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Résumé

L’asthme est une maladie inflammatoire chronique majoritairement allergique dont 1’'un des traitements actuels consiste a désensibiliser de
facon spécifique le patient vis-a-vis de ’allergene : c’est I'immunothérapie spécifique (ITS). L’ITS repose actuellement sur 1’administration
d’allergénes obtenus sous forme d’extrait par différentes méthodes. A I’heure actuelle, ces extraits sont encore de composition variable et d’une
efficacité inégale. Les techniques de biologie moléculaire ont permis d’obtenir un panel d’allergenes recombinants en grande quantité et d’une
excellente pureté. Mais I'ITS n’est pas encore sans innocuité et de nombreuses équipes développent des stratégies différentes pour 1’améliorer,
qu’il s’agisse de nouveaux concepts thérapeutiques (vaccination ADN, thérapie cellulaire. . .), des voies d’administration ou bien directement de
I’élaboration d’allergenes présentant des qualité d’immunogénicité sans avoir pour autant d’allergénicité.
© 2013 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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Abstract

Asthma is mainly a chronic inflammatory allergic disease. One of the key treatments for this condition, allergen-specific immunotherapy (AIT),
consists of desensitizing the allergic patient to the specific allergen to which he/she is sensitized. AIT is based on the administration of allergenic
extracts produced by different methods. At present, such extracts still have unequal composition and efficiency. The use of molecular biology
techniques has led to the availability of a panel of recombinant allergens in large quantities and with excellent purity. However, AIT is still not entirely
safe, and a number of research teams are developing different strategies to improve it, such as new therapeutic approaches (e.g., DNA vaccination, cell
therapy, etc.), the use of different routes of administration, and the preparation of allergens with immunogenicity but without allergenicity.
© 2013 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction Etats-Unis, Royaume-Uni, Australie, Brésil. En France, elle

était estimée entre 2 et 3 % il y a 20 ans, contre 5 a 7 %

L’asthme est une maladie respiratoire chronique tres
fréquente, qui affecte prées de 300 millions de personnes
dans le monde [1], avec une prévalence dépassant 10 % aux

* Auteur correspondant.
Adresse e-mail : david.lair@univ-nantes.fr (D. Lair).

