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Résumé

Bien que la voie de sensibilisation aux allergenes alimentaires reste un sujet de débat, il est admis que la voie digestive et le systeéme lymphoide
associé au tractus gastro-intestinal (GALT) jouent un role majeur. Dans les conditions physiologiques, du fait des attaques acides et enzymatiques
lors de la digestion gastrique et intestinale, trés peu de protéines alimentaires sont absorbées intactes et sont supposées parvenir au GALT sous une
forme immunologiquement active. Il est apparu cependant que certains allergénes alimentaires sont, au moins partiellement, résistants a la
digestion, ce qui leur permettrait d’atteindre les sites d’induction d’une réponse immunitaire et d’entrainer la sensibilisation allergique chez le sujet
atopique. De nombreux modeles de digestibilité in vitro ont été développés afin de confirmer la résistance des allergénes alimentaires a la digestion
et d’établir si cette propriété est réellement la cause de leur potentiel allergénique. La résistance a la digestion fait notamment partie des études
requises pour 1’évaluation de I’allergénicité des protéines issues des nouveaux aliments tels que les organismes génétiquement modifiés.
Cependant, certaines protéines alimentaires fortement allergéniques sont rapidement et completement dégradées lors de la digestion et, a I’inverse,
des protéines non allergénes peuvent étre tres résistantes a la digestion. Néanmoins, des fragments peptidiques, de tailles variées, issus de la
dégradation de la protéine lors de la digestion, peuvent conserver tout ou partie de 1’allergénicité de la protéine native. Il semble également que
d’autres facteurs interviennent et interagissent pour faire de certaines protéines alimentaires des allergénes puissants au niveau du tractus gastro-
intestinal. Tout d’abord, il faut considérer 1’allergene au sein de 1’aliment : les caractéristiques physicochimiques de la matrice alimentaire
influencent le devenir de 1’allergeéne et peuvent modifier 1’allergénicité de la protéine isolée. Par ailleurs, différentes études suggerent que des
caractéristiques propres a un allergéne alimentaire peuvent influer de maniére spécifique sur son mode et sa voie d’absorption par la muqueuse
intestinale et ainsi déterminer in fine le type de réponse immunitaire induite. Il faut également noter qu’il existe des mécanismes d’absorption en
amont du tractus gastro-intestinal, au niveau de la cavité buccale, pouvant expliquer la survenue trés rapide de symptdmes suite a I’'ingestion de
certains allergénes alimentaires.
© 2008 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Abstract

Mechanisms by which food allergens sensitize atopic individuals still remain unclear. However, most of them are thought to sensitize via the
gastrointestinal tract. Due to the very acidic conditions in the stomach and the intense proteolysis occurring in the stomach and in the intestine, only
small amounts of intact or immunologically active proteins are taken up by the gut mucosa. This suggested that food allergens are, at least partially,
resistant to gastro-duodenal digestion in order to be able to sensitize the mucosal immune system. As a result, several in vitro models have been
developed to evaluate the stability of potential allergens to digestion. Indeed, resistance to digestion is part of the premarketing allergenicity
assessment of newly expressed proteins in genetically modified crops. However, some food allergens are rapidly and extensively degraded during
digestion, whereas some other food proteins that are resistant to digestion are not allergenic. It has been shown that degradation products, i.e.
peptide fragments of various sizes, produced during the digestion of a protein may keep (part of) the allergenicity of the native protein. In addition,
other factors may interact as to make a food protein an allergen, such as the structure and composition of the food matrix, technologic processing
including cooking of the whole food that contains the allergens. Some studies also suggested that the biological property of a protein to be an
allergen can influence its mode and route of transport across the intestinal epithelial barrier, which may have a profound impact on the immune
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responses thus generated. It is noteworthy that a pregastric absorption also occurs, i.e. in the oral cavity, which explains the occurrence of symptoms

few minutes after ingestion of food allergens.
© 2008 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction

