
 
 
 

                                                                            
 

عنابة - باجي مختارجامعة
UNIVERSITE BADJI MOKHTAR - ANNABA 

  البحث العلميو التعليم العالي وزارة

 
 
 
 

Faculté des Sciences    آلية العلوم 
Département de Biochimie     قسم البيوآيمياء 

 
 

Thèse de Doctorat en Biochimie 
Option : Immunologie 

 
 

 
Synthèse des IgE et Asthme allergique :  

Aspects moléculaires et rôle de l’IL-27  
& 

 Etude clinicobiologique dans une population pédiatrique 
asthmatique à Annaba 

 
Par  

 
AMEL BOUMENDJEL-MESSARAH   

 
 

Soutenue publiquement le 18 juin 2007, devant le jury suivant: 
 
Ali Ladjama – Professeur, Annaba …………...……………………………..…. Président 
Bernard Dastugue – Professeur, Clermont Ferrand……………………... Examinateur 
Dalila Sata – Professeur, Constantine ……………………..….…..………. Examinateur 
Mohamed Salah Boulakoud – Professeur, Annaba ………….………………. Directeur 
Arlette Tridon – Maître de conférences, Clermont Ferrand…………..…. CoDirecteur 

 

 

 



Dédicace 
Bissmi’llah 

 

Je dédie ce modeste travail principalement en témoignage de mon AMOUR, RESPECT 

et RECONNAISSANCE éternels…  à mes très chers PAPA & MAMAN : 

Sans leur bénédiction, leur inestimable soutien et leur grand amour, ce travail n’aurait 

jamais pu aboutir  

Je le dédie ensuite tout particulièrement à mon petit YOUCEF : pour son amour et son 

attente (270 jours de séparation) durant laquelle j’ai essayé d’être aussi efficace que 

possible !!!  

C’est donc à lui qu’on devrait dire BRAVO aujourd’hui ! 

 

Je le dédie également au Trio que j’aime plus que tout au monde: 

Mon mari MAHFOUD et Mes frères DIDINE et MAHIOU : 

« Il était une fois, une princesse et trois tlabeb ……. » 

 

Enfin je le dédie avec beaucoup d’amour à : 

- mes belles sœurs : ILHEM et FAIZA,  

- mes neveux et nièces : HOUDEIFA, ABERRAHMANE, IBRAHIM, IMENE et FATIMA 

- tous les membres de mes familles : BOUMENDJEL, YAHIA et MESSARAH 

 
 
 
 



Remerciements 
Elhamdouli’llah, 

Avant les remerciements d’usage, il est de mon devoir de commencer par 
remercier L’Agence Universitaire de la Francophonie (4 place de la Sorbonne, Paris) 
qui m’a permis de bénéficier d’une bourse de formation à la recherche qui fut capitale 
pour la réalisation et l’achèvement de ma thèse. 

 
Ensuite, je tiens tout spécialement à remercier les personnes suivantes : 

- Mr Ali Ladjama qui, après avoir participé en tant qu’encadreur pour mon 
mémoire de DES et en tant qu’examinateur pour ma thèse de magistère, me fait 
aujourd’hui l’honneur et l’immense plaisir de présider mon jury de soutenance,  

- Mr Mohamed Salah Boulakoud qui, tout en n’ayant jamais cessé de m’assister et 
de me soutenir en m’accordant sa totale confiance, a accepté d’être mon 
encadreur, manifestant ainsi, encore une fois, la concrétisation de ses grandes 
qualités scientifiques et humaines. 

- Mme Arlette Tridon, pour laquelle tout un manuscrit de remerciements et 
d’éloges ne suffirait pas à mettre assez en exergue tous les efforts qu’elle n’a 
cessé de déployer tout au long de ces dernières années pour m’orienter dans 
mes divers travaux de recherche, m’apprendre à comprendre ce que je réalisais 
avec elle, et surtout m’aider à finaliser la rédaction de ma thèse. A cette femme 
de science émérite, je ne peux dire que Merci ! 

- Mr Bernard Dastugue, sans lequel rien ou presque rien de cette thèse n’aurait 
pu se réaliser en France. A ce grand professeur de la faculté de médecine et de 
pharmacie de Clermont-Ferrand, qui a également accepté d’être membre 
examinateur de ma thèse, je vouerai toujours le respect le plus absolu et lui 
adresse mes meilleurs remerciements. 

- Mme Dalila Sata qui a bien voulu accepter d’évaluer mon travail et faire partie 
de mon jury de soutenance. 

- Mr Hans Yssel, qui restera à mes yeux l’homme de science véritable, dont la 
rationalité des démarches et l’humanisme du comportement m’ont ouvert toutes 
grandes les portes de son laboratoire à l’unité INSERM 454 de Montpellier  
pendant près de huit mois, me permettant ainsi, aux côtés de sa sympathique 
équipe, de m’initier aux différentes techniques de la culture cellulaire et 
principalement à la cytométrie en flux, et de réaliser mon projet qui s’est 
concrétisé par la publication d’un article dans la revue "European Cytokine 
Network". 

- Mr Jérôme Pène que je ne remercierai jamais assez pour ce qu’il a fait pour moi 
et qui, sous la tutelle de son directeur de recherche, le Dr Hans Yssel, m’a tout 
donné, non seulement son savoir mais aussi son savoir-faire scientifique. Il a 
toute ma reconnaissance éternelle. 



- Mme Vera Boulay de la même équipe de Montpellier,  dont je ne peux ignorer 
toute l’aide multiforme qu’elle m’a donnée tout au long de mes différents séjours  

- Mr Boudjema Samraoui, qui a été, en fait, le point de départ de toute cette 
belle aventure auprès de l’équipe de l’unité INSERM 454 de Montpellier par 
l’intermédiaire de son ami le professeur Gérard Lefranc, que je tiens à 
remercier tout autant.  

- Mme Grillère, représentante de la société Siemens (ex-DPC), dont la 
gentillesse et l’assistance m’auront permis de bénéficier du financement d’une 
bonne partie de mon projet de thèse.  

- Les différents médecins d’Annaba (Dr Aidaoui, Dr Amiri, Dr Bechtella, Dr 
Bouhadeb, Dr Bouhouche, Dr Boukertouta, Dr Boumaza, Dr Demmak, Dr 
Derouiche, Dr Fezzari, Dr Guedjati, Dr Malki, Dr Nacer et Dr Tarfaya), les 
techniciennes et les responsables des divers laboratoires d’Annaba (Laboratoire 
de Mr Chekat, laboratoire de Mme Bensalah) et de Clermont-Ferrand 
(Laboratoire d’immunologie de la faculté de pharmacie et le laboratoire 
d’immunologie de l’Hôtel Dieu), Mme S. Ughetto, la statisticienne de Clermont-
Ferrand  qui m’ont apporté leur aide au moment où il le fallait ainsi que tous 
ceux, qui de près ou de loin ont été concernés par mon travail (et je citerai 
entre autres les membres de l’association ESSADA des asthmatiques d’Annaba). 

  
A toutes ces personnes et celles que j’ai peut-être omises, je voudrais exprimer toute 
ma reconnaissance et leur dire combien la recherche scientifique reste une œuvre 
exaltante qui ne peut réussir que dans la collaboration et la coopération.  
A tous ceux et celles qui ont participé au présent ouvrage et à tous ceux et celles qui 
m’ont soutenu durant ces longues périodes d’absence de mon cher pays, j’aimerais dire: 
 

CHOUKRAN’ ! 



 1

 

TABLE des MATIERES 

 

TABLE des MATIERES …………………………………………………………………….. 

LISTE DES ABREVIATIONS ……………………………………………………………... 

LISTE DES FIGURES ET DES TABLEAUX ……………………………………………… 

INTRODUCTION …………………………………………………………………………….. 

 

Chapitre I – DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES ....…………………………….. 

I – 1 – ASPECTS FONDAMENTAUX DE LA SYNTHESE DES IgE …………………... 

I – 1 – 1 – Les immunoglobulines E ..……………………………………………………… 

  A – Caractéristiques biochimiques et structurales ………………………… 

  B – Propriétés et taux physiologiques……………………………………… 

I – 1 – 2 – Les récepteurs à IgE …………………………………………………………… 

  A – Le récepteur FcεR1 …………………………………………………….. 

  B – Le récepteur FcεR2 ……………………………………………………. 

I – 1 – 3 – Biosynthèse des immunoglobulines E ……………………………………….….. 

  A – Signalisation moléculaire………………………………………………… 

B – Etapes de maturation des Lc B …………………….…………………… 

I – 1 – 4 – Modulation cytokinique de la commutation isotypique……………………….. 

  A – Les interleukines 4  et 13 …………………………………………………… 

  B – Les interleukines 10 …..…………………………………………………. 

  C – L'interféron γ ……………………………………………………………… 

D – L’interleukine 27 …………………………………………………………. 

 

1 

4 

5 

9 

 

12 

13 

13 

13 

15 

16 

16 

16 

17 

18 

22 

29 

29 

30 

32 

32 



 2

I – 2 – ASPECTS APPLIQUES ET CLINIQUES DE LA SYNTHESE DES IgE DANS 

L’ASTHME ALLERGIQUE ……………………………….……………………………………. 

I – 2 – 1 – Terrain atopique …………………………………………………………………… 

I – 2 – 2 – Sensibilisation allergique …………………………………………………………. 

I – 2 – 3 – Phases de la réaction allergique ………………………………………………… 

 

Chapitre II – MATERIEL ET METHODES ………………………………………… 

II – 1 – ASPECTS MOLECULAIRES ET ROLE DE L’IL-27 ………………………………. 

II – 1 – 1 – Obtention des cellules …………………………………………………………... 

  A – Purification des cellules B spléniques CD19+ ………………………… 

  B – Séparation des cellules B naïves et mémoires par tri cellulaire………. 

  C – Purification des cellules B naïves à partir du sang de cordon ………… 

D – Les lignées cellulaires BL-2 clone 20 ……………………………………. 

II – 1 – 2 – Culture cellulaire et étude de la réponse à l’IL-27 ……………………………… 

II – 1 – 3 – Marquage de la surface cellulaire par immunofluorescence ………………….. 

II – 1 – 4 – Analyse phénotypique par cytométrie en flux .………………………………. 

II – 1 – 5 – Mesure de la prolifération ……………………………………………………… 

II – 1 – 6 – Dosage des Immunoglobulines ……………………………………………….. 

II – 1 – 7 – Analyse de l’activité du promoteur du gène Cε (IgE) …………………………… 

II – 1 – 8 – Détection des transcrits germinaux γ1 par RT-PCR ………………………….. 

 

II – 2 – ETUDE CLINICOBIOLOGIQUE DE L’ASTHME ALLERGIQUE A ANNABA …. 

II – 2 – 1 – Patients …………………………………………………………………………... 

II – 2 – 2 – Dosage des IgE sériques totales ……………………………………………… 

II – 2 – 3 – Dosage des IgE sériques spécifiques ………………………………………… 

38 

38 

40 

46 

 

55 

56 

56 

56 

58 

59 

62 

62 

64 

67 

70 

71 

72 

76 

 

78 

79 

81 

82 



 3

A – Mélange de pneumallergènes …………..………………….………….. 

B – Pneumallergènes individualisés ………………………………………… 

C – Mélanges de trophallergènes et trophallergènes individualisés ..…… 

II – 2 – 4 – Dosage de la protéine cationique de l’éosinophile ………………………….. 

II – 2 – 5 – Détermination de l’éosinophilie ………………………………………………... 

II – 2 – 6 – Etude statistique ………………………………………………………………… 

 

Chapitre III – RESULTATS ET DISCUSSION ………………………………….. 

III – 1 – EFFETS DE L’IL-27 SUR LA PRODUCTION ET L’EXPRESSION DES 

IMMUNOGLOBULINES ………………………………………………………………………… 

III – 1 – 1 – Expression du récepteur de l’IL-27……………………………………………. 

III – 1 – 2 – Effets de l’IL-27 sur la commutation isotypique ……………………………… 

III – 1 – 3 – Effet de l’IL-27 sur la différenciation des cellules B en plasmocytes ……… 

III – 1 – 4 – Effet de l’IL-27 sur la production d’IgE ………………………………………... 

III – 2 – SENSIBILISATIONS ALLERGENIQUES ET MARQUEURS CLINIQUES…….  

III – 2 – 1 – Caractéristiques atopiques et hyperréactivité bronchique…………………. 

III – 2 – 2 – Environnement allergénique et sensibilisations …………………………….. 

III – 2 – 3 – Exploration des éosinophiles ………………………………………………….. 

III – 2 – 4 – Etude clinico-biologique ………………………………………………………. 

III – 2 – 5 – Relation de l’âge avec les paramètres biologiques et cliniques …………… 

 

Chapitre IV – CONCLUSION GENERALE ..……………………………………...  

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES……………………………………………………... 

ANNEXE ……..………………………………………………………………………………… 

RESUME ……..…………………………………………………………………………………

82 

84 

87 

88 

89 

89 

 

90 

 

91 

92 

97 

105 

109 

123 

124 

127 

133 

133 

137 

 
 
 
149 

153 

167 

190 



 4

LISTE DES ABRÉVIATIONS : 

Ac: anticorps 
Acm: Anticorps monoclonal 
ADNc: acide désoxyribonucléique 
complémentaire 
Ag: antigène 
AID: activation-induced cytidine deaminase 
AP-1: activating protein 1 
APC: Allophycocyanine 
Arg: Arginine 
ARN: acide ribonucléique 
BCR: B-cell receptor 
BSA: Bovine Serum Albumine 
BSAP: B cell specific activator protein 
C5a: fraction 5a du complément 
CD: cluster of differentiation 
CFTR: cystic fibrosis transmembrane 
regulator 
CG (ou GC): centre germinatif 
CS: class-switching 
CMH: Complexe Majeur d’Histocompatibilité 
CPA: Cellule présentatrice d’antigène 
DC: cellule dendritique 
DMSO: Diméthylsulfoxide 
dNTP: désoxynucléotide triphoshate 
DTT: Dithiothreiol  
EBI3: EBV-induced gene 3 
EBV: Epstein-Barr virus 
ECF: facteur chimiotactique éosinophilique  
ECP: Eosinophil Cationic Protein 
EDN: Neurotoxine  
EDTA: acide éthylène diamine tétraacétique 
EGEA: Etude épidémiologique des facteurs 
génétiques et environnementaux de 
l’asthme 
ELFA: enzyme linked fluorescent assay 
ELISA: enzyme-linked immunosorbent 
assay 
EPO: Peroxydase éosinophilique  
FACS: fluorescence-activated cell sorting 
Fc: Fragment cristallisable 
FITC: Isothiocyanate de fluoresceine  
FL: Fluorecence 
FSC: Forward scatter 
G-CSF: granulocyte colony-stimulating 
factor 
GINA: Global Initiative for Asthma 
GLT: Germline transcription 
Glu: Glutamate 
GM-CSF: granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor 
Gy: Gray 
HLA: human leucocyte antigen 

HRB: hyperréactivité bronchique 
ICAM: InterCellular Adhesion Molecule 
IFN: interféron 
Ig: immunoglobuline 
IL: interleukine 
Jak: Janus kinase 
JNK: c-jun kinase 
kDa: kiloDalton 
Lc: Lymphocyte 
LPS: Lipopolysaccharide 
LT-α: lymphotoxine α) 
Lys: Lysine 
MAPK: mitogen activated protein kinases 
MBP: Major Basic Protein ou MBP 
Met: Methionine 
NCF: facteur chimiotactique neutrophile  
NFAT: nuclear factor of activated T-cells 
NF-κB: nuclear factor κB 
NHEJ: non homologous ends joining 
NIK: NFκB inducing kinase 
NK: natural killer 
OMS: organisation mondiale de la santé 
PAF: Platelet Activating Factor 
PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell 
PBS: Phosphate Buffer Saline 
PCR: polymerase chain reaction 
PE: phycoérythrine  
PGD: prostaglandines 
RAG: recombinase activating gene 
RANTES: regulated on activation, normal T-
cell expressed and secreted 
RT-PCR: reverse transcription-polymerase 
chain reaction 
SAPK: stress activated protein kinases 
Ser: Serine 
SH: somatic hypermutation, ou SH 
SRSA: Slow Reacting Substance of 
Anaphylaxis  
SSC: side scatter 
STAT: signal transducer and activator of 
transcription 
SVF: sérum de veau fœtal 
TCCR: T-cell cytokine receptor 
TCR: T-cell receptor 
TdT: terminal deoxynucleotidyl transferase 
TGF: tumor growth factor 
Th: T helper 
TNF: tumor necrosis factor 
TRAF: TNF-receptor associated factors 
TXA2: tromboxane A2 
Tyk: tyrosine kinase 
VLA-4: Very Late Antigen-4



 5

LISTE DES FIGURES ET DES TABLEAUX :  
 

Chapitre I : Données bibliographiques  

Tableau I : Caractéristiques principales des IgE humaines 

Figure 1 : Structures comparées des immunoglobulines humaines 

Figure 2 : Les récepteurs FcεRI et FcεRII de l’IgE 

Figure 3 : Facteurs impliqués dans la synthèse des IgE 

Figure 4 : Cascade de signalisation déclenchée par l’interaction de CD40 avec son 

ligand CD154 

Figure 5 : Réarrangements V (D) J et recombinaisons de l’ADN. 

Figure 6 : La classification des sous populations B selon la lignée, l’immunophénotype 

et la configuration des gènes des Ig 

Figure 7 : Expression membranaire des Ig au cours de la différenciation des Lc B 

Figure 8 : Régulation de l’inflammation asthmatique par les cytokines Th2 

Figure 9 : Activation de la signalisation Stat1 et Stat3 par l’IFNγ, l’IL-6, l’IL-10 et l’IL-27. 

Figure 10 : Développement de la réponse TH1 et implication de l’IL-27 

Tableau II : Les gènes liés à l’asthme, l’hyperréactivité bronchique et l’atopie 

Figure 11 : Sensibilisation (1) et induction de l’inflammation allergique (2). 

Tableau III : Propriétés des protéines des granulations secondaires de l’éosinophile 

humain 

Figure 12 : Processus de migration trans-endothéliale et domiciliation des cellules 

inflammatoires 

Figure 13 : Rôle des éosinophiles dans l’anatomo-pathologie de l’asthme 

 

 

 



 6

Chapitre II : Matériel et méthodes  

Figure 14 : Purification des cellules par sélection positive en utilisant un tri magnétique 

préparatif 

Figure 15 : Schéma de fonctionnement d'un trieur de cellules 

Figure 16 : Isolement des cellules B par la procédure des Rosettesep® 

Figure 17 : Le système de culture de cellules B in vitro dépendant de CD40L   

Figure 18 : Spectres d’absorption et d’émission des fluorochromes FITC, PE et APC 

Figure 19 : Principe de l’analyse en cytométrie en flux.  

Figure 20 : Activation du promoteur en tandem avec la traduction du gène rapporteur de 

la luciférase 

Figure 21 : Réactions chimiques responsables de la luminescence 

Figure 22 : Principe du dosage des IgE spécifiques par Immulite 2000 (DPC) 

Figure 23 : Etapes du dosage des IgE spécifiques (Immulite 2000) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 7

Chapitre III : Résultats et discussion 

Figure 24 : Analyse par cytométrie en flux de l’expression des sous unités (TCCR et 

gp130) du récepteur de l’IL-27 sur les cellules B naïves (CD19+CD27-) du sang de 

cordon (A) et les cellules B naïves (CD27-) et mémoires (CD27+) de la rate (B).  

Figure 25 : Expression des sous unités (TCCR et gp130) du récepteur de l’IL-27 par les 

cellules B du sang de cordon.  

Figure 26 : Prolifération des cellules B du sang de cordon, activées avec l’anticorps 

monoclonal anri-CD40, sous l’effet de doses croissantes d’IL-27. 

Figure 27 : Analyse cytométrique des cellules B spléniques naïves et mémoires avant et 

après le tri.  

Figure 28 : Effet de doses croissantes d’IL-27r sur la production des IgG1, IgG2, IgG3 et 

IgG4 par les cellules B spléniques naïves (CD19+CD27-).  

Figure 29 : Production des IgG par les cellules B spléniques naïves CD19+CD27-IgGs- 

activées en absence et en présence de 10 ng/ml d’IL-27r ou d’IL-21r. 

Figure 30 : Production d’IgG par les cellules B naïves (CD19+CD27-) du sang de cordon 

stimulées avec l’anticorps monoclonal anti-CD40 en présence ou en absence de l’IL-27.  

Fig. 31 : Effet de l’IL-27 et de l’IL-21 sur l’expression du germline γ1 par les cellules B 

CD19+ 

Figure 32 : Effets de l’IL-27, l’IL-21 et l’IL-10 sur l’expression des marqueurs 

membranaires (IgGs, IgDs, CD20 et CD38). 

Figure 33 : Effets comparatifs de l’IL-27 sur la variation du pourcentage de cellules B 

exprimant les marqueurs de surface suivants : CD38, IgDs, IgGs, CD20 et CD27. 

Figure 34 : Effet de l’IL-27 sur la production d’IgE par les cellules B humaines naïves 

(CD19+CD27-) spléniques (A) et du sang de cordon (B).  

Figure 35 : Expression du récepteur de l’IL-27 sur les cellules BL2 clone 20 



 8

Figure 36 : Effet de l’IL-27 sur l’activité du promoteur du germline Cε dans les cellules 

BL-2 clone 20 déterminé par le test luciférase.  

Tableau IV : Descriptif des patients : Sévérité de l’asthme et principales manifestations 

atopiques 

Figure 37 : Répartition des antécédents d’atopie dans la population générale et dans le 

groupe d’enfants atopiques 

Figure 38 : Exploration de l’environnement intérieur des enfants : A : animaux 

domestiques ; B : humidité ; C : tabagisme passif 

Figure 39 : Sensibilisations allergéniques observées 

Figure 40 : Fréquence des allergènes alimentaires en cause 

Figure 41 : Variation des taux sériques d’IgE totales en fonction du nombre de 

sensibilisations connues des enfants 

Figure 42 : Variation des taux sériques d’ECP en fonction du nombre de sensibilisations 

connues des enfants 

Figure 43 : Variation des scores cliniques selon l’existence ou non de l’atopie 

Tableau V : Valeurs au dessus de la valeur normale selon la tranche d’âge 

Figure 44 : Variation de la moyenne d’âge par palier GINA 

Figure 45 : Répartition des symptômes atopiques associés à l’asthme dans la 

population générale selon la tranche d’âge 

 

 

 



 9

INTRODUCTION 

 

L’immunoglobuline E est le principal anticorps impliqué dans le déclenchement de la 

réaction allergique de type immédiat, tel que l’asthme allergique. Ces anticorps sont 

synthétisés et sécrétés par des plasmocytes, descendants des lymphocytes B activés 

par l’allergène. Deux signaux sont requis pour la commutation isotypique vers cette 

classe d’immunoglobuline : l’un délivré essentiellement par les récepteurs CD40 et 

l’autre par des récepteurs de cytokines. L’engrènement des récepteurs CD40 du 

lymphocyte B et de leurs ligands (CD154 ou CD40L, induits sur le  lymphocyte T activé) 

déclenche la machinerie de recombinaison (Vercelli & Geha, 1991). Cependant, le 

signal CD40 n’a pas (ou peu) d’action directive : c’est aux cytokines que revient la 

spécification de la classe qui va commuter. Ainsi, deux cytokines interviennent plus 

particulièrement dans ce système : L’IL-4 (produit par les Lc Th2) potentialise la 

synthèse de l’IgE alors que l’IFN-γ (produit par les Lc Th1) l’inhibe. Un déséquilibre 

entre les deux sous-populations Th1 et Th2 semble donc à l’origine de la synthèse 

accrue des IgE chez les individus allergiques (Pène et al., 1989). Cependant, il existe 

d’autres cytokines qui auraient des effets régulateurs positifs ou négatifs. Parmi 

lesquelles notre choix a porté sur l’IL-27, cytokine appartenant à la famille de 

l’interleukine 12, à effets pléiotropiques ayant des fonctions immunorégulatrices 

importantes, dont l’effet inhibiteur sur la synthèse de l’IgE en augmentant celle de 

l’IgG2a a été démontré dans un modèle d'asthme induit expérimentalement chez la 

souris (Miyazaki et al., 2005).  