récemment [2], avec de grandes différences selon les régions,
de 5,2 % dans I’Est jusqu’a 7,9 % dans le Bassin parisien [3].
Les cofits qui lui sont associ€s sont conséquents, estimés a
1,5 milliards d’euros en 2001, lorsqu’on tient compte des cofits
directs (traitements et soins hospitaliers) et indirects (absen-
téisme, invalidité), faisant de cette maladie un véritable enjeu
de santé publique (programme d’action, de prévention et de
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prise en charge de 1’asthme, 2005). Dans tous les pays aussi
bien industrialisés que ceux en voie d’industrialisation, cette
prévalence est en hausse réguliere ces dernieres décennies, avec
aujourd’hui des facteurs de risque clairement identifiés : une
susceptibilité familiale, 1I’exposition a la pollution, une moindre
exposition aux micro-organismes de notre environnement
pendant la petite enfance (hypotheése hygiéniste), et surtout un
terrain atopique [4]. L’atopie est définie comme une réactivité
immunologique anormale vis-a-vis d’antigénes environnemen-
taux qualifiés d’allergeénes, et plus de la moitié des asthmes lui
sont associés [5]. La prévalence de I’ensemble des maladies
atopiques (dermatite atopique, rhinite allergique, asthme
allergique) peut atteindre 25 % dans les pays industrialisés,
avec la aussi une augmentation réguliere ces derniéres
décennies, retrouvée dans toutes les régions du monde [6].
L’histoire naturelle de I’atopie, autrement appelée marche
atopique, commence dans la petite enfance par la sensibilisa-
tion aux allergenes par voie orale, inhalée et/ou transcutanée.
La dermatite atopique ou eczéma, parfois associée a une
allergie alimentaire, signe dés le plus jeune age I’entrée dans la
maladie. Elle disparait en regle générale en quelques années
pour laisser place dans environ 30 a 50 % des cas a une rhinite
allergique et/ou un asthme, parfois grave voire mortel, au
minimum invalidant [7,8]. On appelle « marche atopique » cette
progression de ’eczéma et/ou allergie alimentaire de la petite
enfance a I’asthme du grand enfant et du jeune adulte [9,10].
L’hypothese la plus soutenue pour expliquer cette marche
atopique serait la pénétration facilitée des pneumallergenes de
I’environnement par I’altération des barrieres cutanée dans la
dermatite atopique, notamment en cas de mutations du gene de
la filaggrine [11] ou digestive dans 1’allergie alimentaire.
Concernant 1’asthme allergique, il s’agit plus précisément
d’une maladie inflammatoire chronique des bronches, secon-
daire a Dl’exposition a des pneumallergénes chez un sujet
prédisposé et sensibilisé. La physiopathologie se décompose en
deux étapes, la premicre étape, silencieuse, est appelée la
sensibilisation : sur un terrain prédisposé, atopique, 1’allergene
traverse une barriere muqueuse (cutanée et/ou digestive et/ou
respiratoire) ou il est pris en charge par les cellules dendritiques
(DC) présentatrices d’antigene. Cette maturation de la DC lui
permet de migrer au niveau des ganglions régionaux ou le
complexe allergene-DC est présenté aux lymphocytes T CD4+
naifs qui vont reconnaitre spécifiquement le/les peptide(s)
allergénique(s) via leur récepteur spécifique (TCR). Les
cellules présentatrices d’antigene initient alors, chez le sujet
atopique, la polarisation, principalement T helper 2 (Th2), des
Iymphocytes T effecteurs [12] et mémoires spécifiques [12,13].
Les lymphocytes effecteurs vont sécréter des cytokines pro-
inflammatoires telles que I1-4, 1I-5, 1I-13. L’'Il-4 et I'll-
13 provoqueront via la stimulation des lymphocytes B
spécifiques de 1’allergene la production de plasmocytes
sécréteurs d’IgE et d’IgG1 spécifiques d’allergéne [14] se fixant
a la surface des mastocytes bronchiques et des polynucléaires
basophiles leur conférant une réactivité forte vis-a-vis de
I’allergene ; quant a I'I1-5, elle activera les éosinophiles.

Au cours d’une seconde étape, lors de contacts ultérieurs
avec le méme allergéne, dans les minutes suivant la

réexposition, la fixation de I’allergene aux IgE présentes sur
les mastocytes provoquera leur dégranulation avec libération
de médiateurs pro-inflammatoires (histamine, protéases,
médiateurs lipidiques, cytokines et chimiokines) provoquant
vasodilatation, contraction des muscles lisses, responsable
d’un bronchospasme et initiant la réaction inflammatoire
immédiate : c’est la crise d’asthme aigué€ dans son expression
classique. De facon retardée (4 a 6 heures), des polynucléaires
éosinophiles sont recrutés au sein de la paroi bronchique via la
sécrétion d’IL-5 par les lymphocytes Th2 [15] et provoquent
I’apparition des 1€sions tissulaires [16], et une activation des
éosinophiles et des lymphocytes eux-mémes responsables de
symptomes retardés. Les sujets allergiques et asthmatiques
allergiques sont donc caractérisés par une hyperéosinophilie et
un déséquilibre de la balance lymphocytaire Th2/Thl. Les
lymphocytes T ont donc un rdle central dans la genese de la
pathologie. Si celui des lymphocytes Th2 est incontestable, le
role des lymphocytes Thl est plus controversé. Ils pourraient
coopérer, via des cytokines de type Thl dont I'TFN-vy, avec les
lymphocytes Th2 dans I’induction de I’hyperréactivité bronch-
ique [17,18] ou, a I’inverse inhiber la réponse Th2 et avoir
un effet protecteur [19]. De plus, les lymphocytes T
CD4 régulateurs et producteurs de cytokines immunosuppres-
sives type IL-10 et TGFB sont également impliqués : ils
semblent déficitaires dans 1’asthme, notamment lors d’exacer-
bations [20]. Enfin les lymphocytes Thl7, médiateurs de
I’inflammation neutrophilique, semblent étre impliqués, parti-
culierement dans les phénotypes d’asthme sévere [21]. Face
aux multiples réexpositions, une inflammation chronique finit
par s’installer entralnant un remodelage de 1’épithélium et du
muscle lisse bronchiques a I’origine d’une altération durable de
la fonction respiratoire.