Les protéines alimentaires ingérées n’ont pas pour vocation
de pénétrer intactes et en masse dans I’organisme : elles sont
vouées a étre intensivement modifies et dégradées afin de
traverser la muqueuse intestinale sous forme d’acides aminés,
de di- ou de tri-peptides, fournissant ainsi I’essentiel des
apports azotés nécessaires a I’organisme. Cependant, il a été
démontré depuis longtemps qu’une faible part des protéines
alimentaires ingérées se retrouve intacte dans la circulation
sanguine. L’absorption de protéines alimentaires entieres est
donc un processus physiologique normal [1,2], dont le rdle
immunitaire et/ou nutritionnel est méconnu. Par ailleurs, des
peptides suffisamment grands pour étre immunogenes sont
générés dans la lumiere intestinale et permettent I’induction de
réponses immunitaires appropriées au niveau de la muqueuse
intestinale. Ainsi, une tolérance est induite envers les protéines
alimentaires et les bactéries de la flore commensale, tandis
qu’une réponse immunitaire défensive est instaurée contre les
agents pathogenes. Ce processus est le garant de ’homéostasie
de l'organisme et constitue un niveau de protection de son
intégrité face aux agressions ayant lieu au niveau de 1’intestin,
i.e., la plus grande surface de contact de I’organisme avec le
monde extérieur. En marge de ces phénomenes physiologiques
normaux, certaines protéines alimentaires peuvent induire une
sensibilisation, c’est-a-dire la production d’IgE spécifiques,
chez des sujets atopiques. Il semble donc que, comparés a des
protéines banales, les allergeénes alimentaires posseédent des
propriétés intrinseques et un devenir particulier dans le tractus
gastro-intestinal leur donnant le pouvoir de sensibiliser
I’organisme. Dans cette revue, nous nous proposons donc
d’apporter quelques éléments de réponse et de réflexion quant
au devenir des allergenes alimentaires dans le tube digestif.

1.1. La digestion des protéines alimentaires dans le tractus
gastro-intestinal

Les protéines alimentaires subissent un processus de
dégradation intense au cours de leur transit dans le tractus
gastro-intestinal (TGI). L’amorce de la digestion protéique se
déroule dans I’estomac, sous ’action de la pepsine, protéase
acide qui clive la protéine en des sites spécifiques vari€s,
essentiellement au niveau des acides aminés aromatiques. Cette
attaque enzymatique, en conditions acides, peut durer entre
quatre et six heures, temps que met 1’estomac a se vider apres
un repas. Cependant, les liquides et petites particules mélangés
au suc gastrique sont régulierement projetés dans le duodénum,
par pulses d’environ 3 ml, au rythme des contractions de
I’estomac. Les aliments progressent ensuite dans l’intestin

gréle, lieu le plus important pour la digestion et 1’absorption.
L’entrée du digestat gastrique dans le duodénum induit la
libération du suc pancréatique, contenant des amylases, des
protéases (notamment trypsine, chymotrypsine et carboxypep-
tidases), des lipases et nucléases. Le suc pancréatique contient
par ailleurs des ions bicarbonates, permettant de neutraliser
I’acidité gastrique. La bile est également déversée au niveau
duodénal, permettant 1’émulsion des lipides et favorisant leur
digestion. La paroi intestinale libere/contient également des
enzymes permettant la digestion des sucres (lactases, amylases,
sucrases) et protéines (amino-, carboxy- et di-peptidases). Les
différentes protéases mises en jeu au cours de la digestion
gastro-intestinale n’agissent pas de la méme maniere,
permettant soit une dégradation séquentielle (amino-, car-
boxy-peptidases), soit une coupure sur des sites spécifiques (en
C-terminal de résidus lysine ou arginine pour la trypsine par
exemple) : leurs actions complémentaires et synergiques
permettent ainsi une dégradation trés efficace des protéines.

L’absorption des produits de la digestion se déroule tout le
long de I’intestin gréle par transport actif ou par diffusion. Les
protéines alimentaires sont essentiellement absorbées sous
forme d’acides aminés ou de di- ou tri-peptides, puis drainées
vers le foie sous cette forme via la veine porte. En théorie, a
I’extrémité de I’iléon, seules des substances non digestibles
(fibres essentiellement) et de 1’eau sont présentes. Ces matieres
résiduelles entrent dans le gros intestin ol elles sont fermentées
par une microflore anaérobie diverse et abondante, pouvant
métaboliser les nutriments résiduels et synthétiser quelques
vitamines : I’absorption dans le colon se limite aux vitamines
qui y sont produites.

Le péristaltisme intestinal et la couche de mucus recouvrant
I’épithélium intestinal limite le contact de protéines ou de
fragments antigéniques avec I’épithélium intestinal. L’absence
de transporteurs adéquats au niveau des entérocytes et
I’impossibilité de franchir les jonctions serrées intercellulaires
réduisent encore la probabilité d’absorption des protéines
alimentaires peu ou pas digérées.

A la naissance cependant, et durant quelques jours pendant
la maturation du systeéme digestif, les nouveau-nés ont la
capacité d’absorber des protéines entieres, permettant notam-
ment I’acquisition d’une immunité passive par absorption des
immunoglobulines (Ig) du colostrum. Des conditions patho-
logiques peuvent également conduire a une augmentation de la
perméabilité intestinale et donc au passage d’antigénes non ou
peu dégradés. C’est le cas par exemple apres une réaction
d’hypersensibilit¢ immédiate intestinale, durant laquelle la
réaction locale conduit & une augmentation de la perméabilité
intestinale permettant le passage d’autres antigénes que
I’allergene sensibilisant et déclenchant qui sont présents en
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méme temps que lui [3,4]. Cette situation facilite la
sensibilisation a ces antigénes et explique en partie les
sensibilisations alimentaires multiples. Certains composants
bioactifs de I’aliment, telle que la saponine issue de végétaux,
peuvent également agir directement sur la muqueuse intestinale
et augmenter sa perméabilité [5].