 

Ainsi, notre projet de thèse a consisté dans un premier temps à étudier la production, in 

vivo, des IgE (ainsi que les sous-classes d’IgG) dans une culture de lymphocytes B 
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humains. Nous avons analysé d’abord en premier l’expression du récepteur de l’IL-27 

dans les cellules B humaines afin de pouvoir ensuite évaluer son rôle potentiel dans la 

production des Ig. Nous avons étudié l’effet de cette interleukine sur le phénomène de 

commutation de classe et de la différenciation et prolifération des cellules B stimulées 

via le CD40 et activées par cette interleukine, en utilisant comme outil principal la 

cytométrie en flux. En parallèle, et afin d’évaluer la spécificité des résultats obtenus, 

nous avons comparé les effets de l’IL-27 à ceux de l’IL-21 qui induit un switch vers la 

production des IgG1 et augmente la production de l’IgE induite par l’IL-4. 

 

Dans un deuxième temps, notre travail de thèse étant axé essentiellement sur la 

synthèse des IgE, nous avons abordé ce thème en aval en étudiant in vivo les IgE 

témoins de sensibilisations allergéniques responsables de l’asthme allergique dans une 

population pédiatrique à Annaba (Côte Est Algérienne). Dans cette partie de notre projet 

de thèse, notre objectif a été d’explorer certains facteurs environnementaux 

allergéniques impliqués dans la génèse de l’asthme, responsables de l’activation 

mastocytaire et la libération de médiateurs donnant lieu à une hyperréactivité 

bronchique en recherchant les sensibilisations aux principaux pneumallergènes et les 

sensibilisations alimentaires. Ensuite, il nous a paru utile d’évaluer les paramètres 

immunologiques proposés comme biomarqueurs  de l'activité de l’asthme tels que les 

IgE sériques, l'éosinophilie et l’ECP, ceci sur la population totale et en fonction de l’âge. 

Nous avons évalué leur  relation avec les paramètres cliniques : comme la gravité de 

l’asthme, l’existence de manifestations atopiques familiales et personnelles associées à 

l’asthme et l’ancienneté de la maladie.  
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Ainsi, dans cette étude, nous commençons par une revue de la littérature à travers un 

premier chapitre comportant des données bibliographiques dans lequel nous présentons 

les aspects fondamentaux de la synthèse des IgE par les Lc B, en identifiant les 

facteurs qui initient, intensifient et modulent ce processus; puis en abordant les aspects 

appliqués et cliniques de cette production d’anticorps dans le cadre de la 

physiopathologie de l’asthme allergique. Par la suite, dans un second chapitre nous 

mettons en valeur les différentes étapes méthodologiques adoptées au cours de notre 

travail de recherche et enfin dans le troisième chapitre nous étayons les principaux 

résultats de notre recherche comparés à ceux de la littérature.  
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I – 1 – ASPECTS FONDAMENTAUX DE LA SYNTHESE DES IgE: 

I – 1 – 1 – Les immunoglobulines E : 

A – Caractéristiques biochimiques et structurales : 

Découvertes simultanément en 1967 par Ishizaka et al (Ishizaka & Ishizaka, 1967) et 

Johansson et al (Johansson, 1967), les IgE sont des glycoprotéines de 190 kDa de 

masse moléculaire, composées de 2 chaînes lourdes et 2 chaînes légères.  

La structure des IgE est comparable à celle des autres isotypes d'immunoglobulines 

(figure 1). À l'instar des IgM, elles comportent 4 domaines constants, alors que les IgG, 

les IgA et les IgD n'en possèdent que trois.  

Les domaines variables confèrent la spécificité antigénique, et les domaines constants 

sont spécifiques de l'isotype IgE (Cε). Ces domaines forment la partie C-terminale de 

l'IgE et représentent la région de fixation sur un récepteur spécifique.  

Les principales caractéristiques des IgE sont résumées dans le tableau I (Holgate & 

Church, 1993).  

Tab. I : Caractéristiques principales des IgE humaines 

Caractéristiques principales des IgE humaines 

Distribution cellulaire  Lymphocytes B après commutation et 
sélection 

Sous unités structurales (nombre d’acides 
aminés) 

2 chaînes légères (kappa ou lambda) 
2 chaînes lourdes ε (556 pour l’IgE MD) 

Modifications post-transcriptionnelles Glycosylation en 6 endroits 

Isoformes IgE secrétées libres (IgE) 
IgE liées aux membranes (mIgE) 

Régulation 

IL-4 : commutation (switching) 
FcεR2 des LcB : sélection (prolifération 
cellulaire) 
Facteurs inconnus : épissage pour générer 
des IgE ou des m IgE 
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Fig. 1 : Structures comparées des immunoglobulines humaines 
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B – Propriétés et taux physiologiques : 

La concentration sérique des IgE circulantes est de l'ordre de 0,4 mg/l (Roitt et al., 

1985). À la différence des autres immunoglobulines, les dosages d'IgE totales sont 

exprimés en unités internationales (1 UI = 2,4 ng), par rapport à un étalon préparé par 

l'OMS. Les limites de détection varient entre 0,1 et 2 kUI/l. La concentration sérique des 

IgE totales est influencée par l'âge, l'ethnie, la saison, la consommation tabagique ou le 

statut immunitaire. Par ailleurs, il est probable que la fraction circulante des IgE ne 

reflète pas suffisamment l'ensemble des immunoglobulines fixées, pour la plupart, à la 

surface des mastocytes par des récepteurs de haute affinité.  

 

De très nombreuses pathologies peuvent être responsables d'une élévation parfois très 

importante des IgE totales telles qu’une parasitose ou une allergie (encore appelée 

hypersensibilité de type I), ou enfin une immunodéficience portant sur les lymphocytes 

T, comme pour une virose ou une maladie de Hodgkin.  

L'étude de la réponse spécifique à IgE, in vivo ou in vitro, semble être le meilleur moyen 

d'étudier l'allergie dans les populations. Sur le plan pratique, deux méthodes sont 

utilisables :  

 

- Le dosage d'IgE spécifiques de tel ou tel allergène par des techniques 

d’immunoanalyse.  

- Les tests cutanés permettent de reproduire localement la réponse à IgE et 

mettent en jeu les IgE fixées sur les mastocytes.                  
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I – 1 – 2 – Les Récepteurs à IgE : 

Les récepteurs spécifiques de l’IgE sont présents à la surface de cellules impliquées 

dans les phénomènes allergiques. La majorité des cellules infiltrant la muqueuse 

bronchique expriment l’un des deux types de récepteurs spécifiques pour les IgE, le 

FcεRI ou le FcεRII, voir figure 2 (Holgate & Church, 1993).  

A – Le récepteur FcεRI : Ce récepteur, dit de haute affinité, est essentiellement 

exprimé à la surface des mastocytes et des polynucléaires basophiles, mais aussi sur 

les cellules de Langerhans. Lors d'un second contact, l'allergène est reconnu par les IgE 

déjà présentes sur ces cellules, ce qui induit une dimérisation des récepteurs, il en 

résulte une activation cellulaire rapide, se traduisant par une dégranulation et la 

libération de médiateurs induisant des effets délétères sur la muqueuse bronchique, le 

tissu cutané et les vaisseaux (Chanez et al., 2005). Les zones d’interaction des acides 

aminés de la molécule d'IgE impliqués dans la liaison au récepteur FcεRI sont situés 

dans 3 boucles du troisième domaine constant CH3 et comportent Arg-408, Ser-411, 

Lys-415, Glu-452, Arg-465, et Met-469.  

B – Le récepteur FcεRII : Ce récepteur est également appelé CD23, et s’exprime de 

façon constitutive sur les Lc B et est induit sur les diverses cellules hématopoïétiques 

dont les cellules T et B, les monocytes/macrophages, les éosinophiles, et les plaquettes. 

L’IL-4 semble être la majeure cytokine capable d’induire l’expression du CD23 à la 

surface des monocytes/macrohages et des éosinophiles. L’action de l’IL-4 sur les 

lymphocytes B naïfs induirait la production d’IgE via des mécanismes impliquant le 

CD23. Cette dernière molécule n’appartient pas à la famille des immunoglobulines mais 

est une glycoprotéine présentant un degré d’homologie avec plusieurs lectines 

animales.
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Fig. 2 : Les récepteurs FcεRI et FcεRII de l’IgE  

 

I – 1 –  3 – Biosynthèse des immunoglobulines E :  

La synthèse des IgE débute dès la 11ème semaine de vie intra-utérine mais, en raison de 

la forte activité T-suppressive du fœtus, le taux d’IgE dans le sang de cordon est en 

général très faible (inférieur à 2,4 ng/ml). Le taux des IgE augmente ensuite 

progressivement jusqu’à la puberté, puis il décroît jusqu’à l’âge de 30 ans et reste en 

plateau. Cette synthèse des IgE se fait essentiellement dans les tissus lymphoïdes 

proches des surfaces muqueuses des tractus respiratoires et digestifs.  
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A – Signalisation moléculaire :  

Lorsque la cellule présentatrice de l’antigène (CPA) rencontre l’allergène, elle procède à 

son internalisation, sa dégradation et peut alors présenter les peptides antigéniques par 

l’intermédiaire du CMH de classe II (Lanzavecchia, 1985) aux lymphocytes TH2 qui 

sécrètent des cytokines (notamment l’IL-4). Le complexe antigène-CMH-II résultant 

permettra la coopération consécutive du lymphocyte T activé qui présente l’antigène aux 

lymphocytes B. Ainsi, la mise en place d’interactions membranaires directes de type 

ligand-récepteur entre le LcT et le LcB enclencheront le processus de diversification des 

gènes des Ig, la maturation d’affinité et le développement d’une réponse humorale 

efficace (Bishop & Hostager, 2001), voir figure 3 (Geha, 2003). 

 

Les protéines appartenant à la superfamille du TNF et de ses récepteurs TNF-R (TNF-

receptor) sont des acteurs essentiels de cette coopération B-T. Particulièrement, la 

paire formée par CD40, un récepteur membranaire glycoprotéique d’environ 280 a.a., 

exprimé constitutivement par le lymphocyte B, les cellules de Langerhans et les cellules 

épithéliales thymiques, ainsi que son ligand CD154 (CD40L), molécule membranaire 

d’environ 260 a.a, exprimée transitoirement par le lymphocyte T activé, jouent un rôle 

central (Bishop & Hostager, 2003). Les effets pléiotropiques induits à la suite de 

l’engagement de CD40 par son ligand coïncident avec l’activation de nombreux facteurs 

nucléaires activateurs de transcription dont, entre autres, NFκB (nuclear factor κB), 

NFAT (nuclear factor of activated T-cells), BSAP (B cell specific activator protein), AP-1 

(activating protein 1), et les membres de la famille des STAT (signal transducers and 

activators of transcription), voir figure 4. L’activation de ces facteurs de transcription est 

elle-même reliée au déclenchement préalable de voies de signalisation impliquant des 

protéines kinases au nombre desquelles se trouvent les SAPK (stress activated protein  
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Fig. 3 : Facteurs impliqués dans la synthèse des IgE 
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Fig. 4 : Cascade de signalisation déclenchée par l’interaction de CD40 avec son 

ligand CD154. 
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kinases) p38 et JNK (c-jun kinase), des MAPK (mitogen activated protein kinases) 

comme NIK (NFκB inducing kinase) et les protéines tyrosines kinases Lyn, Syk et Fyn 

(Bishop & Hostager, 2001, , 2003) (Faris et al., 1994). Les mécanismes exacts à partir 

desquels CD40 initie ces différentes voies de signalisation demeurent cependant 

largement spéculatifs. Le récepteur est dépourvu d’activité enzymatique intrinsèque et 

assure la propagation de son signal grâce au recrutement de protéines adaptatrices, les 

TRAF (TNF-receptor associated factors, au nombre de 6) en analogie avec les autres 

membres de la famille des TNF-R, de même qu’en interagissant avec la tyrosine kinase 

JAK3 (janus kinase) (Grammer & Lipsky, 2000) (Lam & Sugden, 2003). 

Ainsi, une fois engagé par son ligand, CD40 forme un complexe homotrimérique et 

provoque le recrutement des TRAF du cytoplasme vers la membrane cellulaire par 

l’intermédiaire des radeaux lipidiques (Bishop & Hostager, 2003).  

Deux motifs de fixation des TRAF ont été identifiés dans la queue cytoplasmique de 

CD40. La voie de signalisation de CD40 la mieux caractérisée à ce jour est sûrement 

celle menant de l’engagement du récepteur à l’activation du facteur de transcription 

NFκB. Ce dernier est notamment responsable de l’induction de la protéine CD80 et, à 

un moindre degré, de CD23, CD95 et CD54 et de la sécrétion d’Ig. Son activation 

résulterait de l’interaction de CD40 avec TRAF2, TRAF5, TRAF6 (Rothe et al., 1995) et 

possiblement aussi de la participation de la MAPK NIK (Garceau et al., 2000).  

D’un autre côté, l’association constitutive de CD40 avec JAK3, permettant l’activation 

des STAT, est impliquée dans l’induction de CD23, CD54 et la sécrétion de LT-α 

(lymphotoxine α) (Hanissian & Geha, 1997). L’issue de la signalisation via CD40 varie 

cependant selon le stade de différenciation de la cellule B. Ainsi une inhibition dans la 

sécrétion des Ac ou parfois même l’apoptose peuvent résulter de l’engagement du 

récepteur, notamment chez les B mémoires (Fecteau & Neron, 2003). 
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B – Etapes de maturation des Lc B : 

La différenciation B commence lorsque des cellules souches deviennent des cellules 

pro-B qui expriment à leur surface un marqueur spécifique le CD44. La prolifération et la 

différenciation des cellules pro-B en cellules pré-B requièrent le microenvironnement 

produit par les cellules stromales de la moelle osseuse. Les cellules stromales jouent 

deux rôles importants : elles interagissent directement avec les cellules pro-B et pré-B, 

elles sécrètent des cytokines variées.  

Chez l’homme, l’information nécessaire à la synthèse des immunoglobulines est 

retrouvée sur les chromosomes 14 (chaîne lourde), 2 et 22 (chaînes légères κ et λ). En 

particulier, le domaine variable des chaînes H et L est codé par différents segments non 

adjacents et présents en copies multiples sur le chromosome : V (variabilité), D 

(diversité, spécifique à la chaîne H) et J (jonction) (Cook & Tomlinson, 1995) (Matsuda 

et al., 1998).  

L’expression d’une molécule complète d’Ig à la surface de la cellule est tributaire de 

l’assemblage, vraisemblablement aléatoire, de ces différents segments via un 

processus de recombinaison de l’ADN germinal: d’abord un réarrangement D-J, suivi du 

réarrangement d’un gène V au D-J préalablement réarrangé, puis de leur jonction à un 

domaine constant des chaînes H (Cδ pour IgD ou Cε pour IgE) et des chaînes L (Cκ et 

Cλ), voir figure 5. 

Ainsi, dans un précurseur lymphoïde B de la moelle osseuse ou du foie foetal, il y a 

expression des enzymes RAG1 et RAG2 (recombination activating genes), qui initient le 

processus de recombinaison par le clivage double brin de l’ADN cible et la formation de 

structures en tête d’épingle. À ce stade sont recrutées les protéines du complexe de 

réparation des coupures d’ADN avec brins non homologues (non homologous ends 

joining, ou NHEJ) dont l’expression cellulaire est ubiquitaire. 
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Fig. 5 : Réarrangements V (D) J et recombinaisons de l’ADN. 
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Ces dernières seront responsables de la jonction des brins générés par les RAG. 

L’enzyme TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase) ajoute à la diversité combinatoire 

en catalysant l’addition aléatoire de nucléotides au site de jonction, engendrant ainsi la 

diversité jonctionnelle. La recombinaison V(D)J étant un processus ordonné, la cellule 

procède dans un premier temps au réarrangement de la chaîne lourde puis, en cas de 

succès, à celui de la chaîne légère.  

Quand, en conjonction avec un lymphocyte T activé spécifique, les Lc B présentent 

l’antigène reconnu par l’immunoglobuline membranaire (Lanzavecchia, 1985), ils 

deviennent eux-mêmes activés, prolifèrent (Liu et al., 1991), et voient alors deux options 

se présenter : 

o D’une part, une minorité de lymphocytes B activés retourne dans un 

follicule, déclenchant la formation d’un centre germinatif (GC) qui 

permettra la génération de cellules B mémoires et de plasmocytes à 

longue vie, sécréteurs d’anticorps de haute affinité (Jacob & Kelsoe, 

1992). Morphologiquement, ces lymphocytes B sont de petite taille et 

quiescents (Pascual et al., 1994). Structurellement, les centres germinatifs 

se divisent en deux compartiments principaux (Feuillard et al., 1995) 

(Kuppers et al., 1993) (Pascual et al., 1994):  

 La zone foncée (dark zone ou DZ) où les lymphocytes B fondateurs 

ayant été activés par l’antigène (IgM+IgD+CD38+) (Lebecque et al., 

1997) se différencient en centroblastes (IgD-CD38+CD77+CD44-) et 

sont soumis à un cycle d’expansion clonale intense (Liu et al., 

1991). À ce stade est activé le processus d’hypermutation 

somatique (somatic hypermutation, ou SH), lequel mène à 
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l’introduction aléatoire et progressive de mutations ponctuelles dans 

les régions variables (VH et à un moindre degré  VL  (Klein et al., 

1998) des gènes codant les immunoglobulines.  

 La zone claire (light zone , LZ), pourvue d’un réseau de cellules 

folliculaires dendritiques et de quelques lymphocytes T CD4+, où 

migrent les clones mutants ayant achevé le cycle de prolifération 

cellulaire et subséquemment différenciés en centrocytes (IgD-

CD38+CD77-) (MacLennan & Liu, 1991), voir figure 6. Ces derniers 

sont également soumis au processus de CS (Liu et al., 1996) et 

peut achever sa différenciation vers le stade de cellule effectrice, 

soit plasmocyte ou B mémoire, et quitter le centre germinatif. 

À leur sortie de la moelle osseuse, les lymphocytes B matures mais 

encore naÏfs (IgM+IgD+CD38-) transitent par la voie sanguine et vont 

coloniser les follicules primaires des organes lymphoïdes secondaires 

(rate, amygdales, ganglions lymphatiques, tissus lymphoïdes non 

encapsulés) entre lesquels ils re-circulent activement via le sang et la 

lymphe (Butcher & Picker, 1996). 
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Fig. 6 : La classification des sous populations B selon la lignée, 

l’immunophénotype et la configuration des gènes des Ig 
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o D’un autre côté, ils peuvent former localement un foyer de prolifération 

extra-folliculaire où ils se différencient rapidement en plasmocytes à courte 

durée de vie, sécrétant des anticorps de faible affinité. Dans ces foyers B-

blastiques, les cellules peuvent être soumises au processus de 

commutation isotypique (class-switching, ou CS) des chaînes lourdes des 

Ig, grâce auquel devient possible la substitution de la chaîne lourde (CH) 

des Ig, donc la sécrétion d’anticorps de classe et de fonctionnalité 

différente (IgG, IgA ou IgE), sans altération toutefois de la spécificité pour 

l’antigène (Toellner et al., 1996), voir figure 7. 

 

Il existe à la surface de ces diverses sous-populations lymphocytaires des marqueurs 

membranaires spécifiques qui permettent leur identification et leur séparation. Ainsi, le 

récepteur cellulaire CD27, membre de la famille des TNF-R à l’instar de CD40 joue, 

comme ce dernier, un rôle pivot dans la différenciation terminale du lymphocyte B à 

l’issue de la réponse des GC. CD27 est exprimé spécifiquement à la surface des 

lymphocytes B dotés de gènes des Ig hypermutés et, à ce titre, il a été désigné comme 

un marqueur spécifique des B mémoires (Agematsu, 2000).  

 

Similairement à CD40, l’engagement de CD27 par son ligand, CD70, retrouvé à la 

surface des lymphocytes T mais aussi sur les lymphocytes B, favorise la sécrétion 

importante d’Ig de toutes classes confondues (Agematsu et al., 1997). Toutefois, alors 

que CD40 induit préférentiellement la différenciation vers la stade de B mémoire (Arpin 

et al., 1995), CD27 préside la différenciation plasmocytaire (Jacquot et al., 1997).  
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               Fig. 8 : Régulation de l’inflammation asthmatique par les cytokines Th2. 
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Figure 7 : Expression membranaire des Ig au cours de la différenciation des Lc B
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Ces caractéristiques phénotypiques rendent alors possible la discrimination physique 

des populations de lymphocytes B grâce à la justesse de la cytofluorométrie. Aussi, 

quelle que soit la cellule isolée, et sur la base de l’expression différentielle des 

marqueurs phénotypiques et la configuration des gènes des Ig, il est désormais possible 

d’établir précisément son stade de développement et les événements moléculaires qui 

ont jalonné sa différenciation. 

 

I – 1 – 4 – Modulation cytokinique de la commutation isotypique : 

Seule une combinaison de cytokines n’induit pas la production d’IgE par une population 

très pure de lymphocytes B, indiquant que les signaux de co-stimulation additionnels 

provenant des Lc T sont nécessaires à la commutation vers les IgE (Jabara et al., 

1990). C’est ainsi que l’importance de l’interaction CD40/CD40L dans l’induction de la 

commutation isotypique IgE est montrée, in vivo, grâce à un déficit immunitaire 

concernant une mutation sur le gène CD40L. Les patients atteints présentent un 

syndrome hyper-IgM et de très faibles quantités d’IgG, IgA et IgE sériques (Korthauer et 

al., 1993). Néanmoins, la synthèse d’IgE est modulée par plusieurs lymphokines qui, 

vraisemblablement, agissent sur des stades ultérieurs de la maturation des lymphocytes 

B. Parmi celles-ci, l'IL-3, l’IL-5, l’IL-6, l’IL-9 et le TNF-α induisent tous une augmentation 

de la synthèse d’IgE in vitro alors que l’IL-2, l’IL-8, l’IL-10 et le TGF-β en sont inhibiteurs.  

