

expression transitoire de Foxp3 parmi les cellules T effectrices activées n’atteint jamais le niveau 

d’expression observé parmi la population T régulatrice [Allan ; 2007]. C’est pourquoi dans notre 

analyse, seul les cellules exprimant fortement ce marqueur ont été prise en compte. 

Par cette approche, nous avons alors montré que les volontaires sains présentent une plus forte 

proportion de cellules T régulatrices (CD25+ Foxp3+) parmi les cellules T CD4+ spécifiques de 
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l’allergène comparé aux patients allergiques. Il est intéressant de noter que là encore nous avons une 

corrélation entre nos résultats et ceux observées par de nombreuses études au cours des traitements 

d’ITS. De plus, en accord avec une récente étude publiée par l’équipe de Romagnani et coll. [Maggi ; 

2007], l’expression de Foxp3 parmi nos cellules tétramères positives confirment la présence de cellules T 

régulatrices CD25+ Foxp3+ spécifiques de l’allergène pouvant être amplifiées in vitro chez l’homme. 

Ainsi, les réponses naturelles protectrices de l’allergène induites chez les individus sains semblent 

contrôlées par l’action de lymphocytes T régulateurs spécifiques de l’allergène dont la sécrétion de 

cytokines et l’expression de molécules de co-stimulation freinent la prolifération et l’effet auxiliaire sur la 

réponse humorale. Ces données sont importantes car elles font de ces cellules T régulatrices spécifiques 

de l’allergène, une nouvelle cible thérapeutique capitale pour les traitements d’ITS à venir. L’aspect de 

spécificité de la réponse T régulatrice observée ici est important à souligner car de nombreuses études 

dans le domaine de l’oncologie soulignent le rôle néfaste joué par ces cellules dans le développement du 

cancer. En effet, ces cellules, suppriment les réponses effectrices anti-tumorales ainsi que l’activation des 

cellules NKT [Van der Vliet ; 2007]. C’est d’ailleurs pourquoi des tests de blocage du CTLA-4, inhibant 

l’action des cellules T régulatrice pour en augmenter l’action T effectrice, ont été réalisés avec succès au 

cours d’essais cliniques chez des patients présentant un cancer [Maker ; 2006] [O’Mahony ; 2006] 

[Attia ; 2005]. Ainsi l’induction de cellules T régulatrices de manière non spécifique au cours de l’ITS 

pourrait avoir des effets secondaires indésirables. 

 

L’analyse des différents répertoires des cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène : 

 

 Cette approche consiste à analyser la nature des récepteurs T pour l’antigène afin de détecter 

l’expansion d’un ou plusieurs clones cellulaires [Even ; 1995]. Elle est notamment réalisée par la 

technique d'immunoscope qui amplifie par PCR des segments de gènes codant le TCR [Pannetier ; 

1995]. Plus précisément, cette technique analyse la distribution des tailles de la région CDR3 responsable 

de la spécificité fine du TCR de la cellule T. Appliquée à notre étude, cette technique permettrait 

d'identifier les clones prédominants au sein d'une population polyclonale spécifique de l’allergène. Au 

cours de cette thèse, nous avons cherché à établir des corrélations entre la diversité du répertoire T et 

l’induction d’une réponse de type allergique ou tolérogène. Cependant les quantités de cellules T CD4+ 

spécifiques de l’allergène nécessaires pour effectuer ce type d’analyse (> 100 000 cellules) dépassent 

celles obtenues après tri cellulaire de nos cellules tétramères positives (< 15 000 cellules). Pour remédier 

à ce problème, nous avons tenté à plusieurs reprises mais sans succès d’amplifier les cellules tétramères 
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positives triées. Ces échecs sont probablement liés à la persistance du marquage tétramères MHC classe 

II à la surface des cellules T spécifiques. En effet une étude montre que le marquage tétramère MHC 

classe II entraîne une hyperstimulation du TCR à l’origine de l’apoptose des cellules marquées [Daniels ; 

2000]. Récemment, une nouvelle approche de marquage tétramère MHC classe II a été décrite : le MHC-

streptagII. Celle-ci permet de reverser le marquage tétramères MHC classe II vers sa forme 

monomérique initiale, permettant de ce fait sa dissociation rapide avec le TCR [Knabel ; 2002]. Il serait 

alors intéressant de tester ce nouveau marquage tétramères MHC classe II pour éviter le phénomène 

d’apoptose observé lors de l’amplification de nos cellules tétramères positives triées. Notons par ailleurs 

que cette approche permettrait également d’éviter toutes altérations fonctionnelles et phénotypiques 

misent en évidence parmi les cellules marquées par les tétramères MHC classe II au cours d’une analyse 

ex vivo. [Knabel ; 2002] 