Dans les conditions physiologiques normales, les protéines
alimentaires sont donc largement dénaturées et dégradées du
fait de I’acidité gastrique et des attaques enzymatiques
survenant dans 1’estomac et ’intestin. Dans la plupart des
cas, ces attaques détruisent les épitopes immunogéniques et
conduisent finalement a une « ignorance immunitaire ».
L’importance de cette dégradation dans la prévention de
I’allergie alimentaire a ainsi été démontrée chez la souris suite a
I’administration de protéines de poisson en présence ou non
d’antiacides, la neutralisation de 1’acidité gastrique conduisant
a une sensibilisation des animaux [6].

1.2. Un systéme immunitaire aux aguets. . .

Si I’intestin permet la fourniture en nutriments nécessaires a
I’organisme, il représente également la plus grande surface de
contact avec le monde extérieur. L’interaction entre les
systemes immunitaires inné et spécifique a permis au cours
de I’évolution le développement de mécanismes de défense
efficaces contre les pathogenes, tout en permettant une
tolérance face aux antigénes alimentaires et face a la grande
diversité des bactéries de la flore intestinale.

Les sites d’induction d’une réponse immunitaire spécifique
intestinale sont les follicules du Gut-Associated Lymphoid
Tissue (GALT) : follicules lymphoides dispersés dans la
muqueuse ou organisés au niveau des plaques de Peyer (PP). A
ce niveau, les follicules sont recouverts d’un épithélium
spécialisé, dépourvu de villosités, ou Follicule Associated
Epithelium (FAE), contenant des cellules épithéliales particu-
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D'aprés J. Mallegol et al., 2005

lieres, les cellules Microfold M (Fig. 1). Ces cellules permettent
le passage transmuqueux des macromolécules intactes, des
pathogenes ou des particules présents dans la lumicre
intestinale, et les délivrent apres transport transépithélial aux
cellules dendritiques et macrophages sous-jacents. Ce transport
spécifique par les cellules M serait une étape clé dans
I’induction d’une réponse locale et systémique spécifique [7].
Différentes populations de cellules dendritiques, cellules
présentatrices d’antigénes, ont été identifiées dans la lamina
propria au niveau des PP, ou elles sont attirées par des
chemiokines sécrétées par les cellules épithéliales du FAE
[8,9]. Ces cellules activent spécifiquement les lymphocytes T
auxiliaires (ou T helper, Th) présents dans les PP. La sécrétion
de cytokines par les Th permet I’activation des lymphocytes B,
la production d’anticorps et la commutation isotypique vers les
IgA. La maturation en plasmocytes sécrétant des IgA
spécifiques de haute affinité se fait au cours d’une migration
hors des follicules, un passage dans la circulation sanguine, puis
un retour dans la lamina propria, lieu de la sécrétion des IgA.
L’exclusion immunitaire est notamment assurée par la sécrétion
de ces anticorps dans la lumiére intestinale, permettant la
neutralisation et I’élimination des pathogenes avant leur entrée
dans I’organisme.

Des cellules dendritiques dispersées le long de I’intestin,
au sein de la lamina propria, sont par ailleurs responsables de
la surveillance et de 1’échantillonnage permanent des anti-
genes solubles présents dans la lumiere intestinale (Fig. 1), et
de leur transport au niveau des ganglions mésentériques
(Mesenteric Lymph Nodes [MLN]) qui drainent la sous-
mugqueuse intestinale. Une réponse immunitaire spécifique est
alors induite, résultant en 1’activation des cellules T et
B présentes et la production d’IgA spécifiques, mais
également la différenciation de cellules T régulatrices : les
MLN seraient ainsi des sites clés pour l’induction de la
tolérance orale [11].

