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Principales abréviations 

 

APLV : allergie aux protéines de lait de vache 

CD : cellules dendritiques 

CMH : complexe majeur d!histocompatibilité 

CPA : cellule présentatrice d!antigène 

DID : diabète insulinodépendant de type 1 

D. pter : Dermatophagoides pteronyssinus 

FoxP3 : forkhead/winged-helix Protein 3 

HLA : human leucocyte antigen 

IL- : interleukine 

IFN�� : interféron gamma 

ITA : immunothérapie spécifique d!allergène 

PLV : proteines de lait de vache 

SEP : sclérose en plaques 

TGF-�t : transforming growth factor-beta 

Th : cellule(s) T helper  

TLR : récepteur Toll like  

Tr1 : cellule(s) T régulatrice(s) de type 1 

Treg : cellule(s) T régulatrice(s) 
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INTRODUCTION 

1. EPIDEMIOLOGIE DES ALLERGIES ET HYPOTHESE 
HYGIENISTE 

 

L!augmentation de l!incidence des maladies allergiques et de l!atopie dans les pays 

industrialisés a débuté entre 1960 et 1970 avec une accélération plus marquée à partir des 

années 1980. Depuis, la prévalence de l!asthme augmente d!1% par an. Cette augmentation a 

été particulièrement importante durant les 10 dernières années, si bien qu!on a pu parler d!un 

« phénomène épidémique » (1). Une forte prévalence de l!asthme (>15%) a été notamment 

rapportée au Royaume-Uni, en Australie et en Amérique du Nord (2). Les études réalisées au 

Royaume-Uni montrent que l!asthme atopique serait responsable, pour une grande partie, de 

cette augmentation. L!incidence et la prévalence de l!atopie restent bien moindre dans la 

majeure partie (mais pas la totalité) des pays en voie de développement. L!étude Intenationale 

Study of Asthma and Allergies (ISAAC) montre que la prévalence de l!asthme chez l!enfant 

varie entre 3% dans les pays en voie de développement et 20 à 40% dans les pays 

industrialisés. La prévalence des autres manifestations atopiques comme la dermatite atopique 

(DA) et la rhinite allergique varie globalement de la même façon (3,4). En particulier, la 

prévalence de la DA a doublé ou triplé dans les pays industrialisés au cours des 3 dernières 

décennies, touchant 15 à 30% des enfants et 2 à 10% des adultes. Ce trouble est souvent le 

prélude à une diathèse atopique qui comprend notamment l'asthme et la rhinoconjonctivite 

allergique (5,6). Ce phénomène s!accompagne d!un retentissement socioéconomique 

important aussi bien chez l!adulte que chez l!enfant (7"11).  

Il est particulièrement remarquable que, parallèlement, les principales maladies auto-immunes 

comme le diabète insulinodépendant (DID) ou diabète de type 1, la sclérose en plaques (SEP) 

ou les maladies inflammatoires du tube digestif aient également augmenté de façon 
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importante dans les pays industrialisés. Le même terme d!«épidémie » a d!ailleurs été utilisé 

pour décrire l!augmentation récente du DID chez le jeune enfant comme il l!a été dans 

l!asthme (12). Cette augmentation a été d!autant plus importante dans les pays qui se sont 

rapidement développés et industrialisés au cours des 10 dernières années (13,14). Une partie 

de cette augmentation d!incidence des maladies allergiques et auto-immunes peut être 

attribuée à une amélioration du diagnostic et un accès plus facile aux structures de soins dans 

les pays industrialisés. Cependant cette explication ne peut rendre compte totalement de la 

rapide augmentation de prévalence de ces désordres immunologiques sur une période de 

temps si courte, d!autant plus que certaines des maladies en question dont le DID, la SEP ou 

encore l!asthme sévère sont, pour des raisons évidentes, de diagnostic inévitable. Les pays 

ayant eu l!augmentation la plus importante de prévalence des maladies allergiques et auto-

immunes ont, à la même période, expérimenté une forte amélioration de leur statut socio-

économique et sanitaire. Les mesures de santé publique prises dans ces pays ont été 

accompagnées d!une diminution des maladies infectieuses particulièrement claire pour 

l!hépatite A, les diarrhées de l!enfant et les maladies parasitaires comme la filariose, 

l!onchocercose, la schistosomiase et d!autres infections à helminthes comme le montre la 

figure 1 (15).  

La répartition des maladies auto-immunes et allergiques suit un gradient Nord-Sud dans le 

monde et Ouest-Est en Europe, à quelques exceptions près, associée à une répartition en 

miroir des maladies infectieuses. Ce gradient ne peut pas être totalement attribué à des 

différences de terrain génétique. L!étude de la région de la Carélie est édifiante à ce sujet. La 

Carélie est une région géographique du nord de l!Europe s!étendant en partie sur la Finlande 

et en partie sur la Russie. Dans cette même région, l!incidence du DID est six fois plus élevée 

en Finlande qu!en Russie et de la même façon la prévalence de l!atopie a fortement augmenté 

en 10 ans en Finlande alors qu!elle ne s!est pas modifiée en Russie.  
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Figure 1. Relation inverse entre l!incidence des maladies infectieuses (A) et l!incidence 

des désordres immunologiques (B) entre 1950 et 2000. Adapté de JF Bach, NEJM, 2002 

 

L!étude de certaines populations migrantes confirme cette observation. En particulier, de 

nombreuses familles pakistanaises ont migré au Royaume-Uni dans la seconde partie du 

XXème siècle. L!incidence du DID chez l!enfant dans ces familles était de 3.1/100,000 par an 

en 1978-81. Elle est passée à 11.7/100,000 par an en 1988-90 alors que celle des enfants 

anglais était restée stable à 10.5/100,000 par an pendant cette période. Dès la première 

génération, l!incidence du diabète des enfants pakistanais avait rejoint celle des enfants 

anglais.  

Ces données n!excluent pas l!importance du terrain génétique dans le développement des 

maladies auto-immunes et allergiques, mais pour certains facteurs, ils ne jouent probablement 

qu!un rôle mineur. Ce phénomène ne peut, pas être attribué uniquement à des facteurs 

génétiques car le taux de mutations naturelles est très faible.  
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L!idée générale de l!hypothèse de l!hygiène est que certains agents infectieux sont capables 

de protéger vis-à-vis d!un large spectre de désordres immunologiques comme les maladies 

auto-immunes et les maladies allergiques. 

L!hypothèse a été proposée initialement par David Strachan qui avait observé une corrélation 

inverse entre l!incidence du rhume des foins et l!âge des enfants dans les fratries (16). 

L!hypothèse a été reprise par Jean-François Bach et étendue au champs de l!auto-immunité 

(17). Cette hypothèse repose sur le fait que les infections comme les expositions microbiennes 

y compris les non-invasives peuvent influencer la réponse immune innée et adaptative de 

l!individu. Divers mécanismes immunologiques ont été proposés pour expliquer ce 

phénomène parmi lesquels on retrouve : 

Le mécanisme de la compétition antigénique: la réponse immunitaire intense induite par les 

agents infectieux entre en compétition pour les signaux homéostatiques (qui induisent la 

survie et la prolifération lymphocytaire) de réponses immunitaires vis-à-vis d!antigènes plus 

faibles que sont les autoantigènes ou les allergènes; 

Les mécanismes de l!immunorégulation : les divers types de cellules régulatrices induites par 

les infections peuvent, selon un effet de cible innocente ou « bystander », diminuer les 

réponses auto-immunes et allergiques; 

Des mécanismes indépendants de l!antigène mais dépendants de récepteurs de l!immunité 

innée : l!activation de récepteurs de l!immunité innée, tels que les récepteurs de type toll ou 

TLR, semble jouer un rôle important dans l!effet protecteur des microbes vis-à-vis des 

maladies auto-immunes et allergiques.  
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2.  HISTOIRE NATURELLE DE L!ALLERGIE : LA MARCHE 
ATOPIQUE 

 

Le concept de marche atopique  ou marche allergique a initialement été décrit par T Foucard 

en 1973. La notion d!atopie est une tendance personnelle ou familiale à synthétiser des 

immunoglobulines de type immunoglobuline E (IgE) lors de la sensibilisation à certains 

allergènes (18). La marche atopique, ou marche allergique, est un phénomène qui décrit la 

tendance d!un enfant à avoir des statuts atopiques pas seulement co-existants mais progressant 

de l!un à l!autre (figure 2). En général, la dermatite atopique (DA) est la première 

manifestation, qui débute dans les 2 à 3 premiers mois de vie. Elle est souvent associée à des 

sensibilisations à des aliments voire à des allergies alimentaires vraies qui s!expriment 

cliniquement  et sont diagnostiquées au courant de la première année de vie. L!asthme 

apparait à l!âge pré-scolaire et la rhinite allergique vers 6 ans (19). On peut cependant noter 

que la rhinite allergique a également été décrite à partir de l!âge de 18 mois (20). La 

description de la marche atopique s!appuie  initialement sur les études épidémiologiques. La 

DA du nourrisson est un facteur de risque de développement de l!asthme chez l!enfant 

d!autant plus que l!eczéma est apparu précocement, que les lésions sont sévères, et qu!une 

sensibilisation allergénique est associée. De la même façon, le risque de développer une 

rhinite allergique est associé à la sévérité de l!eczéma et au taux d!IgE circulantes. Les raisons 

pour lesquelles certains patients atteints de DA évoluent vers une rhinite allergique puis un 

asthme  (ou un asthme puis une rhinite allergique) alors que d!autres guérissent de leur 

atteinte cutanée, ne sont pas encore clairement élucidées. Le lien entre la rhinite allergique et 

l!asthme est constamment retrouvé dans les études et la rhinite allergique apparaît souvent 

comme un facteur de risque de développer un asthme (21,22).  
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Figure 2. Progression de la marche allergique chez un enfant atopique. Adapté de 

Barnetson, BMJ, 2002. 

 

Les mécanismes physiopathologiques à l!origine de la marche atopique sont encore mal 

compris. Récemment, il a été décrit un défaut de perméabilité de la barrière épithéliale 

cutanée à l!origine de la DA. Ce défaut favoriserait la pénétration d!allergènes, de pathogènes 

et les agressions environnementales. Le développement d!allergies systémiques est ainsi 

facilité, d!autant plus qu!on observe une polarisation vers un phénotype T auxiliaire de type 2 

(Th2) de la réponse lymphocytaire, producteur préférentiellement d!interleukines (IL)-4, IL-5 

et IL-13. Le rôle des mutations de la filagrine, protéine de structure de l!épiderme, semble 

important : ces mutations prédisposent à l!asthme, à la rhinite allergique, et à l!apparition de 

sensibilisations allergéniques en présence de DA. L!expression du gène de la filagrine est 

également régulée négativement par les cytokines Th2 IL-4 et IL-13, dans la peau atteinte de 
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DA, ce qui signifie que l!expression de la filagrine peut être diminuée de façon innée ou 

acquise. Il est à noter que 40% des porteurs de mutations de la filagrine ne développent pas de 

DA ce qui suggère qu!il existe d!autres mécanismes impliqués dans la maladie ou d!autres 

protéines mutées (5). De fait, certaines protéines de structure de la barrière cutanée telles que 

les claudines ou les desmogléines  sont également associées à la DA (23). 
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3. MECANISMES DE TOLERANCE AUX ALLERGENES 
 

La réponse immunitaire est étroitement régulée pour protéger l!hôte de stimuli extérieurs 

potentiellement dangereux (c!est à dire pouvant induire une réponse immune pathogène), afin 

d!établir un état de tolérance immunitaire. Cet équilibre peut être mis en péril par certains 

facteurs environnementaux et génétiques, à l!origine de maladies allergiques ou auto-

immunes. Les allergènes sont présents de façon ubiquitaire dans l!environnement et la 

réponse immunitaire normale d!un individu sain à ces protéines solubles résulte d!un état de 

tolérance immunitaire (24). La sensibilisation vis-à-vis d!un antigène spécifique est un 

prérequis pour le développement de l!allergie chez un individu prédisposé, et dépend de son 

potentiel à induire une réponse Th2 au cours de laquelle l!IL-4 et l!IL-13 induisent une 

commutation isotypique au niveau des lymphocytes B vers la synthèse d! IgE spécifiques 

(25). 

La tolérance immunitaire au niveau des  muqueuses respiratoires vis-à-vis des antigènes 

environnementaux et au niveau de la muqueuse intestinale vis-à-vis des antigènes alimentaires 

est essentielle pour éviter le développement de réactions immunitaires à l!origine de maladies 

allergiques et de l!inflammation chronique qui les accompagnent. Le système immunitaire 

intestinal est bien connu pour sa capacité privilégiée à générer des réponses tolérogènes (26). 

 

3.1. Tolérance immunitaire  
 

Le phénomène de tolérance immunitaire a été initialement décrit par R. Owen en 1945 

suite à ses observations séminales de mosaïsme chez des bovins jumeaux dizygotes (27).  

Fait essentiel, la tolérance immunitaire n!est pas déterminée par la génétique de l!individu, 

elle n!est pas innée, mais s!acquière, au cours du développement embryonnaire et post-natal. 
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Ce sont les expériences de « tolérance néonatale » conduites dans les années 1950 par 

Billingham, Brent et Medawar, qui valurent le prix Nobel à ces auteurs, qui fournirent dans un 

modèle d!allogreffe la démonstration sans équivoque du caractère acquis de le tolérance 

immunitaire (28). Le modèle était simple, il s!agissait de l!administration à des souriceaux 

nouveau-nés de moelle osseuse et de cellules allogéniques (exprimant des antigènes 

d!histocompatibilité distincts de ceux de l!hôte), en l!absence de tout autre traitement 

immunosuppresseur. S!en suivait un état de tolérance qui se manifestait par le fait que chez 

les souris devenues adultes, les allogreffes de peau provenant de donneurs totalement 

identiques (ou histocompatibles) avec le donneur des cellules injectées à la naissance n!étaient 

pas rejetées et survivaient de manière indéfinie (28). En revanche, des allogreffes de peau de 

« tierce partie » (des souris histo-incompatibles à la fois avec les receveurs tolérants et les 

souris donneuses des cellules injectées à la naissance) étaient rejetées normalement ce qui 

confirmait que les souris ainsi traitées à la naissance n!étaient pas immunodéprimées (28).  

Le concept de tolérance immunitaire a bien évidemment rapidement dépassé le cadre de la 

transplantation pour couvrir tous les domaines de l!immunologie dont ceux de l!auto-

immunité et de l!allergie.  

En auto-immunité, le concept de tolérance physiologique ou tolérance au « soi » rassemble 

l!ensemble des mécanismes qui permettent au système immunitaire de tout individu normal 

de ne pas développer de réaction agressive ou pathogène vis-à-vis des tissus de l!hôte qui 

l!héberge et ce, bien qu!il soit désormais clairement établi que tout sujet, indemne de 

pathologie auto-immune, héberge des lymphocytes autoréactifs dirigés contre divers 

autoantigènes. Dans le domaine de l!allergie, comme nous l!avons cité plus haut, la tolérance 

immunitaire à l!allergène peut être définie, du moins du point de vue opérationnel, comme le 

fait que l!individu ne développe pas vis-à-vis de l!allergène en question de réponse pathogène 

pouvant aboutir à une lésion d!organe. 
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Les différents mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents à la tolérance immunitaire 

sont classiquement séparés en deux concepts distincts à savoir, la tolérance centrale et la 

tolérance périphérique. 

3.1.1. Tolérance centrale 
 

La tolérance centrale est l!ensemble des mécanismes mis en place au niveau des organes 

lymphoïdes primaires, c!est-à-dire au sein de la moelle osseuse (pour les lymphocytes B) et 

du thymus (pour les lymphocytes T), aboutissant à l!émergence en périphérie (la circulation et 

les organes lymphoïdes secondaires) de lymphocytes capables de défendre l!hôte vis-à-vis des 

agents pathogènes tout en préservant l!intégrité des organes du « soi ». Deux phénomènes 

sont intimement liés : la sélection positive et la sélection négative constituent les bases 

moléculaires de la formation du répertoire lymphocytaire (l!ensemble des récepteurs pour 

l!antigène exprimés par les lymphocytes B et T d!un individu donné) (29,30). 

Nous allons parler plus en détail de la sélection des lymphocytes T, qui sont des acteurs 

majeurs des réponses allergiques, mais le schéma général est très similaire pour les 

lymphocytes B.  

Les progéniteurs lymphocytaires T doivent reconnaître les peptides du soi associés au 

complexe majeur d!histocompatibilité (CMH) de l!hôte pour pouvoir passer le filtre de la 

sélection positive et continuer ainsi dans leur voie de différentiation. Puis, au cours de la 

sélection négative, les lymphocytes dont le récepteur T pour l!antigène (TCR) reconnaît les 

peptides du soi présentés par les molécules du CMH avec une trop forte affinité sont éliminés 

par délétion clonale (apoptose). Seuls les thymocytes ayant une interaction d!affinité modérée 

entre leur TCR et les peptides du soi associés au CMH poursuivent leur différentiation et 

peuvent avoir différents devenirs : soit ils migrent à la périphérie en tant que cellules naïves 
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potentiellement effectrices, soit ils subissent une sélection agoniste et se différencient en 

cellules T régulatrices (29,31).  

3.1.2. Tolérance périphérique 
 

La tolérance centrale est le mécanisme principal déterminant le nombre global de cellules T 

dans l!organisme. 

Cependant, le filtre de la sélection négative est, comme nous l!avons vu, incomplet d!où 

l!émergence à la périphérie de lymphocytes potentiellement autoréactifs. La tolérance 

périphérique a pour but de contrôler ce potentiel autoréactif dans les organes lymphoïdes 

périphériques, régulée par des mécanismes intrinsèques et extrinsèques. Les mécanismes 

intrinsèques concernent l!indifférence ou « ignorance immunitaire », l!anergie lymphocytaire  

et la délétion périphérique par apoptose (24). Les mécanismes extrinsèques mettent en jeu les 

cellules T régulatrices (Treg) et les cytokines suppressives telles que l!IL-10 et le TGF-��, 

ainsi que les cellules dendritiques (CD). 

3.1.3. Lymphocytes T régulateurs 
 

Les Treg semblent actuellement essentiels dans la suppression de l!inflammation assurée par 

les lymphocytes Th2 et le maintien de la tolérance immunitaire. Les deux classes de 

lymphocytes CD4+ Treg les plus importantes sont les lymphocytes Treg naturels (nTreg) 

d!origine thymique et les lymphocytes Treg induits ou adaptatifs (iTreg) issus en périphérie 

de précurseurs T CD4+conventionnels matures (32"35). Parmi les lymphocytes Treg 

adaptatifs ou induits on compte 3 sous-populations de lymphocytes : les iTreg Foxp3- plutôt 

sécréteur d!Il-10 ou Treg de type 1 (Tr1), les iTreg Foxp3- plutôt sécréteurs de TGF-�� ou Th3, 

et les iTreg Foxp3+ (figure 3).  Plusieurs particularités biologiques distinguent ces populations 

de Treg dont le profil de sécrétion cytokinique, les marqueurs cellulaires, la capacité à se 
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différencier en réponse à un stimulus spécifique d!antigène et les différents mécanismes 

impliqués dans leur activité immunosuppressive (34).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Génération des cellules T régulatrices au niveau du thymus et en périphérie. 

Adapté de Curotto de Lafaille, Immunity, 2009  

 

Les nTreg ont initialement été décrits en 1995 par S. Sakaguchi (36). Dans ce modèle 

expérimental, la reconstitution d!une souris BALB/c athymique nude (nu/nu) par des cellules 

lymphocytaires dépourvues de la sous-population exprimant une forte densité de la molécule 

CD25 (la chaîne �. du récepteur de l!IL-2), lymphocytes définis comme CD4+CD25hi, 

induisaient le développement d!une polyendocrinopathie auto-immune incluant une gastrite, 

une thyroïdite et une orchite ou une oophorite (suivant le sexe de la souris).Puis il a été 

montré que la génération des nTreg avait lieu dans le thymus et qu!elle nécessitait notamment 

une sélection par interaction de forte affinité avec le CMH de classe II (37).  
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Les cellules nTreg expriment le facteur de transcription FoxP3, un des membres de la famille 

des facteurs de transcription forkhead winged-helix, qui est nécessaire à leur développement 

et à leur fonction (38,38,39). De manière intéressante, l!identification du gène FoxP3 est 

intervenue de façon indépendante de l!étude des lymphocytes Treg grâce aux recherches 

visant à identifier le gène responsable, chez l!homme, d!une maladie rare dénommée 

syndrome IPEX pour Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X linked 

décrite initialement en 1982. Comme son nom l!indique, ce syndrome regroupe un ensemble 

de manifestations auto-immunes et dysimmunitaires sévères dont une colite inflammatoire ou 

entéropathie et un diabète de type 1 insulinodépendant, qui apparaissent très tôt dans la vie 

d!enfants de sexe masculin. Il existe également chez ces patients une augmentation des IgE et 

des manifestations allergiques cutanées. Malgré cette description ancienne du syndrome 

humain ce n!est que bien plus tard qu!il a été décrit que le syndrome IPEX résultait de 

mutations associées à une perte de fonction du gène FoxP3porté par le chromosome Y et qui 

sont dans leur majorité localisées dans la région forkhead qui se lie à l!ADN (40).  En 2003 il 

fut clairement établi que l!expression de FoxP3 était un marqueur de lignée des lymphocytes 

Treg naturels CD4+CD25+, associé à leur fonction suppressive. En effet, si l!on transduit des 

lymphocytes T CD4+CD25- conventionnels non régulateurs avec des retrovirus codant pour 

FoxP3, ces cellules, qui expriment le facteur de transcription en forte quantité, acquièrent des 

capacités régulatrices et expriment différentes molécules de surface typiques des lymphocytes 

régulateurs dont CD25, CTLA4 et GITR (39). 

Les travaux de W. Chen ont été les premiers à montrer que des lymphocytes Treg Foxp3+ 

pouvaient également être générés en dehors du thymus (les iTreg Foxp3+) (33). La population 

périphérique de cellules Treg Foxp3+ comprend donc des lymphocytes nTreg et des 

lymphocytes iTreg. Il est très probable que, en périphérie, les nTreg et iTreg Foxp3+ diffèrent 
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dans leur répertoire de TCR, les iTreg étant à priori dérivées de cellules CD4+ 

conventionnelles périphériques. 

Alors que les nTreg sont exclusivement générés au niveau du thymus, les cellules iTreg 

Foxp3+ se différencient dans des conditions plus variées, que ce soit dans la rate, les ganglions 

lymphoides, le tissu lymphoide associé à l!intestin ou GALT, ou les tissus inflammatoires. On 

les retrouve par exemple dans les ganglions mésentériques au cours d!une induction de 

tolérance orale, et ils se différencient dans la lamina propria de l!intestin au contact du 

microbiote et des antigènes de l!alimentation. L!influence du microenvironnement sur le 

développement des iTreg Foxp3+ n!est pas totalement comprise. Cependant, le développement 

des cellules iTreg Foxp3+ nécessite à priori au minimum une interaction avec l!antigène, 

présenté par les molécules du CMH, et la présence dans l!environnement de cytokines, plus 

particulièrement l!IL-2 et le TGF-�� (33) alors que le rôle du TGF-�� dans la maturation des 

nTreg même s!il a été évoqué dans des expériences élégantes demeure encore débattu (34). 

Il est à noter, que l!origine thymique des iTreg Foxp3+ a très récemment été décrite dans un 

modèle expérimental (41). Dans ce travail, les auteurs ont montré que des thymocytes 

CD4+CD8-Foxp3- et des cellules récemment émigrés du thymus transférés dans une souris 

lymphopénique pouvaient se différencier en Treg. Par ailleurs, chez l!humain, les cellules 

récemment émigrés du thymus et détectés dans le sang périphériques avaient une forte 

capacité à acquérir le phénotype CD4+CD25hiFoxp3hi. 

En ce qui concerne les iTreg chez l!homme, les études montrent que les cellules Tr1 

représentent la population la plus fortement impliquée dans le contrôle de la réponse immune 

vis-à-vis des allergènes environnementaux (42,43). 

Les cellules Tr1 ont été initialement mises en évidence dans le sang périphérique de patients 

atteints de déficit immunitaire combiné sévère (SCID) ayant bénéficié d!une greffe de cellules 
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souches hématopoïétiques HLA (pour human leucocyte antigen) non identiques (44). Les Tr1 

ont une forte activité suppressive et sont décrites comme pouvant restaurer la tolérance dans 

de nombreuses maladies auto-immunes (45). Ces cellules sont caractérisées par leur profil de 

sécrétion de cytokines très particulier. Suite à leur activation par le TCR, elles produisent de 

grandes quantités d!IL-10, de TGF-�� et d!IL-5, de faibles quantités d!IL-2 et d!IFN�� et pas 

d!IL-4 (46,47). L!IL-10 a un pouvoir anti-inflammatoire et immunosuppresseur sur la 

majorité des cellules hématopoïétiques. Elle supprime la production de cytokines et la 

prolifération spécifique de l!antigène des cellules CD4+ effectrices en inhibant la capacité de 

présentation de l!antigène par les cellules présentatrices d!antigène (CPA) dont les CD, les 

cellules de Langerhans et les macrophages.  

Les Tr1 ont une faible capacité de prolifération. Elles peuvent s!expandre en présence d!IL-2 

et d!IL-15 indépendamment de leur activation par le TCR. Suite à une activation par le TCR, 

les Tr1 expriment les marqueurs d!activation CD40L, CD69, CD28, CTLA-4 (pour Cytotoxic 

T-Lymphocyte Antigen 4) et HLA-DR. Elles semblent avoir une capacité sélective de 

migration vers les tissus inflammatoires durant une réponse immunitaire.   

3.1.4. Identification des Treg chez l!homme 
 

Depuis la description des cellules T suppressives au début des années 1970, des progrès 

considérables ont été réalisés dans leur caractérisation phénotypique et fonctionnelle. 

Initialement (en 2001), les cellules Treg humaines ont été caractérisées comme des cellules T 

CD4+CD25+ (48,49). En 2003, Foxp3 a été décrit comme un facteur de transcription majeur 

dans le développement et la fonction des Treg (38,50). Cependant, le phénotype précis, la 

capacité fonctionnelle et la stabilité ou la « plasticité » des cellules Treg Foxp3+ sont 

longtemps demeurés imprécis et restent complexes. Récemment, il a été montré que les 

cellules humaines CD4+Foxp3+ ne sont pas homogènes dans le profil d!expression de leurs 
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gènes, leur phénotype et leur fonction suppressive (51). Etant donnée la difficulté de la 

détection de la protéine intracellulaire Foxp3, certains marqueurs membranaires ont été 

identifiés. La molécule CD25 ne suffit pas à l!identification des Treg puisqu!elle existe 

également sur jusqu!à 30% des cellules T CD4+ du sang périphérique humain et seules 1-2% 

des cellules CD4+ (les CD25hi, qui expriment fortement CD25) ont des fonctions suppressives 

et peuvent être considérées comme des « vrais » Treg (52). La faible expression de la 

molécule CD127 (chaine �. du récepteur de l!IL-7) peut être une alternative pour la 

purification des Treg puisque l!expression de Foxp3 est plus fréquente dans les cellules CD4+ 

exprimant faiblement CD127 (53). Cependant, les cellules T CD4+ conventionnelles peuvent, 

après activation, voir diminuer leur expression de CD127. L!expression de CD62L (L-

sélectine), bien que non restreinte aux Treg, peut être utilisée pour différencier les Treg  

(CD25hiCD127lowCD62L+) des cellules T CD4+ conventionnelles récemment activées, qui 

expriment faiblement la L-sélectine et sont CD62Llow. Par ailleurs, il est important de noter 

qu!il existe une population CD4+Foxp3low (qui expriment faiblement Foxp3) non régulatrice. 

Cette population de cellules, qui expriment CD45RO, est constituée de cellules CD4+ 

effectrices activées ne présentant pas de fonction suppressive. La différence entre les cellules 

T Foxp3+ non régulatrices et les cellules T Foxp3+ régulatrices tient vraisemblablement à la 

différence de méthylation du gène Foxp3. Celui-ci est totalement déméthylé au sein de la 

population CD4+CD45RO-foxp3+ et incomplètement déméthylé dans la population 

CD4+CD45RO+foxp3low. Ainsi, l!utilisation unique du marqueur Foxp3 n!est pas 

envisageable pour identifier de manière fiable la population des Treg chez l!homme. 

