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Résumé

But. – Étudier l’effet de deux protéines majeures du lait de vache (la b-lactoglobuline [b-LG] et l’a-lactalbumine [a-LA]) sur les paramètres
électrophysiologiques de l’épithélium intestinal de lapins sensibilisés à ces deux allergènes, directement incriminées dans l’allergie aux protéines
du lait de vache non immunologique et leurs effets systémiques.
Méthodes. – L’interaction des protéines (marquées au 14C-formol), avec la muqueuse intestinale de lapins sensibilisés par voie parentérale à la b-
LG et à l’a-LA et des témoins a été suivie in vitro sur des fragments d’iléons montés en chambre de Ussing. Les paramètres électrophysiologiques
qui caractérisent le tissu à l’état basal, puis dans le temps et à des intervalles réguliers ont été mesurés après stimulation par les protéines déposées
dans le compartiment muqueux.
Résultats. – L’interaction de la b-LG et de l’a-LA avec la muqueuse intestinale significativement plus élevée chez les animaux sensibilisés que
chez les témoins, est associée à une augmentation significative du courant de court circuit et de la différence de potentiel alors que la conductance
reste inchangée.
Conclusion. – Ces résultats suggèrent que chez les animaux immunisés, l’interaction de la protéine sensibilisante avec la muqueuse intestinale
provoque des anomalies de transport hydroélectrolytique et constitue une approche intéressante pour la compréhension des mécanismes physiopa-
thologiques de l’intolérance aux protéines du lait de vache chez l’enfant qui serait la conséquence d’une perméabilité accrue à ces protéines.
# 2007 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Objectives. – Study of the effect of cow’s milk protein (b-lactoglobulin [b-LG] and a-lactalbumin [a-LA]) on the electrophysiological parameters
of the intestine rabbits sensitized to these allergens, directly incriminated in the non immunologic allergy to cow’s milk proteins and their systemic
effects.
Methods. – The interaction of the proteins (marked to the 14C-formol), with the mucous intestinal of parenteraly sensitized and some control
rabbits, was followed-up in vitro on fragments of ileums mounted in Ussing chamber. The electrophysiological parameters which characterize the
tissue to the basal state then in the time, in regular intervals, were measured after stimulation by the proteins deposed in the mucous compartment.
Results. – The interaction of b-LG and a-LA with the intestinal mucous, significantly more increased among the sensitized than some control
rabbits, is associated to a significant increase of the short circuit current and the difference of potential while the conductivity remain unchanged.
Conclusion. – These results suggest that the interaction of the sensitizing protein with intestinal mucous caused anomalies of hydroelectrolytic
transport at the immunized animals and establishes an interesting approach for the understanding of physiopathological mechanisms of the
increased permeability at these proteins.
# 2007 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction

Les protéines de lait de vache constituent une source
diététique principale pouvant induire des réactions d’hyper-
sensibilité chez quelques sujets prédisposés [1–4].

L’allergie aux protéines du lait de vache non immunolo-
gique (APLV) est une maladie qui atteint fréquemment les
jeunes enfants et semble en augmentation et il existerait de
façon concomitante, une diminution de la capacité de
digestibilité des protéines du lait de vache, ces notions
pouvant être liées à une modification de la perméabilité de la
muqueuse intestinale vis-à-vis du transport épithélial [5,6].
Elle se manifeste cliniquement par des symptômes digestifs et
extradigestifs [7] qui disparaissent peu après l’exclusion du lait
de vache.

Sur le plan fondamental, l’APLV est associée à une
augmentation de la perméabilité intestinale aux protéines, au
stade aigu de la maladie. Cependant, le mécanisme par lequel
les protéines du lait de vache déclenchent la sécrétion
intestinale reste inconnu. Dans ce contexte, des études sur
des modèles animaux sensibilisés à des protéines alimentaires
ont montré que la barrière intestinale pouvait être également
altérée. Ainsi des lapins sensibilisés présentent des titres en IgG
anti-ß-lactoglobuline et anti-a-lactalbumine ainsi que des flux
transépithéliaux significativement plus élevés que ceux des
témoins [8].

Ce travail a été engagé afin d’approcher l’interaction in
vitro, des protéines majeures du lait de vache avec la
muqueuse intestinale de lapins sensibilisés par voie paren-
térale à ces deux allergènes incriminés dans l’APLV : la
b-lactoglobuline (b-LG) et l’a-lactalbumine (a-LA), cela
en précisant sur le plan fondamental, l’effet de ces protéines
sur les paramètres électrophysiologiques de l’intestin, à
savoir : le potentiel d’action (PD, mV), le courant de
court circuit (Icc, mA/cm2) et la conductance du tissu
(G, mmho/cm2).