4 — Antigénes

alimentaires
/

Cellules
épithéliales

" Tcells

—

Fig. 1. La prise en charge des antigénes alimentaires présents dans la lumiere intestinale et leur présentation au systéme immunitaire associé a la muqueuse
intestinale.Le passage transépithélial des antigénes présents dans la lumiére intestinale et leur présentation au systéme immunitaire du GALT implique trois voies
différentes : (1) la capture par les cellules M recouvrant les plaques de Peyer, (2) 1’échantillonnage direct par les cellules dendritiques de la lamina propria, via des
dendrites s’étendant dans la lumiére intestinale, et (3) endocytose des antigénes par les cellules épithéliales puis présentation aux cellules T sous-jacentes (a) ou
libération d’exosomes portant les peptides antigéniques associ€s au molécule du complexe majeur d’histocompatibilité (b). Adapté d’apres Mallegol et al., 2005 [10].
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Enfin, en plus de leur réle dans 1’ absorption des nutriments, les
entérocytes sont capables de phagocyter des antigénes alimen-
taires, puis apres dégradation intracellulaire par voie lysoso-
miale, de les présenter en association avec des molécules du
CMH aux cellules T intraépithéliales (Fig. 1). L’intensité et
I’efficacité de cette présentation dépendent du niveau d’activa-
tion des entérocytes et serait particulierement élevées lors de
réactions inflammatoires intestinales. Cependant, ’activation de
cellules T naives par ces cellules épithéliales reste incertaine, et
de nombreuses études restent a mener pour caractériser le type de
réponse induite lors d’une présentation antigénique par ces
cellules (tolérance, inflammation, suppression) [12]. En parallele
de ce role de cellules présentatrices d’antigenes, les cellules
épithéliales intestinales produisent des vésicules portant des
peptides exogenes en association avec les molécules du CMH de
classe II (Fig. 1). Ces vésicules, ou exosomes, interagissent
préférentiellement avec les cellules dendritiques de la lamina
propria, et potentialisent leur capacité de présentation anti-
génique aux cellules T. Bien que le type de réponse induite ne soit
pas décrit, ces exosomes constitueraient un lien trés important
entre les antigénes de la lumiere intestinale et les cellules
immunitaires de la lamina propria [10,13]. De plus, une voie non
lysosomiale a été mise en évidence dans les entérocytes,
conduisant a un passage d’antigéne non dégradés (environ 2 %
des protéines) directement dans la circulation [14].

A la naissance, le systtme immunitaire associ€ au tractus
gastro-intestinal n’est pas mature : les IgA peuvent alors
provenir du lait maternel, ou résulter de 1’activation des cellules
B1 du péritoine, indépendamment des cellules T. Ces cellules
produisent des IgA poly-réactives d’affinités faibles mais
suffisantes pour permettre une exclusion efficace [15]. Le
développement et la maturation correctes du systeme immu-
nitaire intestinal et systémique requiert la présence d’un
microbiote intestinal varié et riche [revue dans 16,17]. Celui-ci
influencerait directement la biologie des cellules épithéliales
et la fonction des cellules dendritiques et des cellules
T et B. L’expression de Toll Like Recepteurs (TLR) par les
cellules dendritiques et les cellules épithéliales serait notam-
ment a la charniere d’un dialogue permanent entre les bactéries
de la lumiere intestinale et le syst¢tme immunitaire, permettant
I’induction d’une réponse appropriée sous I’action des cellules
Treg, Thl ou Th2 [18,19]. L’hypothese hygiéniste tient donc sa
place dans le développement de réponses immunitaires
adaptées au niveau intestinal.

1.3. Un devenir particulier des allergénes alimentaires
dans le tractus gastro-intestinal ?

Du fait de I’intense dégradation survenant lors du processus
de digestion, et de I’efficacité théorique du systeme immuni-
taire intestinal pour l’induction d’une tolérance orale, la
question se pose de savoir pourquoi/comment une protéine
alimentaire peut devenir un allergéne alimentaire. Un facteur
intervenant en premier lieu est le niveau d’exposition de
I’organisme, lié lui-méme a 1’abondance de I’allergene dans
I’aliment qui déterminera in fine la dose d’allergene atteignant
les sites d’induction de la réponse immunitaire. Mais des

propriétés intrinseques des allergenes alimentaires ont été
mises en évidence pour rendre compte, au moins en partie, de
leur allergénicité.

1.3.1. Etudes in vitro de la digestibilité d’allergénes
purifiés : les allergenes alimentaires sont-ils tous résistants
a la digestion ?