L!expression de CD45RA et CD45RO, mutuellement exclusive au sein des cellules T Foxp3+, 

est particulièrement utile et illustre l!hétérogénéité des cellules Treg. D!après les travaux 

récents du groupe de S. Sakaguchi chez l!humain, les cellules Treg CD45RA+Foxp3low sont 

définies « naïves » et expriment faiblement Foxp3. Elles n!ont pas expérimenté de maturation 
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liée à une stimulation par le TCR. La majeure partie des cellules Treg dérivées du thymus et 

retrouvées en périphérie sont des cellules Treg naïves CD45RA+Foxp3low. Ces cellules sont 

dans un état quiescent. Les cellules Treg CD45RO+Foxp3hi, qui dérivent majoritairement des 

cellules Treg naïves CD45RA+Foxp3low, sont définies « effectrices ». In vitro, les cellules 

Treg CD45RA+Foxp3low  prolifèrent plus que les cellules  Treg CD45RO+Foxp3hi suite à une 

stimulation du TCR. Ces dernières ont pour leur part une activité suppressive et une forte 

susceptibilité à l!apoptose. Elles expriment CD25, GITR, CD95 et CTLA4 comme toute 

cellule récemment activée. Parmi ces cellules, les Treg effectrices ICOS+ et ICOS- produisent 

respectivement les cytokines suppressives IL-10 et TGF-��. Par ailleurs, l!expression de HLA-

DR semble identifier une sous-population de cellules Treg effectrices arrivées à un stade de 

différenciation terminale (51,54). Enfin, l!expression spécifique du marqueur du récepteur 

membranaire GARP (pour « glycoprotein-A repetitions predominant ») a également été 

proposée pour identifier les Treg Foxp3+ activées mais les études chez l!homme ne sont pas 

nombreuses (55,56). 

Chez l!homme, l!identification des iTreg Foxp3+ reste incertaine. Récemment, il a été proposé 

que l!absence d!expression du facteur de transcription Helios puisse signer l!origine 

périphérique des Treg. Une autre étude ne semble pas aller dans le même sens (57)(58).  

De même, l!identification des Tr1 est limitée par l!absence de marqueurs de surface 

spécifiques. Ces cellules productrices d!IL-10 n!expriment pas Foxp3. Elles expriment la 

molécule ICOS (pour « inducible T cell co-stimulator ») et PD-1 (pour « programmed death 

1 ») mais ces marqueurs ne sont pas spécifiques. En revanche, il a récemment été décrit que 

les cellules Tr1 expriment de façon spécifique, chez la souris comme chez l!homme, les 

molécules CD49b et LAG-3 (pour « Lymphocyte activation gene-3 ») (47). CD49b est une 

intégrine �.2, sous unité du « very late activation antigen » (VLA2). LAG-3 est un homologue 

de CD4 qui se lie au CMH de classe II avec une forte affinité.  
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Epigénétique 

L!expression transitoire de Foxp3 par les cellules CD4+ périphériques leur confère une 

activité suppressive. Cependant, une expression constitutive est nécessaire à une fonction 

suppressive stable. Il a été démontré récemment un lien entre la réduction de la méthylation 

des ilots CpG du locus Foxp3 et une augmentation de l!expression stable de Foxp3 (59). La 

méthylation de dinucléotides diminue la transcription en empêchant la fixation de facteurs de 

transcription positifs et en recrutant des molécules répressives. Ainsi, un ilot de Foxp3 riche 

en CpG est déméthylé dans les cellules Treg suppressives et fortement méthylé dans les 

cellules T CD4+ naïves, les cellules T CD4+ activées et les cellules iTreg exprimant du TGF-����

(59). Dans une étude récente il a été montré une diminution significative de la méthylation des 

ilots CpG au niveau du locus Foxp3 des lymphocytes Treg mémoires CD4+CD45RO+ après 

12 mois de désensibilisation sublinguale aux acariens et aux pollens de graminées combinés 

(60). L!étude des modifications épigénétiques dans les mécanismes de régulation dans 

l!asthme et l!allergie est à ses balbutiements. Cependant, les différences de méthylation de 

certains gènes impliqués dans la tolérance comme Foxp3 pourraient constituer un marqueur 

d!induction de tolérance supplémentaire.  

3.1.5. Mécanismes de suppression des T effecteurs par les Treg dans l!allergie 
 

Les cellules Treg contrôlent la réponse immunitaire en inhibant l!activation, la prolifération et 

les fonctions effectrices de diverses cellules cibles dont les lymphocytes effecteurs, les CPA 

et les cellules de l!immunité innée. Elles exercent leur activité inhibitrice à travers des 

mécanismes directs et indirects. Elles produisent des cytokines anti-inflammatoires telles que 

l!IL-10 et le TGF-��, expriment des molécules inhibitrices telles que CTLA4 et diminuent 

l!expression du CMH de classe II et des molécules de costimulation CD80 et CD86 par les 

CPA.  
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De façon générale, les modes d!action des Treg peuvent être regroupés en 4 mécanismes de 

base (61) :  

-la suppression par des cytokines inhibitrices : les cytokines inhibitrices incluent l!IL-10, 

l!IL-35 et le TGF-�t.   

-la suppression par la cytolyse : la cytolyse inclue des mécanismes dépendant de granzyme-

A, granzyme-B et de la perforine. 

-la suppression par perturbation métabolique : elle fait intervenir l!apoptose par déprivation 

cytokinique dépendante de CD25 (chaine �r du récepteur de l!IL-2), l!inhibition médiée par 

l!AMP cyclique et l!immunosuppression médiée par la génération de CD39 et CD73 par 

l!intermédiaire du récepteur à l!adénosine 2A (A2AR). 

-la suppression par la modulation de la maturation et de la fonction des CD : la suppression 

de la maturation des CD est médiée par l!interaction de LAG3 avec le  CMH de classe II.  La 

synthèse d!Indoleamine 2,3 Dioxygenase (IDO) est induite par l!interaction de CTLA4 et 

CD80/CD86. IDO est une molécule immunosuppressive synthétisée par les CD. 

Les Treg Foxp3+ expriment leur potentiel régulateur de manière dépendante des contacts 

inter-cellulaires. En revanche, les Tr1 semblent exercer leur fonction en produisant plutôt des 

cytokines immunorégulatrices (61). Elles agissent sur les cellules naïves tout comme sur les 

cellules mémoires. Les cellules Tr1 doivent être activées par leur TCR pour pouvoir exercer 

leurs fonctions suppressives. Par la suite, elles peuvent avoir une activité suppressive vis-à-vis 

de cellules spécifiques d!autres antigènes par un effet « bystander ». Celui-ci est également 

assuré par les cytokines IL-10 et TGF-�� qui agissent sur les CPA et les cellules effectrices. 

Les cellules Treg Foxp3+ et Tr1 agissent probablement en synergie bien que leur mécanismes 

d!immunosuppression soient différents : cytokine-dépendant pour les Tr1 et cytokine-
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indépendant pour les Treg Foxp3+. Leur importance relative est probablement dictée par la 

nature de l!antigène, le contexte de présentation de l!antigène et le type de tissu où la réaction 

immunitaire a lieu. Par ailleurs, ces deux types de cellules ont des capacités de migration 

différentes. Les cellules Treg Foxp3+ naturelles peuvent être recrutées et activées tôt lors de la 

réponse immunitaire alors que les Tr1, induites lors de stimulations antigéniques répétées 

peuvent agir dans un second temps pour diminuer la réponse immunitaire, restaurer et 

maintenir un état de tolérance (46). En ce qui concerne l!inflammation de nature allergique, 

les données expérimentales  comme les données chez l!homme indiquent qu!une exposition 

locale chronique à l!allergène est indispensable pour maintenir l!activité des Treg, sinon leur 

effet suppresseur diminue (62).  

Des modèles expérimentaux, il ressort que différentes cellules suppressives sont engagées 

suite à diverses voies d!exposition à l!allergène. Chez l!animal exposé de façon répétée à un 

antigène inhalé, l!inhibition de l!inflammation allergique est assurée par des Treg Foxp3+ 

exprimant le TGF-�� associé à la membrane cellulaire (mTGF-��) (63). A l!inverse, lorsque la 

réaction inflammatoire est induite à distance (au niveau de la peau ou de la rate), l!IL-10 

semble être plus importante dans l!immunorégulation de la réaction inflammatoire pulmonaire 

(64).  

L!étude, chez l!homme, des modèles d!exposition à de fortes doses d!allergène a permis 

d!affiner la connaissance des réponses T régulatrices impliquées dans le développement de la 

tolérance. Chez les apiculteurs et les propriétaires de chats non allergiques, une grande partie 

des cellules T est représentée par des cellules Treg spécifiques des allergènes majeurs de 

l!abeille ou du chat. Chez ces individus « sains » qui n!ont pas de manifestations cliniques 

d!allergie, les Tr1 retrouvées, spécifiques d!antigène utilisent différents mécanismes 

immunosuppresseurs faisant intervenir l!IL-10, le CTLA4 et PD1 (43,65).  
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3.1.6. Pouvoir tolérogène des cellules dendritiques 
 

Les CD sont importantes dans l!induction d!une immunité protectrice et d!une tolérance 

immunitaire. Chez l!homme, les différents types de CD sont les CD myéloïdes, les CD 

plasmacytoides et les cellules de Langerhans. Lors d!une exposition à un allergène, les CD 

maturent et migrent de la périphérie aux zones T des tissus lymphoïdes où elles produisent des 

cytokines régulatrices et sensibilisent les lymphocytes T naïfs.  

L!induction physiologique d!une tolérance au niveau de la muqueuse des voies aériennes 

serait le résultat d!une diminution de la capture des antigènes par les CD de la muqueuse 

respiratoire, induite par une exposition répétée à l!allergène (66). A l!inverse, au cours d!une 

inflammation chronique des voies respiratoires, la fonction des CD des voies aériennes se 

trouve altérée et ces dernières évoluent vers un phénotype plus mature. Dans ce cas, elles 

seraient plus à même d!orienter la réponse immunitaire vers une réponse Th2 lors de 

l!exposition à un allergène (67).  

Le potentiel tolérogène des CD semble également être sous l!influence de certains médiateurs 

solubles comme le granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF ou CCL18) 

ou l!IL-10. Lors d!une réponse immunitaire normale, les monocytes se différencient en CD 

tolérogènes en présence de GM-CSF et sensibilisent les cellules T régulatrices (Treg) pour 

favoriser en conséquence l!état de tolérance immunitaire. Chez le sujet allergique il a été 

décrit que les CD fixeraient moins le GM-CSF (68,68"70). Certaines données indiquent 

également que dans un modèle d!asthme murin aux acariens, les CD différenciées en présence 

d!IL-10 (CD10) ont la capacité d!inhiber l!hyperréactivité bronchique d!une part en diminuant 

la production d!IL-4, d!IL-5, d!IL-13 et la réponse IgE et IgG4 spécifique et, d!autre part, en 

favorisant la différentiation et/ou l!expansion des cellules Treg CD4+CD25+ (71).  A l!inverse, 

dans un modèle d!asthme à l!ovalbumine il a été décrit que l!IL-33 active les CD au cours de  
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la présentation de l!antigène et oriente la réponse lymphocytaire vers un phénotype Th2 après 

exposition à l!allergène (72).  

 

3.2. Mise en place de la tolérance immunitaire in utero et chez le nourrisson  
 

Les maladies allergiques et certaines maladies auto-immunes comme le DID et la maladie 

c#liaque apparaissent souvent dans l!enfance. Récemment, il a d!ailleurs été observé que 

l!âge d!apparition de ces pathologies était de plus en plus précoce (73). Les études 

épidémiologiques qui ont pu établir ces observations ont également montré que ce phénomène 

était d!autant plus flagrant dans les pays industrialisés. 

Ces maladies sont dues à une rupture de tolérance vis-à-vis du soi ou d!allergènes 

ubiquitaires. Il est donc fortement probable qu!un déficit de mise en place de la tolérance in

utero ou dans les premiers mois de vie soit à l!origine de ces observations. 

En ce qui concerne l!allergie, l!étude de certains comportements alimentaires en fonction des 

régions géographiques ou des modes de vie est très instructive. Avec le développement des 

allergies alimentaires de nombreux conseils diététiques ont été prodigués afin de les éviter. 

Tout comme l!éviction des aéroallergènes est conseillée dans l!allergie respiratoire, il a été 

proposé pendant de nombreuses années d!éviter de donner certains aliments chez le 

nourrisson et de retarder leur introduction dans l!alimentation. Plutôt que de voir diminuer 

l!incidence des allergies alimentaires chez ces enfants, il a été observé, au contraire, une 

augmentation de la fréquence de ces allergies. Parallèlement, des études épidémiologiques ont 

été réalisées comparant des populations génétiquement proches mais évoluant dans des 

régions géographiques aux modes de vie différents. Ainsi, il a été décrit que l!allergie à 

l!arachide chez certaines populations juives était très rare en Israël. Lorsque ces mêmes 
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populations sont étudiées au Royaume-Uni, l!incidence de cette allergie est significativement 

plus élevé (74). Dans le premier cas, la consommation d!arachide est très fréquente et la 

cacahuète est introduite très tôt dans l!alimentation de l!enfant. Dans le second cas, la 

consommation d!arachide est plus rare et la cacahuète est introduite très tard dans 

l!alimentation. 

Au vu de ces observations, certaines équipes ont proposé que la mise en place du système 

immunitaire in utero et dans les premiers mois de vie était déterminante dans le 

développement de la tolérance immunitaire (75"77). 

Il nous semble pertinent de comprendre le développement du système immunitaire du f#tus 

jusqu!à l!âge adulte afin de saisir les différents éléments potentiellement à l!origine des 

maladies allergiques.  

Le rôle des facteurs exogènes et les interactions génétique-environnement à l!origine du 

développement de l!allergie au cours de l!enfance ont souvent été restreints à la période 

postnatale. Cependant, de plus en plus d!études épidémiologiques, chez l!homme et l!animal 

(le plus souvent chez la souris), montrent l!effet indéniable de l!environnement, à travers la 

mère, sur le développement du système immunitaire f#tal (77).  

Les lymphocytes humains, retrouvés à partir de 10 à 12 semaines de grossesse dans le thymus 

sont capables de fixer l!antigène dès 20 à 22 semaines de grossesse et développer une réponse 

spécifique d!allergène. Cependant, la spécificité des réponses retrouvées au niveau des 

cellules du sang de cordon n!est pas corrélée à l!exposition environnementale et il n!est pas 

certain que les lymphocytes détectés soient des lymphocytes mémoires. A la naissance, le 

système immunitaire humain est encore immature et les réponses immunitaires spécifiques 

d!antigène ont un profil de production de cytokines majoritairement Th2. L!exposition 

microbienne serait en première ligne dans le développement et la maturation des réponses 
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Th1, Th17 et Treg à partir de la naissance ainsi que dans la protection vis-à-vis du 

développement des allergies. Des études expérimentales indiquent que les modifications 

épigénétiques in utero auraient également une place dans la maturation du système 

immunitaire. En particulier, l!acétylation des histones active l!expression des gènes impliqués 

dans les réponses Th2 alors que la méthylation des gènes impliqués dans les réponses Th1 et 

Treg diminue leur expression. L!ensemble des événements qui surviennent in utero orientent 

le profil du système immunitaire de l!enfant à la naissance. On retrouve ainsi à la naissance 

une immaturité des réponses Th1 et Treg chez les enfants qui, plus tard, développeront une 

allergie. Des différences au niveau de l!immunité innée ont aussi été décrites.  

Plusieurs facteurs endogènes et exogènes maternels pouvant influencer la maturation du 

système immunitaire ont été retrouvés. L!exposition maternelle microbienne pathogène et non 

pathogène semble jouer un rôle important dans la diminution du risque allergique. D!autres 

facteurs comme les nutriments (les folates entre autres), la fumée de cigarette, la prise de 

médicaments pendant la grossesse, l!exposition à certains polluants environnementaux 

(pesticides) seraient également impliqués. De façon surprenante, l!exposition aux allergènes 

de la mère ne semble pas avoir de retentissement notable. En revanche un facteur endogène 

important est le statut allergique de la mère qui, s!il existe, est associé à une diminution des 

réponses de type Th1 à des allergènes environnementaux et à des alloantigènes (78"81). 

Par ailleurs, de nombreuses études ont été réalisées sur l!effet de l!allaitement maternel sur le 

développement de certaines maladies. Les résultats sont contradictoires mais dans l!ensemble, 

les allergies alimentaires et respiratoires ainsi que certaines maladies auto-immunes comme le 

DID semblent être moins fréquentes chez les enfants ayant bénéficié d!un allaitement 

maternel (82,83). Des études réalisées chez la souris puis chez l!homme ont permis de décrire 

certains mécanismes pouvant intervenir et expliquer le développement de la tolérance chez le 

nouveau-né au cours de la lactation (75,76,81). Les allergènes respiratoires comme les 
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allergènes alimentaires sont transmis au nourrisson. Ils sont modifiés chez la maman au 

niveau du système digestif afin de produire des peptides tolérogènes. Puis ils sont transmis par 

le lait au nouveau-né en même temps que des IgA et des IgG. Au niveau de la muqueuse 

intestinale, les peptides sont soit libres, soit complexés à des IgG ou à des IgA. Ceux associés 

aux IgA ne passent pas la barrière intestinale alors que ceux associés à des IgG la traversent 

grâce à la fixation du fragment Fc des immunoglobulines au récepteur Fc néonatal (FcRn) 

présent à la surface des cellules intestinales. Les peptides libres peuvent également traverser 

la barrière grâce aux cellules M au niveau des plaques de Peyer ou grâce aux CD. Les 

peptides transférés par l!intermédiaire du FcRn induisent des Treg et sont plus tolérogènes 

que ceux transférés sous forme libre. L!exposition de l!enfant aux allergènes acheminés de 

cette manière permettrait le développement de Treg spécifiques et une induction de tolérance.  

 Il a également été décrit, notamment chez la souris, que l!exposition à des aéroallergènes par 

ce biais pouvait diminuer le risque d!allergies respiratoires (81).  

D!autres mécanismes participent aussi à la mise en place de la tolérance lors de l!allaitement 

maternel. La présence de facteurs de croissance comme l!epidermal growth factor  (EGF) et le 

TGF-�t accélèrent la maturation du tube digestif de l!enfant. La transmission concomitante de 

TGF-�� par le lait participe également à l!induction de tolérance, le TGF-�� ayant un rôle clé 

dans l!induction de Treg Foxp3+ et de Tr1. 

Chez la souris, la présence dans le lait maternel de TGF-�t et de l!antigène auquel est exposée 

la mère permet d!induire une tolérance spécifique de l!antigène chez le souriceau et le protège 

de l!asthme (81). Chez l!homme, il a été décrit qu!à 11 jours de vie, la quantité de TGF-�t 

dosé dans le lait maternel était corrélée avec l!apparition de sifflements chez le nourrisson 

durant la première année de vie (84). La quantité de TGF-�t dans le colostrum est aussi 

corrélée au développement d!atopie dans la première année de vie (85). Par ailleurs, la 
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supplémentation de l!alimentation de femmes enceintes en micro-organismes vivants ou 

probiotiques (Lactobacillus rhamnosus ou Bifidobacterium lactis en l!occurrence) à partir de 5 

semaines avant l!accouchement est associée à une augmentation du TGF-�t dans le lait 

maternel durant la première semaine d!allaitement (86). L!allaitement semble jouer également 

un rôle dans le développement du microbiote intestinal et notamment la présence de 

bifidobactéries, ce qui influence le développement de la tolérance orale. En effet, chez la 

souris, la modification du microbiote intestinal a été associée à la diminution du 

développement du DID ou de l!allergie respiratoire (87,88). De même, chez l!homme, 

l!influence de l!environnement en période périnatale (la césarienne, l!allaitement, 

l!administration d!antibiotiques, la supplémentation en probiotiques) semble avoir un rôle 

important dans le développement du microbiote et des maladies atopiques comme le montrent 

d!ailleurs de nombreuse études interventionnelle. Cependant, les résultats restent souvent 

divergents (89"92).  

 

3.3. Profil de la réponse immunitaire chez le sujet allergique et chez le sujet sain 

  
Le répertoire des cellules T des individus sains et celui des individus allergiques reconnaissent 

les mêmes épitopes dominants cellulaires T allergéniques. La réponse immunitaire de ces 2 

groupes diffère dans l!équilibre entre les Treg et les Th2, toutes deux spécifiques d!antigène. 

Les lymphocytes Treg jouent un rôle important dans le maintien actif de la tolérance 

périphérique aux allergènes chez les sujets sains non atopiques. De l!équilibre entre les 

cellules régulatrices  et les cellules effectrices Th2 dépend le développement de l!allergie ou 

le maintien de la tolérance vis-à-vis des allergènes de l!environnement (42,93).  
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3.3.1. Cellules régulatrices 

 
Chez l!individu sain, la réponse immunitaire vis-à-vis des allergènes peut être considérée 

comme une non réponse des cellules T ou l!induction d!une tolérance périphérique active par 

les cellules T régulatrices (figure 4). Les Tr1 comme les Treg CD4+CD25+  spécifiques 

d!antigène jouent un rôle et on constate une augmentation du TGF-�� et de l!IL-10 dans une 

culture de PBMC, après une stimulation allergénique, chez un individu sain. Par ailleurs, ils 

suppriment la synthèse d!IgE spécifiques et induisent des IgG4 en culture (43,94,95). Ils ont 

également une action sur les mastocytes, les basophiles et les éosinophiles (96).  

Les CD sont des cibles de la tolérance immune médiée par les Treg. Chez l!individu sain, les 

Treg CD4+CD25+ induisent des CD tolérogènes par l!intermédaire de l!IL-10 alors que chez 

les individus asthmatiques l!induction de ces CD est moins efficace et est corrélée à la 

sévérité de l!asthme (97).  

L!étude du pouvoir suppresseur des Treg chez les patients allergiques a montré qu!il était 

souvent déficient. L!action suppressive des cellules CD4+CD25+ en culture est plus forte 

chez les individus sains que chez les individus allergiques pendant la saison pollinique, chez 

l!adulte comme chez l!enfant (93,98"100). De la même façon, on retrouve une réponse 

insuffisante des cellules CD4+CD25+ et une réponse IL-4 excessive chez les patients 

asthmatiques allergiques aux acariens comparés aux patients sensibilisés non allergiques 

(101). Chez les enfants asthmatiques, le pourcentage des cellules CD4+CD25+ au niveau des 

voies aériennes est plus faibles que chez les enfants sains (102). Chez les patients atteints de 

DA, l!infiltration cutanée de CD4+CD25+Foxp3+ est déficiente (103). Enfin, chez un individu 

allergique, lors d!une réponse immunitaire à un allergène, des Treg spécifiques sont induits 

mais l!induction est moindre que chez un individu sain (104). La présence de cytokines Th2 et 

particulièrement l!IL-4 et l!expression du facteur de transcription GATA3 (pour « trans-acting 
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T-cell-specific transcription factor ») inhibent l!expression de Foxp3 dans les cellules CD4+ 

ce qui pourrait expliquer la faible fréquence des Treg chez ces patients (105).  

Les cellules Tr1 représentent le type de cellules régulatrices spécifiques d!allergènes 

environnementaux communs le plus fréquemment retrouvé. Une étude a comparé des sujets 

sains à des sujets allergiques aux acariens ou aux pollens de graminées. Chez les sujets sains, 

les cellules Tr1 sécrétrices d!IL-10 et spécifiques d!allergènes sont plus fréquentes, dans le 

sang périphérique. Cette population a une activité suppressive spécifique d!antigène 

lorsqu!elle est peu représentée. Lorsqu!elles sont présentes en plus grandes quantités, les 

cellules Tr1 ont une activité suppressive non spécifique (95).  

Comme nous l!avons déjà décrit, l!étude d!une population d!apiculteurs non allergiques au 

venin d!abeille a permis d!approfondir la connaissance des mécanismes de tolérance chez 

l!individu sain ou ne présentant pas de signes cliniques d!allergie. Ces apiculteurs ont été 

suivis plusieurs années pendant la saison et en dehors de la saison de récolte du miel. Pendant 

la saison, les apiculteurs se font piquer à répétition et sont exposés, de cette façon, à de fortes 

doses de venin d!abeille. Hors saison, les cellules T mémoires spécifiques (de l!allergène 

dominant, la phospholipase A2) ont un profil producteur d!IL-4 et d!IFN�� prédominant. Lors 

de la saison de récolte du miel le profil devient essentiellement Tr1 au détriment des cellules 

Th1 et Th2. Cette modification est transitoire et a lieu lors de l!exposition à de fortes doses 

d!allergènes. Deux à trois mois après la saison, le profil de production de cytokines revient à 

celui retrouvé initialement. Cette étude décrit également une clonalité au sein des cellules T 

spécifiques de l!allergène, produisant de l!IL-4 et de l!IFN�� hors saison et ayant un profil 

plutôt Tr1 sécréteur d!IL-10 pendant la saison, en réponse à l!exposition à de fortes doses 

d!allergène (106). 

 



 
 

39 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Rôle des lymphocytes T régulateurs (Treg Foxp3+ et Tr1) dans le contrôle de la 

réponse allergique. Adapté de Akdis et al, JACI, 2011 

 

3.3.2. Cellules effectrices 

 

Les différentes cellules T effectrices 

On distingue différentes populations de lymphocytes T CD4+ en fonction de leurs capacités 

fonctionnelles, y compris capacité à produire différents profils de cytokines. Dans les années 

80 ce sont les travaux de T. Mosman et R. Kaufman qui les premiers ont décrit, initialement 

chez la souris, la dichotomie entre les lymphocytes CD4+ Th1 (pour T « helper » de type 1) et 

les lymphocytes CD4+ Th2 (pour T « helper » de type 2) (107). Les lymphocytes Th1 sont 

principalement producteurs d!IL-2, de TNF et d!IFN�J et, de ce fait sont impliqués dans les 
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réponses immunitaires cellulaires (réactions d!hypersensibilité retardée, lymphocytaires 

cytotoxiques et activation des macrophages).  Les lymphocytes Th2 sont principalement 

producteurs d!IL-4, d!IL-5, d!IL-6 et d!IL-13 et sont impliqués dans les réponses 

immunitaires humorales, les réactions d!hypersensibilité immédiate, la production d!IgE et les 

réponses allergiques, qui nous intéressent tout particulièrement. Les lymphocytes Th2 sont 

également impliqués dans l!immunité anti-parasitaire. Les gènes codant l!IL-4, l!IL-5 et l!IL-

13 se situent au niveau du chromosome 5q, proches de celui codant le GM-CSF ou 

« granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ». L!IL-4 et l!IL-13 induisent la 

commutation isotypique des cellules B vers l!isotype IgE et l!expansion clonale des cellules B 

mémoires et naïves. L!interleukine-5 recrute les éosinophiles (avec l!IL-4 et l!éotaxine), les 

active et prolonge leur survie. (Figure 5) 

Cette différence de production de cytokines entre cellules Th1 et Th2 sous-tend le concept de 

déviation immune. Il est important de citer que ce sont les travaux du groupe de S. 

Romagnani qui ont démontré que la dichotomie Th1/Th2 existait également chez l!homme 

(108). Des données convergentes de la littérature suggèrent que l!allergie résulte d!un 

déséquilibre de la capacité fonctionnelle des cellules Th2 spécifiques de l!allergène et des 

différentes sous-populations de cellules Treg que nous avons présentées. 

En 1983, les premiers travaux décrivant l!isolement de lymphocytes spécifiques d!allergène 

(le seigle et les acariens) à partir de patients atopiques ont été rapportés. Ces travaux 

confirmaient que, la capacité proliférative  de ces lymphocytes CD4+ vis-à-vis de l!allergène 

était restreinte par le CMH de classe II (en particulier, les molécules DR) (109). A ce jour les 

épitopes reconnus par les lymphocytes  Th2 ont été identifiés uniquement pour environ 17% 

des allergènes répertoriés par l!IUIS (international union of immunological societies) (110).  
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Figure 5. Pathophysiologie de l!inflammation allergique. Adapté de PJ Barnes Immunol 

Rev 2011. 

 

Au fil des années, il est apparu clairement que la déviation immune n!inclue pas uniquement 

les lymphocytes Th1 et Th2 : ainsi ont été décrites les cellules pro-inflammatoires Th17 

productrices d!IL-17A (111,112) et les cellules Th9, productrices d!IL-9 (113) (figure 6). Aux 

différentes cytokines produites sont associés des facteurs de transcriptions distincts : Tbet 

(pour « T-box expressed in T cells »), sous-tend la production d!IFN�J et est exprimé par les 

cellules Th1, GATA-3 sous-tend la production d!IL-4 et est exprimé par les cellules Th2, et 

(ROR)��t/ROR�. (pour « retinoid related orphan receptor ») sous-tend la production d!IL-17A 
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et est exprimé par les cellules Th17. Comme nous l!avons dit, l!équilibre entre ces cellules est 

important dans le développement et l!orientation de la réponse immunitaire et il existe des 

phénomènes de contre-régulation. Ainsi, il est bien connu que l!activation de Tbet inhibe le 

recrutement des cellules éosinophiles assuré par les cellules Th2 et le recrutement des 

polynucléaires neutrophiles au niveau des voies aériennes assuré par les cellules Th17 (114).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Les lymphocytes T dans l!allergie. Adapté de PJ Barnes Immunol Rev 2011. 
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différentiation des cellules CD4+ naïves en cellules Th2. Les infections virales, les allergènes 

ou un stress mécanique peuvent activer l!épithélium des voies aériennes ou de la barrière 

cutanée et induire ainsi la sécrétion d!IL25, IL-33 et de TSLP (pour « thymic stromal 

lymphopoietin »). Le TSLP et l!IL-33 agissent sur les CD pour qu!elles polarisent les cellules 

Th2. L!IL-25 et l!IL-33 activent les cellules lymphoïdes innées de type 2 (ILC2), les nuocytes 

dénommés également «  natural helper cells ». Ces cellules sécrètent de l!IL-5, de l!IL-9 et de 

l!IL-13 qui favorisent la différenciation, la survie et l!expansion des cellules Th2. L!IL-25 agit 

également sur les cellules myéloïdes de type 2 (T2M) qui produisent de l!IL-4 et de l!IL-13. 