Un certain nombre de facteurs de risque dans 1’asthme
allergique ont été identifiés, qui peuvent étre divisés en facteurs
génétiques et environnementaux, dont les allergenes tels que les
acariens de la poussiere de maison, les phaneres d’animaux ou
les moisissures. Parmi ces derniers, la sensibilisation aux
acariens tient un réle important dans le développement de
I’asthme, ainsi que dans la survenue d’exacerbations.

2. Contexte thérapeutique actuel

Actuellement, 1’asthme peut étre facilement contr6lé dans la
grande majorité des cas par des traitements inhalés [1].
Cependant, il existe une proportion de patients qui restent mal
contrdlés malgré des traitements lourds, incluant la cortico-
thérapie par voie générale qui peut induire de nombreux effets
secondaires et qui n’a qu’un effet suspensif sans action sur la
maladie allergique sous-jacente qui cause I’asthme. Ainsi,
prévenir les exacerbations chez 1’asthmatique quelle qu’en soit
la cause, c’est traiter ou prévenir I’inflammation chronique
d’origine allergique. L’immunothérapie spécifique (ITS)
représente une alternative dans le traitement de 1’asthme
allergique, qui consiste en 1’administration a doses progressi-
vement croissantes de 1’allergéne incriminé, afin d’induire une
tolérance immunitaire lors de la réexposition a cet antigeéne.
Schématiquement, la réaction allergique en cause dans

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2013.06.004
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I’asthme est de type Th2 pro-éosinophile et il est maintenant
admis que I'ITS en induisant une réponse mixte Thl et T
régulatrice inhibe cette activation Th2 et rétablit un état de
« tolérance » vis-a vis de I’allergene [22]. L'ITS des allergénes
est un traitement qui s’est développé au cours des 100 dernieres
années et dont les mécanismes consistent en une reprogramma-
tion de la réponse immunitaire, en agissant, d’une part, sur les
lymphocytes T régulateurs en augmentant leur sécrétion d’IL-
10 et ainsi leur capacité suppressive, d’autre part, sur les
cellules Th2 en diminuant leur prolifération, particulierement
les cellules spécifiques de 1’allergéne et diminuant le taux de
cytokines secrétées, et enfin en diminuant le nombre de
mastocytes, éosinophiles et leurs médiateurs [23]. L’ensemble
de ces modifications de la réponse immunitaire entraine une
réduction des manifestations cliniques, de I’hyperréactivité
bronchique et de la consommation médicamenteuse [24].
Cependant, I'ITS dans sa forme actuelle présente plusieurs
inconvénients :

o I'ITS oblige d’administrer en continu pendant plusieurs
années [’allergene ;

o I'ITS reste d’efficacité limitée et variable d’un patient a
I’autre, possiblement en raison du contenu variable en
composés immuno-actifs des extraits utilisés ;

o I'ITS peut toujours présenter un risque d’effet secondaire
notamment des chocs anaphylactiques graves.

Ainsi, des stratégies thérapeutiques innovantes mais égale-
ment de nouveaux allergenes doivent étre développés dans le
but de traiter globalement la maladie allergique de 1’asthma-
tique, de controler les symptomes et de prévenir les
exacerbations (Fig. 1).