La résistance aux conditions acides et a la digestion pourrait
permettre la prise en charge au niveau du GALT des allergenes
entiers, ou du moins de gros fragments immunogéniques issus
de ces allergenes, et ’induction d’une réponse immunitaire
locale. A I’inverse, la sensibilité des protéines alimentaires non
allergeénes a la protéolyse pourrait conduire a la génération de
peptides tolérogénes ou encore a une ignorance immunitaire.
Dans ce contexte, une premiere étude de digestibilité in vitro
par des tests censés simuler les conditions de la digestion
semblait démontrer qu’une caractéristique des allergénes
alimentaires est leur grande résistance a la digestion gastrique,
notamment a la pepsinolyse [20]. Cependant, des études
ultérieures démontrent que le probleme est plus complexe [21].
La comparaison de ces études n’est pas aisée du fait des
conditions expérimentales variées et souvent drastiques
appliquées. Des méthodes standardisées de mesure de la
résistance a I’action de la pepsine ont depuis été proposées pour
permettre une évaluation de Dallergénicité des nouveaux
aliments [22]. Afin d’étudier le devenir des allergénes versus
des protéines non-allergénes dans le tractus gastro-intestinal, de
nombreux modeles de digestibilité in vitro ont maintenant été
développés. Ils utilisent la pepsine (digestion gastrique) et la
trypsine/chymotrypsine (digestion duodénale) mais en condi-
tions plus physiologiques. Ces conditions tiennent compte des
valeurs réelles du pH et de son évolution, du ratio enzyme :
protéine et de la présence d’agents surfactants pouvant conduire
a des modifications de structure des protéines alimentaires, les
protégeant éventuellement des attaques enzymatiques [23]. Les
profils électrophorétiques en SDS-PAGE réalisés avant et apres
digestion permettent d’observer la disparition ou non de la
protéine intacte au profit de I’apparition de peptides de plus
faible masse moléculaire.

Ces études de résistance a la protéolyse ont permis de
distinguer les allergenes alimentaires dits « vrais » des allergenes
dits « incomplets ». Ces derniers seraient capables de déclencher
une réaction allergique chez des sujets déja sensibilisés, mais pas
de sensibiliser I’organisme de novo. Ils se distingueraient par le
fait qu’ils sont rapidement dégradés pendant la digestion et ne
pourraient donc pas induire la production d’IgE spécifiques. Le
déclenchement de la réaction allergique suite a I’ingestion de ces
allergénes conduit généralement a un syndrome oral (ou Oral
Allergy Syndrome [OAS]) résultant d’une réaction croisée avec
des allergenes de pollens ou de latex (allergenes sensibilisants).
A titre d’exemple, les allergénes homologues de I’allergéne du
pollen de bouleau Bet v1, présents dans la pomme (Mal d 1), la
noisette (Cor al) ou le céleri (Api g 1) sont responsable
d’allergies alimentaires localisées, limitées a la cavité orale qui
sont associées a une pollinose au bouleau [24,25]. Les tests de
digestibilité gastroduodénale in vitro des allergenes Mal d 1, Cor
a 1.04 et Api g 1 démontrent effectivement la dégradation rapide
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de ces protéines. Les produits de digestion ont perdu leur capacité
de se lier aux IgE et donc de provoquer une libération d’histamine
au niveau intestinal. Cependant, il est a noter que certains de ces
allergeénes restent capables d’induire la prolifération des cellules
T apres leur digestion : ’ingestion de ces allergenes pourrait
conduire a I’activation locale des cellules T, a la migration et au
homing de ces cellules au niveau cutané, puis finalement a
I’apparition de signes cliniques retardés T-dépendants [26]. Un
travail récent sur la digestibilité in vitro d’un extrait de kiwi
démontre clairement la disparition rapide de certains allergenes,
correspondant aux allergénes reconnus par les IgE de patients
souffrant d’OAS (réactivité croisée avec le latex ; [27]). De
méme, des études sur 'allergie a I’avocat ont montré que
I’allergéne Prs a 1, responsable du syndrome latex-fruit, est
également rapidement dégradé in vitro, avec disparition rapide
de la protéine au profit de peptides non détectables en
électrophorese SDS-PAGE [28]. Cependant, les tests d’inhibition
de laliaison des IgE spécifiques anti-Prs al a I’allergeéne natif par
les digestats ont montré que certains peptides issus de la digestion
de Prs a 1 ont conservé la méme capacité de liaison que Prs a 1
non digéré. De plus, ils provoquent des tests cutanés positifs in
vivo chez certains patients. La présence d’épitopes B reliés entre
eux par des ponts disulfures expliquerait I’activité biologique des
digestats chez ces patients, mais la corrélation a des symptomes
gastro-intestinaux séveéres n’est pas décrite [28]. L’absence
d’épitope T et/ou la dégradation des fragments au niveau
intestinal pourraient expliquer I’absence de sensibilisation
intestinale par ces allergenes.

A I’inverse, les allergenes alimentaires « vrais » sont a la fois
capables de sensibiliser un sujet atopique et de provoquer le
déclenchement d’une réaction allergique suite a un second
contact. Méme si d’autres voies semblent pouvoir intervenir,
notamment la voie cutanée [29,30], la sensibilisation se
produirait majoritairement par voie digestive. La stabilité de
I’allergéne alimentaire et sa capacité a €tre absorbé sous une
forme immunoréactive seraient donc des facteurs déterminant
dans son pouvoir sensibilisant.