Des études récentes qui décrivent l!existence des cellules ILC2 et T2M chez l!homme 

confirment leur rôle important dans la polarisation des cellules Th2 et leur expansion (115"

118).  

Le TSLP joue un rôle important dans l!inflammation allergique, à l!interface entre les cellules 

épithéliales et les CD: il active les CD myéloïdes humaines de manière à favoriser leur 

capacité de polariser, à leur tour, les lymphocytes en cellules Th2. Les CD matures migrent au 

niveau des ganglions lymphoïdes pour activer la phase adaptative de la réponse inflammatoire 

allergique. Le TSLP induit l!expression de OX40L sur les CD, ce qui induit l!augmentation 

de sécrétion d!IL-4 qui à son tour favorise la polarisation des cellules Th2 (119). 

La raison pour laquelle le développement et la prolifération des cellules Th2 sont favorisés 

chez les personnes allergiques n!est pas claire. Une différence d!avidité du TCR pour le 

complexe CMH/peptide pourrait entrer en jeu. Les CD semblent également produire plus 

d!IL-10 et moins d!IL-13 chez les sujets non allergique par rapport aux sujets allergiques 

(120). Le terrain génétique joue aussi un rôle important. D!une part, dans l!association du 

CMH au terrain allergique : une personne ayant un CMH capable de présenter un allergène 

particulier a une tendance à l!allergie plus importante qu!un individu qui n!a pas ce CMH. 

D!autre part, l!immunorégulation varie d!un sujet à l!autre : selon les polymorphismes 
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présents au niveau des promoteurs des gènes des cytokines pro-inflammatoire, un individu a 

une tendance plus ou moins marquée à produire des cytokines pro-Th2 (121"123). 

Phénotypes des cellules Th2 

La récurrence des symptômes d!allergie après des périodes sans exposition à l!allergène 

s!explique par la présence de cellules Th2 mémoires qui expriment CD45RO, contrairement 

aux cellules naïves exprimant CD45RA. Les cellules T mémoires centrales (TMC) expriment 

CCR- (pour « C-C chemokine receptor ») de type 7 et se rendent au niveau des organes 

lymphoïdes secondaires où elles rencontrent l!antigène, prolifèrent et donnent naissance à des 

cellules T effectrices. Les cellules T mémoires effectrices (TME), qui n!expriment pas CCR7, 

migrent directement au niveau des tissus où a lieu l!inflammation et exercent leurs activités 

effectrices (124) (figure 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Propriétés phénotypiques des cellules T CD4+ mémoires humaines. Adapté de 
JA Woodfolk et al., JACI, 2008 
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Il n!existe pas un seul et unique marqueur de surface permettant de différencier les cellules 

Th1 des cellules Th2. C!est plutôt un ensemble de marqueurs et de cytokines qui permet de 

les caractériser. Les cellules TCM exprimant CCR4 et produisant de l!IL4  (les pré-Th2) se 

différencient en cellules Th2 effectrices mémoires alors que les cellules TCM exprimant 

CXCR3 (pour « C-X-C motif receptor 3 ») et sécrétant de l!IFN�� (les pré-Th1) se 

différencient en cellules Th1 effectrices mémoires.  La molécule CCR4 n!est pas restreinte 

aux  cellules Th2. Elle est également exprimée par les cellules T mémoires au niveau cutané, 

par les cellules mémoires ayant les potentiels Th1 et Th2 combinés et également par certaines 

cellules Treg. 

Dans les années 1990, un récepteur couplé à une protéine G, le CRTH2 (pour « recepteur 

chemoattractant » exprimé sur les cellules Th2)  a été décrit à la surface des cellules humaines 

Th2.  Ce récepteur aux prostaglandines D2 est exprimé sur 0,4 à 6,5% des cellules CD4+ 

mémoires circulantes (CD4+CD45RO+CD45RA-). L!activation de leur TCR induit 

préférentiellement la sécrétion d!IL-4, d!IL-15 et d!IL-13 (124).  

L!étude des cellules Th2 spécifiques d!allergènes montre que la majorité exprime CCR4. 

Certaines molécules de « homing » comme CLA (pour « cutaneous lymphocyte antigen ») 

sont retrouvées au niveau des cellules T mémoires, préférentiellement chez les individus 

allergiques à l!arachide, contrairement à l!intégrine �.4��7, ce qui suggère que la sensibilisation 

advient par l!intermédiaire de la peau (125). Par ailleurs, chez les patients allergiques à 

l!aulne, les cellules mémoires spécifiques de l!antigène majeur Aln g 1 n!expriment pas CD27 

mais sont CRTH2+ et produisent de l!IL-4 alors que les cellules spécifiques d!Aln g 1 des 

sujets non allergiques à l!aulne expriment CD27, sécrètent de l!IFN�� et de l!IL-10. La perte 

d!expression de CD27 est un marqueur de différenciation cellulaire (126). 
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Récemment, il a été décrit une hétérogénéité au sein des cellules Th2 dans l!allergie 

alimentaire avec une population Th2 IL-4+IL13+ et une population Th2 IL4+IL13+IL5+ 

dérivée de la précédente et plus différenciée. Elles seraient associées à différents types 

d!allergies : l!allergie à l!arachide dans le premier cas et l!#sophagite à éosinophile dans le 

deuxième (127,128).  

Comme il a déjà été fait mention, des cellules spécifiques d!antigène sont également 

retrouvées chez les sujets non allergiques. Cependant, leur fréquence semblerait être plus 

faible, l!avidité du TCR de leurs cellules T mémoires spécifiques d!antigène moindre que 

chez les personnes allergiques (126,129"131) et leur profil de sécrétion de cytokines différent 

(orienté Th0, Th1 ou Treg, figure 6).  

 

3.4. L!immunothérapie spécifique d!allergène  
 

L!immunothérapie spécifique d!allergène (ITA) fût initialement expérimentée par Noon en 

1911. Elle consiste en l!administration croissante de faibles doses d!antigène afin d!induire 

une immunosuppression spécifique d!antigène. Initialement sous-cutanée, elle est 

actuellement également sublinguale. C!est l!unique traitement permettant d!induire des 

cellules régulatrices spécifiques de l!allergène chez l!homme. Son rôle est reconnu dans le 

traitement de la rhinite allergique, de l!asthme léger (132) et de l!allergie aux venins (133). 

Son efficacité a aussi été prouvée dans la prévention du passage de la rhinite allergique à 

l!asthme (134,135). Par ailleurs, l!ITA diminue le risque de développer de nouvelles 

sensibilisations allergéniques (136,137).  

En plus de son action sur la réponse immédiate à l!allergène, l!ITA exerce également un rôle 

sur la réponse tardive qui fait intervenir le recrutement, l!activation et la persistance des 
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éosinophiles et des cellules T activées sur le site d!exposition à l!allergène (la muqueuse 

nasale ou bronchique, la peau). L!ITA permet une augmentation de la concentration 

d!allergène nécessaire à l!induction de la réponse immédiate et tardive, spécifique et non 

spécifique : l!hyperréactivité bronchique, nasale et conjonctivale non spécifique diminue 

après une ITA.   

Le but de l!ITA est d!induire une tolérance immunitaire et de modifier la réponse immune 

spécifique de l!allergène de telle sorte qu!à l!arrêt du traitement l!effet bénéfique, c!est-à-dire 

l!absence de réponse pathogène cliniquement visible, puisse persister (138). L!action sur les 

cellules T pathogènes et sur les cellules T régulatrices est primordiale pour atteindre cet effet 

persistant.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Mise en place de la tolérance périphérique au cours de l!immunothérapie 

spécifique d!allergène. Adapté de Soyer, Allergy, 2013 
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Les différents mécanismes connus à ce jour pour expliquer l!efficacité de l!ITA reposent sur 

un changement de profil de la réponse des cellules T et B mémoires spécifiques d!allergène 

pour orienter la réponse immunitaire vers un mode non inflammatoire, et la diminution de 

l!activation, de la migration tissulaire et de la dégranulation des cellules mastocytaires, des 

basophiles et des éosinophiles (139) (figure 8). Il est aussi décrit une action sur les cellules 

dendritiques de la muqueuse orale la désensibilisation sublinguale. 

Les cellules T régulatrices 
 

Le phénomène de tolérance périphérique serait initié par les cytokines IL-10 et TGF-�� que les 

Treg produisent en quantité croissante au cours de la désensibilisation (94,143). Les cellules 

Tr1 sécrétrices d!IL-10 tout comme les cellules Treg Foxp3+ joueraient un rôle. La majeure 

partie des études sont faites sur le sang périphérique étant donné les difficultés de prélèvement 

chez l!homme. Il a été montré cependant que les cellules CD4+CD25+Foxp3+ ainsi que 

l!expression du TGF-�� augmentent sur le site de l!inflammation (la muqueuse nasale) au 

cours de l!ITA aux pollens de graminées, parallèlement à l!amélioration clinique (144)(145). 

De la même façon, une augmentation des cellules Foxp3+ a été observée dans la muqueuse 

sublinguale après une ITA sublinguale aux pollens de graminées (146). De fait, les Treg 

expriment des molécules d!adressage, les récepteurs aux chémokines qui leur permettent de 

migrer vers certains tissus préférentiels. Entre autres, l!expression de CCR4, CCR5, CCR6 et 

CCR8 a été décrite sur les cellules Treg CD4+CD25+ comparées aux cellules T effectrices 

(147). Il a également été décrit qu!après une désensibilisation aux acariens l!expression des 

molécules CCR5 et CD19d augmentait sur les cellules CD4+IL-10+ (148). De façon similaire, 

après une désensibilisation aux pollens, les molécules CCR4, CCR10, CLA et l!intégrine �t7 

augmentaient sur les Tr1 (149).  

Les cellules T effectrices 
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L!action des Treg et des Tr1 sur les cellules T effectrices spécifiques d!antigène a été 

récemment objectivée par l!étude ex vivo de ces cellules. La désensibilisation aux pollens de 

bouleau et d!aulne a été associée à la diminution des cellules Th2 spécifiques des allergènes 

Bet v 1 et Aln g 1 (126,153,154). De la même façon, une diminution des cellules spécifiques 

de Ves v 5 a été observée au début de la désensibilisation au venin de guêpe (155). 

Un mécanisme pouvant expliquer cette observation est la délétion clonale liée à l!antigène. 

Les cellules Th2 sélectivement délétées durant l!AIT auraient probablement une susceptibilité 

accrue à l!apoptose (par leur statut de différentiation avancée) alors que les cellules Th1 et 

Tr1 persistent et deviennent dominantes (126,156,157). L!élimination des cellules Th2 

permettrait également le développement des Tr1 puisque les cytokines Th2 inhibent le 

développement des Tr1 et rendent les cellules Th2 résistantes aux mécanismes de suppression 

des cellules T régulatrices (105,158"160). Cependant, il a également été proposé que l!anergie 

puisse être à l!origine de la disparition des cellules Th2 (148,153). Enfin, l!absence 

d!interaction Th2-Tr1, du fait de la disparition des cellules Th2, pourrait également expliquer 

la diminution secondaire des Tr1. 

Par aillerus, il est intéressant de noter que les cellules Tr1 et Treg peuvent partager un même 

précurseur avec les cellules Th2 (155). 

Les lymphocytes B 
 

Les lymphocytes B montrent, au cours de la désensibilisation, une déviation de leur 

production d!IgE vers une production d!IgG4. Initialement, on observe une augmentation de  

de la concentration sérique des IgE spécifiques de l!allergène suivie d!une diminution au fur 

et à mesure des années. Parallèlement, la concentration sérique d!IgG4 spécifiques de 

l!allergène augmente précocement et rapidement. L!IL-10 produite par les Treg est à l!origine 

de la diminution des IgE et de l!augmentation de production des IgG4 (106). L!amélioration 
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clinique observée au cours de la désensibilisation ne peut être liée à la diminution des IgE qui 

est tardive et probablement liée à la persistance de cellules plasmocytaires produisant des IgE, 

résidant dans la moelle osseuse et ayant une longue durée de vie. 

La particularité des IgG4 est de rentrer en compétition avec les IgE pour leur fixation sur les 

récepteurs Fc�0 des mastocytes et des basophiles afin d!empêcher l!activation et la 

dégranulation des cellules effectrices. Les IgG4 sont fonctionnellement monomériques en 

raison de leur capacité à échanger des fragments de chaine lourde avec d!autres molécules 

d!IgG4 ayant des spécificités antigéniques différentes. Ceci est à l!origine d!une diminution 

du pontage ou « cross-linking ». Les IgG4 ont également une affinité diminuée pour le 

récepteur Fc�� et ne fixent pas le complément (161,162).  

Les polynucléaires basophiles et les cellules mastocytaires. 
 

L!ITA module le niveau d!activation des mastocytes et des basophiles et diminue la libération 

d!histamine induite par les IgE. Les médiateurs inflammatoires sont alors libérés en quantité 

inférieure à celle nécessaire au développement d!une réaction anaphylactique (140). Parmi les 

mécanismes proposés, il a été décrit que l!IL-10 diminuait la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires par les cellules mastocytaires (141) et que les Treg inhibaient la dégranulation 

des mastocytes dépendante du Fc�0RI (récepteur du fragment constant des IgE de type I, de 

haute affinité) par un contact cellulaire direct (96,142). 

Les cellules présentatrices d!antigène : particularités de la désensibilisation sublinguale 

Le rôle des cellules dendritiques (CD) dans l!ITA a particulièrement été décrit dans la 

désensibilisation sub-linguale. Chez l!homme, les cellules de Langerhans (CD1a +/langerhin+) 

sont nombreuses dans la muqueuse orale. Ces CD myéloïdes expriment le Fc�0RI, et certains 

TLR comme le TLR2 et le TLR4 et sont appelées « cellules de Langerhans de la muqueuse 
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orale » (oLC) (163). Elles peuvent directement capturer l!allergène et migrer vers les 

ganglions lymphatiques drainants sous-maxillaires. Ces CD sont majoritairement tolérogènes. 

Produisant notamment de l!IL-10 et du TGF�t, elles induisent la différentiation cellulaire des 

lymphocytes T CD4+ vers les phénotypes Treg et Th1 (67,164).  

Le rôle de l!IL-10  

Le cellules présentatrices d!antigène (comme les cellules B et les CD), et les cellules Tr1 

contribuent à l!effet suppresseur de l!IL-10. L!IL-10 supprime les cellules T en bloquant les 

co-signaux activateurs CD2, CD28 et ICOS. Elle exerce également une action inhibitrice sur 

les monocytes et les macrophages activés en diminuant l!expression de molécules de 

costimulation  et du CMH de classe II. Par ailleurs, l!IL-10 régule la formation des isotypes 

en favorisant un phénotype non inflammatoire : elle supprime les IgE totales et les IgE 

spécifiques et augmentent parallèlement les IgG4. Enfin, l!IL-10 réduit la production de 

cytokines pro-inflammatoires par les cellules mastocytaires, diminue l!activité des 

éosinophiles et supprime la production d!IL-5 par les cellules Th0 et Th2 (141).  

Le rôle du TGF-�t 

Le TGF-�� permet la conversion des cellules naïves CD4+CD25- en cellules suppressives 

CD4+CD25+ par l!intermédiaire de l!induction de Foxp3. Il est également nécessaire à  

l!expansion in vivo des cellules T CD4+CD25+ et au développement de leurs capacités 

immunosuppressives (33,165). 

Les marqueurs biologiques de l!efficacité de l!immunothérapie spécifique d!allergène 
 

Il n!existe actuellement pas de marqueur biologique de l!efficacité de l!ITA utilisable en 

clinique, bien que celle-ci ait été prouvée cliniquement à maintes reprises (166,167). De la 
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même façon, aucun marqueur biologique  n!est susceptible de prédire la réponse ou l!absence 

de réponse à un traitement par ITA. 

Immunité humorale 
 

Le suivi de l!évolution de la concentration sérique des IgE spécifiques ne semble pas être 

concluant car la concentration augmente dans un premier temps avant de diminuer 

tardivement. Le rapport des concentrations sériques IgE spécifiques/IgE totales a récemment 

été proposé comme marqueur pour prédire la réponse clinique à l!ITA. L!augmentation du 

taux sérique d!IgG4 corrélant avec l!efficacité clinique de l!ITA, il a été suggéré que ce 

pourrait être un marqueur de la tolérance immunitaire acquise et de la diminution de la 

sensibilisation à l!allergène. Cependant, les études sont contradictoires et il est possible que le 

taux d!IgG4 soit le reflet d!une forte exposition à l!allergène plutôt que d!une réponse efficace 

à une ITA (168). 

Plus récemment, l!étude du pouvoir « inhibiteur » du sérum a été corrélée à l!efficacité 

clinique de l!ITA (169,170). Ces tests fonctionnels étudient le pouvoir bloquant des IgG 

sériques, c!est-à-dire la suppression de la libération de l!histamine dépendante du Fc�0RI par 

les basophiles ainsi que l!inhibition de la liaison du complexe IgE-allergène dépendant du 

Fc�0RII (ou CD23, récepteur du fragment constant des IgE de type II, de faible affinité) à la 

cellule B. Au cours d!une ITA aux pollens de graminées, 2 ans après l!arrêt du traitement, 

contrairement à la diminution des IgG1 et IgG4, l!activité inhibitrice des IgG persiste bien que 

diminuant doucement (171). 

Immunité cellulaire 
 

Plusieurs études ont montré l!induction d!une population cellulaire T régulatrice sécrétrice 

d!IL-10 et spécifique de l!antigène au cours de l!ITA mais il n!a pas été clairement établi que 



 
 

53 
 

la détection de cette population pourrait être utile dans l!étude de l!efficacité de l!ITA en 

clinique (64,149,172"175). 

Parallèlement, le TGF-�� a été identifié comme une cytokine clé dans l!efficacité de l!ITA qui 

augmenterait les cellules T productrices de TGF-�� circulantes selon différentes études 

(145,152,176). Une étude a également décrit une corrélation entre le taux sérique de TGF-�� et 

l!amélioration clinique au cours de l!ITA (177). Cependant, jusqu!à ce jour, il n!a pas été 

possible d!établir fermement un lien entre ce marqueur et l!efficacité de l!ITA.  

La détection d!une modification du nombre ou de la nature des cellules T spécifiques 

d!antigène pourrait être une voie. L!utilisation de tétramères a été testée pour détecter des 

cellules T CD4+ spécifiques de Bet v1 dans l!allergie au bouleau. Cependant ces tétramères 

sont restreints au CMH de l!individu, ce qui en limite par définition l!utilisation (171). 

Inflammation 
 

Il a été rapporté une diminution des éosinophiles et de l!eosinophil cationic protein (ECP) au 

sein de la muqueuse nasale suite à une ITA efficace mais le taux sérique de ces marqueurs 

n!était pas informatif. En ce qui concerne les marqueurs d!activation des éosinophiles, le taux 

de leukotriènes ne change pas, selon les études qui l!ont évalué (178"181). Une réduction du 

monoxyde d!azote exhalé (FENO) a été observée au tout début d!une ITA sous-cutanée, lors 

de la phase d!ascension des doses uniquement (182). Malheureusement, cet examen n!est pas 

spécifique. Une réduction de la molécule d!adhésion intercellulaire 1 (ICAM1) a été décrite 

après une ITA sub-linguale efficace (183,184).  
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4. L!ALLERGIE RESPIRATOIRE : EXEMPLE DE L!ALLERGIE A UX 
ACARIENS 

 

L!asthme est une maladie inflammatoire des poumons caractérisée par un syndrome obstructif 

réversible, une hyperréactivité bronchique, une infiltration d!éosinophiles et de cellules CD4+ 

Th2 (productrices d!IL-4, d!IL-5, d!IL-13 et de TNF�.) dans la sous-muqueuse, une 

hypersécrétion de mucus et un remodelage des voies aériennes. L!asthme peut être d!origine 

allergique ou non. Cinquante à 85% des asthmatiques sont allergiques aux acariens, les 

variations dépendant des zones géographiques (185,186).  

 

4.1. L!allergie aux acariens 
 

Les acariens font partie de la famille des arachnides (qui comprennent également les 

scorpions, les tiques et les araignées) qui se différencient des insectes par leur nombre de 

pattes (4 paires et 3 paires chez les insectes) et l!absence d!antennes.  Il existe plus de 50 000 

espèces d!acariens identifiées. Les acariens les plus fréquemment en cause dans l!allergie sont 

Dermatophagoides pteronyssinus et Dermatophagoides farinae dont les allergènes majeurs 

sont Der p et Der f respectivement. Les allergènes sont retrouvés au niveau des fèces des 

acariens. Ils appartiennent à différentes familles de protéines (187). 

 

4.2. Physiopathologie de l!asthme allergique aux acariens 
 

Certains allergènes, comme Der p 1, un des allergènes majeurs de Dermatophagoides

pteronyssinus,peuvent modifier les fonctions de la barrière épithéliale de la muqueuse 

respiratoire et activer les cellules de l!épithélium, les cellules de l!immunité innée et celles de 

l!immunité adaptative. Le processus de sensibilisation allergénique, à l!origine du 
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développement de l!asthme, est induit par un dialogue entre l!immunité innée et l!immunité 

adaptative au centre duquel la CD joue un rôle important (188).  

4.2.1. Reconnaissance des allergènes par l!épithélium respiratoire 
 

Les CD pulmonaires et les cellules épithéliales pulmonaires expriment toutes les deux des 

PRR pour « pattern recognition receptors » et peuvent être directement activées par les 

allergènes. Les CD tendent leurs dendrites entre les cellules épithéliales pour rejoindre la 

surface de l!épithélium. La présence de jonctions serrées entre les deux types de cellules 

permet de maintenir l!imperméabilité de la barrière vis-à-vis de la lumière des voies 

respiratoires. 

Les allergènes, de leur côté, expriment des PAMPs pour « pathogen associated molecular 

patterns »  qui peuvent activer les différents PRR comme les TLR, les « nucleotide-binding 

oligomerization domain (NOD)-like receptors » et les « C-type lectin receptors ». Par 

exemple, les acariens activent la voie TLR4/MyD88 par l!intermédiaire de l!allergène Der p 

2, ce qui déclenche une réponse Th2. Ils peuvent aussi activer la voie TLR2/MyD88 par les 

chitines.  

La pénétration des allergènes peut être facilitée par une rupture de la barrière épithéliale : de 

nombreux allergènes ont une activité enzymatique sérine ou cystéine protéase (comme Der p 

1) qui leur permet de rompre les jonctions serrées formées par des protéines de la famille des 

occludines, des claudines ainsi que des zonula occludens 1 (ZO1). Ainsi, Les protéases des 

acariens, rompent les jonctions serrées présentes entre les cellules épithéliales et permettent 

l!accès aux CD sous-jacentes. Certains agents environnementaux comme la cigarette ou 

l!ozone peuvent faciliter la sensibilisation allergénique  Th2 : Der p 1 agit en synergie avec la 

fumée de cigarette pour diminuer la fonction de barrière de l!épithélium respiratoire et activer 

des cascades de signalisation intracellulaire.  
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Comme nous l!avons décrit, physiologiquement, l!inhalation d!allergènes induit un 

phénomène de tolérance. L!activation des CD pulmonaires peut induire une rupture de 

tolérance et entrainer le développement de cellules Th2. Les CD conventionnelles expriment 

de nombreux PRR. L!activation de TLR4 par de faibles doses de lipopolysacharides (LPS) 

(qui contaminent une grande partie des allergènes inhalés) induit une rupture de tolérance et le  

développement de cellules Th2 par un mécanisme dépendant de MyD88. En effet, la mesure 

du taux de LPS dans les matelas est inversement corrélée à l!apparition du rhume des foins, 

d!une sensibilisation vis-à-vis des allergènes et d!un asthme atopique. Une dose élevée de 

LPS induit plutôt une réaction Th1 ou Treg alors qu!une faible dose induit plutôt une réaction 

Th2. La réponse dépend aussi du polymorphisme des PRR (TLR2, CD14, NOD1) : il a été 

montré que grandir dans une ferme (c!est-à-dire un environnement riche en ligands 

microbiens) a un effet protecteur sur la survenue de l!asthme de l!enfant uniquement si 

l!enfant a un certain polymorphisme de NOD1 (189).  

Une fois l!allergène fixé sur la CD, cette cellule migre jusqu!aux ganglions médiastinaux 

drainants selon un mécanisme dépendant de CCR7 et CCR8 afin de permettre la génération de 

cellules Th2. 

Au total, il y a donc deux étapes : la CD doit capter l!allergène puis la CD doit être activée 

pour induire la génération de cellules Th2 (figure 9). L!activation de la CD se fait par 

l!intermédiaire de faibles doses d!agonistes TLR (LPS) ou par la présence d!une activité 

protéolytique intrinsèque à l!allergène. 
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Figure 9. Sensibilisation des cellules Th2 par l!intermédiaire des voies respiratoires. 

Adapté de Hammad, Nat Rev Immunol, 2008 

 

4.2.2. Interactions entre les cellules épithéliales et les cellules dendritiques 
 

Les cellules épithéliales qui expriment des PRR (TLR et PAR1-4 pour « protease activated 

receptor ») peuvent reconnaître des particules microbiennes et des allergènes. Leur interaction 

induit la production de chémokines capables d!attirer les CD (ainsi que les PNN et les 

monocytes) et d!induire leur maturation afin de développer une réponse Th2. En réponse aux 
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allergènes inhalés, les cellules épithéliales sécrètent différentes cytokines (GM-CSF, TSLP, 

IL-25, IL-33, IL-1) permettant la maturation des CD en favorisant leur capacité à polariser les 

lymphocytes vers un versant Th2 (190). CCR2 est le récepteur prédominant sur les CD pour 

attirer les cellules Th2 et son ligand est CCL20. 

Le TSLP 

Le TSLP se fixe sur les CD au niveau d!un complexe composé du récepteur du TSLP 

(TSLPR) et de la chaîne �. du récepteur de l!IL-7 (IL-7R�.). Le TSLP produit par les cellules 

épithéliales pulmonaires semble avoir un rôle majeur dans l!initialisation de la réponse 

allergique. Chez l!homme, il est décrit une association entre des polymorphismes du gène de 

l!IL-7R�. et le risque de développer une sensibilisation allergénique ainsi que des 

polymorphismes au niveau du gène du TSLP lui-même et de son promoteur et les maladies 

respiratoires allergiques (191). Le TSLP active les CD qui vont à leur tour sensibiliser les 

cellules T CD4+ pour produire les cytokines IL-4, IL-5, IL-13 et TNF. La molécule OX40L 

intervient dans l!interaction entre la CD et les cellules CD4+ naïves. La polarisation Th2 des 

cellules T CD4+ est ensuite augmentée par l!IL-25. Par ailleurs, le TSLP peut aussi activer les 

mastocytes de façon indépendante. 

Le GM-CSF 

Le GM-CSF agit également sur la maturation des CD. Il est produit par les cellules 

épithéliales en réponse à une exposition à un allergène protéolytique comme Der p 1 qui agit 

sur PAR 2. 