 

Application des outils immunologiques développés au cours de cette thèse : 

 

 L’ultime objectif de ces travaux a été de pouvoir utiliser les outils biologiques développés au 

cours de cette thèse pour concevoir de nouvelles stratégies de vaccination et pour suivre les réponses 

lymphocytaires T CD4+ spécifiques de l’allergène au cours des essais cliniques initiés par 

STALLERGENES. Dans ce contexte et dans le cadre d’une collaboration avec la société de 

biotechnologie EpiVAX Inc, nous avons évalué la capacité de peptides issus du fragment Fc de l’IgG 

(appelés « Tregitopes ») à induire une réponse de type T régulatrice. Nous avons ainsi suivi l’évolution 

des réponses T CD4+ spécifiques de l’épitope Bet v 1141-155 sous l’influence de ces Tregitopes chez des 

patients allergiques au pollen de bouleau à l’aide des tétramères MHC classe II. Cet outil nous a alors 

permis d’observer une réversion au cours du temps du profil Th2 (baisse de la production d’IL-5 et de 

l’expression du CCR4 et du CRTH2) vers un profil Th1-Treg (augmentation de la production d’IFN-ƣ et 

de l’expression du CTLA-4). Il est alors intéressant de faire le parallèle entre ces résulats et les données 

phénotypiques et fonctionnelles des réponses naturelles protectrices de l’allergène observé chez les sujets 

sains. Les tétramères classe II constituent alors un outils efficace pour concevoir et valider de nouvelles 

approches thérapeutiques.  

 Récemment la société STALLERGENES a entrepris des essais cliniques en chambre à polen 

d’ITSL sous forme de comprimé Oralaire graminée (étude VO56.07A) afin d’identifier des biomarqueurs 

associés à un bénéfice clinique. Dans ce contexte, nous avons développé de nouveaux tétramères MHC 

classe II spécifiques de Phl p 1 (l’allergène majeurs de la phléole). Ces tétramères vont être utilisés dans 
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les mois à venir pour suivre l’évolution des réponses lymphocytaires T spécifiques de Phl p1 chez les 

patients allergiques traités comparé au groupe placebo. Cependant le haut polymorphisme des molécules 

MHC classe II fait qu’un certain nombre de patient (n=14) ne peuvent pas être inclus dans l’analyse par 

les tétramères MHC classe II. De plus, les données générées au cours de l’approche d’immunologie 

inverse révèlent que pour un haplotype donné il existe de multiples épitopes T CD4+ immunodominants 

de Phl p 1. Pour pallier à ce problème, nous avons développé au cours de cette thèse une stratégie 

alternative au marquage tétramère MHC classe II permettant une identification des lymphocytes T CD4+ 

spécifiques de l’allergène par l’analyse de l’expression du CD154 (CD40L). Cette dernière approche a été 

optimisée pour permettre une analyse en surface de l’expression du marqueur CD154, ceci dans le but de 

pouvoir utiliser les mêmes approches d’analyse phénotypiques et fonctionnelles que celles utilisées avec 

les tétramères MHC classe II. En faisant la corrélation entre les deux types d’approches, nous avons 

montré que l’analyse de l’expression du CD154 constitue une bonne alternative pour la caractérisation 

des réponses lymphocytaires T CD4+ spécifiques de l’allergène lorsque l’approche tétramère MHC classe 

II ne peut pas s’appliquer. Cette approche présente également le gros avantage de prendre en compte 

l’ensemble des réponses T CD4+ spécifiques de l’allergène généré au cours d’une restimulation par la 

proteine entière. L’analyse par les tétramères MHC classe II reste cependant beaucoup plus sensible et 

spécifique que l’approche CD154, n’excluant pas les cellules anergiques de l’analyse et ne générant que 

tres peu de faux positifs (<0,1%). L’outil tétramère MHC classe II semble par conséquent plus adapté 

pour la compréhension des phénomènes d’induction et de maintient de la tolérance face à l’allergène : 

l’anergie étant un mécanisme important de la tolérance périphérique.  