3. Les différentes voies d’administration

Plusieurs voies d’administration sont actuellement étudiées
pour mettre en place 'ITS. La plus répandue est la voie sous-
cutanée mais d’autres voies sont explorées comme 1’admin-
istration orale [25], sublinguale [26-28], nasale [29], intra-
lymphatique [30,31] et épicutanée [32,33]. L’induction de
tolérance par voie sublinguale est une des principales
alternatives a 'ITS par injection sous-cutanée. Il a ét€ montré
que I’exposition précoce aux allergenes alimentaires tels que le
lait de vache peut provoquer une allergie alimentaire mais que
chez certains enfants, cette allergie ne persiste pas, ce qui
indique que les mécanismes d’induction de tolérance via les
mugqueuse peuvent étre efficaces [34]. Ainsi, il a ét€ démontré
dans des modeles animaux expérimentaux que la pré-
alimentation avec les allergenes permet de prévenir la
sensibilisation allergique [35,36]. L’utilisation prophylactique
et thérapeutique de Bet v 1 via des voies locales d’adminis-
tration réduit la réponse spécifique a 1’allergéne des lympho-
cytes T et B dans un modele murin d’allergie au pollen de
bouleau [37,38] mais également dans des études cliniques [39].
Cependant, 1’administration nasale d’allergénes chez des
patients allergiques peut entrainer une forte augmentation de
la production d’IgE spécifiques et de la sensibilité cutanée, ce

qui indique que D’administration via les voies locales
d’administration chez des patients déja sensibilisés peut
aggraver la réponse immunitaire allergique au lieu de
provoquer une tolérance [40,41].

4. Les différentes stratégies innovantes
d’immunothérapie spécifique

4.1. Les thérapies « directes »

Dans les différentes approches ou 1’allergene est utilisé
directement pour I’induction de tolérance, la question de la
forme et de la qualité de 1’allergene est essentielle. Afin de
pallier les inconvénients de I’ITS avec des extraits naturels et
d’améliorer son efficacité et sa tolérance, de nombreuses
stratégies on €té mises en place pour standardiser la production
et la composition des allergenes. En effet, les extraits naturels
ont souvent une qualité et/ou une quantité insuffisante
d’allergenes. Cela peut étre dii au manque de disponibilité
en grande quantité de 1’allergeéne, a une instabilité de celui-ci ou
bien a une grande variabilité de la quantité d’allergénes dans
I’extrait. La présence de contaminations et de substances non
allergéniques ou encore la faible immunogénicité de certains
allergénes peut également €tre en cause. Il existe différentes
stratégies visant a améliorer les allergénes qui ont toutes pour
but, in fine, de limiter la variabilité interpatient, la variabilité de
la composition des extraits utilisés et également de limiter les
effets secondaires anaphylactiques. Pour cela plusieurs types
d’allergenes ont été développés ces dernieres décennies.

4.1.1. Allergénes natifs recombinants

Les techniques de biologie moléculaire développées depuis
25 ans ont permis d’isoler I’ADN codant pour de nombreux
allergeénes cliniquement pertinents [42]. Les allergenes
recombinants ainsi élaborés par génie génétique et exprimés
dans divers organismes (principalement Escherichia coli)
permettent d’obtenir des protéines ou parties de protéines dont
les conformations sont capables de mimer un panel d’épitopes
identiques a celui observé pour I’allergene naturel [43].
L’intérét majeur de ces allergénes recombinants est de
permettre une production en grande quantité avec une qualité
constante des allergénes. Cependant, si les allergénes recom-
binants de ce type utilisés pour la formulation de vaccins
antiallergiques permettent d’éliminer les problemes liés a la
mauvaise qualité des extraits, ils conservent une activité
allergénique similaire aux allergénes naturels et sont comme
ceux-ci a méme de produire des effets secondaires induits par
les IgE.

4.1.2. Allergénes recombinants hypoallergéniques

Pour contourner les défauts des allergeénes recombinants, de
nombreuses études cherchent & créer des allergénes recombi-
nants hypoallergéniques. L’idée est de concevoir un allergene
recombinant modifi€ qui présente une réduction de 1’allergé-
nicité (c’est-a-dire au moins une diminution de réactivité et de
capacité a se fixer aux IgE spécifiques de I’allergene) et de
Pactivité allergénique (capacité d’induire par les IgE la