Toutefois, les cytokines les plus importantes sont :  

 

A – Les interleukines 4 et 13 : La cytokine clé, essentiellement produite par les 

lymphocytes T activés, et causant la commutation isotypique en IgE, est l’IL-4 (Snapper 

& Paul, 1987) (Jabara et al., 1988) (Pène et al., 1988a) (Pène et al., 1988b) (Lundgren 

et al., 1989) (De Waal Malefyt et al., 1995), voir figure 8. Plus récemment, l’IL-13 a été 
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décrite comme étant capable d’induire la synthèse d’IgE indépendamment de l’IL-4 

(Punnonen et al., 1993). Toutefois, in vivo, l’IL-13 n’est pas capable de remplacer l’IL-4 

chez la souris déficiente en IL-4 (Kopf et al., 1993). En 1994, des expériences sur des 

lymphocytes B immatures humains, montrent que l’IL-13, qui partage de nombreuses 

fonctions biologiques avec l’IL-4, certainement parce que leur deux récepteurs partagent 

une structure commune (la chaîne α) (Aversa et al., 1993) et utilisent la même voie de 

transduction (STAT 6), induit la prolifération des cellules B, la commutation isotypique et 

la production d’Ig, dont les IgG4 et les IgE, en présence de lymphocytes TCD4+. 

Comme d’autres cytokines TH2, l’IL-4 présente des propriétés anti-inflammatoires et 

inhibe fortement la production des cytokines pro-inflammatoires.   

 

B – L’interleukine 10 : L’IL-10 partage tous les effets anti-inflammatoires de l’IL-4 et de 

l’IL-13, modulant la production par les monocytes et les granulocytes de certaines 

cytokines pro-inflammatoires ainsi que de chimiokines. Elle inhibe la synthèse par les 

macrophages de médiateurs de l’inflammation. Dans l’allergie, il est notable que l’IL-10 

exerce divers effets sur la production d’IgE. Etudiée sur une population de lymphocytes 

dérivés du sang périphérique de patients allergiques aux acariens, la synthèse d’IgE, 

induite par l’allergène, est augmentée par l’IL-10 (Kawano & Noma, 1995). Dans les 

lavages bronchoalvéolaires de patients asthmatiques, les niveaux d’IL-10 sont plus bas 

que ceux des sujets contrôles. Simultanément, une expression réduite d’IL-10 a été 

soulignée dans les PBMC de patients atopiques (Borish et al., 1996).  
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C – L'interféron-γ : L’IFN-γ est produit par de nombreux types cellulaires: lymphocytes 

T CD4+ mais aussi CD8+, natural killer (NK) (Trinchieri, 1989) et éosinophiles 

(Lamkhioued et al., 1995). En rapport avec la réaction allergique, le rôle de l’IFN-γ est 

assez complexe. Plutôt protecteur par son action sur les lymphocytes B et sur la 

commutation isotypique, il pourrait aggraver l’inflammation locale par son action pro-

inflammatoire. En effet, sur les lymphocytes B, l’IFN-γ agit en opposition avec l’IL-4. il 

inhibe leur prolifération (Mond et al., 1985), l’expression du récepteur de basse affinité 

pour les IgE (CD23) induite par l’IL-4 (Defrance et al., 1987; Hudak et al., 1987). Au 

niveau de la commutation isotypique, l’IFN-γ inhibe de façon spécifique la production 

d’IgE et d’IgG1 et stimule celle des IgG2a in vitro (Thyphronitis et al., 1989; De Waal 

Malefyt et al., 1995), et in vivo chez la souris (Finkelman et al., 1988).  

 

D – L’interleukine 27 : il s’agit d’un nouveau membre appartenant à une famille de 

cytokines structurellement reliés qui inclut également l’IL-12 et l’IL-23 (Pflanz et al., 

2002). Cette cytokine hétérodimérique est  composée de deux chaînes : 

- une protéine glycosylée de 33 kDa : l’EBI3, 

- une protéine de 28 kDa  

Ces deux chaînes sont homologues aux sous unités p40 (Devergne et al., 1996) et p35 

de l'IL-12 (Pflanz et al., 2002; Brombacher et al., 2003) respectivement. 

Elle est sécrétée, chez l’homme, par les cellules présentatrices de l’antigène activées 

(Pflanz et al., 2002; Larousserie et al., 2004; Larousserie et al., 2005), telles que : 

- Les monocytes, 

- Les macrophages  

- Les cellules dendritiques dérivant des monocytes (de type myéloïdes), 

- Les cellules endothéliales. 
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Le complexe fonctionnel du récepteur responsable de la transduction du signal de l’IL-

27 se compose de deux chaînes (Pflanz et al., 2002; Pflanz et al., 2004) : 

- La sous unité TCCR (également connus sous le nom de WSX-1) qui est 

essentielle pour l’initiation des réponses immunes de type Th1, elle ne lie pas l’IL-

12, ni ne s’associe avec les chaînes composant l’IL-12R. 

- La sous unité gp130 : qui est partagé par plusieurs cytokines de la famille de l’IL-

6 (Kichimoto, 2005).  

Le récepteur de l’IL-27 se retrouve au niveau de plusieurs cellules dont principalement : 

- Les cellules Th1 

- Les cellules B activées 

- Les cellules NK 

- Les cellules NKT 

- Les monocytes 

- Les mastocytes 

- Les cellules de Langerhans 

- Les cellules endothéliales 

 

L’IL-27, en se liant à son récepteur, semble induire une cascade de signaux Jack/STAT 

en induisant la phosphorylation de Jak1, STAT1, STAT3, STAT4 et STAT5 dans les 

cellules T, STAT1 et STAT3 dans les monocytes et STAT3 dans les mastocytes, voir 

figure 9 (Pflanz et al., 2002; Villarino et al., 2004). 
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Fig. 9 : Activation de la signalisation Stat1 et Stat3 par l’IFNγ, l’IL-6, l’IL-10 et l’IL-27 
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Les résultats de plusieurs études ont montré, in vivo et in vitro, les effets pleiotropiques 

de l’IL-27 qui parait avoir des fonctions immunorégulatrices importantes en tant que 

cytokine pro- et anti-inflammatoire : la déviation immune TH1 étant due en partie à 

l’induction du T-bet, un facteur de transduction qui agit sur les gènes impliqués dans la 

réponse TH1, et les propriétés anti-inflammatoires étant communes aux membres de la 

famille des interleukines IL-6/IL-12 dont fait partie l’IL-27. 

o Initialement, certaines études réalisées chez la souris ont montré le rôle pro-

inflammatoire de l’IL-27 qui, par synergie avec l’IL-12, induit la production d'IFN-

γ par les cellules NK et les cellules T naïves humaines CD4+, et contribue ainsi 

à leur prolifération et polarisation précoce en cellules Th1 (Pflanz et al., 2002). 

o D’autres expériences chez la souris ont précisé que la liaison du récepteur de 

l’IL-27 active le signal de transduction dans les cellules T naïves CD41 en 

induisant un phénotype TH1, voir figure 10 (Trinchieri, 2003). L’addition de l’IL-

27 recombinante aux cellules T naïves en culture sous des conditions favorisant 

le profil TH2 aurait pour résultat, d’une part la diminution de l’expression du 

GATA-3, un important facteur de transcription pour le développement TH2, 

d’autre part la diminution de la production de l’IL-4. La diminution des cytokines 

TH2 causé par l’IL-27 est le résultat de l’inhibition de l’induction des cellules 

TH2. Ces résultats suggèrent que l’IL-27 peut jouer un double rôle dans le 

développement des cellules T et la réponse immune en stimulant la production 

des réponses TH1 en inhibant les réponses inflammatoires TH2. Ces propriétés 

peuvent indiquer le potentiel de cette cytokine dans la thérapie de l’asthme 

allergique (Steinke & Borish, 2006). 

 



 36

 

 

 

 

 

Fig. 10 : Développement de la réponse TH1 et implication de l’IL-27 
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Le rôle de cette interleukine sur les cellules B demeure encore inconnu. Ainsi, bien 

qu'aucune information sur l’implication de l’IL-27 dans la production d'Ig humaines n'ait 

été rapportée jusque là, il a cependant été montré que : 

o L'expression des sous-unités du récepteur à l’IL-27 est fortement régulée 

durant la différenciation de cellules B humaines. Ceci impliquerait que les 

effets modulés par l’IL-27 varient selon l’étape de la différentiation des Lc 

B (Larousserie et al., 2006). 

o Dans un modèle d'asthme induit expérimentalement chez des souris 

déficiente en récepteur WSX-1-/-, l’ovalbumine provoque l’augmentation du 

taux d'IgE sériques par rapport aux souris de type sauvage (Miyazaki et 

al., 2005), ce qui permet de conclure que l’IL27 a un effet inhibiteur sur la 

synthèse de l’IgE (Yoshimoto et al., 2004).  

o L’IL-27 induit la commutation de classe d'IgG2a dans les cellules 

spléniques activées par le LPS ou dans des cellules B de souris activées 

via l’anti-CD40, et empêche la commutation de la classe IgG1 induite par 

l‘IL-4 (Yoshimoto et al., 2004). Il s’agit donc d’un facteur de commutation 

spécifique pour la production des IgG2a par les lymphocytes B murins 

(Chen et al., 2000) qui présenteraient la plus grande homologie 

fonctionnelle avec les IgG1 humaines.  

o Chez l’homme, l’IL-27 induit une augmentation des IgG1 produites par les 

splénocytes, mais rien de concluant avec les cellules B purifiées et le 

PBMC.  
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I – 2 – ASPECTS APPLIQUES ET CLINIQUES DE LA SYNTHESE DES 

IgE DANS L’ASTHME ALLERGIQUE : 

L’aptitude génétique particulière à produire des IgE en excès constitue un caractère 

héréditaire appelé « atopie » dont l’importance ainsi que l’incidence de l’environnement 

contribuent, à part égale, à l’évolution de la pathologie d’origine allergique. Ainsi, 

l’asthme allergique est une maladie multifactorielle résultant de la conjonction de 

facteurs congénitaux (terrain atopique) et d’éléments liés à l’environnement (allergènes).  

I – 2 – 1 – Terrain atopique : 

Ainsi, caractérisé par une production exagérée d’IgE en réponse aux stimulations 

exercées par les allergènes et une réactivité exagérée des organes et tissus cibles, le 

terrain génétique prédispose à la survenue des manifestations allergiques. 

Coca et Cooke en 1923 ont été les premiers à utiliser le mot atopie (du grec ατο− πια, 

signifiant « maladie étrange ») pour désigner ces  manifestations. Définie aujourd’hui 

comme une hypersensibilité à des antigènes environnementaux communs, 

normalement non-immunogènes, l’atopie se manifeste par des désordres 

inflammatoires, récidivants ou chroniques, touchant les muqueuses respiratoires 

(asthme, rhinite...) et la peau (eczéma, urticaire…). 

Un certain nombre de gènes ont été identifiés comme responsables de la capacité 

excessive de production des IgE qui sont caractéristiques de la réaction d’allergie 

immédiate. Mais, seules certaines régions chromosomiques ont été localisées et la 

plupart des données actuelles sont fragmentaires, nécessitant d'être reproduites par 

d'autres équipes et confirmées dans la population générale.  

Ce caractère héréditaire de l'asthme a été démontré dès les premières études familiales 

et de jumeaux, mais les progrès récents des outils génétiques statistiques et 
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moléculaires ont permis d'appréhender certains gènes dits de susceptibilité (voir tableau 

II) (David, 1996; Thomas et al., 1997; Bousquet et al., 1999), tels que :  

- Les gènes candidats: plusieurs régions géniques de susceptibilité ont ainsi été 

localisées avec certitude ou par plusieurs équipes dans l'asthme, en particulier ceux de 

l’IL-4 (5q31.1q33.1), la chaîne β FcεRI (11q13), ainsi que l’IFNγ (12q15-q24.1). 

- Les gènes de la réponse immune (spécifique ou non) à l'allergène. Un 

déséquilibre de liaison, entre un type HLA particulier et la sensibilisation à un allergène, 

a été retrouvé, comme, par exemple, la réponse IgE ou IgG à l'antigène du pollen 

d'Ambrosia artemisifolia (Amba V) fortement associée à l'haplotype HLA D2/Dw2 

(Moffatt et al., 2003).  

- Plusieurs études de ségrégation incriminent plusieurs gènes. Les études 

familiales de ségrégation se poursuivent actuellement dans différents pays du monde 

(et notamment avec l'étude EGEA) car elles permettent les études de génétique 

moléculaire, seules capables d'approcher physiquement des gènes de susceptibilité de 

la maladie. Il existe cependant des différences de population car les mêmes gènes de 

susceptibilité ne sont pas retrouvés chez les Caucasiens, les Hispaniques ou les Afro-

américains rendant les études encore plus complexes. De telles études sont en cours 

dans plusieurs pays du monde 

En raisons de la complexité génétique de l'asthme, il est vraisemblable qu'il 

existe de multiples gènes dont l'expression varie selon le phénotype de l'asthme, 

expression largement modulée par les facteurs de l'environnement. En effet, il semble 

exister des interactions positives comme l'exposition aux allergènes qui pourrait 

potentialiser la réponse aux IgE. 
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Tab. II : Les gènes liés à l’asthme, l’hyperréactivité bronchique et l’atopie             
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I – 2 – 2 – Sensibilisation allergénique :  

Dans le cas particulier d'une réaction immuno-allergique, l'antigène est un allergène et 

sa présentation par les CPA aux cellules T induisant la différenciation TH2 et stimulant 

la production des IgE par les Lc B, voir la figure 11 (Minty, 1999). Dans l’asthme 

allergique, cette étape de sensibilisation survenant le plus souvent chez un individu 

atopique, est la conséquence de la pénétration dans l’organisme par voie respiratoire 

d’allergènes désignés par le terme pneumallergènes, dont, les plus courants sont les 

suivants :  

 

- Les acariens:  

En climat tempéré, les acariens représentent le premier allergène en cause dans les 

allergies respiratoires, quel que soit l’âge. Ils sévissent toute l’année et sont surtout 

présents dans les literies, moquettes et peluches. Leur développement est favorisé par 

des conditions optimales d’humidité de l’air (80 % d’hygrométrie) et de température 

(plus de 20 °C) (Arlian & Platts-Mills, 2001). 

Il existe une relation positive entre exposition allergénique et sensibilisation chez les 

enfants de la naissance à l'âge de trois ans, de cinq à douze ans et chez les 

adolescents de douze à quatorze ans. En effet, dans son étude prospective, Wahn et 

coll. montrent que 3 % des enfants de familles d'atopiques développent une 

sensibilisation vis-à-vis des acariens pour des taux d'allergènes du groupe 1 inférieurs à 

2 mg/g de poussière (Wahn et al., 1997). 
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Fig. 11 : Sensibilisation (1) et induction de l’inflammation allergique (2). 
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- Les pollens: 

Les calendriers polliniques permettent d’identifier les pollens particuliers à chaque 

région. De janvier à septembre, divers pollens se succèdent dans l’atmosphère 

permettant de distinguer trois grandes saisons : les saisons des arbres, des graminées 

et des herbacées.  

Les communautés antigéniques entre les pollens et les aliments (fruits et 

légumes surtout) sont à l’origine d’allergies croisées dont les plus connues sont : 

ambroisie-melon et banane, pollen de bouleau-noisette et pomme ou armoise-céleri. 

L’allergie aux pollens est très fréquente et concerne 10 à 30 % de la population (Pauli et 

al., 2000). 

 

- Les blattes :  

La blatte germanique cosmopolite de couleur brunâtre et mesurant 1 à 7 cm de 

long est la plus commune des espèces connues. Parmi leurs nombreux constituants 

allergéniques, on distingue Bla gl et Bla gll dont les taux dans la poussière de maison 

varient selon l’espèce considérée (Rosenstreich et al., 1997). Ces antigènes sont 

surtout présents dans le corps entier de la blatte, les mues, la capsule, les fécès et 

l’appareil digestif.  

Plusieurs études transversales ont souligné les liens entre exposition, 

sensibilisation et asthme (Kang et al., 1993). L’allergie concerne surtout les sujets vivant 

en habitat collectif et urbain. La rhinite et l’asthme étant les symptômes principaux de 

l’allergie aux blattes (Dutau, 1996).  
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- Les moisissures :  

Elles ont un rôle important dans la survenue des asthmes et des rhinites 

saisonnières allergiques (Halonnen et al., 1997). Bien qu’il y ait des variations 

saisonnières et des pics périodiques, la plupart des moisissures ont la capacité de se 

développer toute l’année. Les plus connues sont  Alternaria (l’allergène majeur 

d’Alternaria alternata est Alt a29), Cladosporium, Penicillium et Aspergillus. Elles sont 

souvent impliquées dans les formes sévères d’asthme. Elles sont présentes à l’extérieur 

ainsi que dans les habitats humides et peu aérés. 

 

- Les phanères animaux : 

Les principaux animaux responsables de manifestations allergiques sont : le chat, 

le chien, le cheval, les lapins, les hamsters, les cobayes et les animaux de laboratoire 

(petits rongeurs surtout). Le chat est l’animal le plus sensibilisant (Custovic et al., 2001). 

La particularité de l’allergène du chat est d’être volatil et résistant. Il peut rester en 

suspension dans l’air de l’habitat jusqu’à six mois après le départ de l’animal.  

En ce qui concerne les allergènes de chat, les données sont plus contradictoires. 

En effet, un lien, entre les niveaux de concentration en Fel d1 (principal allergène du 

chat) et la fréquence de sensibilisation, est retrouvé dans la seule étude prospective 

disponible actuellement. Cependant, dans de nombreuses études transversales, chez 

des enfants et des adolescents, cette relation n'est pas retrouvée. 

Ainsi, beaucoup d’études semblent démontrer un lien entre exposition aux 

pneumallergènes et sensibilisation. De nombreuses autres études épidémiologiques 

montrent une association étroite entre la concentration sérique d'IgE, le risque de 

survenue d'un asthme et la prévalence d'une hyperréactivité bronchique (Peat et al., 

1990). 



 45

L'ensemble des données épidémiologiques confirme aussi que les marqueurs 

biologiques de la réponse à IgE sont associés à certains phénotypes de la maladie 

asthmatique, sans que cette relation soit encore étayée par un mécanisme biologique 

confirmé. 

Il est important de souligner que la sensibilisation à un allergène par le biais des IgE 

n'est pas synonyme de maladie allergique. De nombreux individus ont des tests positifs 

pour un allergène, sans exprimer des manifestations cliniques significatives en leur 

présence. Il est néanmoins probable que ces sujets développeront plus facilement une 

maladie allergique que les sujets non sensibilisés. Le marqueur potentiel d'une allergie 

devient alors le témoin d'un facteur de risque et acquière un intérêt prédictif.  

La grande majorité des études s'intéressant au lien entre exposition aux 

pneumallergènes et symptômes a trait à l'asthme et, par conséquent, à l'effet des 

allergènes sur l'hyperréactivité bronchique, les symptômes d'asthme et la sévérité de la 

maladie (Chanez et al., 2005). 

 

Quant aux allergènes alimentaires, dénommés trophallergènes, Ils sont souvent 

impliqués dans l’asthme de l’enfant, et davantage chez le jeune enfant de moins de trois 

ans. Chez le jeune nourrisson, l’allergie alimentaire et la dermatite atopique 

représentent les premières manifestations allergiques (Burr et al., 1997). Par la suite, se 

développent des sensibilisations respiratoires, d’autres allergies alimentaires, un asthme 

et une rhinite. Les allergies alimentaires concernent trois enfants pour un adulte mais la 

fréquence relative des aliments allergisants reflète les habitudes alimentaires et 

culturelles de chaque pays.  
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Selon une étude de Rancé et al, (Rancé et al., 1999) chez l’enfant, cinq aliments sont 

responsables des trois quarts des allergies alimentaires :  

- lait de vache 

- œuf de poule 

- cacahuète (ou arachide) 

- poisson 

- moutarde. 

Chez l’adulte : 

- les crustacés 

- certains fruits et légumes (ombellifères) sont le plus souvent en cause.  

L’étude de Roberts G et al montre que les aliments peuvent également se comporter 

comme des aéroallergènes (Roberts et al., 2002). De plus, l’étude de Eigenmann et 

Zamora démontre que l’exposition précoce des nourrissons aux particules d’allergènes 

alimentaires présentes dans la cuisine, favorisée par une ventilation insuffisante et par 

une augmentation du temps passé à l’intérieur des maisons, est génératrice des 

sensibilisations et ultérieurement, à l’occasion d’une ingestion de l’aliment, d’une allergie 

alimentaire : il faut lutter contre le confinement des enfants à l’intérieur des maisons et 

bien aérer les pièces (Eigenmann & Zamora, 2002). 

 

 

I – 2 – 3 – Phases de la réaction allergique : 

Après l’étape d’initiation de la réponse allergique (sensibilisation), sous la dépendance 

des cellules dendritiques, de nombreuses autres cellules sont engagées dans l’étape 

effectrice suivante durant laquelle certaines cellules sont directement impliquées et 

responsables de la réaction d’hypersensibilité : mastocytes, éosinophiles, et à un 
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moindre degré neutrophiles et plaquettes ; d’autres sont impliquées dans et le maintien 

de la mémoire immunitaire : cellules lymphocytaires B et TH2.  

 

Phase immédiate : 

Ainsi, chez un sujet préalablement sensibilisé, et lors d’un contact ultérieur avec 

l’allergène, généralement au niveau des voies respiratoires supérieures et inférieures, 

de même qu’au niveau de la peau et du tube digestif,  les IgE, liées à la surface des 

mastocytes (cellules mononucléées CD34+) par le FCεRI, captent l’allergène. Il s’ensuit 

une réaction immédiate qui dure environ 30 minutes, durant laquelle il y a induction de 

l’activation des voies de transduction membranaire et cytoplasmique conduisant à la 

libération en cascade de médiateurs préformés, stockés dans les granules des 

mastocytes. Ce sont, entre autres : 

- l'histamine, 

- des agents chimiotactiques (facteur chimiotactique éosinophilique : ECF, et 

facteur chimiotactique neutrophile : NCF), 

- de même qu'un ensemble d'enzymes (protéoglycanes, des tryptases, et des 

chymases).  

Cette libération massive de médiateurs (La réaction immédiate ne dure que 30 minutes) 

est suivie de la néoformation de médiateurs qui amplifient la réaction allergique. 

C’est ainsi que l’activation de la phospholipase A2 initie la synthèse des métabolites des 

phospholipides membranaires. Il s’agit essentiellement de :  

- prostaglandines dont certaines ont une activité broncho spastique (PGD2, 

PGF2a, TXA2) et d'autres ont une activité broncho-dilatatrice (PGE2, 

prostacycline) 
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- La voie des leukotriènes libère le LTB4 qui a une activité chimiotactique 

importante et le Slow Reacting Substance of Anaphylaxis (LTC4, LTD4, LTE4).  

- Le PAF (Platelet Activating Factor) est aussi libéré. 

Phase tardive : 

Enfin, il s’en suit, quelques heures après, d’autres phénomènes qui vont donner à la 

réaction allergique toute son ampleur telle que la synthèse de cytokines (l’IL-1, l’IL-2, 

l’IL-3, l’IL-4, l’IL-5, le GM-CSF, l’IFN-γ et le TNF-α) et le recrutement cellulaire. En effet, 

l’ensemble des produits libérés amène des cellules inflammatoires au site de la réaction, 

dont l'une des principales est l'éosinophile. Ce polynucléaire se distingue par la 

présence d'un noyau bilobé "en bissac" et surtout par l'existence dans le cytoplasme 

d'une vingtaine de granules spécifiques qui, en raison de leur contenu en protéines 

basiques, donnent à la cellule un aspect rouge orangé caractéristique sur les frottis 

colorés (affinité tinctoriale particulière de ces granulations pour les colorants acides tels 

que l'éosine).  