2. Matériel et méthodes

2.1. Animaux et immunisation

Deux groupes de six lapins de race néozélandaise, pesant
entre 2 et 3 kg, sont immunisés séparément contre la b-LG et
l’a-LA par injection sous-cutanée en plusieurs points, le long
de la colonne vertébrale, de 2 mg de protéine dissoute dans
0,5 ml de sérum physiologique et émulsionnée avec 0,5 ml
d’Adjuvant Complet de Freund (sigma, France). Les animaux
non sensibilisés, au nombre de six, ont servi comme témoins.
La même procédure, mais avec seulement 1 mg de protéine
émulsionné cette fois avec 0,5 ml d’Adjuvant Incomplet de
Freund est répétée au septième, vingtième et trentième jours
après la première injection. Deux jours plus tard, le sérum est
testé pour établir les titres sériques en anticorps IgG
anti-b-LG et anti-a-LA et stocké à �80 8C [9]. Les titres
en anticorps IgG anti-b-LG et IgG anti-a-LA des sérums de
lapins immunisés, après dilution au 1:100, sont établis par la
méthode Elisa [10]
Pour citer cet article : Ayad N, et al., Sensibilisation parentérale du
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2.2. Marquage des protéines du lait de vache

Le marquage des protéines (b-LG et a-LA du lait de vache –

Sigma, France) est effectué par alkylation réductive au
formaldéhyde marqué au 14Carbone (14C), selon la technique
de Jentoft et Dearborn [11].

2.3. Étude des paramètres électrophysiologiques en
chambre de Ussing

La mesure des paramètres électrophysiologiques du tissu
permet d’approcher l’interaction des protéines avec la
muqueuse intestinale de lapins témoins et immunisés. Ces
paramètres sont mesurés simultanément en deux chambres de
Ussing permettant de présenter de part et d’autre une surface de
l’intestin exposée sur 0,10–0,13 cm2. Les deux faces du tissu
(côté muqueux et côté séreux) déterminent un compartiment
muqueux et un compartiment séreux. Ces deux compartiments
sont chacun remplis avec 2 ml d’une solution de Ringer
(pH 7,4) et dont la composition est la suivante (mM) : 140 Na+,
5,2 K+, 1,2 Ca2+, 1,2 Mg2+, 120 Cl�, 25 HCO3

�, 2,4 HPO4
2�,

0,4 H2PO4. Le système est thermostaté à 37 8C et carbogéné
avec un mélange gazeux (95 % O2 et 5 % CO2).

L’animal maintenu à jeun depuis la veille au soir est
anesthésié avec une dose de pentobarbital sodique à 6 %. Après
laparatomie, deux fragments d’iléon sont étalés et montés à plat
séparément entre les deux demi-chambres de Lucite (surface
exposée : 0,10–0,13 cm2) de chacune des deux chambres de
Ussing. Après stabilisation du système, la protéine marquée au
14C est introduite dans le compartiment muqueux, à la
concentration de 1 mg/ml de façon à obtenir une activité
totale de 3,5 � 106 cpm environ. Les flux sont effectués en
circuit ouvert.

La différence de potentiel (PD, mV) transépithéliale
spontanée développée par le tissu est mesurée à l’aide d’un
couple d’électrodes au calomel reliés par des ponts d’agar (KCl,
3M).

La résistance du fluide (en absence du tissu) ainsi que la
résistance du tissu monté en chambre de Ussing sont obtenues
par application de la loi d’Ohm (U = RI). L’inverse de cette
résistance donne la conductance (G = 1/R, mmho/cm2) qui
représente l’index de la perméabilité de l’intestin aux
électrolytes.

Ces deux paramètres sont mesurés en envoyant régulière-
ment dans le temps, grâce à un système d’électrodes Ag–AgCl
connectées à une force électromotrice variable, de courtes
impulsions de courant (10 mA) permettant de faire varier
le potentiel transmembranaire de quelques millivolts.
La différence de potentiel (PD, mV) et la conductance
(G, mmho/cm2) sont mesurées toutes les dix minutes. Le
courant de court circuit (Icc, mA/cm2) est calculé par la loi
d’Ohm.

2.4. Analyse statistique

Elle est réalisée en utilisant le test de comparaison des
moyennes, le test de Student t pour des données non appariées.
lapin aux protéines du lait de vache : effets sur les paramètres
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Fig. 1. Titres en IgG anti-b-LG et anti-a-LA, mesurés par la technique Elisa
chez les lapins sensibilisés à la b-LG et a-LA.