Le TNF et l!IL-1 

Ces deux cytokines agissent en synergie avec le TSLP sur les mastocytes afin d!induire la 

production de cytokines Th2.  
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5. CAS PARTICULIER DE L!ALLERGIE ALIMENTAIRE 
 

 

5.1. Epidémiologie 
 

Au cours des deux dernières décennies, la fréquence des allergies alimentaires a nettement 

augmenté, surtout chez l!enfant, avec une plus long délais avant la guérison naturelle 

(192,193). La prévalence de l!allergie alimentaire varie entre 1% et 10.8% en fonction des 

études : les facteurs intervenant dans ces variations sont l!âge et les zones géographiques 

(194). Une étude récente a montré une augmentation de l!allergie alimentaire de 18% chez 

l!enfant en 10 ans avec une prévalence actuelle de 3.9%  aux Etats-Unis (195). On estime que 

l'allergie alimentaire y est responsable de 125 000 visites annuelles aux urgences, dont 53 700 

pour l'anaphylaxie (196,197). Chez l!enfant, l!allergie alimentaire la plus fréquente est 

l!allergie aux protéines de lait de vache (APLV) (2.5%) suivie de l!allergie aux #ufs (1.5%) et 

de l!allergie à l!arachide (1%) (194,198,199). L!étude des populations migrantes laisse 

supposer que l!environnement joue un rôle important dans l!augmentation de la prévalence de 

l!allergie alimentaire.  En effet, l!étude menée sur une même population juive établie en Israël 

ou au Royaume-Unis, montre que la prévalence de l!allergie à l!arachide est de 0.17% dans le 

premier cas et de 1.85% dans le deuxième, soit 10 fois plus. En Israël, la consommation 

d!arachide entre 8 et 14 mois était estimée à 7.1g dans ce travail, alors qu!elle était nulle au 

Royaume-Unis (74). Par ailleurs, dans une deuxième publication, le même groupe a montré 

que l!allergie à l!arachide était associée à la consommation en arachide de l!ensemble de la 

maison mais pas à celle de la mère pendant la grossesse (200). De nombreux autres facteurs 

sont supposés intervenir dans cette augmentation comme l!alimentation (la vitamine D, la 

vitamine A, certains nutriments, les graisses), l!utilisation d!anti-acides qui diminue la 

dégradation des protéines, ou encore le retard à l!introduction de certains produits dans 
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l!alimentation, favorisant un premier contact cutané ou respiratoire (plutôt sensibilisant) et 

non oral (plutôt tolérogène) avec l!allergène (201,202). 

 L'allergie alimentaire est responsable de symptômes très variables allant de légères 

démangeaisons à l'anaphylaxie mortelle ; le décès par anaphylaxie, le risque ultime de 

l!allergie alimentaire, est toujours d'actualité (203"205). À ce jour, le traitement de l'allergie 

alimentaire est basé sur la stricte éviction de l'allergène et l!administration d!adrénaline auto-

injectable. Mais cette prise en charge n'améliore que partiellement la qualité de vie du patient, 

avec la crainte perpétuelle de l'anaphylaxie en raison du risque potentiel d'ingestion 

accidentelle de l'allergène caché dans les aliments (206"208). Des études ont rapporté que 

l'ingestion accidentelle d'allergènes peut se produire dans 40 à 75% des patients, même ceux 

qui observent une exclusion stricte, ce qui explique l'inquiétude des patients et de leurs 

familles et la nécessité de mettre en #uvre d'autres modalités thérapeutiques comme l!ITA qui 

est en cours d!étude dans l!allergie alimentaire. 

Seule l!allergie alimentaire IgE-médiée sera abordée par la suite. 

 

5.2. La tolérance orale 
 

La tolérance orale est le mécanisme par lequel l!absorption orale d!un antigène n!induit pas de 

réponse immunitaire même s!il est, par la suite, administré de façon systémique (26,209). Les 

mécanismes de développement de l'allergie alimentaire ne sont pas encore entièrement 

compris . Chez les individus ayant une prédisposition, la tolérance orale n!est pas acquise et 

l!exposition allergénique par d!autres voies non tolérogènes (respiratoire ou cutanées) peut 

engendrer une sensibilisation (202). L!hypersensibilité assurée par les IgE est induite par une 

réponse Th2 spécifique d!antigène et produisant les cytokines IL-4, IL-5 et IL-13 comme il a 
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été montré dans l!allergie à l!arachide (210,211) et l!allergie au lait (212"214) chez l!homme.  

 

5.2.1. Tolérance immunitaire et muqueuse gastro-intestinale 
 

Le tractus gastro-intestinal représente la plus grande surface de l!organisme et constitue une 

barrière entre l!environnement extérieur et le milieu intérieur stérile. Sa surface épithéliale est 

en constante interaction avec le milieu extérieur. Cette barrière, dont le rôle est d!empêcher la 

pénétration d!agents pathogènes, est constituée de 2 parties, l!une anatomique et l!autre 

immunologique (201). Avec le tissu lymphoïde associé à l!intestin (GALT), c!est l!organe 

lymphoïde le plus conséquent de l!organisme. Il permet d!éviter le développement de 

réponses immunitaires vis-à-vis des protéines de l!alimentation et des bactéries commensales 

afin de pouvoir remplir sa fonction première d!absorption des nutriments. Malgré cette 

barrière intestinale, 2% des antigènes alimentaires franchissent la muqueuse gastro-intestinale.  

Sur le plan anatomique, une monocouche de cellules épithéliales jointes par des jonctions 

serrées est recouverte d!une épaisse couche de mucus. Les enzymes intestinales, les sels 

biliaires et les différences de pH contribuent également à détruire les agents pathogènes et 

rendre les protéines moins immunogènes. 

Concernant le système immunitaire de la muqueuse gastro-intestinale, il comprend des 

composants de l!immunité innée (polynucléaires neutrophiles, macrophages, cellules natural 

killer (NK), cellules épithéliales et TLR) et des composants de l!immunité adaptative 

(lymphocytes intra-épithéliaux et de la lamina propria, plaques de Peyer, IgA sécrétoires, 

cytokines). L!exclusion de l!antigène à l!aide d!anticorps sécrétoires IgA et IgM module ou 

inhibe la colonisation de l!hôte par les microorganismes et la pénétration d!antigènes solubles 

dangereux. 
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Réponse immunitaire physiologique  

Les protéines de l!alimentation ont un rôle important dans la stimulation de la maturation du 

système immunitaire (215). Lors de la digestion, les acides gastriques et les enzymes de la 

lumière intestinale détruisent les épitopes conformationnels et permettent de réduire 

l!immunogénicité des protéines. Les antigènes alimentaires sont pris en charge par les cellules 

dendritiques, les cellules-M (pour « microfold cell ») et certaines cellules épithéliales. Les CD 

présentent les antigènes alimentaires au GALT sous-jacent alors que les cellules-M sont à 

l!origine d!un processus permettant l!activation des Treg. Les cellules épithéliales peuvent 

également avoir un rôle de cellules présentatrices d!antigène et présenter celui-ci à des 

cellules T sensibilisées spécifiques mais l!absence de « second signal » mène à l!induction 

d!une anergie. (Figure 10) 

Rôle des CD dans la tolérance orale 

Les CD de la muqueuse gastro-intestinale sont nécessaires à l!induction de tolérance vis-à-vis 

d!un antigène administré oralement. Il existe différents types de CD dans le tractus gastro-

intestinal et tous semblent avoir un rôle dans l!induction de la tolérance orale. Ces cellules 

sont localisées dans la lamina propria des villosités intestinales, dans les ganglions 

mésentériques et dans les plaques de Peyer. Les CD les plus impliquées dans la tolérance 

orale sont celles de la lamina propria qui est drainée par les ganglions mésentériques. Il existe 

à cet endroit 2 types de  CD : les CD exprimant CXCR3 (le réceptaur de la fractalkine) et les 

CD exprimant CD103 (l!�.E intégrine). Le nombre et la proportion des différents types de CD 

dépend en particulier du microbiote : en effet, elles sont en nombre très réduit dans les souris 

axéniques ou « germ free » (216). 

Fonctionnellement, ces deux types de cellules sont très différents. Les cellules CX3CR1+ 

induisent plutôt les cellules Th17 en réponse à un agent microbien. Les CD103+ expriment 
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IDO et induisent le développement de Treg par un mécanisme dépendant du TGF-�t et de 

l!acide rétinoïque chez la souris et chez l!humain. IDO est impliqué dans la réduction de la 

prolifération des cellules T et active la différentiation des cellules Treg. Chez la souris, son 

inactivation empêche le développement de la tolérance orale (217). La nature des antigènes 

oriente vers le développement de différents types de cellules Treg en fonction de leur 

récepteur sur les CD. Ainsi, les protéines mannosilées induisent préférentiellement des Tr1 

alors que les non- mannosilées induisent plutôt des Treg Foxp3+.  

Rôle des cellules Treg dans la tolérance orale 

Les Treg semblent avoir un rôle important dans le maintien et l!induction de la tolérance 

orale. Chez l!homme, un défaut en Treg est associé au développement d!allergies alimentaire 

alors qu!une augmentation des Treg serait plutôt associée à une diminution de la réactivité 

clinique (215). Comme nous l!avons déjà décrit, des mutations du facteur de transcription 

Foxp3 sont associées au syndrome IPEX. Dans ce syndrome, le déficit immunitaire profond 

est associé à une endocrinopathie, une entéropathie sévère et à des allergies alimentaires (40). 

Un phénotype moins sévère associe également une entéropathie, des allergies alimentaires et 

une DA sans endocrinopathie associée. 

Chez l!enfant, la guérison de l!allergie au lait est associée un taux plus élevé de Treg 

CD4+CD25+ circulants (218). Par ailleurs ceux qui consomment du lait bouilli sans réaction 

ont une fréquence de cellules Treg spécifiques d!allergènes plus élevée que les enfants qui y 

réagissent (219). De la même façon, il a été observé une augmentation des Treg Foxp3+ 

spécifiques d!allergène chez les enfants pouvant ingérer de la cacahuète sans réaction après un 

protocole d!induction de tolérance à l!arachide (220).  
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Plusieurs populations de cellules T régulatrices ont été identifiées au niveau de l!intestin : les 

cellules Treg CD4+CD25+Foxp3+, les Tr1 sécrétrices d!IL-10, les cellules CD4+ sécrétant du 

TGF-�t dites Th3, les cellules T CD8+ suppressives et les cellules T ���/ (221).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10. Mécanismes d!induction de la tolérance orale. Adapté de Berin C et al, Curr 

biol, 2013 

 

5.2.2. Facteurs favorisant la sensibilisation aux aliments 
 

Le dysfonctionnement de la barrière épithéliale semble contribuer au développement d!une 

sensibilisation aux allergènes alimentaires ainsi qu!au développement des réactions 

d!anaphylaxie faisant intervenir les IgE. Chez les patients présentant une allergie alimentaire, 
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une augmentation de la perméabilité intestinale initiale serait à l!origine d!un passage accru 

d!antigènes alimentaires. L!efficacité de la barrière intestinale n!est pas parfaite chez le 

nourrisson et le jeune enfant en raison d!une immaturité : en particulier, l!activité de certaines 

enzymes n!est pas optimale chez le nouveau-né et le système des IgA sécrétoires est immature 

avant l!âge de 4 ans. Il a été démontré qu!un déséquilibre de la perméabilité de la barrière 

intestinale était à l!origine d!une sensibilisation vis-à-vis  d!allergènes alimentaires et 

notamment chez l!enfant du fait de cette immaturité (222). 

Un facteur environnemental majeur impliqué dans le développement de l!allergie alimentaire 

est le microbiote. Toute la surface du corps humain est peuplée de microorganismes divers et 

la plus grande densité est retrouvée au niveau du tractus gastro-intestinal inférieur avec une 

densité >1012 organismes/cm3 (223). L!étude de souris axéniques ou « germ free » » a montré 

que certaines bactéries étaient associées à des maladies inflammatoires de l!intestin alors que 

d!autres avait un rôle protecteur (224). Ces souris, tout comme les souris traitée par 

antibiotiques ont une susceptibilité accrue à développer des sensibilisations alimentaires. Le 

traitement de souris par antibiotiques ou l!absence de TLR 4 (qui reconnait les LPS 

bactériens) développent plus facilement une allergie à l!arachide que les souris contrôles 

lorsqu!elle sont soumises à un protocole de sensibilisation à l!arachide (225). Le microbiote 

interagit avec le système immunitaire et a un impact sur le développement des lymphocytes, 

de la fonction épithéliale et de l!immunité innée (223). Il a été aussi décrit que le microbiote 

peut induire une suppression de la production des IgE et du développement des basophiles. La 

flore digestive commensale a donc un rôle tolérogène (226,227). Chez l!homme, il semblerait 

que les individus présentant des allergies alimentaires auraient une dysbiose, c!est-à-dire un 

déséquilibre au niveau des espèces bactériennes présentes au niveau du tube digestif mais les 

études à grande échelle font encore défaut à ce jour (228). Dans ce cadre, l!administration de 
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probiotiques pourrait prévenir le développement de l!allergie alimentaire mais les résultats 

restent contradictoires à ce jour (229,230). 

La vitamine D est connue pour avoir certains effets immunomodulateurs et un déficit en 

vitamine D a été associé au développement de sensibilisations à certains aliments. La 

vitamine A semble aussi avoir un rôle immunorégulateur mais les observations sont 

discordantes (231). 

Enfin, les voies d!exposition allergéniques autres que la voie orale ont pour caractéristique 

d!orienter la réponse immunitaire vers une réponse Th2 alors que la voie orale est tolérogène. 

Le syndrome oral (sensibilisation à un aliment suite à une sensibilisation à un 

pneumallergène) est un exemple de sensibilisation respiratoire (232,233). Dans cette situation, 

la sensibilisation à un pneumallergène (comme la protéine Bet v 1 du bouleau par exemple) 

engendre des symptômes cliniques mineurs de type prurit et #dème péribucal à l!ingestion de 

certains fruits crus (comme la pomme, en raisons d!une réactivité croisée entre Bet v 1 et 

Mald 1, un allergène mineur de la pomme, thermosensible). Par ailleurs, une lésion de la 

barrière cutanée (comme dans la DA sévère) est aussi une porte d!entrée à une sensibilisation 

cutanée. Comme nous l!avons déjà décrit, la sensibilisation à l!arachide par la voie cutanée 

serait à l!origine du développement d!une allergie chez les enfants chez qui l!introduction 

orale de l!arachide est tardive. 

 

5.3. Diagnostic biologique de l!allergie alimentaire 
 

Actuellement, la seule façon de diagnostiquer une allergie alimentaire avec certitude, est le 

test de provocation orale (TPO) qui est laborieux et qui n'est pas exempt de risques. Le TPO 

détermine si un sujet réagit à l'ingestion d'un aliment spécifique et à quelle dose il réagit.  
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Il n'existe actuellement aucun marqueur biologique en mesure de confirmer avec certitude la 

présence ou l'absence d!une allergie alimentaire ou de prédire la guérison ou affirmer que la 

tolérance a été induite chez un individu (234).  

La réalisation de tests cutanés d!allergie (TCA) permet d!éliminer une allergie IgE médiée 

(valeur prédictive négative>90%) mais n!atteste pas que l!aliment est forcément en cause dans 

l!allergie (spécificité<100%). Elle permet, en réalité, de détecter une sensibilisation (235). La 

taille de la papule des TCA a été associée à la persistance de l!APLV (236,237) et à l!allergie 

à l!arachide (238). 

En pratique clinique, la détection du taux sérique d!IgE spécifiques vient confirmer le résultat 

des TCA. Plus le taux est élevé, plus le risque de développer une réaction à l!allergène est 

important mais il n!y a pas de corrélation avec la sévérité de la réaction. La présence d!IgE 

spécifiques n!implique pas forcément une allergie à l!allergène suspecté et inversement, 

l!absence d!IgE spécifiques n!exclue pas totalement une allergie (239"246). L!étude d!IgE 

spécifiques d!épitopes d!allergènes pourraient permettre d!affiner le diagnostic dans l!allergie 

alimentaire (247,248). 

La recherche de cellules T spécifiques d!allergène a été réalisée  en utilisant des tétramères de 

classe II. Dans l!allergie à l!arachide, ces tétramères reconnaissaient Ara h1, un allergène 

majeur de l!arachide (129).  

En ce qui concerne les tests fonctionnels, il a récemment été montré que l'activation des 

basophiles était plus élevée chez les patients ayant une allergie au lait plus sévère (249"251). 
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OBJECTIF 
 

L!objectif de ce travail était d!établir l!intérêt de l!étude ex vivo des cellules T circulantes 

dans l!allergie de l!enfant.  

Nous nous sommes intéressés à l!allergie aux acariens et à l!allergie au lait de vache, deux  

allergies très fréquentes chez l!enfant. 

D!une part nous avons évalué l!apport de l!analyse des cellules Th2 spécifiques d!allergène 

dans le diagnostic de l!allergie par rapport au dosage des IgE spécifiques, reflet de la 

sensibilisation à l!allergène. 

D!autre part, nous avons étudié l!intérêt du suivi des cellules Th2 et Tr1 au cours de la 

désensibilisation aux acariens par voie sublinguale et par voie sous-cutanée. Ici, le but était 

d!une part d!essayer d!identifier comme un marqueur d!efficacité du traitement la 

caractérisation ex vivo des cellules T spécifiques d!allergène et d!autre part d!approfondir la 

compréhension de l!induction des mécanismes de tolérance immunitaire au cours de la 

désensibilisation.  
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INTRODUCTION 

L!allergie aux acariens est l!allergie perannuelle la plus fréquente chez l!enfant en Europe du 

Nord. Elle est à l!origine de symptômes de gravité variable allant de la rhinoconjonctivite 

simple à l!asthme sévère. Le traitement étiologique est l!immunothéarapie spécifique 

d!allergène. Elle permet une amélioration voire une rémission des symptômes et une 

diminution notable des traitements symptomatiques. Son effet est durable à l!arrêt du 

traitement et elle diminue le risque de développer de nouvelles sensibilisations. Le diagnostic 

précis de l!allergie et de l!allergène en cause est indispensable avant de débuter une 

désensibilisation. Actuellement, le test clinique de référence (« gold standard ») pour le 

diagnostic est le test de provocation spécifique (nasal ou bronchique). Il est réservé aux études 

cliniques du fait des contraintes techniques. Actuellement, le diagnostic nécessite également 

l!association d!une positivité des tests cutanés allergologiques (TCA) et une augmentation des 

IgE spécifiques circulantes. Ces examens s!ils sont bien le reflet de la sensibilisation 

biologique du patient ne sont pas pour autant en relation avec la symptomatologie présentée. 

L!étude des mécanismes immunologiques impliqués dans la réaction allergique a montré que 

les lymphocytes Th2 sécréteurs d!IL-4, IL-13 et IL-5 avaient une place importante dans la 

physiopathologie de la maladie. En effet, il a été montré que les cellules Th2 circulantes 

spécifiques d!allergène sont plus nombreuses chez les sujets sensibilisés que les sujets sains.   

Nous avons étudié la réponse lymphocytaire T dans une population d!enfants asthmatiques 

allergiques aux acariens. Nous avons pu montrer que l!utilisation de l!ELISpot permettait en 

culture cellulaire courte (18h) d!évaluer le nombre de cellules Th2 circulantes sécrétrices 

d!IL-4 et d!IL-13 et spécifiques d!acariens chez ces enfants. Ces cellules sont absentes chez 

les patients sains non sensibilisés aux acariens et elles sont plus nombreuses chez les enfants 

ayant une rhinite allergique sévère comparés à ceux ayant une symptomatologie plus 
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modérée. Par ailleurs, leur nombre varie en fonction des saisons avec un pic au printemps et 

un pic en automne. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

73 
 

ABSTRACT  

Background: Defining suitable markers to diagnose and monitor allergy and its severity is 

essential to correctly assign patients for specific immunotherapy. Circulating levels of specific 

IgE are good markers of sensitization but not of clinically symptomatic allergy.  

Objective: Quantify circulating Interleukine (IL)-4 and IL-13-secreting T-cells specific for 

house dust mite (HDM) in children presenting HDM allergic asthma associated or not with 

rhinitis and correlate results with clinical symptoms. 

Methods: We analyzed 26 children with HDM respiratory disease (allergic rhinitis and 

asthma) together with 6 children with non-allergic asthma. Peripheral blood mononuclear 

cells were stimulated with HDM extract in a 24 hours ELISpot assay to quantify the number 

of HDM-specific IL-4 and IL-13 secreting T-cells. Asthma severity and control, and rhinitis 

severity were scored according to the Global Initiative for Asthma (GINA) and the Allergic 

Rhinitis and is Impact on Asthma (ARIA) Guidelines. 

Results: The number of HDM-specific IL-4 and IL-13-secreting T-cells were higher in 

patients with allergic asthma as compared to patients with non-allergic asthma. It varied with 

the season of blood sampling with two peaks in the fall and early spring. Independently of the 

season, the number of HDM-specific IL-4 secreting T-cells correlated with rhinitis severity 

(OR=2; 95% IC:1.1-3.8; p=0.04).  

Conclusions & Clinical relevance: Allergen-specific IL-4 and IL-13-producing T-cells were 

only detected in HDM allergic asthmatic children (not in patients with non-allergic asthma). 

Their numbers correlated with clinical severity of allergic rhinitis. Pending further validation, 

these results suggest that this sensitive method could represent a valuable marker to monitor 

HDM allergy and aid in the management of immunotherapy interventions.  
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Abbreviations used 

ARIA: Allergic Rhinitis and is Impact on Asthma 

ACT: Asthma Control Test 

ELISpot: Enzyme-Linked ImmunoSpot 

GINA: Global Initiative for Asthma 

HLA: human leucocyte antigen 

HDM: house dust mite 

IL- : interleukine- 

IgE: immunoglobuline 

ICS: inhaled corticosteroids 

IFN-•: interferon • 

PHA: phytohemagglutinin 

PBMC: peripheral blood mononuclear cells 

TH2 cells: type 2 helper t-cells 
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INTRODUCTION 

The prevalence of allergic diseases is steadily increasing worldwide and represents a 

significant public health problem especially in industrialized countries (1). In European 

countries among the inhaled allergens, house dust mite (HDM) is the most common per 

annual allergen responsible for symptomatic manifestations of allergy ranging from allergic 

rhinitis to severe asthma (4). Specific allergen immunotherapy is the only specific treatment 

which provides a real cure for the disease (5). This specific treatment of allergy, also allows 

the improvement of a pre-existant asthma and prevents the development of new sensitizations 

(7).  

Allergic polysensitization is a frequent phenotype of allergic asthma (8). Hence, the 

importance of identifying the major allergen responsible for the symptoms before starting 

specific allergen immunotherapy is a major issue. In this situation, defining suitable and easy-

handling antigen-specific T cell biomarkers would therefore considerably improve patients! 

management and targeted treatment such as specific allergen immunotherapy. 

In fact, currently, the bronchial provocation test and nasal provocation test are the gold 

standards for diagnosis of mite allergy.  However these are invasive tests, presenting well 

known risks that must be carried out in a specialized environment. Among immunological 

tests routinely used is the determination of specific immunoglobulin E (IgE) that reflects the 

sensitization to an allergen but is not satisfactory for the diagnosis of mite allergy.  In 

addition, the recently developed basophil activation test is a functional readout which, in 

terms of diagnosis, has not yet proved to be superior in the diagnosis of mite allergy compared 

to the dosage of specific IgE (9,10). Type 2 helper T lymphocytes (Th2) play a central role in 

orchestrating the inflammatory response in allergy through their secretion of interleukin (IL)-

4 and IL-13 mediating B cell stimulation and IgE synthesis (11).  
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The Enzyme-Linked ImmunoSpot (ELISpot) assay is a sensitive tool for enumerating cells 

producing a given cytokine following stimulation with an antigen or a mitogen. The ELISpot 

assay was described long ago initially for the detection of interferon (IFN)• production at the 

single cell level (13). The reliability of the IFN••ELISpot in quantifying antigen specific T 

cells has been validated by several laboratories including ours, in the monitoring of a wide 

variety of indications, including patients with infectious (14), autoimmune and neoplastic 

diseases undergoing immunotherapeutic treatments. 

The advantages of the ELISpot assay are the capacity to identify antigen-specific cells 

producing a given cytokine, to do this at the single cell level therefore allowing the 

quantification of responding cells and, last but not least, to measure responses following a 

short-term in vitro culture. Indeed, it has been demonstrated that such short-term stimulation 

allows the detection of already differentiated antigen-specific cells including the in vivo 

activated effector and/or memory T cell pool. Therefore, the measured response visualizes the 

in vivo cellular number of circulating differentiated antigen-specific T cells in an individual. 

In this study, we enumerated the number of HDM-specific IL-4 and IL-13-producing T 

lymphocytes in a series of consecutive clinically well characterized asthmatic children 

presenting varying degrees of allergic rhinitis.  
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METHODS 

Patient population 

The patients we analyzed were part of the 2 years (2011-2012) Trousseau Asthma Program at 

the Hôpital Trousseau in Paris.  

Inclusion criteria for the allergic group were: 1) age higher than 5 years, 2) diagnosis of active 

asthma (defined as a history of recurrent wheeze or more than 3 episodes of reversible 

bronchial obstruction documented within the previous 6 months), 3) absence of other chronic 

obstructive pulmonary diseases (congenital or acquired), 4) Allergic rhinitis, assessed using 

the questionnaire from the International Study of Asthma and Allergies in Childhood 

(ISAAC)8 and rhinitis severity was determined according to the World Health Organization 

(WHO) ARIA (Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma) Guidelines, based on the impact 

of rhinitis upon patient quality of life (17) 5) presence of allergic sensitization to HDM 

[defined as positive skin prick test (wheal �•3 mm compared to negative control) and specific 

IgE �•0.35 kU/L against Dermatophagoides pteronyssinus] in absence of sensitization to 

perannual allergens (mould, cockroach, cat and dog) and of clinical symptoms of seasonal 

allergy (birch and grass pollen), 5) the achievement of clinical examination outside of 

episodes of exacerbation or acute respiratory illness before initiation of specific 

immunotherapy  6) and finally having no previous specific immunotherapy. 

Inclusion criteria for the non-allergic group: patients presenting non-allergic asthma who 

featured the same clinical characteristics of the allergic group except that they didn!t have any 

symptoms of allergic rhinitis and they did not present any allergic sensitization to HDM [skin 

prick test  and specific IgE towards Dermatophagoides pteronyssinus]. 

Asthma was defined as intermittent, mild persistent, moderate persistent, or severe persistent 

according to the Global Initiative for Asthma (GINA) 2005 (18). All enrolled children were 
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treated with fixed dose of inhaled corticosteroids (ICS) for at least 6 months and were 

compliant with their prescribed treatment. High doses of ICS were defined as 500 ��g or more 

of fluticasone (or its equivalent) per day. The control of asthma was assessed according to 

GINA 2009 and to Asthma Control Test (ACT) (19). The outcome of treatment was ranked 

as: controlled with or without high-dose ICS, or uncontrolled (including partially controlled) 

with or without high-dose of ICS. 

The study protocol was approved by the Paris 5 ethics committee and all patients gave written 

informed consent. 

ELISpot assay.  

Blood samples were collected in citrate phosphate dextrose adenine (CPDA)-pretreated blood 

collection tubes. They were stored at room temperature and processed within 24 hours 

following collection. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by density 

gradient centrifugation. Ninety-six well PVDF (Millipore) plates were permeabilized for 1 

minute using 35% ethanol, washed five times with PBS and coated overnight at 4° C with 

antibodies to interleukine (IL)-4 or IL-13 following the manufacturer!s instructions (U-

Cytech, Utrecht, The Netherlands). Then, the plates were incubated for 1 hour at 37°C with 

blocking solution and washed 3 times with PBS. PBMC were resuspended in culture medium 

(RPMI 1640 from Invitrogen containing L-glutamin and supplemented with Penicilline, 

streptomycine and 10% fetal calf serum) and added at 0.3 x 106 per well in triplicates to 

coated plates together with HDM (from Dermatophagoides pteronyssinus) or 

phytohemagglutinine as positive control (PHA, 10µg/ml, DIFCO) or medium alone as 

negative control.  

HDM extract was obtained from Stallergene, France, at a concentration corresponding to 

20µg/ml Derp 1, a major allergen of Dermatophagoide pteronyssinus.  
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After culture for 20 hours at 37°C, the cells were removed by extensive washing, and a 

secondary antibody to IL-4 or IL-13 (U-Cytech) was added and incubated for 1 hour at 37°C. 

After extensive washing of both sides of the plate, GABA (phi-labeled anti-biotin antibodies) 

conjugate (U-Cytech) was added for 1-hour at 37Cû. After another series of washings, 

ActivatorI+II was added to visualize spots. The reaction was stopped 25 minutes later by 

washing with water and plates were air-dried for 1 hour before spot counting using an 

ELISpot reader (Autoimmun Diagnostika, Strassberg, Germany). 

All data shown are means of triplicate wells and expressed as spot-forming cells per 0.3 106 

lymphocytes.  

Total and specific IgE levels 

Serum levels of total immunoglobulin E (IgE) and specific antibodies (IgE, IgG4) against 

Dermatophagoide pteronyssinus were determined in whole blood using the immunoCAP-

System (Thermo Fischer, Uppsala, Sweden). 