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2013.06.004
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Fig. 1. De ’allergene a la thérapie. Il existe différentes manieres d’appréhender I’immunothérapie spécifique (ITS) actuellement a partir d’un allergene et ces
différentes thérapies peuvent passer par des voies distinctes d’administration. La premiere et la plus basique des approches consiste a obtenir directement un extrait
protéique a partir de 1’allergene et de I’injecter. La seconde, basée sur la séquence de I’allergene et les outils actuels de la biologie moléculaire, ouvre la voie a un
ensemble de thérapies qu’elles soient directes par synthése ex vivo de différentes formes de protéines recombinantes et administrées par voie sous-cutanée ou
sublinguale ou nasale, ou qu’elles soient indirectes avec 1’injection intramusculaire de cellules ou de vaccins qui permettent une synthese in vivo des protéines de

I’allergene.

dégranulation des mastocytes ou des basophiles). Les hypo-
allergénes recombinants sont obtenus par diverses manipula-
tions de biologie moléculaire telles que 1’introduction de
mutations dans la séquence de [I’allergeéne, la production
de grands fragments non allergenes, le réassemblage de
séquences, 1’oligomérisation et la suppression de séquences
[42,44-46]. La plupart des épitopes lymphocytaires T
spécifiques de 1’allergéne sont conservés dans ces hypo-
allergeénes car les mutations affectent principalement les sites
de liaison aux IgE et laissent les épitopes des lymphocytes T
intacts. L’emploi de ces molécules recombinantes hypoallergé-
niques permet de fortement réduire leur activité allergénique et
d’administrer des doses plus élevées comparées a celles
utilisées avec les allergeénes naturels. Toutefois, I’innocuité de
ces allergenes hypoallergéniques n’est pas totale et ils peuvent

encore induire des effets secondaires principalement dus aux
populations lymphocytaire T [47].

4.1.3. Les autres formes d’allergénes recombinants

De nombreuses autres stratégies et formes d’allergénes sont
explorées pour 'ITS. Les allergénes utilisés peuvent ainsi se
présenter sous formes de protéines recombinantes hybrides ol
une seule protéine porte plusieurs allergénes ce qui permet
d’augmenter I’immunogénicité de certains allergenes qui seuls
ont une faible capacité a induire une réponse IgG [48]. Ces
protéines restent malgré tout susceptibles de causer comme les
allergénes naturels de nombreux effets secondaires [42]. On
trouve également des protéines de fusion ol une protéine sans
rapport avec l’allergéne (protéine immunogeéne ou issue de
virus) sert de transporteur pour un ou plusieurs peptides

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2013.06.004
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d’allergeénes hypoallergéniques ne présentant pas d’allergéni-
cité. Le plus souvent ces peptides sont dérivés des sites de
fixation des IgE et ne contiennent pas ou peu d’épitopes des
lymphocytes T [49,50]. Certains peptides peuvent également
étre employés dans I'ITS. Ces peptides contiennent principale-
ment les épitopes T spécifiques de I’allergéne qui seront
invisibles pour les IgE spécifiques [49,51,52]. Une autre voie
consiste a coupler des allergenes a des séquences CpG
(séquence d’ADN connue pour leur capacité immunomodula-
trice) ou a des particules pseudo-virales [49]. Il a été démontré
tres tot que les propriétés immunologiques des allergenes
pouvaient étre profondément modifiées s’ils étaient couplés a
d’autres composés. Par exemple, le couplage des allergenes
avec le polyéthylene glycol (mPEG) réduit I’activité allergéni-
que [53]. De méme, des oligonucléotides contenant des motifs
CpG induisent préférentiellement des réponses immunitaires
Thl [54]. En effet, le couplage de motifs CpG aux allergenes
réduit leur activité allergénique et peut favoriser des réponses
immunitaires Thl spécifiques de I’allergene [55].

4.2. Les thérapies « indirectes »

Ces thérapies basées sur une expression in situ de I’allergene
ou sur I'utilisation de cellules immunes rendues spécifiquement
compétentes permettent d’envisager des thérapies plus ciblées
et moins contraignantes.