Fig. 2. Effet de la b-LG sur le courant de court circuit (Icc), la différence de
potentiel (PD) et la conductance (G) des tissus de lapins sensibilisés à la b-LG
(n = 11) et des tissus de lapins témoins (n = 11), montés en chambre de Ussing.
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3. Résultats

3.1. Dosage des IgG par Elisa

Le titre en IgG anti-b-LG est de 1/18155 alors que celui en
IgG anti-a-LA est de 1/12589 (Fig. 1). Il n’y a pas de différence
significative entre ces deux titres. Chez les animaux témoins
non sensibilisés, les anticorps dirigés contre la b-LG et l’a-LA
ne sont pas détectables.

Les résultats obtenus indiquent des titres élevés en anticorps
anti-b-LG et anti-a-LA. Cela montre clairement que les
animaux présentent un degré élevé de sensibilisation à ces deux
protéines.

3.2. Effets de la b-LG et de l’a-LA sur les paramètres
électrophysiologiques

3.2.1. Effet sur le courant de court circuit
L’addition de la b-LG sur le versant muqueux de tissu de

lapin sensibilisé à cette protéine produit une stimulation nette
de l’Icc par rapport aux tissus de lapins témoins. Cette
stimulation persiste tout le long de l’expérimentation (Fig. 2).

Les mêmes effets sont observés avec l’a-LA ajoutée du côté
muqueux, d’un tissu de lapin sensibilisé à cette protéine
(Fig. 3).

Le Tableau 1 indique les moyennes (�SE) des paramètres
électrophysiologiques :

Les valeurs moyennes de l’Icc, mesurées pour les tissus
stimulés avec la b-LG des animaux sensibilisés à cette protéine
sont significativement plus élevées ( p < 0,001) que celles
observés chez les témoins. Les mêmes effets sont obtenus avec
l’a-LA.

3.2.2. Effet sur la PD et la conductance G

Il apparaît que les deux protéines augmentent significati-
vement la PD transépithéliale des animaux sensibilisés à la
b-LG ( p < 0,01) et à l’a-LA ( p < 0,001), respectivement.

Aucune différence significative n’est observée pour les
valeurs de la conductance entre les tissus des animaux
Pour citer cet article : Ayad N, et al., Sensibilisation parentérale du
électrophysiologiques de l’intestin, Revue française d’allergologie et d’
sensibilisés et ceux des tissus des animaux témoins
(Figs. 2 et 3).

4. Discussion

Nos résultats indiquent que le dépôt de la b-LG et de l’a-LA
du côté muqueux se traduit par une stimulation nette de l’Icc et
de la PD, sur les tissus des animaux sensibilisés à ces deux
protéines. En revanche, ces deux protéines restent sans effets
sur ces paramètres, au niveau des tissus des animaux témoins.
Cette augmentation de l’Icc persiste tout le long de
lapin aux protéines du lait de vache : effets sur les paramètres
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Fig. 3. Effet de l’a-LA sur le courant de court circuit (Icc), la différence de
potentiel (PD) et la conductance (G) des tissus de lapins sensibilisés à l’a-LA
(n = 12) et des tissus de lapins témoins (n = 11), montés en chambre de Ussing.

Tableau 1
Effets des protéines sur les paramètres électrophysiologiques

Icc (mA/cm2) PD (mV)

T (n = 11) Sb (n = 11) T (n = 11)

b-LG 46,18 � 5,50 87,00 � 5,00 1,47 � 0,1
p < 0,001 p < 0,01

Icc (mA/cm2) PD (mV)

T (n = 11) Sa (n = 12) T (n = 11)

a-LA 45,33 � 5,6 80,00 � 3,70 1,56 � 0,12
p < 0,001 p < 0,001

Valeurs moyennes (�SE) entre le temps 0 et 150 minutes du courant de court circ
n : nombre de tissus étudiés simultanément en deux chambres de Ussing ; NS : non s
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l’expérimentation. Cela concorde avec les résultats de Perdue et
Gall [12], Curtis et al. [13] et Crowe et al. [14], sur des tissus de
rats stimulés à l’ovalbumine et de Heyman et al. [15] sur des
tissus de cobayes sensibilisés au lait de vache.

Nos résultats sont également à rapprocher de ceux observés
sur un modèle d’anaphylaxie obtenue par infection expéri-
mentale de rats par des nématodes du genre Nippostrongylus
brasiliensis [16] et Trichinella spiralis [17,18]. Ces auteurs
mettent en évidence une augmentation de l’Icc lorsque la
muqueuse intestinale de ces animaux est stimulée par des
antigènes extraits de ces nématodes.