L’éosinophile présente à la fois les caractères d'une cellule cytotoxique, d'une cellule 

inflammatoire et d'une cellule immunorégulatrice. Ainsi, elle est capable de libérer ces 

protéines basiques cytolytiques (les protéines cationiques) mais aussi de produire des 

dérivés réactifs toxiques de l'oxygène tels que des anions superoxydes (présence 

d'enzymes du métabolisme oxydatif dans des structures vésiculo-tubulaires).  

Les protéines basiques sont, soit dans le "cristalloïde" central (Major Basic Protein ou 

MBP), soit dans la matrice (Neurotoxine ou EDN/EPX, Peroxydase ou EPO, Protéine 

Cationique de l'Eosinophile ou ECP), voir tableau III (Holgate & Church, 1993). Outre 

leur propriété cytotoxique, l'EDN/EPX et l'ECP ont une activité catalytique ribo-

nucléasique.  
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Tab. III : Propriétés des protéines des granulations secondaires 
de l’éosinophile humaine   

 

Caractéristiques physiques 

Protéine 
Lieu 

Poids 

moléculaire 

Point 

isoélectrique 

Taux 

plasmatique 

(ng/ml) 

MBP Noyau granulaire 13,8 KDa 10,9 186 

ECP Matrice granulaire 18-21 Kda 10,8 17 

EDN Matrice granulaire 18-19 Kda 8,9 20 

EPO Matrice granulaire 19 KDa 10,8 26 

 

 

Des taux élevés de MBP, compatibles avec une activité cytotoxique, ont été retrouvés 

dans différents liquides biologiques (sérum, liquide de lavage alvéolaire...) notamment 

dans l'asthme grave. C'est surtout l'immunodosage de l'ECP qui a connu de multiples 

applications en clinique permettant de mieux appréhender le profil d'activation de 

l'éosinophile.  

L'éosinophile est aussi une cellule inflammatoire, capable de libérer :  

- des médiateurs lipidiques (leucotriènes, prostaglandines, thromboxane B2, 

facteur d'activation plaquettaire ou PAF-acether...) 

- des chemokines (RANTES, MIP-1α, IL-8) ou des cytokines pro-inflammatoires 

(IL-4, IL-5, TNFα) (Ohnukia et al., 2005). 

 

Par ailleurs, l’éosinophile exprime des récepteurs de surface pour des facteurs de 

croissance et des cytokines (GM-CSF, IL-3, IL-4, IL-5, IL-2 ...) ; pour des facteurs 
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chimiotactiques (chemokines, cytokines, anaphylatoxines, médiateurs lipidiques...) mais 

aussi pour de nombreux médiateurs de la réponse immune ou des réactions 

d'hypersensibilité (IgG, IgA, IgE, fractions effectrices ou régulatrices du système du 

complément...). Les médiateurs actifs sur la lignée éosinophile agissent sur la 

différenciation des progéniteurs hématopoïétiques et/ou favorisent la mobilisation puis la 

domiciliation des polynucléaires éosinophiles dans différents sites tissulaires.  

 

L'identification de molécules d'adhérence à la surface des éosinophiles a permis de 

mieux appréhender les principaux événements qui régulent les processus de migration 

et de diapédèse des éosinophiles : 

- Après une étape de décélération des leucocytes à la surface de l'endothélium ou 

phénomène de "rolling" (interactions Sialomucines /Sélectines), voir figure 12,  

- les éosinophiles pré-activés ("primed eosinophils") par des facteurs variés (C5a, 

PAF-acether, IL-3, IL-5, RANTES, MCP-3, éotaxine, ...) adhèrent plus fortement à 

la cellule endothéliale par l'interaction entre les intégrines VLA-4 et Mac1 

(éosinophiles) et les molécules VCAM et ICAM de la superfamille des 

immunoglobulines (cellules endothéliales).  

- Ces mêmes interactions favorisent les processus de migration trans-endothéliale 

et permettent à l'éosinophile d'entrer en contact avec les éléments de la matrice 

extracellulaire. L'absence de certaines molécules d'adhérence à la surface du 

neutrophile, ce qui paraît être le cas pour VLA-4, explique que seul l'éosinophile 

sera recruté dans certains foyers inflammatoires.  
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Fig. 12 : Processus de migration trans-endothéliale et domiciliation des cellules 

inflammatoires 
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Par ailleurs, la modulation de l'expression de ces molécules d'adhérence, notamment à 

la surface de certaines cellules endothéliales, conditionnera la domiciliation sélective 

des éosinophiles. Dans un modèle d'asthme expérimental, le blocage des interactions 

entre certaines molécules d'adhérence, par un anticorps monoclonal anti-ICAM-1, 

entraîne une diminution significative de l'infiltrat tissulaire en éosinophiles et une 

atténuation de l'hyperactivité bronchique.  

Les effets des médiateurs dans l'asthme allergique commence par la réaction 

immédiate, médiée particulièrement par l'histamine, qui se manifeste par un 

bronchospasme et qui survient rapidement lors du contact avec l'allergène. 

À la suite de la libération des autres facteurs, il peut se former une inflammation au 

niveau de la bronche, situation qui va en augmenter la sensibilité, voir figure 13 (Holgate 

& Church, 1993). Ce phénomène d’hyperréactivité bronchique se caractérise, par une 

plus grande intensité de réaction aux allergènes auxquels le patient est allergique, de 

même que par une sensibilité non spécifique à des agents non allergènes, comme le 

froid, l'exercice, les infections, et à des facteurs irritants comme la fumée de cigarette. 

Par la suite, suivent les manifestations de la sensibilité de la bronche: Sur le plan des 

symptômes, cette sensibilité se manifeste par de la dyspnée, de la tachypnée, de la 

toux, des expectorations et des sibilances, de "wheezing" d'intensité variable et 

réversible. L'intensité de ces symptômes classiques de l'asthme varie en fonction du 

degré d'inflammation de la bronche (Weisnagel, 1990). 
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Fig. 13 : Rôle des éosinophiles dans l’anatomo-pathologie de l’asthme 
a) Bronche normale 

b) Bronche lésée (desquamation épithéliale) 

c) Constriction et hyperplasie des muscles lisses avec œdème de la lamina propria, 

conduisant à une diminution du calibre de la voie respiratoire 
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L’inflammation bronchique dans l’asthme allergique est constante et persiste même en 

l’absence de symptômes. Les liens entre l’intensité de la réponse inflammatoire et 

l’apparition de phénomènes de remodeling plaident pour une prise en charge 

thérapeutique précoce de la maladie asthmatique, notamment chez l’enfant (Tillie-

Leblond et al., 2004). Depuis 1960, la prévalence de l’asthme chez les enfants a 

augmenté d’environ 6 à 10% par an dans la plupart des pays industrialisés. Cette 

augmentation est probablement liée, dans une large mesure, à des facteurs 

environnementaux. L'allergie constitue une composante de l'asthme chez 90% des 

enfants, chez environ 70% des adultes de moins de 30 ans, et chez 50% des adultes de 

plus de 30 ans (Weisnagel, 1990).  

En Algérie, les infections respiratoires demeurent la première cause de mortalité 

infantile après la rougeole et la diarrhée. Le nombre des asthmatiques est de 700 000 et 

il va en augmentant, car en 2010 il sera de 800 000. Dans la ville de Annaba, le taux de 

prévalence de l’asthme est supérieur au taux national, 55 % des asthmatiques ont plus 

d’une crise par mois et 42 % des patients ont été hospitalisés au moins une fois durant 

l’année (Amir, 2005). 

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer l’augmentation de l’incidence de 

l’asthme. L’amélioration des conditions d’hygiène est l’hypothèse actuellement retenue 

(Hopkin, 1997). La diminution de l’exposition aux pathogènes microbiens (bactériens ou 

viraux) pendant la jeune enfance nuirait au développement des réponses immunitaires 

cellulaires (impliquant des lymphocytes de type Th1) entraînant une dérégulation 

définitive des réponses de type humoral ou «Th2» impliquées dans la production des 

IgE (Prescott et al., 1999). 
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II – 1 – ASPECTS MOLECULAIRES ET RÔLE DE L’IL-27 : 

 

Cette partie de la thèse a été réalisée au laboratoire d’immunopathologie de l’asthme 

dans l’unité INSERM 454, Hôpital Arnaud de villeneuve à Montpellier (France). 

 

II – 1 – 1 – Obtention des cellules : 

L’ensemble des cellules spléniques et ombilicales utilisées dans cette étude sont 

obtenues en accord avec le comité d’éthique des hôpitaux universitaires de Montpellier. 

 

A – Purification des cellules B spléniques CD19+ : 

Ces cellules sont obtenues à partir de fragments de rate humaine provenant de 

donneurs sains (Service de Chirurgie Digestive, CHU Saint Éloi, Montpellier, France). 

Les cellules spléniques CD19+ sont hautement purifiées (pureté > 98%) par sélection 

positive en utilisant des billes magnétiques (diamètre << 0.5µm) coatées avec des 

anticorps spécifiques au CD19 et un tri cellulaire magnétique préparatif (Miltenyi 

Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) (Pène et al., 2004), voir figure 14.  

 

En bref, cette séparation se fait en trois étapes : 

 

- Etape 1 : Marquage magnétique : les cellules sont marquées avec les microbeads 

MACS ® (20µl de billes CD19+ sont ajoutées pour 10x106 de cellules de rate humaines) 

pendant 30 min d’incubation avec agitation rotative à 4°C, puis filtrées sur tamis de 

100µm (afin d’éliminer les agrégats). 
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Fig. 14 : Purification des cellules par sélection positive en utilisant un tri 
magnétique préparatif 
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- Etape 2 : Séparation magnétique: Les cellules marquées sont retenues au cours de 

leur passage dans des colonnes MACS Miltenyi Biotech (25 MS) placées dans un 

champ magnétique d’environ 0,6 Telsa (séparateur). Ces colonnes sont remplies de 

fibres ferromagnétiques recouvertes d’une laque plastique qui évite un contact direct 

des cellules avec les fibres. Après plusieurs lavages au PBS, les cellules non marquées 

CD19- peuvent être récoltées comme fraction négative. 

 

- Etape 3 : L’élution des cellules marquées : La colonne MACS est retirée du champ 

magnétique et les cellules marquées CD19 + qui étaient maintenues sont alors éluées 

par simple passage de PBS puis sous pression au moyen du piston de la colonne. Les 

cellules sélectionnées positivement gardent leur fonction et peuvent être utilisées 

directement, le détachement des billes biodégradables n’étant pas nécessaire.  

 

B – Séparation des cellules B naïves et mémoires par tri cellulaire: 

 

Les cellules B naïves CD27- IgGs- et mémoires CD27+ IgGs+ sont purifiées par 

marquage des cellules B CD19+ avec deux fluorochromes en utilisant des anticorps anti-

CD27 conjugués à la PE (clone M-T271, BD Biosciences, San Jose, CA, USA) et des 

anticorps de souris anti-IgG humaines de surface cellulaire conjugués au FITC (BD 

Biosciences) (Scheffold et al., 2002). Ces cellules sont ensuite triées avec un FACS 

Vantage® (BD Biosciences).  
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Les cellules non marquées et doublement marquées sont collectées dans deux tubes 

respectivement, après avoir été analysées puis déviées par l’appareil utilisant des 

gouttelettes chargées électriquement dans lesquelles se situent les cellules et sont 

divisées par un champ électrique permettant ainsi le regroupement de sous populations 

cellulaires pures. Les cellules sans intérêt sont éliminées (Figure 15). Nous avons utilisé 

une vitesse de tri minimale afin d’augmenter la qualité du tri (pureté, rendement et 

viabilité) qui diminue lorsque la vitesse du tri augmente.  

 

C – Purification des cellules B naïves à partir du sang de cordon : 

Le sang de cordon provenait du Service Maternité, CHU Arnaud de Villeneuve, 

Montpellier (France).  

Les cellules B naïves CD19+CD27– purifiées (pureté > 98%) ont été isolées par 

déplétion négative à partir de ce sang de cordon en utilisant la procédure des 

Rosettesep® (StemCell Technologies, Meylan, France). Le cocktail Rosettesep contient 

des anticorps dirigés contre  les antigènes de surface : CD2+, CD3+, CD16+, CD36+, 

CD56+, CD66b+, exprimés par les cellules non B et couplés à des anticorps anti-

glycophorine A. En se liant aux cellules non B porteuses des antigènes de surface cités 

ci-dessus et à la glycophorine A exprimée par les globules rouges, ces complexes 

d’anticorps permettent la formation d’immunorosettes de densité élevée que l’on peut 

éliminer par sédimentation sur une couche de Ficoll (Figure 16).  
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Fig. 15 : Schéma de fonctionnement d'un trieur de cellules 
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Fig. 16 : Isolement des cellules B par la procédure des Rosettesep® 
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En bref, 50µl de ce cocktail sont ajoutés pour chaque ml de sang de cordon frais. Après 

20 min d’incubation à température ambiante, l’ensemble est dilué V/V avec du PBS+2% 

SVF, en mélangeant doucement. Après ajout du Ficoll au fond du tube, ce dernier est 

centrifugé 5 min à 1000 t/min, puis 20 min à 3000 t/min. Les cellules B sont facilement 

collectées dans les anneaux enrichis à l’interface entre le plasma et le Ficoll. 

 

D – Les lignées cellulaires BL-2 clone 20 : il s’agit de cellules B du lymphome de 

Burkitt, Epstein-Barr virus négatif qui contiennent tous les éléments de régulation du 

promoteur du germline Cε de l’IgE humaine (Berger et al., 2001). 

 

II – 1 – 2 – Culture cellulaire  et étude de la réponse à l’IL-27 : 

 

Des cellules de rate humaine précédemment isolées ont été congelées en DMSO 10% 

et conservées dans de l’azote liquide. Par la suite, elles ont été décongelées en ajoutant 

du PBS goutte à goutte puis centrifugées sur une couche de 2ml de sérum de veau 

fœtal ajouté doucement au fond du tube. Les cellules sont centrifugées à 1200 rpm 

pendant 7 min et à 4°C, resuspendues dans du PBS puis filtrées sur tamis cellulaire 

(Falcon, 100 µm). 

La viabilité des cellules a été évalué par comptage au microscope optique sur lame 

Malassez en utilisant le bleu de trypan à 0.03%.  
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Ensuite, les cellules B ont été stimulées, pour la recherche des réponses prolifératives 

ou d’induction de la production d’Ig, comme suit : 

- Les Lc B humains CD19+ naïfs ou mémoires (106/ml) ont été mis en 

culture avec 1mg/ml d’anticorps monoclonal anti-CD40 (Acm 87) (Valle et al., 

1989), en présence ou en absence de différentes concentrations de l’IL-27 

recombinante (IL-27r) (Schering Biopharma, Palo-Alto, CA, USA) dans des boites 

de culture de 96 puits à fonds plat (Nunc, Roskilde, Denmark) dans du milieu 

Yssel (Yssel et al., 1984), supplémenté avec 10% SVF, en sextuplets dans un 

volume final de 200 ml. 

- Pour comparaison, l’IL-21 et l’IL-10 (obtenues auprès des Dr. Don Foster, 

Zymogenetics, Seattle, WA, USA et Francine Brière, Schering-Plough, Dardilly, 

France, respectivement) sont ajoutées en parallèle. 

- Pour examiner et rechercher l’effet de l’IL-27 sur la synthèse de l’IgE, l’IL-4 

(donnée par le Dr Francine Brière) est ajoutée à la culture à raison de 20 ng/ml. 

- Les réponses prolifératives ont été mesurées après 4 jours de culture à 

37°C et à 5% de CO2. Après 12 jours d’incubation, les surnageants de culture ont 

été collectés et la production des IgG et IgE est quantifiée par ELISA spécifique 

des différents isotypes. 

- Pour la détermination de l’expression du récepteur à l’IL-27 tout au long 

des étapes de différenciation des cellules B, les splénocytes ont été mis en 

culture avec une lignée de fibroblastes de souris (voir figure 17), exprimant le 

CD40-L et irradiée (40 Gy), à raison de 40 cellules B pour 1 cellule L, en 

présence ou absence des cytokines exogènes. Les splénocytes ont été collectés 

à différentes périodes de la culture et analysés par immunofluorescence triple 

couleur et cytomètrie en flux. 
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Fig. 17 : Le système de culture de cellules B in vitro dépendant de CD40L 

 

                                         

 



 65

II – 1 – 3 – Marquage de la surface cellulaire par immunofluorescence :  

Le phénotype des différentes sous-populations présentes dans les suspensions 

cellulaires à chaque étape de la purification et la stimulation, est analysé par marquage 

membranaire direct ou indirect. Pour cela, des anticorps couplés à des fluorochromes 

(FITC qui émet dans le vert, PE qui émet dans l’orange et APC qui émet dans le rouge, 

voir figure 18) et dirigés contre diverses molécules membranaires exprimées par les 

cellules B permettent l’analyse simultanée de plusieurs d’entre elles. Des contrôles 

négatifs sont réalisés avec des anticorps non spécifiques couplés aux mêmes 

fluorochromes.   

En bref, les cellules sont récoltées et transférées sur une plaque 96 puits à fond conique 

(Nunc, Rockilde, Danemark) à raison de 105 à 5.105 cellules/puits. A partir de ce stade, 

toutes les étapes se font à 4°C et l’abri de la lumière. Les plaques ont été centrifugées à 

1000 rpm pendant 3’ et les cellules en culot sont remises en suspension en vortexant la 

plaque entre chaque étape de marquage, trois lavages ont été effectuées avec 150 

µl/puits de PBS 2% SVF / NaN3 2mM (0,1%).  

Les anticoprs reconnaissant les différents marqueurs à analyser (anticorps 

monoclonaux) sont ajoutés à raison de 10 µl/puits. La plaque est ensuite incubée 30 min 

à 4°C et à l'obscurité.  

Enfin, dans le cas de marquages directs, 20 µl/puits (concentration : 25µg/ml) d’un 

anticorps de chèvre anti-IgG de souris conjugué (FITC, PE ou APC) (Caltag) sont 

ajoutés aux cellules qui sont incubées 20 à 30' à 4°C. Les cellules sont reprises dans 

200 µl de PBS / 1%BSA ou SVF / NaN3 2mM (0,1%) et transférées dans des tubes 

microniques (Micronic) pour le passage au cytomètre (FACSCan BD) et l’analyse avec 

le logiciel CellQuest.  
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Fig. 18 : Spectres d’absorption et d’émission des fluorochromes FITC, PE et APC 
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II – 1 – 4 – Analyse phénotypique par cytométrie en flux : 

 

Les cellules sont analysées par le FACSCalibur (Becton Dickinson) par passage de 5 à 

100000 cellules. Les données sont traitées grâce au logiciel Cell-Quest software (BD 

Biosciences, Mountain View, CA). 

La cytométrie en flux est une technique d’analyse multiparamétrique sur plusieurs 

milliers de cellules isolées. Les mesures simultanées de caractéristiques physiques et 

biologiques sont effectuées isolément sur chacune d’entre elle lorsque, entraînée par un 

fluide au centre d’une veine liquide, la cellule diffracte la lumière.  

L’intensité de la lumière diffractée dans l’axe (angle < 12°), est proportionnelle à la taille 

de la cellule (FSC : Forward scatter) ; celle diffractée à 90° est représentative de son 

contenu cytoplasmique (SSC : side scatter). Les signaux détectés par le système 

optique sont amplifiés, convertis en signaux électroniques puis en valeurs numériques. 

Elles sont analysées grâce à l’unité informatique du cytofluorimètre.  

Après sélection des cellules dans la fenêtre d’acquisition G1 en fonction de leur taille 

(FSC) et de leur granulosité (SSC) afin d’éliminer les cellules mortes et les débris, 

l’intensité de fluorescence dans chaque couleur (FL1 et FL2 ou FL4) est analysée. Elle 

est proportionnelle à l’intensité d’expression des antigènes à la surface des cellules. 

Pour un double marquage, on regarde, par exemple, les cellules qui expriment 

fortement les marqueurs analysés en FL1 et FL2, regroupées dans la région R1 (voir 

figure 19).  
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Fig. 19 : Principe de l’analyse en cytométrie en flux.  

Une fenêtre « G1 » est réalisée sur la taille (FSC) et la granulosité (SSC) afin d’éliminer 

les débris et les cellules mortes. Pour un double marquage, les cellules sélectionnées 

dans G1 expriment les deux marqueurs analysés en FL1 et FL2 dans la région R1. 

 

L’affichage simultané des paramètres, FSC, SSC traités par le logiciel, visualise chaque 

cellule sur écran sous forme de point. C’est le cytogramme, nuage de signaux 

punctiformes qui apparaît. D’autres paires de signaux comme FSC et Fluorescence 

peuvent être considérées, de nouveaux points apparaissent représentant chacun une 

cellule en fonction de sa taille et de la fluorescence qui lui est associée. La relation entre 

la population de la zone d’intérêt et la fluorescence nécessite une autre présentation 

des données. Elles sont représentées par des histogrammes de distribution de 

fréquence : l’axe horizontal correspond à l’étendue des canaux, l’axe vertical au nombre 

de cellules par canal. L’intensité de fluorescence au-delà de laquelle les cellules sont 

considérées comme positives pour un anticorps donné, est fixée par rapport à des 

témoins.  
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Cette méthodologie a été appliquée aux analyses suivantes :  

- La pureté des cellules B CD19+ isolées (5x104 cellules par marquage) est 

déterminée par analyse en cytométrie en flux en utilisant des anticorps monoclonaux 

spécifiques des cellules T et B (CD2, CD3 et CD20) (BD Biosciences). Quant aux 

cellules triées naïves (CD27–sIgG–) et mémoires (CD27+sIgG+), elles sont re-

analysées pour le contrôle de leur pureté.  

- L’expression du récepteur de l’IL-27 sur les cellules BL2 clone 20 a été déterminée 

par cytométrie en flux, après marquage des cellules avec l’anticorps monoclonal 

anti-TCCR humain (clone 191115, R&D systems Europe, Abingdon, United 

Kingdom) ou l’anticorps monoclonal anti-gp130 (clone AN-G30: (Lelièvre et al., 

2001)), tous deux à une concentration de 20µg/ml. En parallèle, des contrôles 

isotypiques sont utilisés : IgG2b ou IgG1 (BD Biosciences), suivis d’une incubation 

des cellules avec l’IgG de chèvre anti-F(ab’)2 de souris conjugué au PE (Caltag, 

Burlingame, CA, USA).  

- L’expression du récepteur de l’IL-27, par les cellules B naïves et mémoires dans la 

population de splénocytes totaux, est déterminée par triple marquage en cytométrie 

en flux sur une population sélectionnée par leur taille et granulométrie dans une 

fenêtre. La procédure de marquage est identique à celle utilisée pour les cellules 

BL2 incluant une incubation des cellules avec l’IgG1 de souris (25 mg/ml: 

SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) pour éviter toute liaison non spécifique des 

anticorps monoclonaux avec l’anticorps IgG de chèvre anti-souris conjugué au PE. 

Finalement, un anticorps monoclonal anti-CD3 APC et un anticorps monoclonal anti-

CD27-FITC (tous deux BD Biosciences) sont additionnés simultanément dans le but 
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d’éliminer les cellules CD3+ et d’identifier les populations de cellules B naïves et 

mémoires.  