Statistical analysis 

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism software. Intergroup comparisons of 

continuous variables were performed with the Mann"Whitney U-test and bivariate correlation 

was analyzed with the Spearman!s rank test. A multiple logistic regression analysis was used 

to assess the strength of the statistical associations in presence of confounding factors, with 

STATA 12.1 software. Two-sided P-values of <0.05 were considered statistically significant. 
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RESULTS 

1) Patients and Controls characteristics 

This was a cross sectional study that included 26 consecutive asthmatic patients who met the 

inclusion criteria, before undergoing specific immunotherapy to HDM. Twenty-one were 

boys (80.8%) and mean age was 9.14 (±2.85) years (mean ±SD). Most of the children had 

moderate to severe asthma (n=20, 77%). Patients with intermittent to mild persistent rhinitis 

and patients with moderate to severe persistent rhinitis were evenly distributed (see Table 1). 

Most of them were monosensitized to HDM (n=15, 6%). Six patients were included in the 

non-allergic group; mean age was 9.1 (±4.3) years. Most of them had severe asthma (n=5, 

83%). None had rhinitis. 

2) The number of HDM-specific IL-4 and IL-13 secreting T-cells is associated to the 

presence of HDM respiratory allergy  

In a set of preliminary experiments using peripheral blood cells recovered from normal 

healthy donors we confirmed that the HDM preparation used did not trigger a non-specific IL-

4 or IL-13 production by T cells.  Phytohemagglutinine (PHA) was used in these and in the 

further experiments as a positive control showing over 300 spots for 0.3 million PBMC for 

IL-4 and IL-13. 

In patients sensitized to HDM, the number of cytokine producing T cells following HDM 

stimulation detected by ELISpot ranged from 0 to 85.2 spots over 0.3 million PBMC for IL-4. 

Half of them had more than 32 spots. It ranged from 0 to 68.7 spots for IL-13. Half of them 

had more than 33 spots (see Figure 1). As also shown in figure 1, the two responses were 

highly correlated (p<0.0001, r=0.88). In contrast, in the non-allergic group (including patients 

presenting with non-allergic asthma), we never detected any HDM specific T-cell response 

neither for IL-4 nor for IL-13 (see figure 2). The number of HDM-specific IL-4 producing T 



 
 

81 
 

cells was 32.15 (11-60.03) (median IQR) in patients as compared to 0 in controls (p=0.0005). 

The number of HDM-specific IL-13 producing T cells was 33.25 (14.9-50.4) in patients as 

compared to 0 in controls (p=0.0005). In both groups, the number of specific T-cells in 

response to Phytohemagglutinine (PHA) was over 300 spots for 0.3 million PBMC for IL-4 

and IL-13. 

3) The number of IL-4 and IL-13 secreting HDM-specific T-cells varied with the 

seasons 

17 patients were analyzed between January 2011 and November 2011. During this period of 

time, we found that the number of IL-4 and IL-13 secreting T-cells in response to HDM 

significantly varied depending on the season and showed two periods (see figure 3). An 

intense response was observed during the fall and early spring compared to a significantly 

milder response during winter and summer (p =0.002 for IL-4 and p=0.008 for IL-13). 

Therefore, for the multivariate analysis, we categorized as season with a high response (the 

fall and early spring) and season with a low response (winter and summer). 

4) The number of HDM-specific IL-4 secreting T-cells correlates with the severity of 

allergic rhinitis 

Allergic rhinitis severity was categorized as intermittent to mild persistent or moderate to 

severe persistent. As shown in figure 4, we found that the number of IL-4 secreting HDM 

specific T-cells significantly differed with the severity of rhinitis. Thus, children with 

moderate to severe persistent rhinitis had a higher number of IL-4 secreting HDM specific T-

cells than those presenting intermittent to mild persistent rhinitis (p=0.04, see Figure 4). The 

number of IL-13 secreting HDM specific T-cells also tended to be higher in children with 

moderate to severe persistent rhinitis than in children with intermittent to mild persistent 

rhinitis (p=0.06, see Figure 4). In a univariate analysis, neither asthma control or severity nor 
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HDM sensitization (specific IgE) or total IgE was associated with rhinitis severity (see Table 

2) (20,21). 

We used a logistic regression model.  Odd ratios are given for a variation of 10 HDM-specific 

IL-4 or IL-13 secreting T-cells. Data were adjusted for age and gender as possible 

confounding factors. Because specific T-cell response varied depending on the season, we 

also adjusted for season of blood sampling as possible confounding factor. Seasons of blood 

sampling were categorized as season with high response (the fall and early spring) and season 

with a low response (winter and summer). Seasons were arbitrarily determined depending on 

ELIspot responses. 

The severity of the rhinitis was determined by the number of IL-4 secreting HDM specific T-

cells (OR: 1.46; 95%IC 1.03-2.08; p=0.04). This association was also found after adjusting 

for age, gender or season. The severity of the rhinitis also tended to be associated with the 

number of IL-13 secreting HDM T-cells (OR=1.5; 95%IC 0.96-22; p=0.07). 
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 DISCUSSION 

With the development of allergen specific immunotherapy and the increasing 

polysensitizations it has become extremely important to accurately identify the allergen that 

triggers the clinical symptoms. The biological parameter commonly used to diagnose HDM 

respiratory allergy is the serum level of specific IgE, that is certainly a good marker for 

sensitization but not for the clinical symptoms and therefore for allergy. Biological functional 

tests represent as an interesting alternative. A positive correlation was shown between HDM 

specific basophil activation and HDM specific IgE levels but a relationship with the clinical 

symptoms has not yet been demonstrated (9). HDM specific Th2 responses were described to 

correlate with various aspects of allergic disease (HDM specific IgE, skin prick test positivity, 

non specific bronchial hyper reactivity) (22"25). Of interest are the data showing that the Th2 

response namely, IL-5 secretion by T-cells cultured in presence of HDM correlated with the 

response to the bronchial provocation test to HDM that is the gold standard for the diagnosis 

of allergy (26).  

Here, we quantitated allergen-specific IL-4 and IL-13 secreting T-cells, using an ELIspot after 

a short 20 hours in vitro stimulation, in HDM allergic asthmatic children. Our current data 

demonstrate that with this method it is possible to distinguish HDM allergic asthmatic 

children from patients presenting with non-allergic asthma. IL-4 and IL-13 responses were 

significantly correlated; studies are in progress to evaluate the proportion of T cells producing 

the two cytokines. 

It is important to highlight three technical factors that appear crucial to explain the greater 

specificity of this test compared to those previously described in the literature (22"28). The 

first is the use of a crude preparation of allergen which, when compared to the use of purified 

recombinant allergens or their derivate peptides, allows evidencing a response to a larger 
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number of antigenic determinants and thereby uncovering the response in a larger number of 

patients. Importantly, in our hands using this crude preparation does not expose to the risk of 

false positives as no response was detected in the non-allergic group. The second factor is the 

short in vitro stimulation used (i.e. 20 hours) that can be applied due to the high sensitivity of 

ELIspot and which improves the final specificity of the read out as it favors the detection of 

experienced activated and memory T-cells, thereby representing a snapshot of the in vivo 

existing situation. This has been initially demonstrated in individual after recovery from a 

viral infection who exhibit low frequency of specific T-cells undetectable by conventional 

methods without a previous in vitro expansion with cognate antigen which may introduce 

qualitative and quantitative biases (29). In the particular case of influenza virus because of the 

high sensitivity of the short-term stimulation ELIspot it was possible to detect circulating 

CD8+ memory T-cells capable of rapid effector function (29).  

Third, in terms of read out what the ELIspot provides is a quantification of allergen-specific 

T-cells as compared to the measurement of cytokine levels in the supernatants of T-cell 

cultures (30,31). The only other way to track antigen-specific T cells is the use of HLA-

peptide-tetramers directed to the allergen-specific T-cell receptors that has been applied in 

different kind of allergies (peanut, wasp venom, cockroach, dog, pollens allergy)  (32"38). 

Although highly specific the problem of this method is that it may only be applied to the 

patients exhibiting the HLA molecule for which the tetramer is available. Also the repertoire 

of the T-cells detected is by definition restricted to the peptides available in the tetramers. 

Finally, HLA class II tetramers, needed to identify CD4+ Th2 cells are quite labor intensive to 

produce. However it is restricted to HLA and only a few patients can be tested.  

The present results also demonstrate that the number of HDM-specific IL-4 or IL-13 secreting 

T-cells is significantly correlated with the severity of allergic rhinitis in the series of HDM 

asthmatic children studied. Thus, the level of the allergen specific T-cell response well 
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reflected a clinically relevant HDM allergy. Indeed, the severity of allergic rhinitis could be 

inferred by the number of HDM-specific IL-4 secreting T-cells. Interestingly, we found that 

this result was not influenced by the asthma control or the level of serum HDM specific IgE. 

To our knowledge, this is the first time that a biological test is associated to a clinically 

symptomatic allergy independently of an exogenous (biological) sensitization. As the analyses 

were performed on circulating T-cells the present results also support the notion that, if 

adequately measured, the functional capacity of lymphoid T cells in the periphery is a good 

reflect of ongoing processes in situ namely, the immune-mediated allergic inflammatory 

process in the airway mucosa. This is relevant as no such relationship has been described for 

circulating versus local levels of specific IgE. Thus, in a series of patients presenting grass 

pollen allergy, specific IgE in the nasal mucosa showed a better correlation with allergen 

exposure than serum evaluations (39). Similarly, in HDM allergic children presenting rhinitis 

and asthma, specific IgE in the nasal mucosa increased significantly during allergen exposure 

while serum HDM specific IgE did not (40).  

Further confirming the specificity of the quantification of circulating HDM-specific IL-4 or 

IL-13 secreting T-cells for identifying the inflammatory allergic process and its severity is the 

finding that these results are seen in all seasons. In fact, as we shall see below, although the 

number of HDM specific T-cells fluctuates with the season, results still correlate with the 

severity of the rhinitis.  

Despite the fact that HDM allergy is a well-known per annual allergy, it was described in 

different studies and in different geographical regions that HDM allergen levels were 

influenced by seasons. In Australia, Derp 1 levels were measured in beds and peaked during 

late autumn with a two- to threefold higher concentration than in summer. Allergen peaks also 

correlated with relative humidity. Seasonal changes in allergen were not affected by the HDM 

avoidance intervention (41). Similar results were found in Canada (42).  In the same vein, 
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cold winter decreased Der p1 concentration in German mattress (43). Reflecting these 

seasonal variations, biological parameters were also reported in the literature to fluctuate 

during the year. In Korea, Derf 1, a major allergen of the most frequent mite in this area, 

dermatophagoides farinae, were found increased in bedding in august and September 

compared with November and December, and specific IgE and IgG4 to Derf 1 showed same 

trends (44,45). In the Netherlands, seasonal changes were seen in serum total IgE and number 

of peripheral blood eosinophil corresponding to an increase in Derp 1 concentration in floor 

dust in autumn (46).  

Our present results show that the number of circulating HDM-specific IL-4 or IL-13 secreting 

T-cells is increased in Autumn and early spring which are two wet seasons with high 

concentrations in HDM allergens as described in the literature. This suggests that an increase 

in HDM allergens in the environment could be the triggering factor for the increased the 

number of HDM-specific IL-4 or IL-13 secreting T-cells. These results are in keeping with 

the recent report showing a significant increase in the number of HDM-specific IL-13 and IL-

4 secreting T-cells was observed 5 weeks after a bronchial provocation test to HDM (47).  

In conclusion, if confirmed on a larger series of patients our data point to the potential interest 

of the ELISpot assay we described in the characterization of allergen-specific T cells for an 

improvement of diagnosis and monitoring. In addition, this tool may also benefit for a better 

selection of patients enrolled in desensitization studies. 
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Table 1. Subjects characteristics  

 

                                                                                     Allergic group            Non-allergic 

group  

Number of patients 26 6 

Gender (male/female) 21/5 4/2 

Age (years)$ 9.14 (±2.85) 9.05 (±4.3) 

Intermittent to mild persistent allergic 

rhinitis* 
13 (50) 

0 

Moderate to severe rhinitis* 13 (50) 0 

Controlled with low doses ICS* 15 (58) 0 

Uncontrolled with high doses ICS* 4 (15) 3 (50%) 

Totale IgE (KU/L)\  294 (135.5-653.5)^ 191.5 (30.5-343) 

HDM specific IgE (KU/L)\  70 (28-100)^ 0 

Derp1 specific IgE (KU/L)\  34.9 (6.7-84.7)^ - 

Derp1 specific IgG4 (mgA/L)\  0.3 (0.20-0.88)^^ - 

^ n=25, ^^ n=24 

 

 Values are expressed as median\  (interquartile range) or mean$ (± standard deviation) 

or number* (%) 
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Table 2. Associations between the severity of the rhinitis and asthma control, asthma severity, 
HDM sensitization, and ELISpot results. 

 OR (95%IC) p 

Number of HDM-specific IL-4 
secreting T cells 

1.5 (1.03-2.08) 0.04 

Number of HDM-specific IL-13 
secreting T cells 

1.5 (0.96-2.22) 0.07 

Total IgE 1 (0.95-1.0) 0.1 

HDM specific IgE 1 (0.86-1.27) 0.7 

Specific IgE to Derp1 0.9 (0.74-1.12) 0.4 

Asthma control  1.1 (0.57-2.25) 0.7 

Asthma severity 1.7 (0.66-4.26) 0.3 

 

a. Univariate analysis 

 

 

  Adjusted for 
season 

Adjusted for 
gender 

Adjusted for  
age 

 p 
OR 

(95%IC) 
p 

OR 
(95%IC) 

p 
OR 

(95%IC) 
p 

 
Number of HDM-specific  

IL-4 secreting T cells 

 
0.04 

 
2 

(1.05-3.83) 

 
0.04 

 
1.8  

(1.09-2.8) 

 
0.02 

 
1.5 

 (1.02-2.08) 

 
0.04 

 

Number of HDM-specific IL-13 
secreting T cells 

 

0.07 

 

1.7 
(0.94-2.92) 

 

0.07 

 

1.7  
(1.04-2.7) 

 

0.03 

 

1.5 
 (0.95-2.22) 

 

0.08 

 

b. Multivariate analysis. Analyses were adjusted for season of blood sampling, gender or 
age as possible confounding factors. 
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Legends to figures 

 

Figure 1  

1a. Number of HDM-specific IL-13 and IL-4 secreting T-cells in allergic and non-

allergic patients. Median is shown with interquartile range. 

1b. Correlation diagram between the HDM-specific IL-13 and IL-4 secreting T-cells. r 

= 0.88 p <0.0001 

 

Figure 2 

Representative raw data of the ELISpot in 3 different patients.  

0.3 103  PBMC were plated in each well coated with anti-IL-4 antibody, in triplicates. 

PHA was used as Positive control, RPMI as negative control and HDM extract as 

antigen. Each spot represents a single IL-4 secreting T-cell. 

68 HDM-specific IL-4 secreting T-cells for 0.3 103 PBMC were detected in the patient 

with severe rhinitis, 31 HDM-specific IL-4 secreting T-cells for 0.3 103 PBMC in the 

patient with mild rhinitis and none by the non-allergic patient. 

 

 

Figure 3 

House Dust Mite-specific IL-4 (figure 3a) or IL-13 (figure 3b) secreting T-cells 

fluctuate with the seasons with two peaks in the fall and in early spring. Each date 

represents one sample from one patient. 
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Figure 1a.��
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Figure 1b. 
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Figure 3a 

 

 

 

Figure 3b 

 

Figure 3 
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Figure 4a 
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Figure 4b 
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RESUME 

Nous avons pu montrer dans cette étude que la présence d!une réponse lymphocytaire Th2 

spécifique d!antigène pouvait différencier les patients sensibilisés aux acariens des patients 

sains. En effet, il n!y avait aucune réponse quantifiable chez les sujets sains. En revanche, 

chez les enfants allergiques aux acariens, nous avons mis en évidence des cellules Th2 

sécrétrices d!IL-4 et d!IL-13.  La quantification de ces cellules par la méthode ELISpot a 

permis d!établir une corrélation entre le nombre de lymphocytes sécréteurs d!IL-4 ou d!IL-13 

spécifiques d!acariens et la sévérité de la rhinite allergique. Ainsi, le nombre de cellules Th2 

spécifiques des acariens dans le sang périphérique reflète étroitement la symptomatologie du 

patient. L!étude des lymphocytes Th2 semble donc refléter plus étroitement la 

physiopathologie de l!allergie que le dosage des IgE spécifiques sériques. Il a été montré, de 

fait, que l!étude des IgE spécifiques « in situ », c!est-à-dire au site de la réaction allergique, 

était mieux associée à la symptomatologie clinique que leur dosage sérique. Par ailleurs, il 

faut souligner que la méthode que nous avons utilisée ici est une culture cellulaire courte de 

18h, ce qui permet de refléter étroitement le profil « in vivo» de la réponse lymphocytaire Th2 

du patient contrairement aux cultures plus longues habituellement utilisées. 

Nous avons également montré que le nombre de lymphocytes Th2 spécifiques d!acariens 

sécréteurs d!IL-4 et d!IL-13 variait au cours de l!année avec un pic au printemps et un pic à 

l!automne. En Europe, il a été décrit que l!exposition allergénique aux acariens était plus 

importante pendant ces périodes. Ce résultat reflète l!expansion des cellules Th2 mémoire en 

réponse à une stimulation allergénique plus importante comme il a été décrit dans les allergies 

saisonnières.  
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Au total, l!utilisation de l!ELISpot est une technique rapide et fiable permettant de 

diagnostiquer l!allergie aux acariens et pouvant être utilisée chez le patient polyallergique et 

avant de débuter une ITA. 
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Abstract 

Background: Cow!s milk allergy (CMA) is a frequent food allergy in young children. The 

oral food challenge is the gold standard for diagnosis and there is currently no reliable 

biological test.  

Objective: Our aim was to evaluate the potential as a diagnosis tool of a functional assay 

quantitating allergen-specific Th2-cells in CMA children. 

Methods: 29 children aged 2.8 to 10.5 yrs underwent a double blind placebo control food 

challenge (DBPCFC) to cow!s milk. Blood samples were collected before performing the 

DBPCFC and peripheral blood mononuclear cells were cultured in an 18 hours ELISpot assay 

with casein, �.-lactalbumin or ��"lactoglobulin. The number of antigen-specific IL-4 and IL-13 

secreting T-cells was assessed. Serum specific IgE, IgG4 and total IgE levels were measured. 

Receiver-operating characteristic (ROC) curves were generated. 

Results: 17 (59%) children reacted to cow!s milk and were considered as cow!s milk allergic 

(CMA). The mean number of casein-specific IL-4 and IL-13 secreting T-cells was higher in 

CMA than in non-CMA children (p=0.009, p=0.004 respectively). Moreover, it was inversely 

correlated to the cow!s milk tolerated cumulative dose (p=0.003, p=0.0009 respectively). 

ROC curve of combined IL-4 and IL-13 analysis was generated. AUC was 0,98 (95% CI 

0.90-1.06). For a cut-off of 10 IL-4- and 12  IL-13 secreting T-cells, sensitivity and negative 

predictive value were 100%. 

Conclusions: We propose that enumeration of casein-specific IL-4 and IL-13 secreting T-

cells is a suitable tool to diagnose cow!s milk allergy in children. If confirmed in a larger 

study, it could avoid performing oral food challenges. 

244 words 
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Clinical implication 

Quantifying circulating casein-specific IL-4 and IL-13 secreting T-cells allows the diagnosis 

of cow!s milk allergy and avoids performing unnecessary and potentially harmful oral food 

challenges. 

 

Capsule summary 

The number of circulating casein-specific IL-4 and IL-13 secreting T-cells assessed by a 

functional test (the ELISpot assay) correlates with symptomatic cow!s milk allergy in children 

and could serve as a diagnostic tool. 

Key words: Th2-cell, IL-4, IL-13, cow!s milk allergy, children allergy 
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Abbreviations 

AUC: area under the curve 

CMA: cow!s milk allergy 

ELISpot: Enzyme-Linked ImmunoSpot 

GINA: Global Initiative for Asthma 

HLA: human leucocyte antigen 

IL- : interleukine- 

IgE: immunoglobuline 

NPV: negative predictive value 

PHA: phytohemagglutinin 

PPV: positive predictive value 

PBMC: peripheral blood mononuclear cells 

ROC: receiver-operating characteristic 

TH2 cell: type 2 helper T-cell 

Se: sensitivity 

Sp: Specificity 
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INTRODUCTION 

In The United States, the prevalence of food allergy in children is 3,9% (1). It is estimated 

that food allergy is responsible for 125,000 annual emergency department visits, about 15,000 

for food anaphylaxis, which will lead to 3,100 hospitalizations (1,2). Cow!s milk allergy 

(CMA) is the most common food allergy in children, with rates estimated at 2% to 3% (3). 

Between 19% and 78% of subjects outgrow their milk allergy by 5 years of age depending on 

publication (4"9). Furthermore, over the past two decades, the incidence of food allergies has 

increased, especially in children with a delay of spontaneous regression during childhood 

(6,10).  

Food allergy can induce from mild itching to life-threatening anaphylaxis. To date, the 

therapeutic management of food allergy is based on strict allergen avoidance and self-

medication taught self-injectable epinephrine.   

The mechanisms of development of food allergy are only partially understood. According to 

numerous studies, it appears that there is a defective immune tolerance to food allergens 

resulting in an abnormal development of Th2 cells specific for the antigen. In addition some 

data have shown a lack of regulation of the immune response by regulatory T cells (11"14). 

There is currently no biomarker able to reliably confirm with good sensibility and sensitivity 

the presence or absence of CMA or to predict remission or support that tolerance was induced 

in an individual (15,16). Larger skin prick test weal size has been associated with persistence 

of CMA (4,17). Low levels of cow!s milk proteins specific IgE were associated with recovery 

whereas levels higher than 50 kU/L were associated with the persistence of allergy (18"20). 

Casein specific IgE monitoring was described to have the best specificity to predict CMA 

(21,22). In such context, oral food challenge is still the gold standard test to assess the 

presence or absence of CMA according to international guidelines (3,23,24). However, this 

test is expensive, laborious, requiring a specialized environment and potentially associated 
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with a risk for anaphylaxis. Therefore, it is highly relevant to develop a biological test that 

may confirm or refute the diagnosis of food allergy as well as determine thresholds reactivity 

to the oral food challenge.  

Given the importance of the role of T-cells in the pathogenesis of food allergy it seemed 

interesting to assess if the analysis of specific T-cell responses in cow's milk allergic children 

compared to non-allergic children could serve as a reliable functional biological test. To 

address this question, we performed a double blind placebo control food challenge (DBPCFC) 

in children with CMA before starting a tolerance induction protocol and monitored cow!s 

milk proteins specific T-cell responses with the enzyme-linked immunospot (ELISpot) assay. 
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 METHODS 

 Study design 

We performed a prospective study in children referred with cow!s milk allergy to 

Allergology department at the Trousseau Hospital in Paris. The study protocol was approved 

by the Ile de France V. ethics committee. A written and standardized informed consent was 

obtained from all parents.  

Inclusion criteria 

Children with diagnosis of IgE mediated cow!s milk allergy (defined as a history of reaction 

to the ingestion of cow!s milk product and positive skin prick test (wheal �• 3 mm in the 

absence of a positive reaction to the negative control) to cow!s milk and specific IgE >0.35 

kU/L). Children were aged more than age of natural healing, i.e. more than 3 years of age. 

Double blind placebo control oral food challenge

Double blind placebo control oral food challenges were performed outside of episodes of 

exacerbation of acute illness. Children were admitted to the allergy clinic on 2 separate days 

and food challenges were performed under the supervision of an experimented allergist. A 

peripheral intravenous line was inserted in each patient before starting the challenge (25). 

Increasing doses of cow!s milk were administered 20 minutes apart. Doses were 1, 2, 5, 10, 

20, 40 and 80 mL for a cumulative dose of 158 mL, corresponding to 5.7g of cow!s milk 

proteins. The vehicle used was mashed potatoes with cow!s milk or with water for placebo. 

Challenge was stopped in case of clinical reaction compatible with anaphylaxis. 

Antihistamine, methylprednisolone, bronchodilator or epinephrine was administered if 

necessary. Cumulative dose of cow!s milk defines the reactive threshold in cow!s milk 
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allergic (CMA) children. No clinical reaction to a cumulative dose of 158 mL of cow!s milk 

defined non-allergic (non-CMA).   

Biological markers

Measurement of Immunoglobulin E (IgE) and IgG 

Serum levels of total IgE and specific IgE and IgG4 against major cow!s milk allergen 

(casein, �.-lactalbumin and ��-lactoglobulin) were determined in whole blood using the 

immunoCAP-system (Thermo Fischer, Uppsala, Sweden).  

ELISpot assay to cow’s milk protein

Blood samples were collected before starting DBPC in Citrate phosphate dextrose adenine 

(CPDA)-pretreated blood collection tubes. They were stored at room temperature and 

processed within 24 hours after drawing. Mononuclear cells were isolated from blood by 

density gradient centrifugation using lymphocyte separation medium (EUROBIO). Ninety-

six well PVDF (Millipore) plates were permeabilized for 1 minute using 35% ethanol, 

washed five times with PBS and coated overnight at 4° C with an anti-interleukine 13 (IL-13) 

antibody (U-Cytech, Utrecht, The Netherlands) following the manufacturer!s instructions. 

Then the plates were blocked for 1 hour at 37°C with blocking solution and washed 3 times 

with PBS. Lymphocytes were resuspended in culture medium (RPMI 1640 from Invitrogen 

containing L-glutamine and supplemented with Penicillin, streptomycin and 10% fetal calf 

serum) and added at 0.3 x 106 per well in triplicates to coated plates together with casein 

(�.+��+��, 100 µg/ml), �.-lactalbumin (ALA) (50 µg/ml), ��-lactoglobulin (BLG) (50 µg/ml),or 

phytohemagglutinin as positive control (PHA, 10 µg/ml, DIFCO) or medium alone as 

negative control. �.-lactalbumin, ��-lactoglobulin, and casein were purchased from Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO). 
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After culture for 18 hours at 37°C, the cells were removed by extensive washing, and a 

secondary anti-human IL-13 or IL-4 antibody (U-Cytech) was added and incubated for 1 

hour at 37°C. After extensive washing of both sides of the plate, GABA (phi-labeled anti-

biotin antibodies) conjugate (U-Cytech) was added for 1-hour incubation at 37ûC. After 

another series of washings, Activator I+II was added to visualize spots. The reaction was 

stopped 25 minutes later by washing with water and plates were air-dried for 1 hour before 

spot counting using an ELISpot reader (Autoimmun Diagnostika, Strassberg, Germany). 

Two different ELISpot tests were performed to track antigen specific Th2 cells. The first one 

could detect antigen specific IL-4 secreting T-cells and the other one antigen specific IL-13 

secreting T-cells. For the appropriate evaluation of the ELISpot assay, both positive and 

negative controls had to be validated. For the positive control, over 300 IL-4 or IL-13 

secreting T-cells per 0.3.106 lymphocytes had to be detected in response to 

phytohemagglutinin. For the negative control less than 10 IL-4 or IL-13 secreting T-cells had 

to be detected as a non-specific response (in RPMI). 

All data shown are means of triplicate wells and expressed as spot-forming cells per 0.3.106 

lymphocytes.  

Statistical analysis 

Data are expressed as means and standard deviation (SD). Quantitative data (immunologic 

parameters) were compared according to two groups (positive versus negative to test 

results/<158 vs. >158mL of milk cumulated dose tolerated) using Mann-Whitney U tests for 

continuous skewed data and using Fisher!s Exact tests for categorical data. To identify 

whether monotonic relationships exists between the immunologic parameters and the 

cumulated dose tolerated, Spearman rank correlation coefficients were calculated. Univariate 

linear model was fitted to examine the associations between the cumulated dose tolerated and 
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each immunologic parameter. Regression coefficients and confidence intervals provided by 

the regression models allowed estimating the changes in cumulated dose tolerated quantity 

(mL) for an increase of 1 (UNIT) in each immunologic parameter. Sensitivity (Se), specificity 

(Sp), positive predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV) were calculated. 

The cut-off levels of specific parameters were determined by analysis with the receiver-

operating characteristic (ROC) curve. ROC curves were plotted and the area under the curve 

(AUC) was calculated to quantify the accuracy of the number of casein-specific IL-13 

secreting T-cells, casein-specific IL-4 secreting T-cells as well as the ratio casein specific 

IgE/IgG4, each biomarkers alone or together.  

Graphic display and statistical were performed using SAS statistical software version 9.2 

(SAS Institute Inc, Cary, North Carolina). P-values < 0.05 were considered statistically 

significant for all analyses.
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RESULTS 

Subjects characteristics 

Twenty nine patients were included, mean age was 5±2.1 years (2.8-10.5 yrs) and 62% were 

boys. Mean age at diagnosis of cow!s milk allergy was 4.5 (±3.9) months. Seventeen (59%) 

reacted to the double blind placebo control oral food challenges and were considered as 

CMA children. Detailed individual patients! information regarding gender, age, age at 

diagnosis, oral challenge outcome (cow!s milk tolerated cumulated dose, symptoms and 

treatment) are listed in the online repository table S1. Mean casein-specific IgE was 37.91 

kU/L and 8.29 kU/L in the CMA and non-CMA children groups respectively (p=0.006, see 

table I). 