Des allergénes animaux tels que la B-lactoglobuline (BLG)
du lait de vache ou I’ovalbumine sont caractérisés par une
certaine résistance a la digestion par la pepsine [31,23].
Cependant, les travaux déja anciens de Haddad [32] confirmés
par Selo et al. [33] ont montré que I’allergénicité de la BLG
n’était pas directement lie a sa résistance a la digestion ni
associée a I’intégrité de 1a molécule. Au contraire, la protéolyse
de la BLG peut augmenter son allergénicité en révélant des
épitopes masqués au sein la structure tertiaire de la protéine. De
facon similaire, les IgE de patients souffrant de réactions
systémiques suite a l’ingestion de kiwi possedent des IgE
spécifiques d’épitopes résistants, voire démasqués, lors de la
digestion [27].

De nombreux allergénes végétaux sensibilisant via le tractus
gastro-intestinal appartiennent a la famille des prolamines. Il
s’agit de petites protéines dont la structure trés compacte du fait
de la présence d’une série de ponts disulfures leur confere une
forte résistance aux traitements thermiques et a la digestion par la
pepsine [23]. Cette famille comprend les protéines de transfert
non-spécifiques de lipides (ns-LTP ; Pru p 3 de la péche, Pruav 3

de la cerise, Cor a 8 de la noisette, Vit v 1 du raisin...), les
albumines 2S (Arah 2 et Arah 6 de I’arachide, Bere 1 de la noix
du Brésil, Ses i 1 du sésame,. . .) et les inhibiteurs d’oi-amylase.
Ainsi, Pru av 3 est résistante a la digestion par la pepsine et aux
traitements thermiques, contrairement a Pru av 1 (homologue de
Betv 1) et Pruav 4 (profiline) extraits du méme fruit [34] (Fig. 2).
LaLTP duraisin (Vitv 1), également résistante a la digestion par
la pepsine, est partiellement dégradée suite a la digestion
gastroduodénale. Cependant, le fragment généré lors de cette
digestion, d’une masse moléculaire d’environ 6000 Da, présente
la méme capacité de liaison aux IgE et le méme pouvoir de
dégranulation des basophiles que I’allergene natif [36] (Fig. 2).
Dans le cas des albumines 2S de I’arachide Arah2 et Arah 6,1l a
été mis en évidence un noyau central résistant a la digestion par la
trypsine et la chymotrypsine et aux traitements thermiques qui
possede la méme capacité a déclencher la réaction allergique que
les protéines intactes [37]. Aprés deux heures de digestion
gastrique, environ 25 % de I’albumine 2S de la noix du Brésil
demeure intacte, tandis que 50 % de la protéine est partiellement
dégradée sous forme d’un fragment de 6400 Da. Suite a la
digestion gastroduodénale, trés peu de protéine demeure intacte
et le fragment de 6400 Da est dégradé en fragments plus petits
reliés entre eux par des ponts disulfures, constituant une entité
d’un poids moléculaire d’environ 5000 Da. De fagon intéres-
sante, cet assemblage de fragments contient les épitopes T et B
identifiés sur cet allergene [35] (Fig. 2). Il apparait donc que la
résistance a la digestion gastroduodénale des protéines de la
famille des prolamines peut n’étre que partielle et conduire a la
génération de fragments protéiques possédant une immuno-
génicité et une réactivité suffisante pour induire la sensibilisation
et le déclenchement de la réaction allergique au niveau gastro-
intestinal, ce qui contribue a en faire des allergenes alimentaires
puissants.