- L’expression des molécules de surface cellulaire, indiquant le switch isotypique et la 

différenciation des cellules B, est analysée par cytométrie en flux par triple marquage 

en utilisant des préparations de cellules non séparées et des combinaisons 

d’anticorps monoclonaux anti-CD3 APC et un anti-CD38 FITC avec les anticorps 

monoclonaux PE suivants : anti-IgGs PE, anti-IgDs PE, anti-CD20 PE et anti-CD27 

PE (tous BD Biosciences).  

 

II – 1 – 5 – Mesure de la prolifération : 

La prolifération cellulaire est évaluée par mesure de la synthèse d’ADN. Les cellules 

sont incubées en présence d’un précurseur marqué de l’ADN (3H-thymidine). Son 

incorporation est quantifiée en mesurant la quantité totale d’ADN marqué qui est 

directement proportionnelle au nombre de cellules en division dans la culture.  

 

En bref, les réponses prolifératives des cellules B sont déterminées comme suit : 

 - Incorporation de la thymidine : Après 4 jours de culture des cellules B stimulées, 

37 kBq de thymidine tritiée ([3H]TdR, Amersham-France, Les Ulis, France) est 

additionné dans un volume de 10 µl de milieu de culture.  

 - Mesure de la radioactivité : Après incubation de 18h, les cellules ont été lavées 

puis lysées et le lysat absorbé sur un filtre de fibre de verre par un collecteur de cellules 

automatique (Tomtec, Orange, CT, USA). La radioactivité incorporée par l’ADN cellulaire 

est mesurée à l’aide d’un compteur à scintillation microbeta Trilux (Wallac, Turku, 

Finland). Les mesures ont été faites en triplicats et les résultats exprimés par la 

moyenne des triplicats ± la déviation standard. 
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II – 1 – 6 – Dosage des Immunoglobulines : 

La sécrétion des IgE ainsi que des différentes sous-classes d’IgG (IgG1, IgG2, IgG3 et 

IgG4) dans les surnageants de culture est déterminée par test ELISA indirect spécifique 

des isotypes (Pène et al., 2004). Le principe de l’ELISA est le suivant : la molécule 

recherchée (ici les Ig humaines) se lie à un anticorps spécifique (Acm anti-Ig) qui 

tapisse les puits d’une plaque de dosage ; Les molécules éventuellement liées résistent 

au rinçage puis sont la cible d’un deuxième anticorps spécifique couplé à une enzyme 

qui en réagissant avec un substrat incolore produit un composé coloré dont la quantité 

est proportionnelle à celle de la molécule recherchée.  

En bref, des plaques à 96 puits à fonds plats (Nunc) sont coatées à 4°C pendant 18h 

avec 100µl/puits d’anticorps anti-Ig humaines spécifiques dilués dans un tampon 

carbonate/bicarbonate de sodium 0,05M, pH 9,6 aux dilutions suivantes : au 1/500 pour 

les Acm murins (SKYBIO) utilisés pour la détection des IgG1, et 1/1000 pour les Acm 

anti-IgG2, 3 et 4 ; et 1/8000 pour les anticorps de lapin anti-IgE humaine (DAKO).  

Après trois lavages en PBS pH 7,2 + tween 20 0,05%, les plaques sont de nouveau 

incubées pour 30 minutes à température ambiante avec 200µl de tampon PBS avec 2% 

de BSA pour la saturation des sites de liaison non spécifique des protéines au plastique 

(blocking).  

Des dilutions appropriées, en PBS+BSA 0,5%, des surnageants de cultures sont 

ajoutées pour 18 heures à 4°C, parallèlement à des dilutions en série de gammes 

standards générées à partir d’un lot de sérums humains standardisés et dosés pour leur 

contenus en sous-casses d’IgG et en IgE (Dade Behring).  

Après incubation, les plaques sont lavées trois fois et mises en présence des Ac de 

détection. Cette seconde étape d’incubation de 2h à 20°C, se fait, pour les sous-classes 

d’IgG, au moyen d’un Ac polyclonal de chèvre conjugué à la phosphatase alcaline 
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(SIGMA) anti-IgG totales humaines dilué au 1/4000 en PBS-BSA 0,5% pour la mesure 

des IgG1 et au 1/2000 pour celle des IgG2, IgG3 et IgG4. Les IgE sont détectées par 

l’ajout d’un Acm de souris anti-IgE (Acm 127, Schering-plough) dilué au 1/10000 

pendant 2h à 20°C, suivi d’un Ac de lapin anti-souris conjugué à la phosphatase alcaline 

(DAKO) dilué au 1/2000. 

La révélation est alors réalisé selon une réaction colorimétrique par une incubation des 

plaques avec 100µl/puits d’un substrat chromogène (4-nitro-phényl phosphate, SIGMA-

104) à 1mg/ml en tampon diethanolamine 0,1M, pH 9,8. Après au moins 30 minutes 

d’incubation à 37°C, la densité optique est mesurée par spectrophotométrie à 405 et à 

490 nm dans un lecteur de plaques (Microplate Reader, Dynatech). Le résultat final a 

été exprimé en ng/ml par extrapolation relativement à la gamme d’étalonnage réalisée 

en parallèle avec du sérum humain standard (Behring). 

 

II – 1 – 7 – Analyse de l’activité du promoteur du gène Cε (IgE): 

Les cellules BL-2 clone 20 contiennent non seulement tous les éléments de régulation 

du promoteur du germline Cε de l’IgE, mais de plus, il s’agit d’une lignée qui a été 

transfectée avec un gène rapporteur (celui de la luciférase) lié au promoteur du germline 

epsilon. L’activation de ce dernier va induire la transcription du gène codant pour la 

protéine luciférase (voir figure 20). Le taux d'expression de la protéine luciférase est 

quantifié par une mesure de l'activité lumineuse grâce à un luminomètre.  
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Fig. 20 : Activation du promoteur en tandem avec la traduction du gène rapporteur 

de la luciférase 
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Ces cellules BL2-clone 20 sont mises en culture à raison de 106 cellules/ml dans des 

plaques de culture à 96 puits à fond plat (Nunc) et incubées avec 1 mg/ml d’anticorps 

anti-CD40 conjugués avec l’IgG de chèvre anti-souris (1 mg/ml, Calbiochem, 

Burlingame, CA, USA) et avec 20ng/ml d’IL-4 recombinante, en présence et en absence 

de l’IL-27 recombinante. L’IFNγ recombinant (R&D systems) est additionné à une 

concentration de 50 à 100 ng/ml.  

Après 24, 48 et 72 h d’incubation, les cellules sont récupérées puis lysées en ajoutant 

au culot cellulaire 100µl de tampon de lyse (Tris HCl pH 7,8 15 mM, KCl 60 mM, NaCl 

15 mM, EDTA 2 mM, DTT 1mM, spermine 0,15mM) et en vortexant vigoureusement.  

L’activité luciférase est déterminée en utilisant le système de test dual luciférase 

reporter (Promega France, Charbonnière, France) dans un luminomètre Lumat 

(Berthold, Bad Wildbad, Germany) dans lequel 100µl de Mix-luciférase (stock Solution 

EDTA 0.125 mM, MgSO4 4,67 mM, DTT 41,25 mM, CoA 0,34 mM, ATP 0,66 mM, 

Luciférine 0,59 mM et Tris acétate pH 7,8 25 mM) sont ajoutés automatiquement à 40µl 

du lysat cellulaire. En dehors de l'enzyme, la luciférase, et du substrat principal, la 

luciférine, l'adénosine triphosphate (ATP) représente un cofacteur nécessaire à la 

réaction de bioluminescence (voir figure 21).  
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Fig. 21 : Réactions chimiques responsables de la luminescence 
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II – 1 – 8 – Détection des transcrits germinaux γ1 par RT-PCR : 

- Extraction et isolement des ARN totaux : Les cellules B CD19+ (environ 5x106 

cellules/condition) sont récupérées après 3 et 6 jours de culture (avec ou sans l’IL-

27 ou l’IL-21). Elles sont lysées avec 1ml d’une solution contenant de 

l’isothiocyanate de guanidium et du phénol (Trizol, GIBCO-BRL). L’ARN total est 

purifié par des extractions au phénol, puis au chloroforme, pour être enfin précipité 

par l’éthanol. L’ARN purifiée est quantifiée au spectrophotomètre à 260 nm, sa 

qualité et sa pureté sont estimées à partir du rapport des absorptions 260/280nm, 

ainsi que par sa visualisation sur gel d’agarose. L’ADN est ensuite digéré par de la 

DNAse RNAse free, à 37° pendant 1 heure, afin d’éliminer toute trace d’ADN 

génomique. 

- Transcription inverse et amplification génique : La reverse transcription de l’ARN, 

synthèse de l’ADNc, est réalisée en ajoutant à 5µg d’ARN, de l’oligo dT, en 

dénaturant brièvement à 65° pendant 10 minutes, puis en ajoutant de la 

transcriptase inverse MLV (Moloney murine leukemia virus), des dNTP et de 

l’inhibiteur de RNAse dans un volume de 25 µl. La réaction s’effectue à 42° pendant 

1 heure, suivie d’une dénaturation à 65° pendant 10 minutes.  

 

L’ADNc (équivalent à 1µg d’ARN) est amplifié en présence de Taq Polymérase, 

d’amorces spécifiques sens et antisens et de dNTP, dans 20µl de réaction. Les 

séquences nucléotidiques des amorces pour amplifier les transcrits germinaux Cγ1 sont 

les suivantes : 

5’Iγ1 : 5’GGGCTTCCAAGCCAACAGGGCAGGACA  

3’Cγ1 : 5’GTTTTGTCACAAGATTTGGGCTC 
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La PCR (Polymerase Chain Reaction) correspond à l’amplification d’une séquence 

nucléotidique spécifique d’un gène d’intérêt. En présence d’une  ADN polymerase (Taq 

Polymerase), d’un couple d’amorces (« primer ») sens et antisens de la séquence du 

gène étudié, de dNTP, la séquence étudiée est amplifiée à la suite de nombreux cycles 

d’hybridation, d’élongation et de dénaturation. 

Chaque réaction de PCR est dénaturée à 95° pendant 5’ et soumise à une amplification 

en utilisant un thermocycleur (Perkin Elmer 9700) pendant 35 cycles de 30’ à 94°, 30’ à 

60° puis 30’ à 72° pour le germlineγ1  et 25 cycles pour la βactine. Les produits de PCR 

sont visualisés par electrophorèse de gel d’agarose coloré au BET (bromure d’éthidium) 

pour déterminer la taille du fragment amplifié par rapport à un marqueur de poids 

moléculaire. 
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II – 2 – ETUDE CLINICOBIOLOGIQUE DE L’ASTHME ALLERGIQUE A ANNABA : 
 

Cette étude a porté essentiellement sur les explorations biologiques réalisées suite à un 

prélèvement sanguin, effectué chez des enfants atteints d’asthme allergique. Ces 

explorations concernent principalement les dosages de l’IgE et ont été effectué dans les 

laboratoires suivants : 

 

- Les prélèvements ainsi que les dosages des IgE totales (IgEt), des IgE 

spécifiques (IgEs) à un mélange de 10 pneumallergènes et la détermination de 

l’éosinophilie ont été réalisés au niveau des laboratoires d’analyses biochimiques 

médicales (CHEKAT et BENSALAH, Annaba, Algérie). Ces prélèvements sont 

suivis très rapidement d’une centrifugation 10 min à 1200 rpm.  

 

- Quant aux dosages des IgEs (D1, I6, mélanges et composants de FP5 et FP15) 

ainsi que le dosage de l’ECP, ils ont été réalisés au niveau du laboratoire 

d’immunologie (Faculté de médecine et de pharmacie, CHU Clermont-Ferrand, 

France). 
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II – 2 – 1 – Patients : 

Cette étude concerne soixante-quinze patients Algériens asthmatiques âgés entre 4 à 

18 ans (moyenne de 9 ans) et répartis à raison de 47 de sexe masculin et 28 de sexe 

féminin (sex-ratio 1,64 en faveur des garçons). Ces enfants ont été inclus par des 

médecins spécialistes (ORL, pédiatres et pneumologues) dans plusieurs centres 

hospitaliers et cabinets privés de la ville d’Annaba. 

Ces enfants habitent tous la banlieue ou le centre ville d’Annaba (Nord-Est du pays). La 

topographie est dominée par des collines et des montagnes ce qui entraîne une faible 

dispersion des polluants et des allergènes aéroportés.   

Lors de la consultation, un interrogatoire a été réalisé par le médecin traitant, permettant 

de remplir une fiche de renseignements préétablie (voir ci-dessous).  

Les informations recueillies à partir du questionnaire concernent : 

a) l’âge, 

b) le sexe, 

c) le tableau clinique, 

d) les manifestations atopiques familiales 

e) les manifestations atopiques personnelles associées à l’hyperréactivité 

bronchique, 

Le questionnaire englobe également d’autres informations sur l’environnement intérieur, 

à savoir : 

a) animaux domestiques 

b) foyer humide, 

c) tabagisme passif 
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LE QUESTIONNAIRE 
Fait le :……………………    A :………………….….. 
 

Nom / Prénom / Sexe 
جنس. اسم . لقب  

 

Date / lieu de naissance 
الازديادمكان . تاريخ   

 

Adresse / N° tél 
رقم الهاتف. عنوان   

 
 

Tableau clinique 
ألسريريالجدول   

 
 

Explorations cliniques 
يريةسرالختبارات الا  

 
 

Traitement 
 العلاج

 
 

 Médecin traitant 
 المعالجالطبيب

Date de la 1ère Crise               تاريخ أول نوبة 
 

Pathologies associées                     أمراض مقترنة    
 
 

Antécédents familiaux  
عائلية مرضية سوابق  

 

Tabagisme  
 تدخين

Actif:  مدخن                                    Passif: متأثر بالتدخين 

Allaitement maternel  
أمويةرضاعة    

                                                               Jusqu’à quel âge: سن                غاية أي إلى          
       

 
Prénom du père  

Date/lieu de naissance 
تاريخ و مكان الازدياد.  اسم الأب  

 

Prénom de la mère  
Date/lieu de naissance 

تاريخ و مكان الازدياد. مم الأ اس  

 

Région (Douar) 

d’Origine  
الأصلية)الدوار(المنطقة   

Lien de 

consanguinité 

بالدم عائليةقرابة    

Allergies constatées et/ou 

confirmées  
 حساسيات ملاحظة أو مؤآدة

Respiratoires:  
                         تنفسية 

Médicamenteuses:  
                               دوائية

Alimentaires:  
 غذائية

Autre: أخرى     

Animaux domestiques 
   حيوانات منزلية

Chat:         قط  Chien:     آلب Blatte:      قرلو Autre: أخرى                     
         
    

Environnement domestique  
  محيط داخلي

 

Literie en Laine:  فراش من صوف    Humidité: رطوبة Autre:                     أخرى 

Environnement externe 
يارجمحيط خ    

 

Activité 

industrielle 
  نشاط صناعي

Végétation 
 نباتات

Proximité de 

véhicules 
 قرب سيارات

Poussière 
 غبار

Autre 
 أخرى

 
 

 

Numéro du malade : 
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II – 2 – 2 – Dosage des IgE sériques totales : 

Nous avons réalisé ce dosage à l’aide du système d’immunoanalyse Access de 

Beckman Coulter TM. Ce test Access total IgE est un test immunoenzymatique 

séquentiel en deux étapes (type « sandwich ») (Addison), mais utilise un anticorps 

marqué par une enzyme à la place du traceur radiomarqué.  

Un échantillon est déposé dans un réacteur avec des particules paramagnétiques 

sensibilisées avec des complexes anticorps (chèvre) anti-souris – anticorps souris anti-

IgE. Les IgE contenues dans l’échantillon se lient aux anticorps souris anti-IgE sur les 

particules. 

Après incubation dans une cuvette réactionnelle, la séparation dans un champ 

magnétique et le lavage éliminent les produits non liés à la phase solide. Un anticorps 

(cheval) anti-IgE conjugué à de la phosphatase alcaline est alors ajouté et il se lie aux 

IgE précédemment fixées sur les particules.  

Après une seconde étape de séparation et de lavage, un substrat chimioluminescent 

(Lumi-Phos 530) est incorporé et la lumière générée par la réaction est mesurée à l’aide 

d’un luminomètre. La production de lumière est directement proportionnelle à la 

concentration d’IgE présente dans l’échantillon. La quantité d’analyse présente dans 

l’échantillon est déterminée à l’aide d’une courbe de calibration multi-points mise en 

mémoire. 

Les résultats des tests des patients sont déterminés automatiquement par le logiciel du 

système qui utilise un modèle mathématique courbe logistique pondéré à quatre 

paramètres. La quantité d’analyte présente dans l’échantillon est déterminée d’après la 

production de lumière mesurée au moyen des données de calibration en mémoire. 
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Les quantités détectées sont de l’ordre du nano gramme et les résultats sont rendus en 

UI/ml (1 UI/ml correspond à 2,4 ng d’IgE). Les valeurs normales sont résumées comme 

suit :  

- 0,01-60 UI/ml de 1 à 5 ans ; 

- 0,01-90 UI/ml de 6 à 9 ans ; 

- 0,01-200 UI/ml de 10 à 15 ans ; 

- 0,01-100 UI/ml pour plus de 15 ans 

 

II – 2 – 3 – Dosage des IgE sériques spécifiques : 

A – Mélange de pneumallergènes : Il s’agit d’un mélange d’allergènes les plus 

fréquemment rencontrés dans l’allergie : 

   - Bouleau (T3), 

   - Olivier (T9), 

   - Dactyle (G3), 

   - Pariétaire (W21), 

   - Armoise (W6), 

   - Chat (E1), 

   - Chien (E2), 

   - Dermatophagoïdes pteronyssinus (D1), 

   - Alternaria (M6) 

   - Blatte (I6). 

 

Ce dosage Vidas Stallertest est un test qualitatif automatisé sur le système VIDAS 

(Sohn et al., 2005),qui détecte la présence des IgE humaines spécifiques d’un mélange 

défini d’allergènes, dans le sérum.  
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Le principe du dosage associe la méthode immunoenzymatique à une détection finale 

en fluorescence. Le cône à usage unique sert à la fois de phase solide et de système de 

pipetage. Les autres réactifs de la réaction immunologique sont prêts à l’emploi et pré-

répartis dans la cartouche.  

Toutes les étapes du test sont réalisées automatiquement par l’instrument. En bref, 

l’échantillon est prélevé puis, après dilution, maintenu en contact avec le cône sur lequel 

10 allergènes spécifiques ont été fixés. Le cône se déplace ensuite dans le puits 

contenant l’anti-IgE humaine marquée à la phosphatase alcaline (conjugué). Ces 

opérations permettent aux IgE spécifiques de se lier d’une part aux allergènes fixés à 

l’intérieur du cône et d’autre part, au conjugué anti-IgE, formant ainsi un sandwich 

indirect. 

Des étapes de lavage constituées d’une succession de cycles d’aspiration/refoulement 

du milieu réactionnel éliminent les composés non fixés et non spécifiques. 

Lors de l’étape finale de révélation, le substrat (4-Méthyl-ombelliferyl phosphate) est 

aspiré puis refoulé dans le cône ; l’enzyme du conjugué catalyse la réaction d’hydrolyse 

de ce substrat en un produit (4-Méthyl-ombelliferone) dont la fluorescence émise est 

mesurée à 450 nm. La valeur du signal de fluorescence est proportionnellement à la 

concentration des IgE présentes dans l’échantillon.  

A la fin du dosage, « une valeur du test » (VT) est calculée automatiquement par 

l’instrument par rapport au standard S1 mémorisé, puis imprimé.  

Dès le test terminé, les résultats sont analysés automatiquement par le système 

informatique. L’instrument effectue deux mesures de fluorescence dans la cuvette de 

lecture pour chacun des tests. La première lecture prend en compte le bruit de fond dû à 

la cuvette substrat avant mise en contact du substrat avec le cône. La seconde lecture 

est effectuée après incubation du substrat avec l’enzyme présente dans le cône. 
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 Le calcul de la RFV (Relative Fluorescence Value) est le résultat de la différence des 

deux mesures. Il apparaît sur la feuille de résultats. La valeur du test ainsi que 

l’interprétation figurent sur la feuille de résultats. L’interprétation en fonction de la valeur 

du test est la suivante : 

 

 

 

 

B – Pneumallergènes individualisés : Nous avons également déterminé les IgEs 

sériques dirigées contre deux pneumallergènes individualisés : 

- D1 : Dermatophagoides pteronyssinus ; 

- I6 : Blattela germanica 

Ces dosages utilisent un coffret universel IgEs (Immulite 2000, DPC). Celui-ci intègre 

les composants et les caractéristiques d’un dosage méthode Ligand/anti-Ligand 

(Streptavidine/biotine) (Guilloux & Hamberber, 2004), voir figure 22.  

 

Fig. 22 : Principe du dosage des IgE spécifiques par Immulite 2000 (DPC) 

 

 

Valeur du test Interprétation

<0,50 Négatif 

≥  0,50 à <0,70 Equivoque 

≥ 0,70 Positif 
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L’anticorps à doser et l’allergène ne sont pas fixés sur une bille, mais ils se trouvent en 

solution dans un tube code barré, placé à l’intérieur d’une cartouche allergènes sur le 

carrousel des réactifs. En bref, pour effectuer les dosages des patients, charger les 

éléments suivants dans l’appareil : 

- Les échantillons des patients à doser : sur le carrousel échantillon 

- Les tubes allergènes spécifiques code barrés : dans une cartouche 

allergène dans le carrousel des réactifs (ces tubes contiennent les 

allergènes marqués à la biotine). 

Dans notre cas nous avons utilisé les allergènes suivants : 

- La cartouche de billes universelles IgE spécifiques : dans le 

carrousel des billes (elle contient 200 billes coatées à la 

streptavidine ; chaque kit contient trois cartouches). 

- La cartouche de réactifs universel IgE spécifiques : dans le 

carrousel des réactifs (elle contient 600 tests d’anticorps anti-IgE 

marqués à la phosphatase alcaline) 

 

Le test est réalisé en deux cycles (60 minutes) : 

Au début du premier cycle, le sérum du patient qui contient les IgE spécifiques et 

l’allergène marqué à la biotine sont distribués simultanément dans un godet réactionnel 

contenant une bille coatée à la streptavidine et incubés 30 minutes à 37°C sous 

agitation constante, voir figure 23.  

Pendant cette incubation, la biotine de l’allergène va se lier à la streptavidine de la bille 

et les IgE spécifiques du patient à l’allergène. Au terme de cette incubation de 30 

minutes, la bille est lavée pour éliminer toutes les IgE non liées. Les IgE liées sont donc 

celles qui sont spécifiques à l’allergène. 
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Fig. 23 : Etapes du dosage des IgE spécifiques (Immulite 2000) 
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Au début du deuxième cycle, l’anticorps anti-IgE marqué à la phosphatase alcaline (qui 

se trouve dans la cartouche réactifs) est distribué sur la bille lavée, et le godet 

réactionnel repart pour une incubation de 30 minutes à 37°C sous agitation constante. 

Pendant ce temps, les anticorps anti-IgE se lient au complexe : IgE spécifiques du 

patient-allergène biotinylé-bille coatée à la streptavidine.  

A la fin de cette seconde incubation, la bille est lavée pour éliminer les anticorps anti-IgE 

non liés. Puis distribution du substrat, incubation de 5 minutes à 37°C sous agitation 

constante.  