Sixty-five per cent of the CMA children developed digestive symptoms, 36% cutaneous 

symptoms (24% localized and 12% generalized), 29% rhinoconjunctivitis and 18% 

bronchospasm. 88% required antihistamine, 29% corticosteroids and 18% salbutamol. None 

required epinephrine.  

Among the 29 patients included in the protocol 24 blood samples were collected. In every 

patients, response to phytohemagglutinin  (positive control) was over 300 antigen specific T-

cells. Six patients showed a non-specific response with a number of non-specific IL-13 or IL-

4 secreting T-cells over 10 and they were excluded from the analysis. Mean number of casein 

-specific IL-4 secreting T-cells in response to casein was 24.33 (±17.86) in CMA children 

and 1.81 (±3.57) in non-CMA children. Mean number of casein-specific IL-13 secreting T-

cells was 29.75 (±31.68) in CMA children and 2.42 (±4.17) in non-CMA children (see figure 

1). The numbers of circulating IL-4 and IL-13 secreting T-cells in response to cow!s milk 

proteins (casein, �.-lactalbumin or ��-lactoglobulin) are described in table I. 
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Quantification of circulating CMP-specific IL-13 and IL-4 secreting T-cells in CMA and 

non-CMA children.

We compared the numbers of circulating cow!s milk proteins specific IL-4 and IL-13 

secreting T-cells between non-CMA children and CMA children. The mean number of 

casein-specific IL-13 secreting T-cells was higher in CMA children than in non-CMA 

children (p=0.004) and the mean number of casein-specific IL-4 secreting T-cells was higher 

in the CMA group (p=0.009) (see figure 2).  In the same manner, the mean ratios of serum 

levels of casein-specific IgE/total IgE and casein-specific IgE/IgG4 were also higher in the 

CMA group (p=0.02 and p=0.001 respectively) (see figure 2). In contrast, the mean numbers 

of �.-lactalbumin-specific IL-13 or IL-4 secreting T-cells and ��-lactoglobulin-specific IL-13 

or IL-4 secreting T-cells were similar in the two groups. 

Association between the number of CMP-specific IL-13 and IL-4 secreting T-cells and the 

cumulative reactive dose 

The numbers of casein-specific IL-13 secreting T-cells and casein-specific IL-4 secreting T-

cells were negatively correlated with the cow!s milk cumulated dose tolerated (p=0.0009, r=-

0.22 (and p=0.003, r=-0.58 respectively) (see figure 3). In the same way, casein specific 

IgE/total IgE ratios and casein specific IgE/IgG4 ratios were also negatively correlated with 

the cumulated cow!s milk dose tolerated in dose dependent manner (p=0.008, r=-0.53 and 

p=0.0004, r=-0.69 respectively). 

Using an univariate linear regression model we found that the higher the frequency of casein- 

specific IL-13 and IL-4 secreting T-cells, the lower the cumulated cow!s milk dose tolerated 

during the food challenge (p=0.01 and p<0.0001 respectively) (see Table II).  

ROC curves and ELISpot cut-points 
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Considering these results, quantification of the frequency of casein-specific IL-13 and IL-4 

secreting T-cells appeared to be a potential candidate for the biological diagnosis of CMA. In 

order to identify which test would show the best specificity and the best sensitivity for the 

diagnosis of CMP allergy, receiver operating characteristic (ROC) curves were generated 

(26). Area under the curve (AUC) was 0.94 (95% CI, 0.81 " 1.00) for the frequency of casein-

specific IL-13 and 0.87 (95% CI, 0.62 " 1.00) for the frequency of casein-specific IL-4 

secreting T-cells (see figure 4). Combining casein-specific IL-13 and casein-specific IL-4 

secreting T-cells frequencies, we found the highest AUC (0.98, 95% CI, 0.90-1.0). As shown 

in table III, when using a clinical decision point of 10 casein-specific IL-4 and 12 casein-

specific IL-13 secreting T-cells, a specificity of 80% and a sensitivity of 100% could be 

achieved, with a predictive positive value of 89% and a predictive negative value approaching 

100%. According to the correlation analysis (see fig 3), only one patient (whose casein-

specific IgE level was as low as 0.43 KU/L) was out of the 95% prediction limits. 

Furthermore, AUC was 0.81 (95% CI, 0.07-0.1) for casein specific IgE and 0.86 (95% CI, 

0.63 " 1.0) for casein specific IgE/ IgG4.When using a clinical decision point of 64.5 kU/L, a 

specificity of 100% and a sensitivity of 27% could be achieved, with a predictive positive 

value of 100% but a predictive negative value of 53% (see table III).  
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DISCUSSION 

Diagnosis of cow!s milk allergy is currently based on the performance of oral challenge, the 

gold standard, which is laborious, requiring a specialized environment and potentially 

associated with a risk for anaphylaxis. With the continuous increase in incidence of food 

allergy, particularly in young children, the search for biological diagnostic tools has become a 

major need. As in respiratory allergy, a biological parameter commonly used to help in 

diagnosis in daily practice is the dosage of circulating allergen-specific IgE, that recently 

improved with the development of recombinant allergens. However, although this test, 

together with skin prick tests, are good markers for sensitization to allergens they do not 

specifically correlate with symptomatic allergy and therefore while they can help in deciding 

whether an oral challenge should be performed, they cannot replace it. Biological functional 

tests represent an interesting alternative and recently, ex vivo study of allergen-specific Th2 

cells showed a very good correlation with clinical symptoms especially in alder pollen allergy 

and also in peanut allergy.  

Here, we report that the ex vivo quantitation of circulating casein-specific Th2 cells by the 

ELISpot method was correlated with cow!s milk tolerated cumulative dose in the provocation 

test and thus reliably helping to establish the diagnosis of cow!s milk allergy in children.   

In vitro cultures of allergen-specific Th2 cells showed long ago that Th2 cytokine production 

(i.e. IL-4, IL-5 or IL-13) in response to allergen was significantly higher in allergic than in 

non-allergic subjects (11,27,28). Recently, the development of class II tetramers was used to 

quantitate Th2 lymphocytes specific for some major allergens in respiratory allergy, both at 

the time of diagnosis and following allergen immunotherapy, and also for the diagnosis of 

peanut allergy (29"32). In this particular case the number of circulating CD4 + T-cells specific 

for ara h 1 (a major peanut allergen) was higher in allergic than in non-allergic subjects.  
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In the present work, we studied antigen-specific Th2 cells using an ELISpot method. 

Similarly results showed that the number of casein-specific IL-4 and IL -13 secreting T-cells 

was higher in cow!s milk allergic (CMA) children than in non-CMA children. This test has 

several features that make it particularly suitable for the study of ex vivo cells patients. First, it 

is well established in the literature that culturing cells for only18 hours in presence of the 

antigen allows the detection of experienced activated and memory T-cells with a high 

specificity. Therefore, through the detection of in vivo synthetized cytokines, the result of this 

test mirrors the in vivo _immune activation` status of the patient (33). Secondly, because of 

the high sensitivity of ELISpot, it is possible to analyze peripheral blood mononuclear cells 

without prior in vitro expansion, which is often necessary when using other methods 

(conventional culture or HLA class II tetramers). This was first shown in individuals 

recovering from a viral infection who exhibit low frequency of specific T-cells undetectable 

by conventional methods without a previous in vitro expansion in presence of the cognate 

antigen which, for obvious reasons, may introduce qualitative and quantitative biases (34). 

Third, it seems particularly suitable for biological diagnosis as the possibility to analyze 

responses following the use of the entire protein (casein) allows detecting the reactivity to 

different antigenic determinants thereby uncovering the response in a larger number of 

patients. Last but not least, all patients independently from their HLA haplotype can be tested. 

Indeed, although highly specific, a practical problem of the use of HLA class II tetramers is 

that it may only be applied to the patients exhibiting the HLA molecule for which the tetramer 

is available. Also the repertoire of the T-cells detected is by definition restricted to the 

peptides presented in the tetramers and importantly HLA class II tetramers, which are the 

ones needed to identify CD4+ Th2 cells are quite labor intensive to produce.                        

In order to examine further the validity of the ELISpot assay for the diagnosis of cow!s milk 

allergy, we confronted the data to the receiver-operating characteristic (ROC) curve analysis. 
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The ROC curve analysis is used to evaluate the sensitivity and specificity of a diagnostic test 

(26). Results showed that the AUC was the highest for the diagnosis of CMA (AUC=0.96) for 

the analysis of both the number of IL-4 and IL-13 secreting cells. It is relevant to mention at 

this point that the basophil activation test has been recently proposed for the diagnosis of 

allergy to cow's milk. The basophil activation test to cow!s milk had an area under the curve 

(AUC) value of 0.866 (with a positive and a negative predictive values of 81% and 96% 

respectively) in detecting persistent CMA patients (35). Another study described the 

performance of milk-specific basophil reactivity, in differentiating baked milk-tolerant from 

baked milk-reactive subjects (36). The ratio of milk-specific basophil reactivity to non-

specific (anti-IgE) basophil activation was higher in those reacting to all forms of baked milk 

whereas it was lower in subjects who tolerated heated milk. Milk-specific basophil reactivity 

had an AUC of 0.69. Comparing as a whole these data to our present results, the ELISpot 

assay appears to be more suitable for CMA diagnosis even though side by side comparison of 

the two assays should be carried out to draw definitive conclusion.  

With the ELISpot assay, we described for the first time a relationship between the number of 

casein-specific IL-4 and IL-13 secreting T-cells and the cow!s milk cumulated dose tolerated 

in the oral challenge. In other words, the higher the number of casein-specific Th2 cells, the 

lower the cumulated dose of cow!s milk tolerated. Moreover, as previously discussed, the 

ROC curve showed that the test was very reliable for the diagnosis of CMA, a finding in 

complete contrast to what first described for the determination of specific IgE. Thus, the 

detection of circulating allergen-specific T-cells appears to closely mirror the 

pathophysiology of symptomatic food allergy and in a much better way than the detection of 

antigen specific IgE. Different hypothesis may be proposed to explain this. First, the level of 

specific IgE in situ is better correlated with allergic symptoms than circulating specific IgE 

levels, a well demonstrated fact in allergic rhinitis. In fact, in a series of patients presenting 
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grass pollen allergy, specific IgE in the nasal mucosa showed a better correlation with 

allergen exposure than serum evaluations (37). Similarly, in house dust mite allergic children 

presenting rhinitis and asthma, specific IgE in the nasal mucosa increased significantly during 

allergen exposure while serum house dust mite specific IgE did not (38). Secondly, the data 

emphasizes the relevance of directly detecting antigen-specific Th2 cells which key role in the 

development of allergic symptoms was recently highlighted by the immunological monitoring 

of patients desensitized to birch (39). In this study, the authors described a significant 

reduction in circulating Bet v 1 -specific Th2 cells (a major allergen from birch), detected by 

ELISpot, in patients successfully desensitized. Similarly, with the use of type II tetramers a 

significant decrease of Aln 1 g -specific Th2 cells after effective desensitization to alder 

pollen compared to non-desensitized patients was reported (31). Here again, it is interesting to 

highlight that, during specific immunotherapy, the decrease in allergen specific IgE is delayed 

and does not correlate with clinical symptoms, probably due to the persistence of long lived 

plasma cells.  

Our final goal of applying this test is to assess with as much certainty as possible that a child 

is not allergic to cow's milk and thus reduce the risk of allergic reaction during oral challenge. 

Therefore, the threshold values for each of the two associated tests that have the highest 

negative predictive value were determined. It appeared that the combination of the values of 

10 casein-specific IL- 4 and 12 casein-specific IL-13 secreting T-cells provides a negative 

predictive value approaching 100%. With this same threshold a positive predictive value of 89 

% of cases was obtained. Thus, when the result is below this threshold, the diagnosis of CMA 

is very unlikely whereas when it is above this threshold, it seems more reasonable to delay the 

oral challenge or perform it with all the needed precautions. If confirmed on a larger series of 

patients, the ELISpot assay we described to characterize casein-specific T-cells could 
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represent a significant help to diagnose CMA, to avoid dangerous or useless oral challenge 

and to monitor patients under oral immunotherapy. 

While awaiting this formal confirmation, the casein-specific ELISpot may still be very useful 

to better guide the clinician!s attitude towards the oral challenge, namely to distinguish 

between patients with a low or high risk to develop serious reactions. As a whole, the present 

data point to the ex vivo study of allergen-specific Th2 cells as a reliable tool to diagnose 

symptomatic food allergy. 
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Table I: Patients characteristics.  

 CMA Non-CMA p-
valu

e 
(�$2) 

 Entire 
populatio

n 

 

 n Mean 
(SD) IQR n Mean 

(SD) IQR n Mean 
(SD)  

IQ
R  

Age 
(years) 

17 5,3 
(2,3) 

3,7 12 4,4 
(1,8) 

2,9 0.22 29 5.08 3.5
2 

male/fema
le 

11/
6 

  7/
5 

  0.95 18/1
1 

  

Age at 
diagnosis 
(months) 

17 3,8 
(3,2) 

4 12 5,6 
(4,6) 

4,8 0.98 29 4.55 
(3.88) 

5 

Casein 
sIgE 

12 37.9 
(75.1) 

37 15 8.29 
(18.9) 

0.38 0.00
6 

27  24.7 
(58.4) 

11.
3 

Casein 
sIgE/ IgE  

13 0.09 
(0.12) 

0.11 11 0.004 
(0.00

5) 

0.01 0.02 24 0.05 (0.1) 0.0
6 

ALA 
sIgE/ IgE 

13 0.04 
(0.04) 

0.04 11 0.007 
(0.01) 

0.006 0.00
8

24 0.02 
(0.04) 

0.0
4 

BLG 
sIgE/ IgE 

13 0.02 
(0.03) 

0.03 11 0.01 
(0.03) 

0.002 0.06 24 0.02 
(0.03) 

0.0
2 

Casein 
sIgE/ 
sIgG4 

12 0.12 
(0.36) 

0.04 10 0.003 
(0.00

4) 

0.003 0.00
1 

22 0.07 (0.3) 0.0
1 

ALA   
sIgE/sIgG
4 

11 0.13 
(0.33) 

0.04 8 0.003 
(0.00

6) 

0.001
4 

0.00
1 

19 0.08 (0.3) 0.0
4 

BLG   
sIgE/sIgG
4 

9 0.015 
(0.01

8) 

0.01 10 0.006 
(0.01) 

0.007 0.05 19 0.01 
(0.02) 

0.0
1 

Casein 
IL-4 T-
cells 

6 24.33 
(17.8

6) 

21 8 1.81 
(3.57) 

2.5 0.00
9 

14 11.46(16.
2) 

21 

ALA  IL-
4 T-cells 

6 2.58 
(3.07) 

6 8 1.88 
(4.91) 

0.5 0.37 14 2.18 (4.1) 3 

BLG  IL-
4 T-cells 

6 3.08 
(4.78) 

9 8 0.88 
(2.48) 

0 0.28 14 1.8 (3.7) 0 

Casein 
IL-13 T-
cells 

12 25.46 
(31.6

8) 

29.7
5 

9 2.42 
(4.17) 

4.8 0.00
4 

21 15.6 
(26.4) 

18 

ALA IL-
13 T-cells 

9 17.56 
(28.0

5) 

8 8 8.85 
(11.5

2) 

16 0.28 17 13.5 
(21.7) 

15.
5 

BLG  IL-
13 T-cells 

9 15.5 
(20.4

3) 

8 8 3.91 
(5.04) 

5.5 0.08 17 10.05 
(16.0) 

10.
5 

SD : standard deviation ; IQR : interquartile range ; p value for Mann-Whitney U tests 
(continuous variables) and for Fisher!s Exact tests (categorical data). Bold face values 
indicate statistical significance.s, specific. Casein/ALA/BLG IL-4 T-cells: number of 
casein/ALA/BLG specific IL-4 secreting T-cells for 300 000 lymphocytes. Casein/ALA/BLG 
IL-13 T-cells: number of casein/ALA/BLG specific IL-13 secreting T-cells for 300 000 
lymphocytes. IgE: total immunoglobulin E (kU/L). sIgE : specific immunoglobulin E ( kU/L). 
sIgG4: specific immunoglobulin G4 (mga/L) 
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Table II: Association between CMP cumulated dose tolerated and different biological 
parameters. 
 
 

 �� 95% confidence limits p-value^ 

Casein sIgE -0.39 -0.85-0.07 0.1 

Casein sIgE /IgE -406.2 -654- -158.5 p=0.001 

ALA  sIgE /IgE -1045.42 -1684.55- -406.3 p=0.001 

BLG  sIgE /IgE -562.07 -1451.15 ; 327.01 0.22 

Casein sIgE/IgG4 -62.7 -173.9-48.55 p=0.3 

ALA sIgE/IgG4 -71.9 -196,2-52.5 p=0.3 

BLG sIgE/IgG4 -1771.36 (-3793.44-250.7) p=0.09 

Casein IL-4 T-cells -3.44 (-4.96- -1.92) p<0.001 

ALA IL-4 T-cells -1.5 (-10.82- -7.8) p=0.8 

BLG IL-4 T-cells -7.7 (-17.3- 2.00) p=0.12 

Casein IL-13 T-cells -1.4 (-2.36- -0.34) p=0.009 

ALA IL-13 T-cells -0.74 (-2.24 ; 0.77) 0.34 

BLG IL-13 T-cells -1.79 (-3.71 ; 0.14) 0.07 

Regression coefficients and confidence intervals provided by the univariate 
linear regression models allowed estimating the changes in cumulated dose 
tolerated quantity (mL) for an increase of 1 (UNIT) in each immunologic 
parameter. Boldface values indicate statistical significance.  
Casein/ALA/BLG IL-4 T-cells: number of casein/ALA/BLG specific IL-4 
secreting T-cells for 300 000 lymphocytes. Casein/ALA/BLG IL-13 T-cells: 
number of casein/ALA/BLG specific IL-13 secreting T-cells for 300 000 
lymphocytes. IgE: total immunoglobulin E (kU/L), sIgE : specific 
immunoglobulin E (kU/L), sIgG4: specific immunoglobulin G4 (mga/L) 
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Table III 
Sensitivity, specificity, positive and negative predictive values for different cut-points 
 

Positivity Cut-off Se (%) Spe (%) 
PPV 
(%) 

NPV 
(%) 

Casein IL-13 T-cells = 5 89 75 73 90 
Casein IL-13 T-cells=12 10 58 64 100 
Casein IL-4 T-cells = 10 100 83 89 100 
Casein IL-4 T-cells =10 
+ Casein IL-13 T-
cells=12 

100 80 89 100 

Casein sIgE=50.5 27 92 80 50 
Casein sIgE=64.5 27 100 100 53 
Casein sIgE/IgG4=0.0015 60 1 1 75 
Casein sIgE/IgG4=0.0032 80 92 89 85 
Casein  
sIgE/IgG4=0.0011 

1 67 71 100 

Casein IL-4 T-cells: number of casein specific IL-4 secreting T-cells for 300 000 
lymphocytes 
Casein IL-13 T-cells: number of casein specific IL-13 secreting T-cells for 300 000 
lymphocytes 
Se: sensitivity, Spe : specificity, PPV: predictive positive value, NPV: negative 
predictive value 
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Figure legends 
 
 
Figure 1 
 
Representative raw data of the ELISpot in 2 different patients.  

0.3 103PBMC were plated in each well coated with anti-IL-13 antibody, in triplicates. 

PHA was used as Positive control, RPMI as negative control and casein as antigen. 

Each spot represents a single IL-13 secreting T-cell. 

33 casein-specific IL-13 secreting T-cells for 0.3 103PBMC were detected in the CMA-

patient and  none  in the non-CMA patient. 

 

Figure 2 
 
Comparison of biological test outcomes between CMA and non-CMA patients. A. 

Casein specific IgE/ total IgE ratio. B. Casein specific IgE/IgG4 ratio. C. Number of Il-

13 secreting T-cells. D. Number of IL-4 secreting T-cells.^p-value for Mann-Whitney 

U tests.  

 

Figure 3 

Correlation diagram between the cumulative dose tolerated and ELISpot test results. A. 

Number of Il-13 secreting T-cells. B. Number of IL-4 secreting T-cells.^p-value for 

Spearman rank correlation.  

 

Figure 4 

Receiver operating characteristic (ROC) curves showing performance of 3 tests in 

predicting clinical reactivity to milk. A. Casein-specific IL-13 secreting T-cells (AUC= 

0.94; 95% CI, 0.81 " 1.00), casein-specific IL-4 secreting T-cells (AUC = 0.87; 95% CI, 
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0.62 " 1.00) and casein specific IgE/IgG4 (AUC =0.86; 95% CI, 0.63 " 1.00). B. 

Casein-specific IL-13 secreting T-cells and casein-specific IL-4 secreting T-cells 

combined (AUC=0.98; 0.90-1.06). 
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Patient�� Gender�� Age��(years)��
Age��of��

diagnosis��
(months)��

Oral��challenge��outcome��

�� �� �� �� Cow s��milk��cumulated��
tolerated��dose��(mL)��

Symptoms�� Treatment��

1�� Boy�� 6.5�� 8�� 3.87 Pharyngeal��itching�� Anti��H1
2�� Boy�� 2.8�� 5�� 18.87 Abdominal��pain,��

conjunctivitis��
Anti��H1

3�� Boy�� 8.2�� 5�� 158 None ��
4�� Boy�� 5.5�� 2�� 17 Abdominal��pain,��rhinitis,��

conjunctivitis��
Anti��H1,��corticosteroids

5�� Boy�� 2.9�� 1�� 158 None ��
6�� Girl�� 10.5�� 6�� 78 Abdominal��pain,��

vomiting��
Anti��H1,��corticosteroids

7�� Girl�� 5.9�� 4�� 158 None ��
8�� Boy�� 7.9�� 8�� 1.87 Facial��urticaria,��asthma�� Anti��H1,��corticosteroids,��

salbutamol��
9�� Boy�� 5.9�� 7�� 158 None ��
10�� Girl�� 4.6�� 4�� 18.87 Cough,��pharyngeal��

itching,��rhinitis,��
conjunctivitis��

Anti��H1

11�� Girl�� 7.9�� 1�� 78 Vomiting Anti��H1
12�� Boy�� 8.2�� 3�� 0.87 Abdominal��pain,��facial��

urticaria,��asthma��
Anti��H1,��corticosteroids,��

salbutamol��
13�� Girl�� 3.4�� 1�� 78 Abdominal��pain,��facial��

urticaria��
Spontaneous��resolution

14�� Boy�� 3�� 1�� 158 None ��
15�� Boy�� 3.1�� 1�� 18 Facial��urticaria Anti��H1
16�� Girl�� 4�� 2�� 8 Abdominal��pain,��

pharyngeal��itching��
Anti��H1

17�� Boy�� 3.4�� 8�� 158 None ��
18�� Boy�� 2.7�� 4�� 158 None ��
19�� Girl�� 6.6�� 3�� 158 None ��
20�� Boy�� 4.6�� 2�� 8 Abdominal��pain,��

vomiting��
Anti��H1

21�� Girl�� 4.2�� 12�� 158 None ��
22�� Girl�� 3.4�� 5�� 158 None ��
23�� Boy�� 3�� 1�� 158 None ��
24�� Girl�� 4.2�� 1�� 3 Pharyngeal��itching,��

rhinitis,��asthma,��
vomiting��

Anti��H1,��corticosteroids,��
salbutamol��

25�� Boy�� 4.5�� 4�� 1.87 Rhinitis,��conjunctivitis,��
urticaria��

Anti��H1

26�� Boy�� 7.1�� 5�� 18 Abdominal��pain,��
pharyngeal��itching��

Anti��H1

27�� Boy�� 3�� 12�� 0.87 Diarrhea Spontaneous��resolution
28�� Boy�� 3�� 0�� 18.87 Urticaria Anti��H1
29�� Girl�� 4�� 16�� 158 None ��

��

 

 

S1. Detailed individual patients! information regarding gender, age, age at diagnosis, 
oral challenge outcome (cow!s milk tolerated cumulated dose, symptoms and treatment). 
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RESUME 

 

Nous avons montré que le nombre de cellules circulantes spécifiques de la caséine et 

sécrétrices d!IL-4 et d!IL-13 était significativement plus élevé chez les enfants allergiques au 

lait de vache que chez les enfants non allergiques. Par ailleurs, il était corrélé à la dose de lait 

réactogène lors du TPO. La réalisation d!un courbe ROC a permis de montrer qu!en associant 

la quantification des lymphocytes sécréteurs d!IL-4 et d!IL-13, on obtenait une AUC de 0.98 

(95% CI 0.90-1.06). En utilisant des valeurs limites de 10 et 12 pour le nombre de cellules 

sécrétrices d!IL-4 et d!IL-13 respectivement, on obtient une sensibilité et une valeur 

prédictive négative approchant 100% pour la prédiction de l!allergie au lait de vache par cette 

méthode. Ce résultat est plus pertinent que le dosage des IgE spécifiques de la caséine 

(AUC=0.86) ou le rapport IgE/IgG4 spécifiques de la caséine (AUC=0.86). La quantification 

des lymphocytes Th2 circulants spécifiques de la caséine reflète donc plus étroitement la 

physiopathologie de l!allergie au lait que le dosage des IgE ou IgG sériques. L!utilisation de 

tétramères de classe II a permis de quantifier les cellules Th2 spécifiques d!Ara h 1. Chez les 

sujets allergiques à l!arachide, le nombre de cellules Th2 spécifiques d!Ara h 1 était plus 

élevé que chez les sujets tolérants. Ces résultats confirment tout comme nos données que la 

numération des  cellules spécifiques d!allergène dans le sang périphérique est un bon 

marqueur de l!allergie alimentaire. L!intérêt de l!ELISpot que nous décrivons est qu!il s!agit 

d!une culture courte, de 18 heures, pouvant fournir des résultats dans les 24 heures. Il permet 

en outre une exploration à la fois semi-quantitative et qualitative de la réponse Th2 spécifique 

d!allergène. Par rapport à ce genre de test, la génération de tétramères de classe II est 

laborieuse, seuls les patients présentant la molécule HLA correspondante peuvent être 

explorés et enfin seule la réponse à certains peptides allergéniques est analysée.  
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ARTICLE 3 : Etude comparative de l!immunothérapie sous-cutanée et 
sublinguale chez l!enfant asthmatique allergique aux acariens: effet 

thérapeutique et mécanismes immunologiques 
 

Comparing subcutaneous and sublingual immunotherapy in mite allergic asthmatic 

children: therapeutic efficacy and immunological mechanisms. 

(Article en cours de préparation) 
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INTRODUCTION 

L!incidence de l!allergie ne cesse d!augmenter dans les pays industrialisés et notamment chez 

l!enfant. L!allergie aux acariens est l!allergie per-annuelle la plus fréquente en Europe, à 

l!origine de symptômes variant de la rhino-conjonctivite allergique à l!asthme sévère. 

L!unique traitement curatif est l!immunothérapie spécifique d!allergène (ITA). Elle permet 

une amélioration de la symptomatologie clinique et évite l!apparition d!une 

polysensibilisation. Initialement administrée par voie sous-cutanée, elle est actuellement de 

plus en plus utilisée par voie sub-linguale. Les mécanismes immunologiques ont été abordés 

dans de nombreuses études mais sont encore mal connus, probablement du fait de leur 

multiplicité en fonction des allergènes, des voies d!administrations et de la diversité des 

populations étudiées.  

Il a clairement été montré que le statut allergique d!un individu dépend d!un équilibre subtile 

entre les cellules T CD4+ spécifiques d!antigène polarisées Th2 et celles polarisées Th1. Au 

cours de la désensibilisation, il semblerait que cet équilibre s!inverse sans qu!il soit clairement 

établi que les cellules Th1 spécifiques d!antigène augmentent ou que les cellules Th2 

diminuent, les résultats à ce sujet étant divergents. Par ailleurs, Il a été démontré que l!ITA 

induit l!émergence de cellules T CD4+ suppressives spécifiques d!allergène(s) et fortement 

productrices d!IL-10, dites Tr1.  Une induction de cellules T régulatrices Foxp3+ a également 

été décrite. Jusqu!à ce jour, il n!existe pas d!examen biologique permettant de suivre et 

d!affirmer l!effet de l!ITA. Dans ce travail, nous avons étudié la réponse lymphocytaire T 

dans 2 groupes d!enfants asthmatiques avant et après 1 an de désensibilisation  aux acariens, 

l!un par voie sous-cutanée et l!autre par voie sub-linguale.  
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PATIENTS AND METHODS 

Patients population 

The patients we analyzed were part of the 2 years (2011-2012) Trousseau Asthma Program at 

the Hospital Trousseau in Paris.  