 Les différents outils développés au cours de cette thèse vont ainsi permettre une caractérisation 

fine des réponses immunitaires induites chez les patients allergiques en cours de désensibilisation. Il 

s’agit là d’identifier des critères objectifs de réponse biologique dans le but d’établir à terme des 

corrélations avec l’efficacité thérapeutique indispensable à l’optimisation de ces traitements.  

L’ensemble des données générées au cours de cette thèse associé aux récents concepts immunologiques 

d’induction de tolérance périphérique à l’allergène est résumé dans le schéma suivant : 
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Comparaison entre les mécanismes immunologiques impliqués dans la réponse inflammatoire 

allergique des sujets atopiques et ceux impliqués au cours de la tolérance périphérique à l�allergène 

observés chez les volontaires sains. Ce modèl est réalisé à partir des résulats obtenus au cours de cette 
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thèse associés aux récents concepts immunologiques concernant les mécanismes d’induction de tolérance 

périphérique. Lorsqu’un pneumallergène penètre par les voies aériennes d’un individu, l’activité protéasique 

de cet allergène va provoquer la production de cytokines et de chimiokines par les cellules épithéliales [Kiss ; 

2007]. Ce processus contribue au recrutement des cellules dendritiques et des cellules Th2 vers les sites 

d’introduction de l’allergène [Liu ; 2007]. Chez un individu atopique, lorsque les DCs présentent l’allergène 

aux cellules T CD4
+
 spécifiques, on observe une activation et différenciation de celles-ci vers le type Th2. La 

production de cytokines par ces cellules (l’IL-4, IL-5 et IL-13) est responsable de la commutation isotypique 

des lymphocytes B vers la production d’IgE spécifique de l’allergène. Ces cytokines induisent également le 

recrutement et l’activation des cellules pro-inflammatoires tel que les mastocytes, basophiles et éosinophiles. 

L’ensemble de ces phénomènes conduit à l’apparition d’une réaction inflammatoire allergique. Au cours de 

cette thèse nous avons démontré que le maintient de la tolérance à l’allergène chez les volontaires sains est 

associé à la présence et l’expansion de cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène. De plus nous avons 

démontré que celles-ci sécrétent principalement de l’IFN-Ȗ et de l’IL-10 en réponse à une stimulation 

allergénique. Cette réponse caractéristique des cellules de type Th1/Treg serait alors capablent de contrôler 

et d’inhiber tout les mécanismes effecteurs impliqués dans la réponse allergique. Les données générées au 

cours de cette thèse révèlent  par ailleurs que ces cellules T CD4
+
 spécifiques de l’allergène observées chez 

ces individus non allergiques expriment tres fortement le CTLA-4. L’expression de ce marqueur est associée 

au caractère suppressif des cellules T régulatrices [Takahashi ; 2000]. L’action de ces cellules T régulatrices 

serait alors responsable d’une déviation immunologique de la réponse Th2 vers une réponse Th1. De plus, la 

reconnaissance du marqueur CTLA-4 par la cellule dendritique entraine la libération de l’enzyme IDO qui 

inhibe la réponse T effectrice [Fallarino ; 2003]. Associé au fait que les cellules Th1 sont capables de 

sécréter de l’IL-10 dont l’action sur les DC contrôle les réponses immunes [O�Garra ; 2007][Annacker O ; 

2007], on peut alors émettre comme hypothèse que les cellules T CD4
+
 spécifiques de l’allergène des sujets 

sains sont capables d’induire un profil tolérogène aux cellules présentatrices de l’allergène. L’induction de DC 

tolérogènes via l’action de l’IL-10 et du CTLA-4 conférerait à ces cellules la capacité à stimuler une réponse 

suppressive sans activer la réponse Th2. Dans ce modèle, les cellules T regulatrices sont donc les garants 

d’un état « non inflammatoire ». Ainsi tout déficit dans la capacité de ces cellules à réguler les réponses 

immunitaires spécifiques de l’allergène serait responsable de la réaction inflammatoire allergique. 
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Résumé de thèse 
 

 
 La réaction allergique de type I est caractérisée par une réponse immunitaire inappropriée de type 

Th2, et /ou par l’absence d’une tolérance immunologique contre un antigène habituellement toléré par la 

plupart des individus : l’allergène. Des études récentes soulignent le rôle central joué par les lymphocytes 

T CD4+ spécifiques de l’allergène dans le contrôle des réponses allergiques. Néanmoins, l’étude des 

mécanismes immunologiques impliqués se doit d’être approfondie. Elle pourrait ainsi fournir 

d’importants renseignements concernant l’induction de tolérance périphérique contre l’allergène 

observée chez les individus sains. L’examen de ces réponses spécifiques apparaît alors comme primordial 

pour améliorer les approches thérapeutiques actuelles, dans l’hypothèse que l’immunothérapie spécifique 

de l’allergène puisse reproduire une telle réponse immunitaire naturelle protectrice de l’allergène.  