La réaction de chimiluminescence est lue par le photomultiplicateur, et l’intensité 

lumineuse est donc proportionnelle à la concentration d’anticorps spécifiques dans le 

sérum du patient.  

 

C – Mélanges de trophallergènes et trophallergènes individualisés : Nous avons 

déterminé par la même méthode précédente (Immulite 2000, DPC) les IgEs sériques 

dirigées contre deux mélanges alimentaires et en cas de positivité des IgEs des 

mélanges, le dosage des IgEs individuelles dirigées contre les composants du mélange 

a été réalisé a posteriori. 

- FP5 permettant de détecter les allergies alimentaires fréquentes du 

petit enfant vis à vis de F13 : arachide, F4 : blé, F2 : lait de vache, 

F3 : Morue, F1 : blanc d’œuf, F14 : soja; 

- FP15, est un mélange de fruits composé de FP33 : orange, F49 : 

pomme, F92 : banane, et F95 : pêche.  
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Les résultats de l’ensemble des dosages effectués par immulite 2000 sont générés à 

partir d’une courbe « point par point » mémorisée et d’un ajustement correct et exprimés 

en KU/L ou en mUI/mL.  

 

Le niveau de l’allergie est exprimé de deux façons : 

- en concentration de l’IgE en kU/L ; 

- en Classe (chaque classe correspond à un intervalle de 

concentration), comme suit :  

Classe 0 : < 0,35 

Classe 1 : 0,35 - 0,7 

Classe 2 : 0,7 - 3,5 

Classe 3 : 3,5 - 17,5 

Classe 4 : 17,5 - 52,5 

Classe 5 : 52,5 - 100 

Classe 6 : > 100 

 

 

II – 2 – 4 – Dosage de la protéine cationique de l’éosinophile : 

Cette protéine, dont la demi-vie est très courte (de l’ordre de 65 min), est dosée par 

chimioluminescence, comme décrit précédemment dans l’Immulite 2000 (DPC) 

(Advenier et al., 2002). La valeur normale est de 20ng/ml. 
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II – 2 – 5 – Détermination de l’éosinophilie : 

Un prélèvement sanguin recueilli sur EDTA est nécessaire pour la détermination de la 

formule leucocytaire. Après réalisation du frottis par étalement d’une goutte de sang, sa 

fixation au méthanol pendant 2 à 3 minutes, et sa coloration par le colorant de May-

Grünwald-Giemsa, le pourcentage des éosinophiles est établi en dénombrant au 

microscope (grossissement 400) au moins 200 cellules, toutes catégories leucocytaires 

confondues. L’éosinophilie est exprimée en valeur absolue (Nombre d’éléments/µl), 

après avoir effectué une numération globulaire avec un coulter. On considère que le 

nombre de 500 éléments/µl est la valeur seuil (Dutau, 2004).  

 

II – 2 – 6 – Etude statistique : 

Le coefficient de corrélation de Pearson ainsi que le test t de Student sont déterminés 

par le logiciel d’analyse statistique Minitab 13. Les différences entre les variables 

qualitatives ont été analysées par le test khi 2 et le test exact de Fisher par le logiciel 

SAS version 8.02. Une valeur de p<0,05 est statistiquement significative.
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Chapitre III – RESULTATS ET DISCUSSION 
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III – 1 – EFFETS DE L’IL-27 SUR LA 

PRODUCTION ET L’EXPRESSION DES 

IMMUNOGLOBULINES  
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III – 1 – 1 – Expression du récepteur de l’IL-27 : 

Il a été rapporté dans la littérature que les cellules B naïves et mémoires d’amygdales 

expriment le récepteur de l’IL-27, sans pour autant que ces cellules ne montrent une 

réponse proliférative accrue suite à leur stimulation par un Acm anti-CD40 en présence 

d’IL-27 (Larousserie et al., 2006); nous avons, alors, recherché l’effet de cette 

interleukine sur les cellules B naïves du sang de cordon.  

Pour cela, nous avons analysé, par immunofluorescence et cytométrie en flux, 

l’expression de son récepteur et plus précisément de ses deux sous unités : le TCCR et 

le gp130. L’expression de ces deux sous unités par les cellules B naïves purifiées du 

sang de cordon a été analysée par immunofluorescence et cytométrie en flux à deux 

couleurs associant un marquage des cellules avec un Acm anti-CD27FITC avec un 

marquage indirect metant en jeu des anticorps monoclonaux anti TCCR ou anti-gp130 

humain et des IgG de chèvre (fragments F(ab’)2) anti-IgG de souris conjuguée à la PE.  

Quant à l’étude de l’expression de l’IL-27R par les cellules B spléniques naïves et 

mémoires non séparées, les Lc T exprimant aussi les deux sous-unités de l’IL-27R, 

nous avons utilisé en plus un Acm anti-CD3-APC afin d’exclure ces derniers des 

analyses, comme expliqué en détail dans matériels et méthodes.  

Le résultat est montré dans la figure 24 où on trouve que : 

- Les cellules B naïves CD27- du sang de cordon expriment à leur surface 

les deux chaînes du récepteur, mais à des taux très bas. 

- Par comparaison, les cellules B spléniques naïves et mémoires expriment 

aussi les deux chaînes du récepteur mais à des niveaux plus élevés que 

dans les cellules B naïves du sang de cordon. 

- Cependant, les cellules B spléniques naïves CD27- expriment moins le 

TCCR et la gp 130 que les cellules B spléniques mémoires CD27+. 
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Fig. 24 : Analyse par cytométrie en flux de l’expression des sous unités (TCCR et 

gp130) du récepteur de l’IL-27 sur les cellules B naïves (CD19+CD27-) du sang de 

cordon (A) et les cellules B naïves (CD27-) et mémoires (CD27+) de la rate (B).  

 

 

 

 



 94

 

Nous montrons aussi que les niveaux d’expression des sous unités TCCR et gp130 par 

les cellules B purifiées du sang de cordon ne semblent pas être sensiblement affectés 

par la stimulation de ces cellules par l’intermédiaire du CD40 et cela ni au bout de 24h, 

ni même à 48h de culture (figure 25). L’activation de ces cellules ne semble donc pas 

moduler l’expression du TCCR ni celle du gp130.  

Toutefois, en dépit de ces très faibles taux d’expression du récepteur de l’IL-27 sur les 

cellules B naïves du sang de cordon CD19+CD27-, l’addition de doses croissantes d’IL-

27 augmente la prolifération de ces cellules induite par leur stimulation avec 1µg/ml 

d’anticorps monoclonal anti-CD40 (en triplicatas, pendant 4 jours) (figure 26). 

Ce résultat indique que les cellules B naïves du sang de cordon expriment un récepteur 

fonctionnel de l’IL-27 et sont sensibles aux effets stimulateurs de cette cytokine.  
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Fig. 25 : Expression des sous unités (TCCR et gp130) du récepteur de l’IL-27 par 

les cellules B du sang de cordon. Ces cellules sont activées durant 24 et 48h avec 

10ng/ml d’IL-27r, en présence de lignées cellulaires transfectées avec le CD-40L.  
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Fig. 26 : Prolifération des cellules B du sang de cordon, activées avec l’anticorps 

monoclonal anri-CD40, sous l’effet de doses croissantes d’IL-27.  

Les valeurs représentent les moyennes ± la variation standard. 
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III – 1 – 2 – Effet de l’IL-27 sur la commutation isotypique : 

La capacité de l’IL-27 à moduler la production des IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4 peut être 

étudiée in vitro en utilisant des cultures à court terme de cellules B naïves humaines 

purifiées. La mise à disposition de fragments de rates a permis d’isoler des cellules B 

spléniques en quantités suffisamment importantes pour purifier la population de cellules 

B naïves sur la base de l’absence concomitante de l’expression membranaire de la 

molécule CD27 et des IgG de surface (IgGs), ainsi que la population de cellules B 

mémoires commutées qui sont positives pour l’expression simultanée de ces deux 

marqueurs. Pour cela, nous avons adapté deux méthodes de tri cellulaire alliant des 

billes magnétiques ciblant les cellules B CD19+ et la cytométrie en flux basée sur un 

doble marquage par immunofluorescence au moyen d’Acm anti-IgG FITC et anti-CD27 

PE.  

Ainsi, l’analyse, après séparation des cellules B triées, montre que les cellules B naïves 

(CD27-sIgG -) et mémoires (CD27+sIgG+) sont équitablement représentées et que leur 

puretés respectives sont ≥ 98% et ≥ 96% (figure 27). 

Les cellules B naïves CD19+CD27- ont été activées avec 1 µg/ml d’anticorps 

monoclonal anti-CD40 en absence ou en présence de concentrations croissantes d’IL-

27r, et après 12 jours de culture, la production d’Ig a été analysée par ELISA spécifique 

de chaque isotype.  

On trouve que dans l’ensemble des expériences, l’IL-27r fait augmenter 

significativement, en fonction de la dose, la production d’IgG1 par les cellules B 

CD19+CD27-.  

Cet effet d’augmentation est spécifique à l’IgG1, car l’IL-27 n’a pas d’effet clair et 

reproductible sur la production des IgG2, IgG3 et IgG4 (figure 28). 
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Fig. 27 : Analyse cytométrique des cellules B spléniques naïves et mémoires 

avant et après le tri. Le nombre dans le cadran indique le pourcentage des cellules 

CD27-IgGs- (98%) et CD27+IgGs+ (96%). 
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Fig. 28 : Effet de doses croissantes d’IL-27r sur la production des IgG1, IgG2, IgG3 

et IgG4 par les cellules B spléniques naïves (CD19+CD27-).  

Les valeurs représentent la moyenne de 5 expériences sur 3 échantillons de rate 

différents ± la variation standard.  
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Cependant, à la différence de l’IL-21r, qui est un facteur de commutation efficace pour 

induire la production d’IgG1 et d’IgG3 humaines, l’IL-27 augmente modestement et 

uniquement la production d’IgG1 et uniquement celle-ci (figure 28) avec une 

augmentation moyenne et maximale de 4 et 12 fois respectivement (résultat non 

montré).  

Ainsi, contrairement à l’effet de l’IL-21, celui de l’IL-27 sur les cellules B spléniques 

naïves (CD27–sIgG–), purifiées à partir des cellules B CD19+ et activées avec 1µg/ml 

d’anticorps monoclonal anti-CD40, est restreint à la seule sous classe des IgG1 (figure 

29).  

Afin de rechercher si l’IL-27 agit comme un facteur de commutation isotypique pour 

l’induction de la production des IgG1 par les cellules B naïves, ces expériences ont été 

répétées en utilisant des cellules B naïves du sang de cordon (qui sont 100% 

CD19+CD27 -) et une seule dose optimale d’IL-27.  L’IL-27 induit (quoique à des 

niveaux très bas) la production d’IgG1 par les cellules B du sang de cordon 

(CD19+CD27–) activées avec 1µg/ml d’anticorps monoclonal anti-CD40, tandis qu’elle 

n’affecte pas la production des autres sous classes d’IgG (figure 30).  

Un résultat similaire est obtenu avec des cellules B spléniques stimulées par des 

cellules L transfectées avec le CD40L (résultat non montré). En revanche, l’IL-27r n’a 

aucun effet sur la production d’IgG1 par les cellules B mémoires CD19+CD27+ 

stimulées soit avec l’anticorps monoclonal anti-CD40 soit avec les cellules L exprimant 

le CD40L (résultat non montré). 
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Fig. 29 : Production des IgG par les cellules B spléniques naïves CD19+CD27-

IgGs- activées en absence et en présence de 10 ng/ml d’IL-27r ou d’IL-21r. 

Les valeurs représentent la moyenne de deux expériences utilisant deux échantillons de 

rate différents ± la variation standard. 
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Fig. 30 : Production d’IgG par les cellules B naïves (CD19+CD27-) du sang de 

cordon stimulées avec l’anticorps monoclonal anti-CD40 en présence ou en 

absence de l’IL-27.  

Les valeurs représentent la moyenne de trois expériences utilisant trois échantillons de 

rate différents ± la variation standard. 
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Enfin, on a testé, par RT-PCR, la présence des transcrits germinaux à 3 et 6 jours de 

culture des cellules B spléniques CD19+, avec ou sans addition d’IL-21 ou d’IL-27. Cette 

dernière induit la transcription du gène Cγ1 au bout de 6 jours de culture, tandis que l’IL-

21 semble plus rapide dans son induction des transcrits Cγ1 au bout de 3 jours 

seulement, voir figure 31.  

Pris dans leur ensemble, ces résultats indiquent que l’IL-27 agit comme un facteur de 

commutation isotypique induisant spécifiquement la production d’IgG1 par les cellules B 

naïves humaines CD19+CD27- stimulées avec l’anticorps monoclonal anti-CD40. 
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Fig. 31 : Effet de l’IL-27 et de l’IL-21 sur l’expression du germline γ1 par les 

cellules B CD19+ 
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III – 1 – 3 – Effet de l’IL-27 sur la différenciation des cellules B en 

plasmocytes : 

 

Dans le but de déterminer la capacité de l’IL-27r à induire la commutation isotypique et 

la différenciation conséquente des cellules B en plasmocytes, des populations purifiées 

de splénocytes ont été cultivées pendant des périodes variables (de 3, 5 et 7 jours) en 

présence de 1 µg/ml d'anticorps monoclonal anti-CD40 et de 10 ng/ml d’IL-27r.  

Les cellules T sont donc exclues électroniquement de la population cellulaire CD3-.  

A chaque période d’incubation, les cellules B naïves (CD19+CD27-sIgD+) ou mémoires 

(CD19+CD27+sIgD+ et CD19+CD27+sIgD -) ont été collectées et analysées pour les 

variations d'expression de l’IgDs et du CD38, indiquant la commutation isotypique et la 

différenciation en plasmocytes, respectivement.  

Les cellules B CD38high, qui sont IgDs-, IgGs+/int, CD20low ou bien CD27+, 

représentent les cellules B mémoires ayant commutées produisant l’IgG et qui sont 

présentes à une basse fréquence (<2%) dans les splénocytes fraîchement isolés.  

Cette dernière population n'a pas sensiblement augmenté lorsque les cellules B 

spléniques ont été activées avec CD40L en l'absence des cytokines exogènes (figures 

32A et 32B). 

L'addition de l’IL-27r aux cellules B spléniques, activées via le CD40L, a eu comme 

conséquence une faible mais significative augmentation du pourcentage de cellules B 

exemptes d’IgDs et exprimant des niveaux élevés de CD38.  

Ceci reflète une « down-régulation » de l'expression de l’IgDs sur les cellules B naïves 

initialement IgDs+, à travers un mécanisme de commutation isotypique et leur 

différentiation conséquente en plasmocytes CD38high (figure 32A). 
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Fig. 32 : Effets de l’IL-27, l’IL-21 et l’IL-10 sur l’expression des marqueurs 

membranaires (IgGs, IgDs, CD20 et CD38). Les valeurs représentent la moyenne de 

trois expériences utilisant trois échantillons différents de rate ± la variation standard. 
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En parallèle, on a observé l'apparition d'une population de cellules B 

CD38highsIgG+/int. Cette population apparaît au 5ème jour (1.5%), mais pas au 3ème jour 

(<0,5%) de la culture.  

Cet effet de l’IL-27r augmente tout au long de la culture, si bien qu’on observe des 

pourcentages très élevés de cette population cellulaire au 7ème jour de la culture 

(moyenne de l’augmentation 5.0%) (fig. 33).  

Aussi, la population de cellules B CD38high induite par l’IL-27r s'est avérée exprimer 

des niveaux de plus en plus bas de CD20, et de plus en plus élevés de CD27 (figures 

32B et 33) et ce en fonction du temps de culture.  

Cependant, les effets de l’IL-27r sont modestes, aussi bien par sa magnitude que par 

son délai de réponse dans le temps, par rapport à l’IL-21 et à l’IL-10.  

Ces derniers facteurs induisent la formation de 10 à 20% de cellules B switchées IgDs 

et l’apparition de cellules B différenciées en plasmocytes détectées dès le 3ème jour de la 

culture (figure 33). 
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Fig. 33 : Effets comparatifs de l’IL-27 sur la variation du pourcentage de cellules B 

exprimant les marqueurs de surface suivants : CD38, IgDs, IgGs, CD20 et CD27. 
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III – 1 – 4 – Effet de l’IL-27 sur la production d’IgE : 

Enfin, nous avons examiné la capacité de l’IL-27r à moduler la production d’IgE induite 

par l'IL-4 dans les cellules B naïves CD19+CD27– spléniques et du sang de cordon 

activées avec 1µg/ml d’anticorps monoclonal anti-CD40 et en absence ou en présence 

de 50ng/ml d’IL-4r ainsi que des quantités variables d’IL-27r, et ce durant 12 jours de 

culture. Les taux d’IgE sont déterminés par ELISA et exprimés en ng/ml. 

On observe que l’IL-27 seul n'a pas induit directement la synthèse d'IgE (figure 34). 

Cependant, il a fortement augmenté, d'une façon dépendante de la dose, la production 

d’IgE induite par l'IL-4 et ce dans les cellules B naïves CD19+CD27-sIgD+sIgG- adultes 

(figure 34A) et les cellules B naïves du sang de cordon (figure 34B).  

En outre, en présence d’IL-4r, l’IL-27r n'a eu aucun effet sur la production des sous-

classes d'IgG (résultats non montrés).  

Dans le but de déterminer si l'effet de l’IL-27r (à 50 et 100 ng/ml) sur la production d’IgE 

(induite par l’IL-4r), est dû à son action directe sur l'activité du promoteur du switch Cε, 

son effet a été testé dans la lignée BL-2 clone 20 des cellules du lymphome de Burkitt 

dotées d’un système de gène rapporteur lié au promoteur du germline Cε.  

Ces cellules BL-2, stimulées avec 20 ng/ml d’IL-4r en présence de cellules L (exprimant 

le CD40L), ont exprimé à leur surface les deux sous unités TCCR et gp-130 (figure 35), 

indiquant leur réponse potentielle à l’IL-27r. 
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Fig. 34 : Effet de l’IL-27 sur la production d’IgE par les cellules B humaines naïves 

(CD19+CD27-) spléniques (A) et du sang de cordon (B).  

Les valeurs représentent la moyenne de cinq expériences utilisant trois échantillons 

différents de rate et trois expériences utilisant trois échantillons différents de sang de 

cordon ± la variation standard 
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Fig. 35 : Expression du récepteur de l’IL-27 sur les cellules BL2 clone 20 
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Ainsi, on observe que la stimulation des cellules BL-2 durant 24, 48 et 72 h de culture, 

avec 1 µg/ml d’anticorps monoclonal anti-CD40 crosslinké avec 1µg/ml d’IgG de chèvre 

anti-souris et l’IL-4r, induit une forte augmentation de l'expression du gène rapporteur 

Cε.  

Cette augmentation dépendante du temps (figure 36A) est partiellement inhibée par 

l'addition de 50 et 100 ng/ml d'IFNγ, utilisé comme contrôle positif (figure 36B).  

L'addition de quantités croissantes d'IL-27 n'a pas modifié l'expression de l'activité du 

gène rapporteur et de plus, n'a pas renversé l'effet inhibiteur de l’IFNγ sur l'activation du 

promoteur du gène Cε médié par l'IL-4. 
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Fig. 36 : Effet de l’IL-27 sur l’activité du promoteur du germline Cε dans les 

cellules BL-2 clone 20 déterminé par le test luciférase.  

Les valeurs représentent la moyenne de deux expériences indépendantes utilisant deux 

échantillons différents de rate. 
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Discussion : 

 

La différenciation des cellules B naïves (exprimant les IgM membranaires) en 

plasmocytes producteurs d’IgG, d’IgE ou d’IgA, est un processus fortement 

régulé et implique d’une part, l'interaction entre le CD40 exprimé par les cellules 

B et son ligand le CD154 exprimé par les cellules T ; et d’autre part, l'action des 

cytokines qui déterminent la spécificité isotypique des cellules commutées 

(Banchereau et al., 1994; Honjo et al., 2002). 

 

Il a été montré dans la littérature que les deux sous unités du récepteur de l’IL-

27 : le TCCR et le gp130 sont constitutivement exprimées sur la surface des 

cellules B d’amygdales humaines naïves et mémoires (Gagro et al., 2006; 

Larousserie et al., 2006) et que leur expression est augmentée après stimulation 

du CD40 (Larousserie et al., 2006).  

 

D’autre part, une autre étude, a rapporté que l'expression de l’ARNm du TCCR 

par les cellules B d’amygdales naïves et mémoires n'a pas été modulée après 

stimulation du récepteur des cellules B, en la présence ou l'absence du CD40L 

ou d'IFN-γ (Gagro et al., 2006).  

 

Compte tenu de ces premiers résultats connus, nous avons tenté d’apporter plus 

d’éléments de réponse à ces travaux de recherche en prouvant que les deux 

chaînes du récepteur de l'IL-27 sont exprimées sur les cellules B naïves du sang 
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de cordon, quoiqu'à des niveaux beaucoup plus bas que ceux des cellules B 

spléniques naïves et mémoires. 

De plus, la stimulation des cellules B naïves du sang de cordon avec le CD40 n'a 

pas eu comme conséquence une « up-régulation » de l'expression du TCCR et 

du gp130.  

 

On observe aussi que l'IL-27 induit des réponses prolifératives et une synthèse 

d’IgG1 par les cellules B naïves, alors qu’il n’affecte pas les cellules B mémoires, 

ceci indique que les effets médiés par l’IL-27 dépendent de l'étape de 

différenciation des cellules B, mais ne sont pas corrélés avec les niveaux 

d'expression du récepteur de l'IL-27, comme il a été observé précédemment 

(Larousserie et al., 2006). 

 

On sait que beaucoup de cytokines qui induisent la production d'Ig par la 

commutation isotypique des cellules B naïves favorisent également la croissance 

des cellules B commutées. Cependant, nous avons observé que l’IL-27 n'induit 

pas de réponse proliférative des cellules B mémoires, ce qui exclut la possibilité 

que l’IL-27 puisse agir en favorisant la croissance des cellules B mémoires.  

 

Les cellules de la rate humaine contiennent, en plus des cellules B naïves, les 

cellules B du centre germinatif. Cependant, les cellules Bm2 et les cellules 

Bm3/Bm4, qui forment la population de cellules B du centre germinatif, sont 

clairement CD27+ (Arce et al., 2001). D'ailleurs, Il a été montré qu’aussi bien les 

centroblastes (Bm3) que les centrocytes (Bm4) humains expriment le CD27, bien 
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qu'à différents niveaux (Steiniger et al., 2005) et ne peuvent donc pas faire partie 

des cellules B naïves.  

 

Dans notre présent travail, nous avons utilisé l'immunofluorescence et le tri 

cellulaire pour purifier les cellules B spléniques naïves. Ainsi, les cellules 

faiblement marquées CD27+ qui représentent des centrocytes, ont été 

effectivement séparées de la population naïve CD27-.  

 

D'ailleurs, l'observation que l’IL-27 induit la production d'IgG1 par les cellules B 

du sang de cordon (une population composée exclusivement de cellules B naïves 

IgDs+) indique bien que l'action de l’IL-27 sur la sécrétion de l’IgG1 est le résultat 

d'un effet de switch-promoting de cette cytokine sur les cellules B naïves non 

commutées. 