Les protéines résistantes a la digestion ne sont cependant pas
obligatoirement toutes des allergénes, suggérant que les
allergénes possedent d’autres propriétés intrinséques responsa-
bles du pouvoir sensibilisant. A I’inverse, des allergénes
alimentaires sensibles a la digestion sont également capables de
sensibiliser 1’organisme au niveau du TGI. C’est le cas par
exemple des caséines du lait, rapidement et compleétement
hydrolysées, de la tropomyosine, de 1’ovomucoide. Le cas de
Ara h 1 est particulierement intéressant. La digestion gastrique
in vitro conduit a une dégradation tres rapide de cette protéine,
puisqu’apres huit minutes, seuls des fragments de masse
moléculaire inférieure & 6000 Da sont visibles en électro-
phorése. La poursuite de la digestion gastrique pendant
deux heures, suivie par une digestion duodénale de 16 minutes,
correspondant au temps de transit jusqu’aux premieres plaques
de Peyer, conduit a une dégradation totale de ces fragments
peptidiques [38] (Fig. 3A). Cependant, il apparait que les
produits de la digestion gastroduodénale sont capables de se lier
aux IgE anti-Ara hl, de stimuler la prolifération de cellules
mononuclées du sang périphérique et de provoquer une
libération d’histamine par les basophiles de patients allergiques
aussi efficacement que Ara h 1 intacte (Fig. 3B). Ainsi, bien que
totalement dégradée lors de la digestion gastroduodénale et
indétectable par les méthodes d’analyse classiques, Ara h 1
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Fig. 2. Sensibilité/résistance a la digestion par la pepsine de quelques allergenes alimentaires.Un extrait de cerise [34], I’albumine 2S de la noix du Brésil (Bere 1 ;
[35]) oula LTP de raisin (Vit v1 ; [36]) sont soumis & une digestion gastrique in vitro par la pepsine (ratio 1 mg de protéine/182 U pepsine pour Bere 1 et Vit v 1), puis
duodénale par la trypsine et chymotrypsine (1 mg de protéine/34,5 U trypsine/0,44 U chymotrypsine) durant différents temps (0 a2 120 minutes). Les digestats sont
analysés en €lectrophorese. Les ratios protéine/enzyme spécifiés correspondent a des conditions physiologiques. ND : non digéré, DG : digestat gastrique.

préserve son potentiel allergénique apres digestion [38]. Des
travaux complémentaires ont démontré que certains peptides
issus de la digestion gastrique de Ara h 1 s’organisent en
agrégats constitués par 1’assemblage de deux a quatre
polypeptides d’environ 8000 et 11000 Da de masse molécu-
laire. La formation de tels agrégats serait responsable de la
préservation du pouvoir déclenchant des digestats de Ara h 1
malgré la disparition de la protéine [39].

Ainsi, la digestion ne peut et ne doit pas étre réduite a une
perte d’allergénicité du fait de la dégradation des protéines en

fragments plus petits : le démasquage d’épitopes et/ou le
réarrangement de ces fragments en nouvelles entité€s immu-
noréactives soulignent ’importance de réaliser des tests de
digestibilit€¢ dans des conditions proches des conditions
physiologiques, mais €galement des analyses biochimiques
approfondies, notamment en conditions non dénaturantes. De
plus, il apparait maintenant nécessaire de réaliser également
des analyses immunologiques, i.e., des tests de liaison aux IgE
de patients allergiques (tests Elisa, électrophorése puis
immuno-empreinte avec les IgE de patients allergiques, tests
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Fig. 3. Les produits de la digestion gastro-duodénale de Ara h 1 préservent un potentiel allergénique.A : suivi en électrophorese, en conditions dénaturantes, de la
dégradation de Arah 1 lors de digestions gastriques et gastro-duodénale in vitro. B. Dégranulation de basophiles issus d’un patient allergique a I’arachide par Arah 1
non digérée ([]), Arah 1 apres 120 minutes de digestion gastrique (/\), Ara hl apres 120 minutes de digestion gastrique puis 16 minutes de digestion duodénale (<),
et par les controles correspondant aux fluides simulés de digestions gastrique (o) et duodénale (@).D’apres Eiwegger et al., 2006 [39].
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de dégranulation). Cette conclusion rejoint celle de Lucas et al.
qui mettent en évidence, par immuno-empreinte, des allergenes
du kiwi résistants a la digestion non visible en électrophorese
classique [27].

1.3.2. L’allergéne n’est pas ingéré seul, mais intégré dans
un aliment complexe

Lallergeéne est consommé sous forme d’aliment entier, plus
ou moins modifi€¢ par des procédés industriels, et I’effet de la
matrice alimentaire et des traitements technologiques ou
simplement culinaires sur sa digestibilité peut étre important.
La susceptibilité a la protéolyse peut par exemple &tre modifiée
suite a des traitements thermiques [40], des traitements a haute
pression [41], ou des interactions entre les allergeénes et des
lipides ou des polysaccharides [36]. Grimshaw et al. ont montré
que des patients allergiques a I’arachide soumis a un test de
provocation oral réagissent a des dose-seuils d’arachide plus
élevées si le taux en lipides du support est augmenté [42].
L’hypothese avancée est que la libération des allergénes de
I’arachide, et donc leur absorption, est plus lente et progressive
en présence de forts taux de lipides. L’effet tampon de certaines
matrices et/ou aliments pris conjointement a 1’allergéne — ou la
prise médicamenteuse d’antiulcéreux visant a neutraliser
I’acidité gastrique, pourront par ailleurs conduire a la digestion
incomplete d’allergénes normalement sensibles a la digestion.
Ainsi, les allergénes de morue sont dégradés trés rapidement
par une digestion gastrique a pH 2, tandis les allergénes majeurs
sont toujours présents apres deux heures de digestion gastrique
a pH 3 [43]. De méme, les allergénes du kiwi sensibles a la
digestion gastrique a pH 1,5 ne sont plus dégradés si le pH est
supérieur a 2,5 [27].