Inclusion criteria were: 1) age higher than 5 years, 2) diagnosis of active asthma (defined as a 

history of recurrent wheeze or more than 3 episodes of reversible bronchial obstruction 

documented within the previous 6 months), 3) absence of other chronic obstructive pulmonary 

diseases (congenital or acquired), 4) Allergic rhinitis, assessed using the questionnaire from 

the International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC)8 and rhinitis severity 

was determined according to the World Health Organization (WHO) ARIA (Allergic Rhinitis 

and its Impact on Asthma) Guidelines, based on the impact of rhinitis upon patient quality of 

life (252) 5) presence of allergic sensitization to HDM [defined as positive skin prick test 

(wheal �•3 mm compared to negative control) and specific IgE �•0.35 kU/L against 

Dermatophagoides pteronyssinus in absence of sensitization to perannual allergens (mould, 

cockroach, cat and dog) and of clinical symptoms of seasonal allergy (birch and grass pollen), 

5) the achievement of clinical examination outside of episodes of exacerbation or acute 

respiratory illness before initiation of specific immunotherapy  6) and finally having no 

previous specific immunotherapy. 

Asthma was defined as intermittent, mild persistent, moderate persistent, or severe persistent 

according to the Global Initiative for Asthma (GINA) 2005 (253). All enrolled children were 

treated with fixed dose of inhaled corticosteroids (ICS) for at least 6 months and were 

compliant with their prescribed treatment. High doses of ICS were defined as 500 ��g or more 

of fluticasone (or its equivalent) per day. The control of asthma was assessed according to 

GINA 2009 and to Asthma Control Test (ACT) (254). The outcome of treatment was ranked 
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as: controlled with or without high-dose ICS, or uncontrolled (including partially controlled) 

with or without high-dose of ICS. 

27 patients (mean age 10 years, 5.6-15.3) were included. 10 had severe persistent asthma, 12 

moderate persistent asthma and 5 mild persistent asthma. 21 were controlled with low doses 

of ICS and 6 with high doses of ICS. 11 had intermittent to mild persistent rhinitis and 16 had 

moderate to severe persistent rhinitis.  

The study protocol was approved by the île de France 2 ethics committee and all parents and 

children over 11years gave written informed consent. 

Allergen immunotherapy 

15 patients underwent sub-lingual AIT (SLIT) and 12 sub-cutaneous AIT (SCIT).  

The standardized extract used was 100% Dermatophagoides pteronyssinus administered as a 

glycerinated solution (SLIT®, ALK-ABELLO) or adsorbed on aluminium hydroxide (SCIT, 

ALUTARD®, SQ, ALK-ABELLO). SLIT was daily self-administered at home, including a 10 

days induction phase followed by a maintenance phase. SCIT was administered in the clinic 

and included a 16 weeks induction phase followed by a monthly maintenance phase.  

Successful AIT was defined by a clinical amelioration of the rhinitis ARIA score after 1 year 

treatment. As the number of patients was thin, rhinitis severity was categorized as intermittent 

to mild persistent and moderate to severe persistent rhinitis.  

ELISpot assay 

Blood samples were collected in citrate phosphate dextrose adenine (CPDA)-pretreated blood 

collection tubes. They were stored at room temperature and processed within 24 hours 

following collection. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by density 

gradient centrifugation. Ninety-six well PVDF (Millipore) plates were permeabilized for 1 
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minute using 35% ethanol, washed five times with PBS and coated overnight at 4° C with 

antibodies to interleukin (IL)-4, IL-10, IL-13 or IFN�� following the manufacturer!s 

instructions (U-Cytech, Utrecht, The Netherlands). Then, the plates were incubated for 1 hour 

at 37°C with blocking solution and washed 3 times with PBS. PBMC were resuspended in 

culture medium (RPMI 1640 from Invitrogen containing L-glutamin and supplemented with 

Penicilline, streptomycine and 10% fetal calf serum) and added at 0.3 x 106 per well in 

triplicates to coated plates (except for IL-10) together with HDM (from Dermatophagoides 

pteronyssinus, D. pter) or phytohemagglutinine as positive control (PHA, 10µg/ml, DIFCO) 

or medium alone as negative control. Before adding PBMC to IL-10 coated plates, CD14+ 

cells depletion was performed with BD IMagTM anti-human CD14 magnetic particles in order 

to deplete CD14+ monocytes and macrophages that are IL-10 secreting cells. FACS analysis 

showed that 99% cells were CD14- after depletion.  

HDM extract was obtained from Stallergene, France, at a concentration corresponding to 

20µg/ml Derp 1, a major allergen of Dermatophagoide pteronyssinus.  

After culture for 20 hours at 37°C, the cells were removed by extensive washing, and a 

secondary antibody to IFN-��, IL-4 or IL-13 (U-Cytech) was added and incubated for 1 hour at 

37°C. After extensive washing of both sides of the plate, GABA (phi-labeled anti-biotin 

antibodies) conjugate (U-Cytech) was added for 1-hour at 37Cû. After another series of 

washings, ActivatorI+II was added to visualize spots. The reaction was stopped 25 minutes 

later by washing with water and plates were air-dried for 1 hour before spot counting using an 

ELISpot reader (Autoimmun Diagnostika, Strassberg, Germany). 

All data shown are means of triplicate wells and expressed as spot-forming cells per 0.3 106 

PBMC.  
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Flow cytometry 

Flow cytometry was performed on PBMC cells to assess the numbers of CD4+Foxp3+T-cells. 

Staining for CD127 and CD25 was also performed to distinguish Treg cells (CD127loCD25hi) 

from recently activated effector T-cells (CD127hiCD25+). 

Cell surface staining was performed with CD4-PerCP, CD25-APC and CD127-FITC (BD 

Biosciences). Intracellular staining was performed to identify Foxp3+ cells using Foxp3-PE 

(eBioscience) and the intra-cellular staining kit according to the manufacturer instructions. 

FACS analysis was done using FACS Canto II: first, Foxp3 + cells were identified among the 

CD4+ T-cells population. Secondly, within the CD4+Foxp3+ population, CD127loCD25hi 

Tregs cells were distinguished from CD127hiCD25+ recently activated effector T-cells. 

Absolute count of lymphocytes was estimated using BD-True Count® system. 

 

Total and specific IgE levels 

Serum levels of total immunoglobulin E (IgE) and specific antibodies (IgE, IgG4) against 

Dermatophagoide pteronyssinus were determined in whole blood using the immunoCAP-

System (Thermo Fischer, Uppsala, Sweden). 

 

Statistical analysis 

Graphic display and statistical analysis were performed using GraphPad Prism software. Data 

are expressed as means and standard deviation (SD). Quantitative data (immunologic 

parameters) were compared using Mann-Whitney U tests for continuous skewed data and 

using Fisher!s exact test for categorical data. Wilcoxon matched-pairs signed rank test was 

used for paired tests.  P-values < 0.05 were considered statistically significant for all analyses. 
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RESULTS 

 

Clinical efficacy of allergen-specific immunotherapy 

After 1 year SLIT, 9 children (60%) had a clinical amelioration (successful SLIT, S-SLIT 

group). In 6 children, SLIT was unsuccessful (U-SLIT group). In the group treated with SCIT, 

10 had a clinical amelioration (83%, SCIT group). Clinical and biological characteristics are 

detailed in table I and II. 

 

HDM-specific Th2 cells  

As it was shown in recent publications, antigen-specific Th2 cells decrease with tolerance 

induction. Hence, we compared the number of circulating HDM-specific IL-4 and IL13 

secreting T-cells at day 0 and after 6 and 12 months AIT, and between both S-SLIT and U-

SLIT groups.  

In the S-SLIT group, as shown in figure 1a, we found that the number of HDM-specific IL-4 

secreting T-cells significantly decreased at 6 and 12 months after AIT (p=0.05 and 0.02 

respectively,  unpaired comparison). Similar results were found with IL-13 responses (Figure 

1a). At variance, in the U-SLIT group, no significant decrease was observed in the frequency 

of both HDM-specific IL-4 and IL-13 secreting T-cells.  

Furthermore, after 12 months from AIT, the number of HDM-specific IL-4 and IL13 secreting 

T-cells was lower in the S-SLIT than in the U-SLIT (p=0.04 for IL-4 and p=0.09 IL-13, figure 

1b). 

Surprisingly, after 6 or 12 months SCIT, no significant decrease in allergen-specific Th2 cells 

was observed. 
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HDM-specific IFN�� secreting Th1 cells 

AIT was described to induce antigen-specific IFN�� secretion although results are conflicting. 

In our study, we couldn!t detect any HDM-specific IFN�� secreting T-cells at day 0 and after 6 

or 12 months AIT neither in the S-SLIT group nor in the SCIT group.  

 

HDM-specific IL-10-secreting cells  

We also quantified HDM-specific IL-10 secreting T-cells, known as Tr1, and found an 

increase after 6 months AIT in the S-SLIT group (p=0.03, paired) but not after 12 months 

anymore (p=0.2, paired) (figure 2). Such an increase was not found in the U-SLIT group 

(p=0.6 at 6 months). Moreover, after 6 months of SLIT, the number of HDM-specific IL-10 

secreting T-cells tended to be higher in the S-SLIT group than in the U-SLIT (p=0.08). 

No significant changes were found concerning IL-10 secreting T-cells in the SCIT group. 

 

CD25+ Foxp3+ regulatory T cells 

As shown in figure 3a, after 12 months SCIT, the number of CD4+CD25+CD127loFoxp3+ T-

cells named Foxp3+Tregs was increased (p=0.006). No change in the number of CD4+Foxp3+ 

T-cells was found (p=0.3), showing that this increase is not due to an activation of the CD4+ 

T-cells population but rather to an increase of the Foxp3+ Tregs. Furthermore, after 12 months 

AIT, the number of circulating  Foxp3+ Tregs was higher in the SCIT group as in the S-SLIT 

group (p=0.02) (see figure 3b). In this S-SLIT group, we didn!t find any Foxp3+ Tregs 

increase after 12 months SLIT (p=0.6). 
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HDM-specific IgE and IgG4 

After 6 months ITA, total IgE and D. pter specific IgE were increased in the S-SLIT group 

(p=0.008 et p=0.049). In parallel, D. pter specific IgG4 increased (p=0.03). However, 

differences with the U-SLIT group were not significant. As for the SCIT group, Der p 1 

increased after 6 months (p=0.02) and a tendency to increase was found in total IgE after 6 

months (p=0.06) and D. pter specific IgG4 after 12 months (p=0.06).  
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DISCUSSION 

Dans cette étude nous avons évalué en parallèle l!efficacité clinique et différents paramètres 

immunologiques chez des enfants asthmatiques allergiques aux acariens soumis à un 

traitement de désensibilisation par voie sous-cutanée ou sublinguale. Parmi les paramètres 

immunologiques nous nous sommes tout particulièrement intéressés à la quantification des 

cellules Th2 spécifiques d!acariens circulantes, les lymphocytes pathogènes, ainsi qu!à la 

détection de deux sous-populations de lymphocytes régulateurs à savoir, les lymphocytes Tr1 

et les lymphocytes régulateurs CD4+CD25+FoxP3+. 

Comme décrit de manière détaillée dans le tableau I, au terme de un an de suivi, les deux 

formes d!immunothérapie, sous-cutanée (SCIT) et sublinguale (SLIT) se sont révélées 

efficaces dans 83% et 60% respectivement des patients traités. Ces résultats sont comparables 

à ceux rapportés dans d!autres études de la littérature (255). Il est important de noter que la 

sévérité clinique de l!asthme allergique était plus importante chez les enfants traités par SCIT 

que chez ceux traités par SLIT, selon les habitudes du service où étaient suivis les patients. 

Concernant le suivi immunologique, l!observation remarquable est que le profil observé 

diffère chez les patients traités par désensibilisation sous-cutanée ou sublinguale. Bien 

entendu le fait que la sévérité de la maladie diffère dans les deux groupes, comme nous 

venons de le dire, peut avoir un effet sur cette observation, il n!en reste pas moins que jusque 

là, très peu d!étude a comparé ces deux types d!immunothérapie côte à côte pour ce qui est de 

l!évolution des paramètres immunologiques (150,256,257). 

Ainsi, trois observations intéressantes se dégagent de nos résultats : 

1) les lymphocytes Th2 spécifiques d!acariens ont diminué de manière significative après 

une immunothérapie spécifique sublinguale efficace, 
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2) cette diminution des lymphocytes pathogènes est allée de pair, dans ce groupe de 

patients, avec une augmentation du nombre des cellules productrices d!IL-10, 

3) les lymphocytes CD4+CD25+FoxP3+ circulants ont augmenté de manière significative 

chez les patients traités par désensibilisation sous-cutanée. 

Concernant la détection des lymphocytes Th2 nous avons utilisé une technique que nous 

avons mise au point qui consiste en un test ELISpot pour détecter la sécrétion d!IL-4 et d!IL-

13 après une incubation courte (environ 20 heures) en présence de l!allergène. Au cours de 

ces dernières années, différentes techniques ont été utilisées pour la détection des 

lymphocytes Th2 spécifiques d!allergènes (dont l!analyse de cytokines produites après culture 

dans des surnageants, l!analyse de cytokines intra-cytoplasmiques, l!utilisation de tétramères) 

qui ont été revues de manière critique dans un travail récent (120). L!intérêt de l!ELISpot que 

nous avons utilisé est qu!il permet une analyse ex vivo des cellules d!intérêt quasiment en 

temps réel et reflète donc bien le nombre de cellules activées, éventuellement mémoire, 

présentes chez l!individu. Par ailleurs, l!utilisation de l!antigène sous forme non purifiée 

permet l!identification de lymphocytes spécifiques de différents épitopes de l!allergène. 

Enfin, par rapport aux tétramères grâce à ce test il est possible d!analyser tous les individus 

indépendamment de leur haplotypes HLA.  

Il est intéressant, pour mieux situer nos résultats dans le contexte de la littérature, de se référer 

au Tableau A présenté plus loin à la page 172 dans la discussion de ce manuscrit. Ce tableau 

résume les paramètres immunologiques principaux qui ont été rapportés dans différentes 

études décrivant des protocoles de désensibilisation par voie sous-cutanée ou sublinguale. Il 

apparaît alors clairement que lorsqu!il s!agit du suivi des lymphocytes Th2 spécifiques 

d!allergène une comparaison stricte des résultats est difficile du fait de la diversité des 

techniques utilisées. Néanmoins, bon nombre d!entre eux décrivent une diminution des 
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lymphocytes à potentiel Th2 après désensibilisation mais, ce qui est flagrant, est que cette 

diminution est toujours relativement tardive (à 6, 12 mois, voire plus tard après la 

désensibilisation) sauf pour un travail, publié déjà il y a quelque temps, concernant la 

désensibilisation sous-cutanée aux acariens où un effet a été observé à 2 mois (94). Nos 

résultats montrent qu!une diminution significative du nombre de lymphocytes Th2 après 

désensibilisation sublinguale a été observée clairement à 6 mois et persiste à 12 mois après le 

traitement. La diminution est observée pour les lymphocytes producteurs d!IL-4 et aussi ceux 

producteurs d!IL-13. A l!heure actuelle des analyses complémentaires sont en cours pour 

analyser la présence de cellules produisant à la fois les deux cytokines. N!ayant pas effectué 

d!analyses de suivi plus précoces nous ne pouvons pas conclure avec précision sur le profil de 

cette diminution dans le temps. Il s!agit là d!études que nous voulons poursuivre car l!enjeu 

est évident, à savoir, pouvoir conclure sur l!utilité du suivi des lymphocytes Th2 spécifiques 

d!allergène dans le suivi clinique de la désensibilisation à court et à long terme. Ceci est 

d!autant plus relevant que le type de technique utilisée peut être déterminant. Ainsi, le travail 

récent de M. Bonvalet et coll. (258) qui ont utilisé, chez des patients désensibilisés par voie 

sublinguale, différentes techniques pour détecter les lymphocytes Th2 spécifiques (y compris 

l!utilisation de tétramères) ne voit aucune capacité prédictive de l!efficacité du traitement à 2 

et 4 mois.  

Très intéressant nous semble le fait que, toujours après désensibilisation sublinguale, la 

diminution du nombre de lymphocytes Th2 observée corrèle avec l!efficacité clinique du 

traitement. Bien qu!elle reste, bien évidemment, à confirmer sur un plus grand nombre de 

patients et au sein d!un protocole permettant de valider cette capacité pronostique du test 

ELISpot, il s!agit là d!un résultat qui n!a jamais été rapporté (voir tableau A). L!exemple 

peut-être le plus proche d!un test immunologique qui ait montré la capacité de suivre le 

« statut » de sensibilisation d!un individu vis-à-vis de l!allergène concerne le cas particulier 
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des piqûres d!abeilles où le suivi des lymphocytes producteurs d!IL-10 (régulateurs), et non 

pas celui des lymphocytes Th2, variait avec la saison d!exposition (43,155). 

Qu!advient-il des lymphocytes Th2 qui diminuent fortement après désensibilisation jusqu!à 

disparaître totalement chez certains patients, et ce, de manière semble-t-il très durable ? En 

effet, nous avons eu la possibilité d!analyser un très faible nombre d!individus à trois ans 

après une désensibilisation sublinguale efficace chez qui les lymphocytes Th2 spécifiques 

d!acariens demeuraient totalement indétectables. Les données actuelles de la littérature 

proposent que l!allergène introduit au cours de la désensibilisation va promouvoir d!une part 

une apoptose progressive des lymphocytes pathogènes Th2 présents à des stades terminaux de 

leur différentiation (dont certains travaux montrent qu!ils sont CD27-) (126). D!autre part, 

sans que l!on sache si cela se produit de manière concomitante ou consécutive, il est proposé 

que l!apoptose des lymphocytes Th2 favorise l!expansion des lymphocytes Th1/Tr1 présents 

dans l!environnement producteurs respectivement d!IFN�J et d!IL-10 d!où la résolution de 

l!inflammation allergique qui peut-être très durable puisqu!il s!agit là, du point de vue 

immunologique, de phénomènes bien connus permettant la restauration d!une tolérance 

immunitaire vis-à-vis de l!allergène et la constitution au niveau de l!organe cible d!une 

situation de privilège immunitaire. Nos résultats sont tout à fait compatibles avec un tel 

scénario puisque l!on a observé, toujours avec la méthode ELISpot après une courte 

stimulation par l!allergène, une augmentation significative des lymphocytes producteurs d!IL-

10 dès 6 mois chez les patients ayant suivi une désensibilisation sublinguale qui s!est avérée 

cliniquement efficace. En revanche, nous n!avons jamais pu détecter la présence de 

lymphocytes de type Th1, producteurs d!IFN�J. Nous cherchons à l!heure actuelle à mieux 

caractériser ces lymphocytes régulateurs Tr1 producteurs d!IL-10. Jusque-là, la tâche n!était 

pas simple techniquement puisque l!on ne possédait pas de marqueurs de surface permettant 

de suivre facilement et surtout de trier ces lymphocytes Tr1. Très récemment, le groupe de 
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M.G. Roncarolo et coll. a décrit qu!aussi bien chez l!homme que chez la souris l!expression 

conjointe de CD49b et de LAG-3 permet d!identifier de manière fiable les lymphocytes Tr1 

au sein de la population CD4+ (47). Des analyses sont en cours utilisant ces marqueurs qui 

nous permettront peut-être d!affiner l!analyse des lymphocytes producteurs d!IL-10 chez les 

patients traités par immunothérapie sublinguale.  

A ce point il nous faut discuter un autre résultat de notre étude qui nous semble très 

intéressant, bien que déroutant, à savoir, le fait que le profil immunologique chez les patients 

ayant subi une désensibilisation sous-cutanée efficace diffère totalement de celui que nous 

venons de décrire pour la désensibilisation sublinguale. Deux éléments majeurs sont à noter. 

Ainsi, chez les patients traités par désensibilisation sous-cutanée, nous n!avons pas observé ni 

diminution significative des lymphocytes Th2 spécifiques d!acariens ni augmentation des 

lymphocytes Tr1 producteurs d!IL-10. En revanche, une augmentation significative de la 

fréquence et de la valeur absolue des lymphocytes régulateurs CD4+CD25+FoxP3+ circulants 

est apparue tardivement à 12 mois après désensibilisation. Dans ce cas nous pouvons préciser 

que l!apparition de cette sous-population est tardive puisque l!analyse à 6 mois, chez les 

mêmes patients, n!a pas montré de différence. L!augmentation des lymphocytes régulateurs 

FoxP3+ semble assez bien corrélée à l!issue clinique favorable du traitement. Il est important 

de souligner que nous n!avons jamais retrouvé d!augmentation de cette sous-population de 

lymphocytes régulateurs chez les patients traités par désensibilisation sublinguale.  

Comment expliquer l!apparent « manque » d!effet de la désensibilisation sous-cutanée sur les 

lymphocytes Th2 pathogènes malgré l!effet clinique évident chez plus de 80% des patients 

analysés ? Plusieurs possibilités peuvent être évoquées. Tout d!abord, comme nous l!avons 

déjà dit plus haut,  les patients se distinguent de ceux traités par désensibilisation sub-linguale 

par leur présentation clinique plus sévère. Ceci suggère peut-être une différence 

« qualitative » du processus inflammatoire local avec des lymphocytes Th2 certes en fin de 



 
 

150 
 

différentiation mais, cette fois ci, pour des raisons qui nous restent à élucider, plus résistants à 

l!apoptose. Nous voudrions effectuer des études comparatives de transcriptome sur les 

lymphocytes Th2 des patients traités par les deux formes d!immunothérapie afin de comparer 

l!expression des voies de signalisation pro- et anti-apoptotiques. Une deuxième possibilité 

concerne la migration des différentes sous-populations de lymphocytes dans l!environnement 

local qui expliquerait que les cellules pathogènes ne sont éliminées que partiellement et que 

celles qui demeurent présentes se concentrent plutôt à la périphérie. Là encore les études de 

transcriptome devraient nous aider à identifier le profil différentiel (par les cellules Th2 des 

patients traités par les deux formes d!immunothérapie) des récepteurs de chimiokines et des 

molécules d!adhésion.  

Enfin concernant les lymphocytes T régulateurs FoxP3+ une question importante se pose : 

appartiennent-ils à la sous-population adaptative, comme semble le suggérer certaines 

données de la littérature, ou sont-ils des lymphocytes T régulateurs naturels originaires du 

thymus. La seule manière de répondre à cette question est d!analyser la méthylation de 

régions sensibles du gène FoxP3+ (259,260). Pour ce faire nous avons débuté une 

collaboration avec H.D. Volk (Hôpital de la Charité, Berlin) pour étudier les cellules des 

patients inclus dans cette étude et dont nous avons conservé une partie congelée. 

En conclusion, nous souhaitons poursuivre nos études d!une part, en les étendant à un plus 

grand nombre de patients et, d!autre part, en réalisant des études cellulaires et moléculaires 

plus fines qui nous permettront : 

1) de confirmer de manière plus nette les résultats prometteurs que nous avons obtenus sur le 

caractère prédictif/pronostic de certains marqueurs lymphocytaires et, 
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2) d!approfondir certaines caractéristiques physiopathologiques plus fondamentales des 

lymphocytes pathogènes et régulateurs au cours de désensibilisations spécifiques 

cliniquement efficaces.  
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Table I  Clinical and biological characteristics of patients treated with allergen-specific 
immunotherapy 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

^ 1 : Successful immunotherapy 

   2 : Unsuccessful immunotherapy 

 

 

 gender age Asthma severity 
Rhino 

conjonctivitis 
severity 

AI
T 

AIT 
succes* 

1 1 8,5 ++ ++ SL 1 

2 1 14,2 ++ ++ SL 1 

3 1 9,3 + ++ SL 1 

4 1 7,2 ++ ++ SL 1 

5 2 12 ++ + SL 1 

6 1 7,5 ++ ++ SL 1 

7 2 7,2 + + SL 1 

8 1 7,5 ++ + SL 1 

9 1 12,5 ++ ++ SL 1 

10 2 11,4 ++ + SL 2 

11 2 7,2 ++ + SL 2 

12 1 8,4 + + SL 2 

13 1 7,8 ++ + SL 2 

14 1 7 + + SL 2 

15 1 5,6 +++ + SL 2 

16 1 7,9 ++ ++ SC 1 

17 1 14,4 +++ + SC 1 

18 2 15,1 + ++ SC 2 

19 1 12,2 +++ ++ SC 1 

20 1 8,1 +++ ++ SC 1 

21 1 9,3 ++ ++ SC 1 

22 1 7,4 +++ ++ SC 1 

23 2 13,7 +++ + SC 2 

24 1 6,4 +++ ++ SC 1 

25 1 8,4 +++ ++ SC 1 

26 2 14,7 +++ ++ SC 1 

27 2 15,3 +++ ++ SC 1 
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Table II      Clinical and biological characteristics of the 3 different groups on day 0, before 
AIT. Values are given as mean (standard deviation) except if differently notified.  

 

 S-SLIT U-SLIT SCIT 
n 9 6 10 

Male/female 7/2 4/2 8/2 
age 10 (3) 7 (8) 10 (3) 

Controlled with high doses 
ICS asthma (n) 0 1 5 

Moderate to 
severe/intermittent to mild 

persistent rhinitis (n) 
6/3 0/6 9/1 

Total IgE (KU/L) 271 (168) 382 (387) 367 (295) 
D. pter IgE (KU/L) 29 (27) 49 (35) 49 (38) 
Der p 1 IgE (KU/L) 20 (29) 34 (37) 33 (36) 

D. pter IgG4 (mgA/L) 0.39 (0.27) 0.3 (0.25) 4 (10) 
HDM-specific IL-4 

secreting T-cells  
/ 0.3 M PBMC 

47 (30) 21 (23) 40 (53) 

HDM-specific IL-13 
secreting T-cells 35 (26) 22 (17) 43 (52) 

HDM-specific IL-10 
secreting T-cells 
/ 0.3 M PBMC 

118 (141) 118 (231) 243 (326) 

CD4+CD25+CD127loFoxp3+ 
T-cells 106/mL (n) 47 (26) 14 (7) 34 (15) 

CD4+CD25+CD127loFoxp3+ 
T-cells 106/mL (%) 5.2 (2.5) 2.5 (1.6) 4.2 (2.3) 
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Legends to the figures 

 

Figure 1 

Diagram representation of the number of circulating HDM-specific IL-4 or IL-13 secreting T-

cells. 1a. S-SLIT group at day 0 and after 6 and 12 months AIT 1b. Comparison of S-SLIT 

and U-SLIT group after 12 months AIT 1c. SCIT group at day 0 and after 6 and 12 months 

AIT 1d. Transversal data after 3 years of SCIT and SLIT. Data are shown as mean with SEM.  

 

Figure 2 

Diagram representation of the number of circulating HDM-specific IL-10 secreting T-cells 

(Tr1) in the S-SLIT group at day 0 and after 6 and 12 months AIT. Data are shown as mean 

with SEM.  

 

Figure 3 

Diagram representation of circulating CD4+CD25+CD127loFoxp3+ T-cells. 3a. SCIT group at 

day 0 and after 6 and 12 months AIT. 3b. comparison between the SCIT and the S-SIT groups 

at day 0 and after 12 months AIT. Data are shown as mean with SEM.  

 



 
 

155 
 

      Day 0          Month 6        Month 12

nu
m

be
r 

of
 H

D
M

-s
pe

ci
fic

IL
-4

 s
ec

re
tin

g 
T

-c
el

ls
/ 

0.
3 

M
 P

B
M

C

0

20

40

60

80

100
p=0.05

p=0.02

 

S-SLIT 

 

 

     Day 0        Month 6        Month 12

nu
m

be
r 

of
 H

D
M

-s
pe

ci
fic

IL
-1

3 
se

cr
et

in
g 

T
-c

el
ls

/ 
0.

3 
M

 P
B

M
C

0

20

40

60

80

100
p=0.06

p=0.04

 

S-SLIT 

 

Figure 1a 

 

 



 
 

156 
 

   S-SLIT                   U-SLIT

nu
m

be
r 

of
 H

D
M

-s
pe

ci
fic

IL
-4

 s
ec

re
tin

g 
T

-c
el

ls
/ 

0.
3 

M
 P

B
M

C

0

20

40

60

80

100
p=0.04

 

 

 

 

    S-SLIT                    U-SLIT

nu
m

be
r 

of
 H

D
M

-s
pe

ci
fic

IL
-1

3 
se

cr
et

in
g 

T
-c

el
ls

/ 
0.