 

On sait que les cellules B naïves portent à leur surface l’IgM et l’IgD, tandis 

qu'elles n'expriment pas les IgGs, les IgAs ou les IgEs. Aussi, il est bien admis 

que l'apparition de cellules IgDs- parmi les cellules B naïves IgDs+ résulte d'un 

événement de switch-recombinaison et constitue par conséquent la preuve d'une 

commutation vers la production des anticorps IgG, IgA ou IgE. 

 

De même, l'acquisition de l'expression du CD38, par les cellules B naïves CD38- 

activées, constitue une preuve de leur différenciation en plasmocytes sécréteurs 

d'anticorps (Ettinger et al., 2005). 
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Dans notre présente étude, nous prouvons que l'addition de l’IL-27 aux cellules 

de rate a eu comme conséquence : d’une part une « down-régulation » de 

l'expression de l’IgDs sur les cellules B naïves initialement IgDs+, et d’autre part 

l’émergence concomitante d’une population de cellules B CD38 high IgGs+/int qui 

ne sont pas encore différenciées en plasmocytes.  

 

Cependant, bien que nous ne prouvons pas formellement que les cellules 

différenciées CD38high IgGs+/int produisent l’IgG1, nos données soutiennent 

fortement la notion que l’IL-27 peut induire la production de cet isotype par un 

mécanisme impliquant l'induction de la commutation isotypique et par conséquent 

la différenciation des cellules B en plasmocytes CD38high sécréteurs d'IgG1. 

 

Il a été rapporté dans la littérature que la commutation isotypique des cellules B 

naïves est associée à une division cellulaire et dépend donc de leur degré de 

prolifération (Tangye et al., 2002). De plus, les cellules B naïves se différencient 

en plasmocytes 30 heures après les cellules B mémoires, et ces dernières 

prolifèrent à un taux plus élevé par rapport aux cellules B naïves (Fecteau & 

Neron, 2003; Tangye et al., 2003). 

 

Or nous observons bien que l’IL-27 déclenche la prolifération des cellules B 

naïves seulement (Boumendjel et al., 2006; Larousserie et al., 2006), ceci 

pourrait expliquer l’induction relativement modeste et retardée des cellules B 

commutées IgDs- et les plasmocytes différenciés CD38+, sous l’effet de l’IL-27 

par rapport à l'IL-21 et l'IL-10 qui sont de puissants facteurs de prolifération pour 

les cellules B mémoires et naïves.  
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Nos résultats sont en accord avec ceux qui prouvent que l'IL-27 règule la 

production de l'IgG dans les cellules B murines. En effet, il a été montré que par 

rapport aux souris de type-sauvage, celles déficientes pour le gène du WSX-1, 

possèdent une concentration sérique réduite en IgG2a, mais des niveaux 

normaux des autres isotypes d'Ig (Chen et al., 2000). Ces résultats sont 

corroborés par l'observation que l’IL-27 induit la commutation de classe vers 

l’IgG2a dans les cellules B murines activées in vitro (Yoshimoto et al., 2004). 

 

Cependant, il est important de souligner le fait que, semblablement à nos 

résultats, l’IL-27 exerce seulement des effets très modestes sur la production d'Ig 

chez la souris. Ainsi, l’importance de l'induction in vitro de la production d'IgG2a 

par les cellules B naïves activées de souris est comparable à celle de l’IgG1 chez 

l’homme.  

 

D'ailleurs, la capacité de l’IL-27 à induire la production de l’IgG2a chez la souris 

est nettement inférieure par rapport à celle de l'IFN-γ, qui est une autre cytokine 

connue pour induire la commutation des cellules B naïves de souris vers la 

production de cet isotype (Snapper et al., 1988). Ceci indique que l’IL-27 ne joue 

pas un rôle important dans l'induction des réponses immunes humorales médiées 

par l’IgG murine. 

 

Cependant, les résultats obtenus avec des souris déficientes en WSX-1 ont 

indiqué que l’IL-27 pourrait réguler la production des IgE dépendante de l'IL-4.  
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Ainsi, des taux sériques en IgE ont été augmentés chez les souris déficientes en 

WSX-1, comparativement aux animaux du type sauvage, et selon l’allergène en 

cause, en association avec une plus grande production des cytokines Th2 dans 

le poumon et une augmentation des manifestations cliniques dans les voies 

respiratoires (Miyazaki et al., 2005). 

 

En outre, dans un modèle de glomérulonéphrite membranaire, il a été montré une 

prédominance d’IgG1 dans les dépôts glomérulaires chez les souris WSX-1 -/-, 

accompagnée d’une augmentation sérique accrue des IgG1 et IgE (Shimizu et 

al., 2005).  

Aussi, comme l'induction des deux isotypes est sous le contrôle de l’IL-4, ces 

résultats suggèrent que l’IL-27 pourrait interférer avec la production d’Ig médiée 

par l’IL-4. 

 

En effet, l’IL-27 s'est avérée inhiber le switch isotypique vers la classe IgG1 dans 

des cellules B spléniques de souris activées in vitro avec un anticorps 

monoclonal anti-CD40 ou avec le LPS, bien qu'aucune donnée sur la production 

d'IgE n'ait été fournie (Yoshimoto et al., 2004).  

 

Cependant chez l’homme, l’IL-27 ne semble pas avoir des effets inhibiteurs 

directs sur la synthèse d’IgE induite par l'IL-4 dans les cellules B naïves, car l’IL-

27 n'a pas modulé l'activité du promoteur du gène Cε induit par l’IL-4, ce résultat 

suggère que l’augmentation observée de la synthèse des IgE induite par l’IL-4 

peut être attribué à l'activité de l’IL-27 encourageant la croissance et la 

prolifération des cellules B différenciées de novo.  
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Cette conclusion est soutenue par l'observation que l’IL-27 induit une prolifération 

plus forte des cellules B naïves en présence d'IL-4 (résultats non montrés) qu'en 

son absence (figure 29).  

 

Ainsi, chez l’homme, l'induction de la production d’IgG1 par les cellules B naïves 

est également sous la commande de l'IL-10 et l'IL-21, deux cytokines 

indépendantes connues pour leur capacité à induire la commutation isotypique 

par l'intermédiaire de l'activation du promoteur du germline γ1 (et γ3) (Brière et 

al., 1994; Fujieda et al., 1996; Pène et al., 2004).  

 

En outre, l’IL-21 a une forte capacité d'induire la différentiation des cellules B en 

plasmocytes producteurs d’Ig (Ettinger et al., 2005). Cependant, comme il a été 

montré précédemment et dans la présente étude, les effets de l'IL-27 sont 

nettement inférieurs à ceux des autres cytokines. Cette situation est semblable 

chez la souris où l’IFN-γ induit une commutation beaucoup plus efficace de 

l’IgG2a que celle induite par l’IL-27 (Fecteau & Neron, 2003; Yoshimoto et al., 

2004). 

 

Pris dans leur ensemble, ces résultats précisent une redondance ainsi qu'une 

hiérarchie parmi les facteurs régulant la commutation isotypique des cellules B 

vers la production d'IgG1, avec un rôle plutôt minime de l’IL-27 dans ce 

processus.  
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En fin, bien que la diversification des sous-classes d'IgG de la souris et de 

l’homme ait évolué d'une façon indépendante (Hayashida et al., 1984), nos 

résultats suggèrent que la synthèse d'IgG2a chez la souris et celle d'IgG1 chez 

l’homme, caractérisé par les fonctions effectrices semblables dans des immuno-

réactions infectieuses, soit non seulement commandée par différentes cytokines 

de normalisation principale, y compris l’IFN-γ chez la souris ainsi que l'IL-10 et 

l’IL-21 chez l’homme, mais également ont pu avoir conservé un processus de 

normalisation commun médié par l’IL-27. 

Notre présente étude sur les effets de l’IL-27 sur la différenciation des cellules B 

chez l’Homme pourrait se poursuivre en approfondissant les différents aspects de 

la différenciation B telles que la commutation de classe et la production 

d’immunoglobulines par des expériences de biologie moléculaire.  

Nous avions entamé cette procédure en montrant la présence des transcrits 

germinaux dans les cellules B spléniques activées via le CD40L et en présence 

ou en absence de l’IL-27. Ceci pourrait constituer la preuve d’une induction d’une 

commutation isotypique vers les IgG1. Toutefois, seuls le séquençage des 

produits de PCR ou la mise en évidence des transcrits des cercles d’ADN 

résultant d’un éventuel mécanisme de recombinaison, pourraient confirmer 

définitivement ce fait.   

 

Par ailleurs, il parait intéressant de préciser si l’effet de l’IL-27 sur la prolifération 

des cellules B résulte d’un effet sur la division cellulaire proprement dite ou sur la 

survie, en analysant l’effet de l’IL-27 sur l’expression de protéines régulant le 

cycle cellulaire ou l’apoptose.  
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Les différents effets de l’IL-27 selon la sous population B ou le mode d’activation 

de la cellule B suggèrent que des voies de signalisation différentes, encore à 

définir, sont activées par l’IL-27 dans ces différentes conditions.  
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III – 2 – SENSIBILISATIONS ALLERGENIQUES ET 

MARQUEURS CLINIQUES  
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III – 2 – 1 – Caractéristiques atopiques et hyperréactivité bronchique: 

Sur la base du questionnaire clinique, un descriptif général de la population est établi et 

regroupe entre autres : l’âge, le sexe, les diverses manifestations atopiques 

personnelles associées à l’asthme, ainsi que les antécédents familiaux d’atopie (voir 

tableau IV).  

Le terrain atopique familial est relevé chez 48 sujets sur 65 (soit environ 74% de la 

population) et est 1,64 fois plus important du côté paternel que du côté maternel. La 

figure 37 montre la répartition de l’atopie.  

Un premier score « allergologique », compris entre 1 et 4, prend en compte l’ensemble 

des manifestations atopiques : la rhinite et la conjonctivite sont les plus présentes 32 

(43%) fois et 9 (12%) fois, respectivement. Aussi, parmi les 75 enfants asthmatiques, 

58/74 (78%) ont des manifestations atopiques associées à leur hyperréactivité 

bronchique, dont les principales sont montrées dans le tableau IV. On note également 

l’absence de toute manifestation d’atopie associée chez 16/74 (22%) sujets. 

Un second score est attribué pour la sévérité de l’asthme, compris entre 1 et 4, 

correspondant à 4 paliers, selon les critères de la classification GINA (NIH, 1995). Ainsi, 

15 (21%) enfants ont un asthme intermittent (palier 1) avec une moyenne d’âge de 9,53 

ans ; 14 (19%) ont un asthme persistant léger (palier 2) avec une moyenne d’âge de 

8,64 ans ; 33 (46%) ont un asthme persistant modéré (palier 3) avec une moyenne 

d’âge de 9,90 ans ; et 10 (14%) ont un asthme persistant sévère (palier 4) avec une 

moyenne d’âge de 12,2 ans. Les garçons sont majoritaires dans la population générale 

et dans les paliers de 1 à 3. Aussi, l’ancienneté de la maladie augmente avec les paliers 

d’environ 4 ans pour le premier palier jusqu’à une moyenne de 9 ans et demi pour le 

dernier palier. 
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Tab. IV : Descriptif des patients : Sévérité de l’asthme et principales 
manifestations atopiques 

Classification selon GINA 

 
POPULATION 
GENERALE 

Palier 1 
Asthme 

intermittent

Palier 2 
Asthme 

persistant 
léger 

Palier 3 
Asthme 

persistant 
modéré 

Palier 4 
Asthme 

persistant 
sévère 

Effectif (%) 75* 15 (21%) 14 (19%) 33 (46%) 10 (14%)
Age moyen 
(année) 9,81 9,53 8,64 9,90 12,2 

Sexe (M /F) 47/28 10/5 7/7 24/9 3/7 
Atopie 
familiale 

48/65  
(74%) 

10/12 
(83%) 

8/14 
(57%) 

22/29 
(76%) 

7/9 
(77%) 

Ancienneté 
de la maladie 
(moyenne en 
années) 

6,42 4,33 5,64 6,01 9,5 

Principales manifestations atopiques personnelles  
Rhinite 32 7 4 19 2 
Conjonctivite 9 1 2 5 1 
Otite 2 - - 2 - 
Laryngite 1 - - 1 - 
Aucune 16 5 2 5 2 
* Correspond à l’effectif total des patients inclus, sachant que certains n’ont pas répondu à toutes les questions 
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Fig. 37 : Répartition des antécédents d’atopie dans la population générale et dans 
le groupe d’enfants atopiques 
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III – 2 – 2 – Environnement allergénique et sensibilisations :  

A travers le questionnaire, l’environnement intérieur des enfants est exploré en matière 

d’humidité, de tabagisme passif et de présence d’animaux domestiques (voir la figure 

38). L’humidité est présente dans 77% des foyers (54/70) et 17/70 cas (24%) ont un 

animal domestique qui est soit un chat (10%), soit un chien (7%), soit les deux en même 

temps (7%). Les enfants sont exposés au tabagisme passif dans 21 cas sur 67, soit 

31%.  

La répartition des enfants selon la sensibilisation allergénique est représentée dans la 

figure 39. Sur les soixante-quinze enfants inclus, 22/75 (29%) n’ont aucune 

sensibilisation aux différents mélanges d’allergènes (pneumallergènes et 

trophallergènes)  ou allergènes individualisés évalués. 

Par contre, 54/75 enfants (71%) ont au moins une sensibilisation vis à vis du mélange 

de pneumallergènes utilisés : 50/74 enfants (68%) sont sensibilisés vis à vis des 

acariens Dermatophagoîdes pteronyssinus et 26/70 (37%) vis à vis de Blatella 

germanica. Parmi ceux qui sont sensibilisés aux acariens, 25/50 (50%) sont également 

sensibilisés aux blattes : 1 seul est uniquement sensibilisé à la blatte.  

D'une manière générale, parmi les enfants sensibilisés au mélange de 

pneumallergènes, on ne peut pas exclure une sensibilisation associée aux autres 

pneumallergènes du mélange (Bouleau et/ou Olivier et/ou Dactyle et/ou Pariétaire et/ou 

Armoise et/ou Chat et/ou Chien et/ou Alternaria). Deux enfants positifs au mélange et 

non sensibilisés aux acariens et blattes sont sans doute sensibilisés à au moins un de 

ces pneumallergènes. 
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Fig. 38 : Exploration de l’environnement intérieur des enfants : 
A : animaux domestiques ; B : humidité ; C : tabagisme passif 
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Fig. 39 : Sensibilisations allergéniques observées 
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Parmi les enfants sensibilisés aux acariens, 9/50 (18%) le sont également vis à vis des 

allergènes alimentaires. Aucune sensibilisation alimentaire n’est trouvée chez les autres 

enfants : ainsi, 9/72 enfants (13%) ont une sensibilité vis à vis des trophallergènes. Les 

neuf enfants ont un dosage IgE spécifiques aux trophallergènes positif du mélange 

alimentaire FP5 et 2/9 (22%) seulement ont une sensibilisation à FP15, ce qui 

représente aussi 2/72 (3%) du total. La répartition des allergènes en cause est la 

suivante : blanc d’œuf (6 fois), lait de vache (4 fois), arachide (3 fois), soja (3 fois), blé (2 

fois) et morue (2 fois) (figure 40). Les sensibilisations à la banane et à la pomme sont 

toutes deux incriminées chez les deux patients présentant une positivité au dosage IgEs 

FP15. Les polysensibilisations sont fréquentes : 1 enfant est positif vis à vis de tous les 

aliments explorés, 1 autre à 5 aliments, 3 à au moins 2 aliments.  

Le dosage positif des IgEs indique une sensibilisation des enfants vis à vis de 

l’allergène testé (ou au moins un allergène parmi ceux du mélange). Aussi nous avons 

considéré la positivité de ces dosages en termes de nombre de sensibilisations. La 

variation du taux moyen d’IgEs totales en fonction de la sensibilisation des enfants est 

montrée dans la figure 41. On observe une augmentation statistiquement significative 

(p=0,03 à 0,02), voir même très hautement significative (p=0,0001) de ce taux moyen 

par rapport au groupe d’enfants non sensibilisés. 

L’analyse statistique montre une corrélation élevée (coefficient de Pearson, r=0,65) 

entre les IgE totales et les IgEs au mélange de pneumallergènes. Ces derniers sont 

également corrélés aux IgEs aux acariens (r=0,63).  
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Fig. 40 : Fréquence des allergènes alimentaires en cause 
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Fig. 41 : Variation des taux sériques d’IgE totales en fonction du nombre de 

sensibilisations connues des enfants 
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III – 2 – 3 – Exploration des éosinophiles : 

L’éosinophilie sanguine n’est corrélée à aucun des paramètres biologiques mesurés, 

notamment à l’ECP. Par contre, cette dernière est corrélée avec les IgE totales (r=0,54) 

et les IgEs au mélange de pneumallergènes (r=0,65). La figure 42 montre 

l’augmentation du taux moyen de l’ECP en fonction de l’importance de sensibilisation 

des enfants. Cependant cette variation est statistiquement à la limite de la significativité. 

III – 2 – 4 – Etude clinico-biologiques :  

Sur la base des scores calculés (le Score GINA est considéré positif lorsqu'il dépasse le 

1er palier et le Score allergologique est considéré positif à partir de 2 symptômes 

allergologiques), nous avons recherché les concordances clinico-biologiques sur 

l’ensemble de la population par le test du khi 2.  

Il existe un lien significatif entre la sévérité de l’asthme, représentée par le score GINA, 

et l’ECP (p=0.03). Par contre nous n’avons pas enregistré de relation significative entre 

éosinophilie sanguine, IgEs et sévérité de l’asthme.  

Les manifestations associées à l’asthme sont représentées par le score allergologique. 

Nous avons recherché le lien avec le terrain atopique familial, en départageant la 

population générale en deux groupes : un groupe de 48/65 (74%) enfants chez lesquels 

existe une atopie familiale et un second groupe 17/65 (26%) enfants n’ayant pas 

d’atopie familiale : les manifestations atopiques personnelles (Score allergologique) sont 

présentes à 96% chez les enfants qui ont une atopie familiale par rapport au groupe 

d’enfants qui n’en ont pas (voir figure 43). Par ailleurs la gravité de l’asthme est la même 

chez les enfants des deux groupes.  

L’éosinophilie est uniquement corrélée à l’ancienneté de la maladie (corrélation de 

Pearson= 0,389, p=0,013). 
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Fig. 42 : Variation des taux sériques d’ECP en fonction du nombre de 

sensibilisations connues des enfants 
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Fig. 43 : Variation des scores cliniques selon l’existence ou non de l’atopie 
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III – 2 – 5 – Relation de l’âge avec les paramètres biologiques et 

cliniques : 

Nous avons réparti l’effectif total en trois tranches d’âge allant de : [4-6] ans, [7-12] ans 

et [13-18] ans. Les résultats sont exprimés en terme de valeur au dessus de la valeur 

normale, selon la tranche d’âge (tableau V). 

Ainsi, le pourcentage d’enfants présentant un taux d’IgE sériques totales au dessus de 

la normale augmente avec l’âge : de 59 % (4-6 ans), à 79 % (7-12 ans) pour ensuite 

s’établir en plateau. 

Statistiquement, le pourcentage d’enfants présentant des IgEs détectables contre le 

mélange de pneumallergènes, augmente significativement (p=0,04) avec l’âge, de 

même que les IgEs aux acariens (p=0,02) et à la blatte (p=0,03) ; contrairement aux 

IgEs aux trophallergènes  (FP5 et FP15) qui n’augmentent pas de façon significative. 

L’analyse statistique montre aussi une augmentation significative de l’état de 

sensibilisation entre les enfants des trois tranches d’âge. 

Par ailleurs, on remarque aussi que, plus la moyenne d’âge par palier augmente, plus la 

sévérité de l’asthme augmente (voir figure 44) et parallèlement on observe tout d’abord, 

l’augmentation des symptômes atopiques associés à l’asthme chez les jeunes enfants 

(de 13/58 cas à 29/58 cas), puis leur diminution (16/58 cas seulement) chez les enfants 

de plus de 12 ans, voir figure 45. 

 

 

 

 

 

 



 137

 

 

 

Tableau V : Valeurs au dessus de la valeur normale selon la tranche d’âge 

≤ 6 ans [7-12] ans [13-18] ans
PARAMETRES EVALUES 

n % n % n % 

IgEt  10/17 59 31/39 79 15/19 79 

IgEs (mélange de pneumallergènes) * 8/17 47 28/39 72 18/19 95 

IgEs (D1) * 6/16 38 27/39 69 17/19 89 

IgEs (I6) * 4/16 25 11/36 31 11/18 61 

IgEs (mélange d’aliments FP5)  1/16 06 4/36 11 4/18 22 

IgEs (mélange d’aliments FP15)  0/16 0 1/37 03 1/19 05 

ECP sérique 12/16 75 31/36 86 18/18 100

Eosinophilie sanguine 1/10 10 3/23 13 4/10 40 

Atopie * 10/14 71 22/34 65 16/17 94 

Score GINA * 9/16 56 19/37 51 15/19 79 

Score allergologique 12/17 71 29/39 74 15/19 79 

Sensibilisations * 6/17 35 27/39 69 18/19 95 
 * : p < 0,05 
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Fig. 44 : Variation de la moyenne d’âge par palier GINA 
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Fig. 45 : Répartition des symptômes atopiques associés à l’asthme dans la 

population générale selon la tranche d’âge 
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Discussion : 

 

La prévalence de l’asthme dans les pays du Maghreb, aussi bien en 

Algérie, au Maroc qu’en Tunisie, varie de 2% à 5%, touchant surtout des sujets 

jeunes (Mahouachi et al., 1998). En Algérie, selon les résultats d’une enquête 

réalisée par les services médicaux en 2005, 3% de la population algérienne (soit 

plus de un million de personnes) est atteinte d’asthme, dont la majorité sont des 

enfants (Afroun, 2005). C’est ce qui justifie notre choix d’étudier une population 

pédiatrique. De plus, aucune étude immuno-allergologique n’a été publiée chez 

de jeunes asthmatiques à Annaba (Côte Est du pays). Cependant, cette étude, 

pourtant originale, peut d’emblée être critiquable pour n’avoir pas un groupe 

d’enfants témoin. Cependant, la raison est d’ordre éthique : les parents des 

enfants ayant participé à cette étude avaient un intérêt à voir évaluer les 

paramètres immuno-biologiques sanguins chez leurs enfants, ce qui n’aurait pas 

été le cas pour les parents d’enfants sains du groupe témoin. 

Il est décrit dans la littérature que chez l’enfant, les garçons sont plus 

fréquemment asthmatiques que les filles (Dutau et al., 1998). Dans notre étude, 

le sex-ratio est en effet de 1,67 en faveur des garçons, il est donc comparable 

aux séries pédiatriques, en particulier dans l’étude des enfants de moins de 3 ans 

et de 3 à 15 ans, avec un sex-ratio de 1,5 en faveur des garçons (Rancé et al., 

1995).  

Selon le descriptif général de la population, on trouve que la majorité des 

enfants ont un asthme persistant modéré de grade 3 (46%) avec une moyenne 

d’âge de 9 ans. Très peu ont un asthme sévère (14%) avec un âge moyen plus 

élevé, environ 12 ans. Or, la plupart des asthmes de l’enfant sont justement 
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légers ou modérés, à l’adolescence. Toutefois, l’asthme peut s’aggraver pour 

plusieurs raisons, comme : la perte du référent médical, déni de la maladie, 

tabagisme, ou même une mauvaise observance ou arrêt du traitement de fond. 