4.2.1. Vaccination génique

Parmi les nouvelles modalités thérapeutiques utilisées pour
I’ITS, certaines basées sur la vaccination par ADN ou ARN sont
en cours de développement. La vaccination ARN reste encore
marginale [56] comparée a la vaccination ADN. Concernant
cette derniere, il s’agit d’injecter I’ ADN codant pour des
séquences peptidiques immunodominantes d’allergéne majeur,
a la place d’extraits allergéniques standard, cela permettant une
immunogénicité ciblée et une allergénicité moindre. Certaines
études sur des modeles animaux ont montré un potentiel
thérapeutique dans cette stratégie : celle de Jarman et al.
constate une diminution des cytokines de type Th2 dans le
lavage broncho-alvéolaire lors de I’administration d’un
plasmide contenant I’ADN codant pour un peptide immuno-
dominant de Derpl par voie intramusculaire a des souris
asthmatiques par rapport aux souris non traitées [57]. De plus la
réponse immunitaire peut étre orientée dans le sens voulu, en
associant au vaccin un adjuvant. Kim et al. montrent que la co-
administration d’ADN de Dermatophagoides pteronyssimus et
du bacille de Calmette et Guérin, connu pour ses effets
immunomodulateurs pro-Thl, entraine une régression du
phénotype asthmatique associée a une augmentation de la
production d’IFN-y dans le lavage broncho-alvéolaire de souris
[58]. Cependant, méme si la vaccination intramusculaire
d’ADN induit une forte réponse immunitaire chez la souris, les
quantités importantes nécessaires d’ADN ne permettent pas
une transposition future a I’homme [59]. Pour palier ce
probléme, I’utilisation de nouveaux vecteurs novateurs pourrait
&tre une solution. Ainsi, récemment notre équipe a montré des
résultats préliminaires encourageant sur D’action de la

vaccination avec un nouveau vecteur synthétique sur un
modele murin d’asthme allergique [60].

4.2.2. Thérapies génique et cellulaire

Une des autres approches possibles, déja étudiée dans des
modeles préclinique de transplantation ou de maladie auto-
immune [61,62], consiste a administrer des cellules souches
hématopoiétiques transduites avec un rétrovirus qui exprime
des antigenes particuliers. Certains travaux ont déja montré que
I’on pouvait ainsi induire une tolérance dans des modeles
murins et notamment dans 1’allergie [63,64]. Dans ces études,
Baranyi et al. montrent que le transfert de cellules souches
hématopoiétiques capables d’exprimer 1’allergene Phlp p 5,
allergéne majeur des pollens de graminées, empéche spécifique-
ment chez la souris le développement d’une allergie a Phl p
5 alors que le développement de 1’allergie a un autre allergene
comme Betv 1 n’estpas affecté. Une tolérance robuste est induite
au niveau des lymphocytes B, des lymphocytes T et des cellules
effectrices en utilisant cette approche de thérapie génique. Dans
ce protocole, chez les animaux rendus tolérants on ne note pas
d’apparition d’IgE spécifique de Phl p 5, ni d’IgG, ni de réactivité
des lymphocytes T et avec une absence totale de réactions
allergiques. Cependant, les mécanismes qui sous-tendent cette
approche de thérapie génique de I’allergie doivent étre étudiés
plus profondément [64]. D’autres approches commencent
également a apparaitre, telles que I’utilisation des lymphocytes
T régulateurs [65] ou les lymphocytes Thl [66].

5. Conclusion

L’ITS est actuellement le seul traitement spécifique de
I’allergie capable de modifier le cours de la maladie. L utilisation
des allergenes naturels présente des limites qui ont poussé les
chercheurs a explorer de nouvelles approches. Des stratégies de
traitements prophylactiques ou de thérapeutiques innovantes ont
pu étre développées grace a I’essor de la biologie moléculaire
permettant a plus ou moins court terme d’envisager la
vaccination comme un moyen efficace de traitement. En
parallele se mettent en place d’autres voies comme la thérapie
cellulaire. De nombreuses voies d’administration sont également
explorées. De nombreux efforts ont également porté sur les
allergénes et de nombreuses équipes tentent de concevoir des
alternatives aux allergénes naturels qui permettraient d’obtenir
des molécules avec une activité allergénique moindre, sans
allergénicité mais en conservant malgré tout une bonne
immunogénicité pour pouvoir induire une tolérance durable.
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