3 
M

 P
B

M
C

0

20

40

60

80

100
p=0.09

 

 

 

 

Figure 1b 

 

 

 

 



 
 

157 
 

 

 

 

      Day 0          Month 6        Month 12

nu
m

be
r 

of
 H

D
M

-s
pe

ci
fic

IL
-4

 s
ec

re
tin

g 
T

-c
el

ls
/ 

0.
3 

M
 P

B
M

C

0

50

100

150

200

 

SCIT 

 

 

     Day 0           Month 6        Month 12

nu
m

be
r 

of
 H

D
M

-s
pe

ci
fic

IL
-1

3 
se

cr
et

in
g 

T
-c

el
ls

/ 
0.

3 
M

 P
B

M
C

0

50

100

150

 

SCIT 

 

 

Figure 1c 

 



 
 

158 
 

  

 

 

nu
m

be
r 

of
 H

D
M

-s
pe

ci
fic

IL
-4

 s
ec

re
tin

g 
T

-c
el

ls
/ 

0.
3 

M
 P

B
M

C

0

20

40

60

80

                    SLITSCIT
 

nu
m

be
r 

of
 H

D
M

-s
pe

ci
fic

IL
-1

3 
se

cr
et

in
g 

T
-c

el
ls

/ 
0.

3 
M

 P
B

M
C

0

20

40

60

80

100

SCIT SLIT
 

 

 

Figure 1d 

 

 

 

 

 



 
 

159 
 

 

   Day 0         Month 6        Month 12

nu
m

be
r 

of
 H

D
M

 s
pr

ec
ifi

c
IL

-1
0 

se
cr

et
in

g 
T

-c
el

ls
/ 

0.
3 

M
 P

B
M

C

0

200

400

600

800 p=0.03

 

 

S-SLIT 

 

 

Figure 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

160 
 

      Day 0           Month 6        Month 12

P
er

ce
nt

ag
e 

of
C

D
4+

C
D

25
+

C
D

12
7l

oF
ox

p3
+

 T
-c

el
ls

0

5

10

15 p=0.06

 

SCIT 

 

 

    Day 0         Month 6        Month 12

N
um

be
r 

of
C

D
4+

C
D

25
+

C
D

12
7l

oF
ox

p3
+

 T
-c

el
ls

 x
10

6 /L

0

50

100

150 p=0.006

 

 

SCIT 

 

Figure 3a 

 

 

 



 
 

161 
 

 

 

 

 

 

 

 

    Day 0    Month 12    Day 0    Month 12

  SCIT                    S-SLIT

N
um

be
r 

of
C

D
4+

C
D

25
+

C
D

12
7l

oF
ox

p3
+

 T
-c

el
ls

 x
10

6 /L

0

50

100

150 p=0.6p=0.006

 

 

 

Figure 3b 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

162 
 

DISCUSSION 
 

A ce point de notre travail, il nous semble intéressant de discuter quelques questions 

fondamentales sur le plan physiopathologique et clinique en les confrontant à nos résultats et 

à ceux de la littérature.   

Quelle place attribuer à l’étude des cellules Th2 ex vivo dans le diagnostic de l’allergie ? 

Sur le plan immunologique 

Nous avons montré dans deux articles que la quantification des lymphocytes Th2 circulants 

spécifiques d!allergène permettait de diagnostiquer l!allergie aux acariens et au lait de vache 

dans une population d!enfants allergiques.  

Il a déjà été décrit que l!étude de la réponse lymphocytaire T spécifique d!allergène permettait 

de différencier les sujets allergiques des non-allergiques. Différentes techniques d!étude ont 

été utilisées et différentes populations ont été étudiées.  

Chez des sujets sensibilisés aux acariens, au bouleau ou à la noisette, la fréquence des cellules 

T sécrétant de l!IL-4 en réponse à l!allergène est supérieure à celle retrouvée chez des sujets 

sains non sensibilisés. Cette fréquence a été décrite par la méthode ELISpot et par le Cytokine 

Secretion Assay® (42). De même, en réponse aux extraits d!acariens ou de pollens de 

graminées, on observe une augmentation de la prolifération lymphocytaire T et de la sécrétion 

d!IL-4, IL-5 et IL-13 chez les sujets asthmatiques sensibilisés aux acariens comparés aux non 

sensibilisés  (261"264). De façon intéressante, il a été décrit un lien entre la réponse 

lymphocytaire T et la symptomatologie clinique. La sécrétion d!IL-5 en réponse à un extrait 

d!acariens en culture est plus importante chez un patient sensibilisé présentant des symptômes 

d!asthme ou de rhinite qu!un patient sensibilisé non symptomatique (263). Il a également été 

montré que la sécrétion d!IL-5 en réponse à un extrait d!acariens en culture est augmentée 
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chez les patients sensibilisés aux acariens et répondant à un test de provocation bronchique 

vis-à-vis de l!antigène, comparés aux patients sensibilisés n!ayant pas répondu et aux patients 

non sensibilisés. La sécrétion d!IL-5 était aussi corrélée à l!intensité de l!hyperréactivité 

bronchique alors qu!elle ne l!était pas au taux d!IgE spécifiques (265). 

Plus récemment le développement de tétramères de molécules de classe II a permis de 

détecter les lymphocytes T CD4+ par leur récepteur T spécifique d!un épitope allergénique et 

de les quantifier (126,155,171,266). Cependant, l!utilisation de ces tétramères se fait souvent 

après une expansion  cellulaire en culture d!au moins 10 jours. Dans l!allergie au pollen de 

bouleau comme au pollen d!aulne, on retrouve chez les patients allergiques des lymphocytes 

CD4+ spécifiques d!allergène comme chez les individus non allergiques. La fréquence est plus 

élevée chez les patients allergiques que chez les individus sains. Le type de lymphocytes 

CD4+ varie. Chez les patients allergiques, les lymphocytes CD4+ sont sécréteurs d!IL-5 

principalement alors que chez les individus sains, ils sécrètent principalement de l!IL-10 et de 

l!IFN��. Par ailleurs, chez les patients allergiques, il existe une population de lymphocytes 

CD4+CD27- qui correspond à un statut de différentiation terminale, alors que chez les 

individus sains, la population CD4+CD27+ est prépondérante (171,126).  

Dans l!allergie alimentaire, le rôle des lymphocytes Th2 a aussi été souligné dans plusieurs 

études. Les lymphocytes T extraits de la muqueuse gastro-intestinale d!enfants allergiques 

aux protéines de lait de vache (PLV) prolifèrent plus et produisent plus d!IL-13 en réponse 

aux PLV que ceux provenant d!enfants non allergiques (212). Les lymphocytes T circulants 

prolifèrent également plus en réponse aux PLV et produisent plus d!IL-4 chez les enfants 

allergiques (214,267,268). L!étude des modifications immunologiques lors de protocoles de 

désensibilisation confirme ces observations en montrant une diminution de la prolifération des 

lymphocytes T en présence de PLV et la diminution de production des cytokines Th2 IL-4 et 
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IL-13 chez les enfants devenus tolérant au lait de vache (269). Des observations similaires ont 

été réalisées dans l!allergie à l!arachide (270"272). 

Par ailleurs, l!utilisation de tétramères spécifiques d!ara h 1, un allergène majeur de 

l!arachide, a permis de détecter des lymphocytes CD4+ en quantité 9 fois plus importante chez 

les sujets allergiques que chez les sujets non allergiques (129).  

L!étude de la réponse lymphocytaire T semble donc appropriée au diagnostic de l!allergie. La 

particularité de notre approche a été d!utiliser d!une part la technique de l!ELISpot réalisée 

sur un temps court de stimulation (18 heures) et, d!autre part, de distinguer, au sein des 

individus sensibilisés, les individus sensibilisés symptomatiques des individus sensibilisés 

non symptomatiques. Cette technique permet de réaliser une étude qualitative et semi-

quantitative des lymphocytes CD4+ de façon rapide. La durée de 18 heures correspond au 

temps qu!il faut au lymphocyte T pour sécréter les cytokines en réponse à l!allergène avant de 

commencer à proliférer. Le résultat indique la fréquence chez un individu des lymphocytes T 

auxiliaires de type 2 (qui sécrètent de l!IL-4 ou de l!IL-13) spécifiques de l!allergène donné.  

Sur le plan pratique, l!intérêt de cette technique est qu!elle est rapide, pour un test fonctionnel, 

comparé aux cultures souvent plus longues. Elle est plus simple à réaliser que l!utilisation de 

tétramères de classe II. Ces derniers sont plus difficiles à mettre au point que les tétramères de 

classe I car ils sont moins stables. L!utilisation des tétramères est restreinte par le CMH du 

patient et ils permettent d!explorer les réponses cellulaires T à certains peptides uniquement 

(alors que nous utilisons un extrait d!acariens comprenant l!ensemble des allergènes ou la 

caséine entière). De ce fait, tous les patients ne peuvent être explorés. Enfin, à notre 

connaissance, aucune étude n!a décrit la sensibilité et la spécificité de ce test dans le 

diagnostic de l!allergie.  
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L!unique autre test fonctionnel décrit est le test d!activation des basophiles. Ce test consiste à 

étudier en cytométrie de flux l!expression des molécules CD63 et CD203c suite à l!activation 

du basophile in vitro par l!allergène. Le contact avec l!allergène induit un pontage ou « cross-

linking » des récepteurs Fc�0RI et l!exocytose des granules. La molécule CD63 est alors 

exprimée à la membrane et l!expression de la molécule CD203c (constitutivement exprimée) 

augmente (273,274). L!utilité de ce test par rapport au dosage sérique des IgE spécifiques a 

été montré dans le diagnostic de l!allergie au lait mais dans le cas de l!allergie aux acariens, il 

ne semble pas supérieur (250,275). La comparaison des résultats de notre technique à ceux du 

test d!activation des basophiles serait intéressante.  

Il nous semble important de confronter l!intérêt de l!analyse des réponses lymphocytaires T 

dans le diagnostic de l!allergie par rapport au dosage des taux sériques d!IgE et IgG4 

spécifiques d!allergènes.  

Notre observation suggère que dans l!allergie aux acariens l!étude de la réponse 

lymphocytaire T reflète plus fidèlement la symptomatologie que le taux sérique des IgE 

spécifiques. Il a été décrit que chez les patients présentant une rhinite allergique au pollen ou 

aux acariens, les variations des taux d!IgE spécifiques dans la muqueuse nasale sont corrélées 

à l!exposition allergénique contrairement au taux d!IgE sériques (276,277). Par ailleurs, plus 

récemment, l!étude des patients présentant une rhinite allergique dite idiopathique a permis de 

décrire une production d!IgE spécifiques locales au niveau de ma muqueuse nasale alors qu!il 

n!y avait aucun stigmate d!atopie en périphérie (278,279). Ainsi, la mesure du taux sérique 

d!IgE spécifiques ne serait donc pas le reflet fidèle du processus physiopathologique au 

niveau de la muqueuse respiratoire.  

Dans l!allergie au lait, le taux d!IgE spécifiques sérique reflète également la sensibilisation au 

lait et non l!allergie au lait. L!intérêt du dosage sérique des IgE spécifiques du lait de vache 
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ou de la caséine a également été évalué par des courbes ROC : la prédiction du résultat d!un 

TPO est moins bonne que par les tests fonctionnels tels que le test d!activation des basophiles 

(249,250). L!étude de la réponse lymphocytaire T est probablement plus proche de la 

physiopathologie de la réaction allergique in vivo que l!étude du taux des IgE sériques qui 

reflète la sensibilisation. Dans notre étude, nous avons souligné l!intérêt du rapport IgE/IgG4 

spécifique de la caséine. L!intérêt porté au dosage des IgG4 spécifiques est de plus en plus 

grand depuis ces dernières années. Il a été montré qu!une augmentation du taux d!IgG4 était 

prédictive de l!acquisition de la tolérance dans l!allergie au lait de vache mais il n!y a pas 

encore eu de consensus sur l!intérêt et l!utilisation de ce rapport en pratique courante 

(280,280"282). 

Sur le plan clinique 

Comme nous l!avons déjà décrit, l!allergie est une maladie dont la fréquence est en constante 

augmentation. Les symptômes sont souvent invalidants avec une altération de la qualité de vie 

dans l!allergie respiratoire comme dans l!allergie alimentaire. La prise en charge engendre un 

coût financier important pour la société. Le diagnostic précis de l!allergie nous semble 

indispensable pour adapter au mieux la prise en charge et notamment la mise en route d!une 

Immunothérapie spécifique d!allergène. 

Dans l’allergie alimentaire, sous-diagnostiquer une allergie ou porter le diagnostic d!allergie 

alimentaire à outrance sont toutes les deux des situations qui peuvent engendrer un danger 

pour le patient. La méconnaissance d!une allergie alimentaire expose au risque d!anaphylaxie 

et de décès lors de l!ingestion d!un aliment pour lequel les mécanismes de tolérance 

normalement en place n!existent pas. A l!inverse, porter le diagnostic d!allergie alimentaire à 

outrance conduit à une prise en charge médicale lourde et au risque de développer une allergie 

« vraie », alors qu!il n!y avait initialement qu!une sensibilisation. En pratique, la présence 
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d!IgE spécifiques d!un aliment associée à un TCA positif pour cet aliment signe une 

sensibilisation à cet allergène. Une grande partie des nourrissons est sensibilisée au lait de 

vache ou à l!arachide mais seulement une petite fraction de ces enfants développe des 

symptômes d!allergie à l!ingestion de l!aliment (202,240). Pour différencier les enfants 

sensibilisés des enfants allergiques vrais, seul le test de provocation orale existe actuellement. 

Il consiste, lors d!une hospitalisation courte, à faire ingérer l!aliment à doses croissantes à 

l!enfant et à observer la survenue d!une réaction.  Si l!enfant développe une réaction de type 

allergique (signes cutanéomuqueux, digestifs, respiratoires), il est dit allergique. Ce test 

devrait être réalisé lors du diagnostic si l!histoire clinique n!est pas franche et régulièrement 

au cours des premières années de vie car l!allergie alimentaire se résout souvent 

spontanément. Il est fréquent, en pratique courante, que le diagnostic d!allergie soit porté à 

outrance devant une simple sensibilisation (présence d!IgE spécifiques de l!allergène et de 

TCA positifs pour l!aliment) ou qu!un diagnostic posé initialement ne soit pas réévalué au 

court des premières années de vie. Cette situation est dommageable pour l!enfant et sa 

famille. Elle implique de réaliser une exclusion stricte de l!aliment et d!avoir toujours à portée 

de la main de l!adrénaline auto-injectable. C!est là une source d!angoisse chez les parents 

comme chez l!enfant, qui retentit de façon négative sur la qualité de vie. Par ailleurs, 

lorsqu!on réalise une éviction stricte de l!allergène on risque de rompre cet état de tolérance et 

d!induire une allergie alimentaire secondaire qui aurait pu être évitée : l!ingestion régulière de 

petites quantités d!un aliment chez une personne sensibilisée entretient probablement un état 

de tolérance vis-à-vis de celui-ci. 

Dans l’allergie respiratoire, la présence d!IgE spécifiques et/ou de TCA positifs vis-à-vis 

d!un pneumallergène ne suffit pas non plus pour porter le diagnostic d!allergie. Une 

symptomatologie correspondante doit y être associée. Dans l!allergie aux acariens, aux 

moisissures ou aux phanères d!animaux, on recherche une rhinoconjonctivite perannuelle 



 
 

168 
 

souvent associée à un asthme, alors que les symptômes sont saisonniers lors d!une allergie 

aux pollens de graminées ou de bouleau. L!examen clinique et l!interrogatoire suffisent 

souvent pour porter le diagnostic d!allergie. Cependant, le nombre de patients polysensibilisés 

et polyallergiques sévères est de plus en plus fréquent. Ces patients se présentent avec  

l!association de plusieurs sensibilisations à différents pneumallergènes perannuels et 

saisonniers. Le traitement symptomatique est souvent lourd (beta 2 mimétiques, anti-

leucotriènes, corticostéroïdes, anti-IgE,). Une ITA bien conduite peut dans ce cas être un 

traitement curatif très efficace. Si l!allergène est bien ciblé, la maladie peut s!améliorer 

grandement avec une diminution voire un arrêt des traitements symptomatiques (132). Il faut 

alors savoir attribuer la symptomatologie à l!allergène en cause. La coexistence de plusieurs 

sensibilisations à différents pneumallergènes perannuels (par exemple aux acariens, aux 

moisissures, aux blattes ou aux phanères d!animaux) rend difficile l!attribution de la 

symptomatologie clinique à un unique allergène. Dans ces cas difficiles, le diagnostic précis 

de l!allergie est très important. Désensibiliser un patient à un allergène qui n!est pas en cause 

est lourd et couteux. En revanche, cibler l!allergène en cause pour réaliser une 

désensibilisation permet encore une fois l!amélioration de la maladie et évite également le 

développement de nouvelles sensibilisations.  

Au total, il ressort de la littérature et de notre travail que l!étude de la réponse lymphocytaire 

T peut être un atout dans le diagnostic de l!allergie. Il nous semble important de confronter 

ces résultats aux « gold standards » que sont le test de réactivité bronchique dans l!allergie 

respiratoire et le test de provocation orale dans l!allergie alimentaire dans des populations plus 

nombreuses que celles étudiées ici d!une part et dans des groupes d!individus d!âges 

différents et ayant des maladies de sévérités et de présentations variées d!autre part.  

Dans l!allergie alimentaire, il pourrait être intéressant d!étudier l!intérêt d!un score faisant 

intervenir les résultats de l!étude de la réponse Th2 spécifique et le rapport IgE/IgG4. 
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Le mécanisme d’immunodéviation Th2/Th1 est-il toujours d’actualité dans l’induction de 

tolérance spécifique d’allergène chez l’homme ? 

Depuis le développement de l!ITA, de nombreuses études ont été réalisées pour essayer de 

comprendre les mécanismes d!induction de tolérance à l!origine de l!amélioration clinique 

observée empiriquement. Les expériences réalisées chez la souris offrent des avantages 

techniques qui permettent d!approfondir l!étude de ces mécanismes. Cependant 

l!extrapolation des résultats à l!humain n!est pas évidente. A partir des nombreuses études 

réalisées chez l!homme au cours de protocoles de désensibilisation, il est à ce jour impossible 

d!expliquer l!induction de tolérance par l!allergène par un unique mécanisme immunologique. 

Plusieurs raisons sont probablement à l!origine de cette impasse.  

Sur le plan clinique, différents types d!allergènes sont étudiés. Les allergènes per-annuels 

comme les acariens, les moisissures ou les blattes sont à l!origine de symptomatologies 

différentes des allergènes saisonniers comme le bouleau (étudié dans le nord de l!Europe), le 

cyprès (dans le sud de l!Europe), le cèdre japonais (en Asie) ou l!aulne (en Amérique du 

nord). Les immunothérapies sont par conséquent administrées de façon per annuelle pour les 

acariens ou les moisissures et saisonnière pour les pollens. Par ailleurs, différents modes 

d!administration de l!allergène sont prescrits : par voie sous-cutanée dans l!allergie aux 

venins d!hyménoptères ou par voie sublinguale ou sous-cutanée pour les autres allergènes en 

fonction des pratiques de chaque pays et de chaque clinicien. Enfin, les maladies traitées sont 

variables, allant de la rhinoconjonctivite monoallergique à l!asthme sévère polyallergique. 

L!ensemble de ces caractéristiques cliniques peut être à l!origine de variations entre les études 

Il est probablement aussi important de considérer l'hétérogénéité des patients dans chacune 

des populations analysées. 
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Sur le plan immunologique, la diversité des approches expérimentales est aussi à l!origine de 

résultats très divergents, comme nous le présentons dans le tableau A. L!évolution des 

techniques a permis ces dernières années de proposer de nouveaux mécanismes impliqués 

dans l!induction de tolérance au cours de l!ITA. 

En effet, il a longtemps été proposé que l!effet thérapeutique bénéfique de l!ITA  reposait sur 

une immunodéviation Th2/Th1, c'est-à-dire que la réponse à l!allergène initialement polarisée 

vers un versant Th2 se modifiait au cours de l!ITA en se polarisant plutôt vers un versant Th1. 

La majeure partie de ces observations était issue de résultats de cultures cellulaires en 

présence d!allergène pendant un nombre de jours allant de 5 à 14. L!analyse des cytokines 

était réalisée dans les surnageants de ces cultures par ELISA. Ces analyses étaient souvent 

complétées par des cocultures et des tests de prolifération (283"285).  

Par la suite, il est apparu que certaines cellules suppressives Tr1 sécrétrices d!IL-10 et 

spécifiques d!allergène, jouaient un rôle important dans l!induction de tolérance. Initialement, 

l!importance de l!IL-10 a été mise en évidence sur des cultures cellulaires classiques (286). 

Puis, les marquages de cytokines intracellulaires et la méthode ELISpot (après pré-incubation 

des cellules avec l!allergène) ont permis d!étayer et de préciser les premières observations 

(94,149). 

Enfin, très récemment, l!étude précise des cellules pathogènes Th2 par la méthode ELISpot 

puis grâce à l!utilisation des tétramères de classe II a permis de décrire qu!il existe, au cours 

de l!ITA une suppression des cellules Th2 pathogènes spécifiques d!allergène et de confirmer, 

que, parallèlement, se développait une population Tr1. En revanche, l!apparition d!une 

population sécrétrice d!IFN�� reste très discutée voire remise en cause par certains 

(126,153,171). Ces derniers auteurs proposent des mécanismes de déplétion cellulaire T, 



 
 

171 
 

d!induction d!anergie ou d!ignorance cellulaire pour expliquer la suppression des cellules 

Th2. 

Notre étude sur l!induction de tolérance au cours de l!ITA présente plusieurs particularités 

qu!il nous semble important de souligner, aussi bien sur le plan clinique que sur le plan 

immunologique, et dont dépend la pertinence des résultats obtenus. 

D!une part, il s!agit d!une désensibilisation aux acariens. Celle-ci est moins souvent étudiée 

que les ITA saisonnières alors que l!allergie aux acariens est très fréquente comme nous 

l!avons déjà souligné. Par ailleurs, nous avons comparé deux voies d!administration : la voie 

sous-cutanée et la voie sublinguale. Les études comparant ces deux modes d!administration 

sont peu nombreuses. Enfin, deux types d!enfants ont été suivis : les enfants ayant un asthme 

sévère, désensibilisés par voie sous-cutanée et les enfants ayant un asthme léger à modéré, 

désensibilisés par voie sublinguale.  

Sur le plan immunologique, nous avons étudié les cellules ex vivo  par la méthode ELISpot 

sans pré incubation avec l!allergène et en utilisant un extrait d!acarien (et pas une protéine).  

Nos résultats permettent d!évoquer deux mécanismes d!induction de tolérance. Dans le 

premier cas (ITA sublinguale), on observe une suppression des cellules Th2 pathogènes 

spécifiques d!allergène associée à une induction de cellules Tr1 également spécifiques 

d!allergène. Nous n!avons pas d!argument pour évoquer une déviation Th2/Th1. Dans le 

deuxième cas (ITA sous-cutanée), les cellules Th2 pathogènes persistent même à long terme 

bien qu!il y ait une amélioration clinique. Parallèlement, on observe l!apparition d!une 

population de Treg Foxp3+. Bien que nous n!ayons pas d!arguments mécanistiques, il est fort 

probable qu!un autre mécanisme d!induction de tolérance soit en jeu dans ce deuxième cas. 

Encore une fois nous n!avons pas d!élément permettant d!évoquer une induction de cellules 

Th1. 
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Au total, il semblerait que plusieurs mécanismes d!induction de tolérance soient en jeu dans 

l!ITA mais que l!immunodéviation Th2/Th1 ne soit pas aussi évidente que cela avait été 

décrit dans le passé. 

Tableau A. Principales études immunologiques menées au cours des protocoles cliniques 

d!ITA. Comparaison des résultats en fonction des techniques d!analyse utilisées. 

Références Type 
d!ITA  

Analyse des cellules suppressives 
(Tr1/Treg) 

Analyse des cellules effectrices 
(Th1/Th2) 

Analyse des surnageants
(cytokines) 

Remarques 

ITA aux POLLENS 
M. Bonvalet 
et al.  
Clin Exp 
Allergy 2012 
(258) 

Pollen de 
graminées 
SLIT 
Etude 
précoce 
après 2 et 4 
mois d!ITA 

Marquage sur sg total 
 

 

pas de modifications 
des Treg (CD25+, 
CD127-, Foxp3+) 

Tétramères 
de classe II/ 
Phl p 1 et Phl 
p 5 
 
Marquage 
sur sg total 

Pas de modification des 
CD4+CD27+/CD4+CD27- 

corrélée avec l!efficacité 
 
 
pas de modifications des 
Th1 (CCR5+, CXCR3+) 
Th2 (CRth2+, CCR4+)  

  Les 
modifications 
phénotypiques 
des cellules 
Th1/Th2/Treg 
précoces ne 
sont pas 
corrélées à 
l!efficacité 
clinique 

C. Möbs et al. 
JACI 2012 
(153) 

Pollen de 
bouleau 
SCIT 
Suivi 5ans (3
ans d!ITA 
puis 2 ans 
post ITA) 

ELISpot IL-10 
Stimulation par 
Betv1 

�9Tr1 à M6 puis �; 
 

ELISpot IL-5 
 Et IFN�� : 
Stimulation 
par Betv-1 
après 8j de 
culture  
 

Cellules T sécrétant l!IL-
5 : 
�9M6 et �;M18 et M30  
Cellules T sécrétant IFN- 
�� : �; puis retour au niveau 
de base après le traitement
 

PBMC 
stimulés par 
Betv-1 
CK dosées en 
ELISA ds les 
SN 
de cultures à 
J3 (IL-10) ou 
J7 (IL-5 et 
IFN��) 

�9IL-5 et IL-10 
à M6 puis �; 
Pas de �9de 
l!IFN�� 

Diminution 
des TH2 
spécifiques 
persistant 
après arrêt de 
la SIT 
Augmentation 
transitoire des 
Tr1 
spécifiques 
Diminution 
puis retour à 
la normale des 
TH1 

E. Wambre et 
al. 
JACI 2012 
(126) 

Pollen 
d!aulne 
SLIT 

  Tétramères 
de classe 
II/Aln g 1  
+Marquage 
intra-
cellulaire 

>3ans de SIT 
�9CD4+CD27+/CD4+CD27-

(�9Th1-Tr1/Th2) 
=Déplétion CD4+CD27- 

  CD4+CD27+ 
sont IFN��+ 
CD4+CD27- 
sont IL-4+ 

A-S Höiby et 
al. 
Clin Exp 
Allergy 2010 
(154) 

Pollen de 
bouleau 
SCIT 

ELISpot 42h IL-10 et 
IL-12 
Stimulation par 
Bet v1 

Pas de modifications ELISpot 42h  
IL-4 et IL-13
Bet v1 

M18 : disparition de l!�9du 
nb cellules produisant IL-
4 et IL-13 pendant la 
saison 

   

K.Yamanaka 
et al JACI 
2009 (149) 

Pollen de 
cèdre 
japonais 
SLIT 
 

Marquage anti-IL-10 
intra cellulaire après 
stimulation par Cry j 
1 et Cry j 2 

�9 CD4+ IL-10+ (Tr1) 
spécifiques et non 
spécifiques 

Etude de la 
prolifération 
en CFSE sur 
4 j de 
stimulation 
avec Cry j 1 
et Cry j 2 

�;prolifération cellules T 
spécifiques abolie par 
anti-IL-10 

  Augmentation 
des Tr1 
sécréteurs 
d!IL-10 avec 
une grande 
diversité de 
répertoire du 
TCR 

S. Radulovic 
et al. JACI 
2008 (144) 

Pollen de 
graminées 
SCIT 
 

IF in situ M24 : 
�9CD4+CD25+Foxp3+ 

dans la muqueuse 
nasale CD3+ Foxp3+ 
IL-10+ en saison  

    Analyse in
situ 

B. Bohle et al. 
JACI 2007 
(286) 

Pollen de 
bouleau 
SLIT 

-PBMC en culture 6h 
+ extrait de bouleau. 
Extraction ARN IL-
10, Foxp3, TGF-�� 
 

-4semaines : 
�9CD4+CD25+ �9Foxp3 
et IL-10 
-M12 �; IL-10 et 
Foxp3 
 
 
 

PBMC en 
culture 6j + 
extrait de 
bouleau puis 
incorporation 
de 
Thymidine 
H3 

4 semaines: �;prolifération 
cellules T spécifiques 
abolie par anti-IL-10 ou 
ajout de CD4+CD25+ 
 
-M12 �; IL-4 et �9 IFN�� 
(Extraction ARN) 

PBMC en 
culture 6h + 
extrait de 
bouleau.  
ELISA sur 
les SN (IL-
10, TGF-��)  

-4 semaines : 
�9 IL-10  
TGF-�� 
inchangé 
 
 

Augmentation 
des cellules 
suppressives 
transitoire. 
Rôle de  l!IL-
10. 
�9 IFN�� 




















































































