Dans notre étude, c’est ce qui risque d’arriver, à long terme, aux enfants du stade 

3, qui risquent à tout moment de passer au stade supérieur, c.-à-d. à l’asthme 

sévère. 

 

Les signes allergiques associés telles que la rhinite et la conjonctivite, 

permettent de suspecter une composante atopique. L’association d’une rhinite et 

d’une hyperréactivité bronchique est fréquente (Dykewicz & Fineman, 1998; 

Leynaert et al., 1999).  Le rôle de l’inflammation des voies aériennes supérieures 

dans la survenue de l’hyperréactivité bronchique étant largement décrite dans la 

littérature (Aubier, 1993; Riffo-Vasquez & Spina, 2002). C’est ce que nous 

observons dans notre population avec 32 cas de rhinite, 1 cas de laryngite et 

deux d’otite. Ceci s’explique par l’existence d’interactions directes entre l’atteinte 

inflammatoire nasale et les voies aériennes inférieures, probablement par la 

diffusion de médiateurs de l’inflammation à partir de la sphère nasale (Braunsahl 

et al., 2000).  

Le caractère familial de l’asthme dit allergique ou « atopie » (caractérisée 

par une hyper production par les lymphocytes B d’anticorps d’isotype IgE) est 

connu depuis longtemps et pourrait s’expliquer aussi bien par une composante 

génétique (Haagerup et al., 2002) que par l’effet d’un environnement commun à 

des sujets partageant un même habitat (Ronchetti et al., 2005). Dans notre étude, 

il s’agit d’enfants à haut risque familial d’atopie, puisque le terrain atopique 

familial semble plus marqué que dans certaines séries pédiatriques, avec 74% 
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d’antécédents familiaux d’atopie contre 70,5% (Moneret-Vautrin et al., 1996). 

Aussi, à travers la cotation des symptômes allergiques, nous trouvons que les 

manifestations atopiques personnelles associées sont présentes à 96% chez les 

enfants qui ont une atopie familiale par rapport au groupe d’enfants qui n’en ont 

pas. On constate également que l’atopie d’origine paternelle est plus importante 

(1,6 fois) que l’atopie maternelle. Dans une autre étude (Hensley et al., 2004), il a 

été montré que les antécédents paternels d’atopie, et notamment d’asthme, ont 

été associés à un risque accru d’atopie chez l’enfant, à l’âge de six à sept ans, 

alors que les antécédents maternels n’ont pas, ou peu d’influence. 

 

Ainsi, l’extrême fréquence de l’association asthme-terrain atopique justifie 

la pratique d’un bilan allergologique à la recherche d’une sensibilisation à un ou 

plusieurs allergènes adaptés à l’âge et à l’environnement des enfants. Bien que 

ce bilan doit en principe débuter par la réalisation des tests cutanés, le dosage 

des IgEs peut être réalisé en première intention (Malandain, 2003). Dans notre 

étude ces tests n’étaient pas réalisables au moment du recrutement des patients, 

conformément à l’observation du Pr M Jerray (Jerray, 1998), qui confirme bien 

que dans les pays du Maghreb en général, les structures sanitaires sont de plus 

en plus sollicitées par des malades présentant une pathologie allergique, alors 

que parallèlement leur développement en matière de diagnostic et réalisation des 

Prick-tests, par exemple, ne semble pas répondre à cette demande. 

 

Les résultats de ce bilan indiquent, de toute évidence, que nous avons là 

une population d’asthmatiques qui présentent une grande sensibilisation vis à vis 

des pneumallergènes, (71%), cela correspond bien aux données de la littérature 
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(Rancé et al., 1995). Dans notre étude, nous avons identifié isolément les 

sensibilisations aux pneumallergènes qui se trouvent dans la poussière de 

maison, à savoir : acariens et blattes. On trouve une sensibilisation flagrante aux 

acariens chez 68% des enfants. Cette prévalence est très proche de celle décrite 

au Maroc (63%) (Alaoui Yazidi et al., 2001). Une étude réalisée sur les allergènes 

dans la ville d’Alger (Kourta, 2005), a permis de déceler d’importants taux de 

moisissures et d’acariens dans les habitations. Ces dernières seraient infestées 

d’acariens, de moisissures, de poussières des matelas, de quantités importantes 

de bactéries et d’endotoxines. C’est ce qui expliquerait l’augmentation du nombre 

d’asthmatiques et d’allergiques à Alger. Ce fait pourrait être comparable à 

Annaba, qui est de plus connue pour son taux élevé d’humidité sachant que 

l’habitat humide favorise le développement des acariens et que dans notre série, 

77% des parents se plaignent d’humidité dans leur foyer. Donc, le 

développement des acariens et des blattes favorisé par des conditions optimales 

d’humidité de l’air (80 % d’hygrométrie) et de température (plus de 20 °C), 

pourrait bien suggérer que la climatologie dans la région d’Annaba augmente le 

risque de développer des maladies allergiques.  

La rhinite et l’asthme sont également, les symptômes principaux de 

l’allergie à la blatte. Au Maghreb, la sensibilisation à la blatte est peu dépistée, 

car encore sous-estimée. Pourtant, on trouve, dans notre étude, une fréquence 

de l’ordre de 37%, qui dans la majorité des cas est associée aux acariens. Cette 

fréquence est pratiquement similaire à celle décrite dans une étude pédiatrique 

multicentrique américaine, où 36,8% d’enfants hospitalisés pour asthme étaient 

sensibilisés aux allergènes de blattes (Rosenstreich et al., 1997). Aussi, 

Boushaki Z et al. rapportent, à travers une enquête réalisée à l’ouest de l’Algérie 
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(Oran) (Boushaki et al., 2004), que la sensibilisation aux blattes (30,8%) arrive en 

troisième position après les acariens domestiques (81,7%) et le pollen d’olivier 

(34,4%). Cette forte prévalence pourrait s’expliquer par l’effet d’une pollution 

domestique et allergénique persistantes dans les milieux socio-économiques 

défavorisés. Cependant, l’allergie à la blatte n’épargne pas non plus les milieux 

plus favorisés. Les gaines d’isolation des immeubles neufs sont aussi des 

repaires idéaux pour ces insectes qui affectionnent chaleur et humidité (Rauh et 

al., 2002; Arbes et al., 2003).  

Par ailleurs, parmi les enfants sensibilisés au mélange de 

pneumallergènes, il peut éventuellement y avoir d’autres sensibilisations mises à 

part celles aux acariens et à la blatte, sachant, de plus, que 24% des foyers 

possèdent un animal domestique (chat et/ou chien). Ces résultats doivent être 

confrontés à la clinique et à l’environnement, en connaissance des autres 

allergènes inclus dans le mélange (Bouleau, Olivier, Dactyle, Pariétaire, Armoise, 

Chat, Chien et Alternaria). Nous avons détecté deux garçons de 5 et 7 ans (3% 

des cas), sensibilisés au mélange de pneumallergènes, mais qui ne le sont pas 

vis à vis des acariens et des blattes. 

Dans notre étude, nous avons également testé les allergènes alimentaires 

les plus fréquemment impliqués dans l'asthme pédiatrique. On observe, dans 

18% des cas, une sensibilisation aux allergènes alimentaires testés, toujours 

associée à une sensibilisation aux pneumallergènes. Dans la littérature, on 

retrouve bien cette notion d’association entre allergie alimentaire et 

sensibilisation aux aéroallergènes (Charles et al., 2004) si bien qu’il est parfois 

difficile de dissocier les effets des aliments de ceux des pneumallergènes sur 

l'hyperréactivité bronchique. Dans notre étude, en première position, dans 6 cas 
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sur 9, on retrouve une sensibilisation au blanc d’œuf, en deuxième position celle 

au lait de vache avec 4/9 cas et en troisième position une sensibilisation à 

l’arachide avec 3/9 cas. Par ailleurs, dans 3 cas sur 9, on retrouve une 

sensibilisation au soja. Quant à la sensibilisation à la Morue, retrouvée dans 2/9 

cas, c.-à-d. 22% des sensibilisations aux trophallergènes étudiés, elle rejoint la 

prévalence connue de l’allergie alimentaire au poisson dans les pays du pourtour 

méditerranéen qui est de 18% (Crespo et al., 1995). Cette prévalence est plus 

élevée (39%) dans les pays nordiques (Dutau et al., 1995).  

Par ailleurs, parmi les sensibilisations aux fruits recherchées, on note que 

celles vis à vis de la pêche et de l’orange n’existent pas dans notre population 

pédiatrique, contrairement aux sensibilisations à la pomme et à la banane qui 

sont présentes toutes deux chez deux enfants sur neuf. Ces enfants sont aussi 

cosensibilisés aux pneumallergènes. Cette polysensibilisation résulterait d’une 

dérégulation des sous populations de lymphocytes T au profit des TH2 

producteurs d’IL-4 (Yssel et al., 1991). Certains auteurs (Pène et al., 1994) ont 

montré que des patients polysensibilisés synthétisent relativement plus d’IL-4 et 

d’IgE que des patients monosensibilisés. Ceci pourrait bien expliquer le fait qu’on 

trouve une augmentation significative des IgE totales en fonction de l’importance 

de la sensibilisation allergénique chez les enfants. Ainsi, en absence des tests 

cutanés, l’évaluation des IgE sériques dans un contexte clinique, semble avoir un 

intérêt en tant que marqueurs de sensibilisation 

Dans notre étude, les IgEt et IgEs aux pneumallergènes sont corrélées à 

65% ce qui semble être en accord avec la littérature (Ponvert, 2004). Aussi, les 

IgEt sont liées au nombre de sensibilisations. L’élévation des IgE totales peut 



 146

donc constituer un bon indicateur et même un facteur de risque de développer 

des sensibilisations aux allergènes environnementaux.   

Quant à la force des liens entre asthme et sensibilisation alimentaire, elle 

n’est pas encore bien précisée. Ce n’est cependant pas un hasard si, en 

pneumoallergologie pédiatrique, les manifestations les plus sévères d’allergie 

alimentaire surviennent chez les enfants porteurs d’asthme (Bousquet & Michel, 

1998). D’ailleurs, dans notre étude, on ne retrouve pas de lien entre la sévérité 

de l’asthme et les taux détectables d’IgEs aux trophallergènes. En ce sens, nos 

résultats sont également comparables à ceux de la littérature (Rancé et al., 

2003). 

L’exploration des éosinophiles (numération et dosage de l’ECP) est 

classiquement proposée pour évaluer l’hyperréactivité bronchique. Toutefois, 

nous n’avons pas enregistré de corrélation significative entre éosinophilie 

sanguine et la sévérité de l’asthme. Pourtant, l’éosinophile joue un rôle essentiel 

dans la physiopathologie de la maladie asthmatique (Tillie-Leblond et al., 2004), 

quoique récemment, certains auteurs ont mis en évidence un autre profil 

inflammatoire dans l’asthme caractérisé par un infiltrat neutrophilique sans 

éosinophiles (Magnan et al., 2006). Just et al. ont montré chez les enfants 

asthmatiques que l’inflammation éosinophilique est étroitement liée à l’allergie 

respiratoire plus qu’à la sévérité de la maladie asthmatique(Just et al., 2003). 

D’ailleurs, même, si plusieurs études, comme celle de Bousquet et al, suggèrent 

une relation entre l’inflammation éosinophilique et la gravité de l’asthme chez 

l’adulte (Bousquet et al., 1990), peu d’informations concernant les cellules 

inflammatoires dans le tissu bronchique des nourrissons et des enfants 

asthmatiques ont été publiées.  
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Dans notre étude, l’éosinophilie est corrélée à l’ancienneté de la maladie. 

En fait, l’ancienneté de l’asthme pourrait être associée à un remodelage des 

voies aériennes dû à l’activation des éosinophiles qui relarguent des protéines 

délétères comme l’ECP, la protéine basique majeure (MBP) et la protéine 

éosinophile X (EPX) provenant de granules intracytoplasmiques cytotoxiques 

pour l’épithélium bronchique (Weller et al., 1996). 

Aussi, nous nous sommes intéressé au taux sérique d’ECP, qui est, lié à 

la sévérité de l’asthme comme il a été décrit par plusieurs auteurs (Badar et al., 

2004; Joseph-Bowen et al., 2004). Ceci suggère que, chez les enfants 

asthmatiques, un taux sérique élevé d’ECP représenterait un facteur de risque de 

persistance de l’asthme. De plus, l’ECP est corrélée aux IgE totales et 

spécifiques aux pneumallergènes. On trouve une augmentation à la limite de la 

significativité de la valeur moyenne d’ECP sérique en fonction du degré de 

sensibilisation des enfants. Nos résultats semblent confirmer l’étude de Fauquert 

JL et al, dans laquelle les auteurs ont analysé la valeur d’une détermination 

ponctuelle de l’ECP sérique, et rapportent que son taux moyen est 

significativement plus élevé en cas d’allergie aux acariens (Fauquert et al., 1997). 

Enfin, nous rappelons que le dosage de l’ECP a été réalisé sur des prélèvements 

centrifugés très rapidement, ce qui n’est pas réalisable en pratique courante.  

En fin, on constate que l’ECP, contrairement à l’éosinophilie sanguine, 

représente un bon marqueur biologique reflétant la sévérité de l’asthme et le 

degré de sensibilisation à l’environnement allergénique. 

Diverses études ont suggéré qu’au cours de l’enfance, l’apparition des 

sensibilisations allergiques puis le développement des signes cliniques obéit à 

une chronologie particulière tributaire de l’hérédité et de l’exposition plus ou 
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moins importante ou durable aux allergènes de l’environnement (Petronella & 

Conboy-Ellis, 2003). Dans notre étude, les enfants ont été répartis en trois 

tranches d’âge délimitant grossièrement les stades préscolaire, scolaire et celui 

de l’adolescence. On trouve une augmentation statistiquement significative selon 

l’âge affectant les taux d’IgEs au mélange de pneumallergènes, aux acariens et à 

la blatte, mais aussi de l’état de sensibilisation global des enfants. Ceci est en 

parfait accord avec l’étude de Sigurs et al chez les enfants (Sigurs et al., 1994). 

Chez les enfants asthmatiques sensibilisés, l’élévation des IgE spécifiques 

pourrait participer à un processus global affectant l’ensemble de la production 

d’IgE. Aussi, on retrouve dans notre population pédiatrique, une augmentation 

progressive, quoique statistiquement non significative, du pourcentage d’enfants 

présentant un taux d’IgE sériques totales au-dessus de la valeur normale pour 

l’âge en fonction de la tranche d’âge telle qu’elle a été décrite par plusieurs 

auteurs (Kalach et al., 2004).  

Par contre, aucune augmentation significative selon l’âge du nombre 

d’enfants présentant des IgE spécifiques détectables contre les trophallergènes 

testés n’est notée. Cette observation peut être rapprochée de l'acquisition 

progressive de la tolérance alimentaire au-delà de la petite enfance. En effet, les 

données actuelles de la littérature indiquent même que les titres d’IgE spécifiques 

alimentaires diminuent avec l’âge (Boyano Martinez et al., 2002). Dans cet ordre 

d’idée, il peut être souligné que les manifestations cliniques d’allergie associées à 

l’asthme dans notre population déclinent à partir de l’âge de 12 ans, comme cela 

a été montré par des suivis longitudinaux (Dannaeus, 1993). 
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Chapitre IV : CONCLUSION GENERALE 
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Dans ce présent travail, nous prouvons que : 

- Les cellules B naïves du sang de cordon humain expriment un récepteur fonctionnel 

de l’IL-27, comprenant les sous unités TCCR et gp130. Cependant leur expression est 

faible par rapport aux cellules B spléniques naïves et mémoires. 

- L'IL-27 augmente la production d’IgE induite par l’IL-4 par les cellules B naïves 

stimulées avec l’anti-CD40. Toutefois, elle n’a aucun effet sur l’induction de l’activité du 

promoteur du germline Cε.  

- L’IL-27 induit la différentiation des lymphocytes B en une population de cellules B qui 

exprime des niveaux élevés de CD38 en association avec une diminution de 

l'expression membranaire d'IgD (ce sont des cellules de phénotype : IgG+/int extérieurs, 

CD20low, CD27high). Ceci indique que l’IL-27 favorise la commutation isotypiqe et la 

différenciation des cellules B naïves en plasmocytes. 

- De plus, l’IL-27 n'induit pas des réponses prolifératives et n'augmente pas la 

production IgG1 par des cellules B mémoire CD19+CD27+. Cependant, elle induit une 

production d'IgG1 par les cellules naïves de la rate CD19+CD27-IgD+IgG- et les cellules 

B du sang de cordon, activées par l'intermédiaire de CD40. Par ailleurs, cette 

interleukine n'a aucun effet sur la production des autres sous-classes d'IgG. Cependant, 

par rapport aux effets de l'IL-21 et l'IL-10, tous deux des facteurs de commutation pour 

l’IgG1 et l’IgG3 humains, ceux de l'IL-27 sont modestes et régulent exclusivement la 

production d'IgG1.  

 

Ces résultats précisent une redondance partielle ainsi qu’une hiérarchie parmi les 

facteurs régulateurs de la commutation isotypique des cellules B vers la production 

d'IgG1 chez l’homme et indiquent, en outre, l'existence d'une régulation commune par 

l’IL-27 des isotypes IgG1humaine et IgG2a murine. 
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En fin, bien que la diversification des sous-classes d'IgG, chez l’homme et la souris, ait 

évolué d'une façon indépendante (33), nos résultats suggèrent que la synthèse d'IgG2a 

chez la souris et celle d'IgG1 dans l'homme, caractérisé par les fonctions effectrices 

semblables dans des immuno-réactions infectieuses, soit non seulement commandée 

par différentes cytokines de normalisation principaux, y compris IFN-γ chez la souris et 

l'IL-10 et IL21 dans l'humain, mais également ont pu avoir conservé un processus de 

normalisation commun médié par l’IL-27. 

Notre travail apporte donc des résultats originaux sur la fonction de l’IL-27. On pourrait 

envisager de poursuivre cette étude en recherchant  les effets de cette cytokine dans 

des cellules B provenant d’une population asthmatique afin de mettre en évidence les 

éventuels effets pro et/ou anti-inflammatoire dans cette pathologie. 

En attendant, d’élargir notre champ de recherche qui imposerait l’acquisition d’un 

cytomètre en flux au niveau de nos structures de recherche, nous avons commencé 

progressivement en explorant différents paramètres biologiques dans une population 

pédiatrique asthmatique. Ainsi, les résultats que nous rapportons dans l’étude clinico-

biologique sont dans l’ensemble conformes aux données de la littérature concernant les 

enfants asthmatiques mais mettent en évidence plusieurs données informatives :   

- L’atopie basée sur des critères familiaux (paternels) est très fréquente dans cette 

population (74%). Les manifestations allergologiques sont élevées chez ces enfants 

(96%). La majorité de ces enfants (46%) ont un asthme sévère de grade 3 signifiant un 

besoin de traitement.  

- La climatologie dans la région d’Annaba augmenterait le risque de développer des 

maladies allergiques. En effet, bien que les tests cutanés aient été impossibles à 

réaliser, le dosage des IgEs apparaît être un bon marqueur biologique de la 

sensibilisation dans cette population (2/3 des enfants sont sensibilisés aux acariens, 
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dont la moitié est également sensibilisée aux blattes). On peut dire que les 

pneumallergènes constituent des facteurs environnementaux très souvent impliqués 

dans la génèse et la sévérité des crises d’asthme.  

- Quant aux sensibilisations alimentaires, moins fréquentes (9/75) et toujours associées 

à des IgEs aux acariens, semblent correspondre plus à une polysensibilisation qu’à une 

vraie allergie alimentaire et sont peu impliquées dans l’asthme. 

- Nous trouvons que l’activité éosinophilique représentée par l’ECP (plus que 

l’éosinophilie) semble un bon marqueur biologique de l’asthme allergique reflétant sa 

gravité et le degré de sensibilisation allergénique. 

En fin, au terme de cette étude, la première du genre à Annaba (qui fera très 

prochainement l’objet d’une publication), et au vu de cet important problème de santé 

publique, et en attendant de confirmer ces résultats préliminaires par une plus grande 

étude multicentrique, il serait souhaitable de reconduire cette même étude en réalisant 

le dosage des IgEs à d’autres allergènes de l’environnement local. Ce bilan étiologique 

immuno-allergologique est un élément diagnostique important, car, appréhendé dans un 

contexte clinique, il peut contribuer à une meilleure prise en charge (éviction 

allergénique ciblée avec désensibilisation spécifique). A plus long terme, l’étude du 

polymorphisme phénotypique et génétique des sujets, semble indispensable pour 

progresser dans l’appréhension des facteurs pronostiques de l’asthme dans notre 

population pédiatrique et son évolution vers l’âge adulte. 
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Dans ce travail de recherche, nous abordons la synthèse des IgE à travers deux 

aspects essentiels :  

-un aspect fondamental qui, tout en étant basé sur l’utilisation de la cytométrie en 

flux, des méthodes de tri cellulaire et des techniques de biologie moléculaire,  aborde 

les mécanismes de la commutation isotypique et le rôle de l’IL-27 dans les lymphocytes 

B humains en culture;  

-et un aspect appliqué qui, ayant été réalisé sur des prélèvements sanguins chez 

une population de soixante-quinze (75) enfants asthmatiques de Annaba (Algérie), est 

basé sur diverses méthodes d’immunoanalyse.  

Dans ce contexte, nous avons mis notamment en évidence l’expression d’un 

récepteur fonctionnel de l’IL-27, comprenant les sous unités TCCR et gp130 sur les 

cellules B naïves du sang de cordon humain. Cependant, nous relevons le fit que leur 

expression est faible par rapport aux cellules B spléniques naïves et mémoires.  

Puis, nous avons montré que cette cytokine augmente la production d’IgE induite 

par l’IL-4 par les cellules B naïves stimulées avec l’anti-CD40 sans pour autant avoir 

d’effet sur l’induction de l’activité du promoteur du germline Cε. Cette cytokine favorise 

la commutation isotypiqe et la différenciation des cellules B naïves en plasmocytes et 

induit la production des IgG1 par les cellules naïves de la rate CD19+CD27-IgD+IgG- et 

les cellules B du sang de cordon, activées par l'intermédiaire de CD40. Toutefois, ces 

effets restent  modestes par rapport à ceux de l’IL-10 et l’IL-21 et régulent 

exclusivement la production d'IgG1.  

Enfin, l’étude clinicobiologique a démontré la fréquence (75%) de l’atopie 

(capacité génétique à synthétiser des IgE vis-à-vis des antigènes de l’environnement) et 

des sensibilisations (surtout allergènes liés à l’habitat) dans cette population. Le dosage 

des IgEs paraît être un bon marqueur biologique de la sensibilisation dans cette 

population dans laquelle les pneumallergènes constituent des facteurs 

environnementaux très souvent impliqués dans la genèse des crises d’asthme et leur 

sévérité. Quant aux sensibilisations alimentaires, moins fréquentes (9/75) et toujours 

associées à des IgEs aux acariens, elles semblent correspondre plus à une 

polysensibilisation qu’à une vraie allergie alimentaire. L’intérêt de l’ECP, marqueur 

d’activation des éosinophiles, dans l’évaluation de la sévérité de l’asthme et du degré de 

sensibilisation allergénique a ainsi été mis en évidence. 
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