Il apparaît donc que la b-LG et l’a-LA agissent sur les tissus
des animaux sensibilisés par une augmentation de l’Icc et de la
PD sans modification de G.

Cependant, on ne peut exclure un possible passage sous
forme intacte de la b-LG et l’a-LA. L’augmentation du passage
des macromolécules sous forme intacte a été dans tous les cas
observée sur des tissus de rats sensibilisés aux gliadines et à
l’ovalbumine [19–21] ainsi que sur des tissus de cobaye
sensibilisés au lait de vache [15].

Une fuite par la voie paracellulaire est très improbable du
fait qu’aucune modification significative n’est observée pour G
qui représente l’index de la perméabilité aux électrolytes par la
voie paracellulaire aussi bien pour les tissus des animaux
sensibilisés que pour ceux des témoins.

Dans des études de modèles d’animaux sensibilisés aux
protéines alimentaires, il a été démontré que la stimulation de la
muqueuse intestinale par des antigènes sensibilisants, se traduit
par une anomalie de l’absorption de l’eau et des électrolytes
[20].

Dans tous les cas, l’augmentation d’Icc se traduit par une
augmentation de la sécrétion électrogénique de Na+ et Cl�

[12,16].
D’autres médiateurs peuvent être également libérés par

l’activation des mastocytes, notamment la 5-hydroxytrypta-
mine et les prostaglandines D2 et E2 [22]. Ces substances sont
capables d’induire une sécrétion active de Cl� au niveau de
l’intestin sensibilisé par des antigènes alimentaires [23].

Par ailleurs, une composante nerveuse de ces mécanismes a
été mise en évidence par Crowe et al. [14]. Ces derniers ont
montré en effet que la substance P qui est un neurotransmetteur
G (mmho/cm2)

Sb (n = 11) T (n = 11) Sb (n = 11)

8 2,40 � 0,38 38,33 � 3,80 39,00 � 6,6
NS

G (mmho/cm2)

Sa (n = 12) T (n = 11) Sa (n = 12)

2,13 � 0,18 33,00 � 2,2 32,00 � 2,00
NS

uit (Icc), de la différence de potentiel (PD) et de la conductance (G).
ignificatif ; T : témoins ; Sb : sensibilisés à la b-LG ; Sa : sensibilisés à l’a-LA.
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peptidique augmentait significativement l’Icc au niveau des
fragments d’intestin de rats sensibilisés à l’ovalbumine. En
revanche, l’emploi de tétrodotoxine (TTX) qui est un puissant
inhibiteur des canaux de Na+ et donc de la conduction nerveuse,
bloque ce processus.

Dans notre travail, il apparaît clairement que l’augmentation
de l’absorption intestinale de la b-LG et de l’a-LA est associée
à l’augmentation de l’Icc et de la PD au niveau des tissus des
animaux sensibilisés. On peut donc penser que l’exposition de
la muqueuse intestinale à ces protéines sensibilisantes se traduit
par une activation des cellules immunocompétentes de la
lamina propria qui déclenchent des réactions immunitaires
locales responsables de l’augmentation des processus d’endo-
cytose et des activités électrogéniques.

L’augmentation de l’Icc est probablement en relation avec
une sécrétion active de chlore puisqu’il est clairement établi
que l’histamine stimule la sécrétion de chlore et augmente l’Icc
[24–26].

5. Conclusion

Cette étude, nous a permis d’évaluer l’effet positif de la
sensibilisation parentérale aux deux protéines majeures du lait
de vache : la b-LG et l’a-LA, sur les paramètres électrophy-
siologiques de l’intestin (iléon) de lapin qui montrent des titres
en IgG anti-b-LG et anti-a-LA plus élevés que chez les
témoins.

L’étude in vitro des échanges transépithéliaux, réalisés en
chambre de Ussing sur la muqueuse iléale de lapin sensibilisé à
l’une de ces deux protéines, montre que le flux d’accumulation
de ces protéines est corrélé positivement avec l’augmentation
du courant de court circuit qui se traduit par une sécrétion
électrogénique de chlore, sans modification de la conductance
des tissus.

Ce modèle expérimental qui propose l’utilisation des
protéines incriminées dans l’APLV constitue une approche
intéressante pour la compréhension de la physiopathologie de
cette anomalie chez l’enfant. En plus, nos résultats confirment
bien certaines données de la littérature qui expliquent le
phénomène de diarrhées chez l’enfant atteint d’APLV,
conséquence d’une perméabilité accrue qui survient lorsque
leur muqueuse intestinale est en contact avec les allergènes du
lait de vache.
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