 Durant cette thèse, nous avons conçu et développé des tétramères MHC classe II afin d’analyser 

à l’échelle de la cellule les réponses lymphocytaires T CD4+ spécifiques de l’allergène à la fois chez les 

patients allergiques et les volontaires sains. Pour ce faire, nous avons déterminé les conditions 

expérimentales nécessaires pour s’assurer d’une détection efficace des cellules T CD4+ spécifiques de 

l’allergène par cet outil. Ce travail a été réalisé dans le cadre d’une analyse des réponses T CD4+ induites 

d’une part contre l’allergène majeur du pollen de bouleau (Bet v 1) ou d’autre par contre les allergènes 

majeurs des acariens (Der p 1 et Der p 2). Nous avons ainsi démontré que la tolérance périphérique 

observée chez les sujets sains est associée à la présence et l’expansion de lymphocytes T CD4+ 

spécifiques de l’allergène. Nous avons également développé des méthodes expérimentales permettant de 

caractériser fonctionnellement les cellules tétramères positives. Nous avons ainsi démontré que les 

cellules T CD4+ spécifiques de l’allergène des volontaires sains sécrètent principalement de l’IFN-ƣ et de 

l’IL-10 en réponse à l’allergène et expriment très fortement le marqueur CTLA-4, un marqueur associé 

aux cellules T régulatrices. A l’inverse, chez les patients allergiques, ces cellules sont clairement de type 

Th2 confirmant leur rôle dans l’induction et l’amplification des réponses allergiques. 

Le développement des tétramères MHC classe II dans le contexte de l’allergie fournit une 

approche pertinente pour définir clairement le rôle joué par les cellules T CD4+ spécifiques de 

l’allergène. Ce travail, réalisé à la fois chez les individus sains, allergiques ou en cours de désensibilisation, 

s’inscrit pleinement dans un projet d’entreprise. Ces outils faciliteront le développement de nouveaux 

candidats vaccins en permettant d’identifier des marqueurs biologiques associés à un bénéfice clinique.  
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Summary 
 

 

Type I allergy either results from a pathological inappropriate Th2 immune response or from the 

defective induction of immune tolerance to otherwise harmless antigen : the allergen. Recent advances 

have underlined the major role played by allergen-specific CD4+ T cells in the control of allergic 

response. However, immunological mechanisms involved remain to be better documented and could 

provide important information regarding peripheral tolerance induction observed in healthy individuals. 

Examination of such T cells responses seem to be critical to improve current allergy vaccines with the 

assumption that allergen-specific immunotherapy should recapitulate such naturally protective immune 

response.  

In this doctoral thesis, we assess at single cell level allergen-specific CD4+ T cell responses both 

in allergic and healthy individual by using MHC class II peptide tetramer made with high-affinity 

immunodominant allergen T cell epitope. To this aim, we determine experimental conditions needed to 

ensure efficient and specific detection of rare allergen-specific T cell using this technology. Focusing on 

either the major allergen from birch pollen (Bet v 1) or major allergens from mite (Der p 1 and Der p 2), 

we demonstrate by using this approach, that peripheral tolerance to allergen observed in healthy 

individuals is associated with the presence and expansion of allergen-specific CD4+ T lymphocytes. We 

also describe methods to functionally characterize tetramer-positive cells and demonstrated that allergen-

specific CD4+ T cells from healthy individuals mostly secrete IFN-Ȁ and IL-10 in response to the 

allergen and express high level of CTLA-4, a marker associated with regulatory T cells. In contrast, 

allergen-specific CD4+ T cells from allergic patients are bona fide Th2 cells confirming the role of such 

cells in the induction and amplification of allergic inflammatory responses. 

  Developments of such technology provide valuable insight regarding the role of allergen-specific 

CD4+ T cells in both allergic and healthy individuals but also during desensitisation. This technology 

might be also extremely useful as patient-monitoring tools to assess the efficacy of various 

immunotherapeutic strategies in humans, possibly helping to identify surrogate biological markers of 

clinical efficacy. 
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