De nouveaux modeles de digestion in vitro d’aliments
entiers mimant les processus chimiques et physiques de la
digestion sont en cours de développement et devraient
permettre d’obtenir de nouvelles informations quant a la
digestibilité des allergenes au sein de 1’aliment. En parallele,
des études de digestibilité in vivo de ’arachide et du lait de
vache ont été menées chez des sujets non allergiques lors du
programme européen Allergest [44]. Suite a l’ingestion de
I’aliment, des prélevements gastriques échelonnés (de zéro a
120 minutes) ont été réalisés. L’analyse de ces prélevements en
électrophorese a montré que les profils de digestion sont treés
variables d’un sujet a l'autre, les protéines du lait et de
I’arachide étant dégradées plus ou moins vite selon les sujets.
Cela confirme l’existence de « digesteurs lents » et de
« digesteurs rapides », et suggeére qu’une modélisation in vitro
universelle reste peu envisageable. Quoiqu’il en soit, la
digestion gastrique de 1’arachide conduit a une dégradation
rapide de Ara h 1 et plus lente de Ara h 2 et Ara h 6, avec la
formation de fragments peptidiques, comme observé in vitro.
Les tests de liaisons aux IgE de patients allergiques confirment
également les résultats in vitro, montrant que les digestats
gastriques ont conservé I’immunoréactivité de ’arachide. Dans
le cas du lait au contraire, la digestion conduit a une perte de
I’immunoréactivité de la BLG et des caséines [44,45]. L’ effet
de la digestion sur I’allergénicité du lait a cependant été testé
chez I’adulte, pour lequel les conditions de digestion ne sont

pas les mémes que chez I’enfant de moins de trois ans,
majoritairement concerné par 1’allergie au lait de vache.

La comparaison des résultats in vitro et in vivo devrait
permettre la mise au point de modeles de digestibilité
d’aliments entiers plus physiologiques et finalement de mieux
cerner les entité€s et les interactions responsables de la
sensibilisation gastro-intestinale.

1.3.3. L’allergene déterminerait sa voie d’entrée au niveau
de la muqueuse intestinale

Malgré D'intégrité de la barriere intestinale, 1’absorption
gastro-intestinale d’allergeénes entiers a été démontrée in vitro
[46,47] et in vivo [48]. Le point de passage de la protéine
semble &tre un facteur trés important pour la sensibilisation. En
effet, le lieu d’entrée de la protéine et le type de réponse
immunitaire induite seraient li€s. Au niveau des cellules M, les
particules et macromolécules sont efficacement endocytées
puis transmises sans dégradation au systéme lymphatique sous-
jacent (Fig. 1) : une entrée via les cellules M et une présentation
au niveau des PP favoriserait une réponse locale et systémique.
A I'inverse, les antigénes solubles peuvent, soit &tre captés par
les entérocytes, ils subissent alors majoritairement une
dégradation intracellulaire lysosomiale, soit étre pris en charge
par les cellules dendritiques de la lamina propria, et transportés
au niveau des ganglions mésentériques (Fig. 1 ; [11]). Ces voies
favoriseraient I’induction de réponses régulatrices.

De fagon intéressante, il apparait que la voie d’entrée dans
I’organisme serait en partie dictée par la nature de I’antigene/
I’allergene. In vitro, la B lactoglobuline native est transportée
de facon plus efficace par les cellules M que par les
entérocytes, tandis que le traitement thermique diminue ce
passage [49]. Par ailleurs, la digestion gastrique puis
duodénale d’arachide grillée conduit a la rupture des
membranes cellulaires de la graine d’arachide, puis a la
libération de corps protéiques et de protéines solubles. Chez la
souris, I’application de ces digestats dans la lumiére intestinale
au niveau de 1’iléon a permis de démontrer que les corps
protéiques et les protéines solubles sont rapidement et
exclusivement pris en charge par les cellules M. Trente
minutes aprés [’application luminale des digestats, les
protéines sont présentes dans le tissu lymphoide sous-jacent
au follicule et internalisées par des cellules lymphoides,
probablement des cellules présentatrices d’antigene [48]. Des
études complémentaires, comparant des aliments allergéni-
ques et non allergéniques permettraient de confirmer une voie
d’entrée particuliere pour les allergenes.

1.3.4. Existe-t-il une absorption prégastrique ?

Enfin, il apparait qu’une absorption prégastrique d’aller-
gene entier ait lieu, au niveau de la muqueuse buccale qui serait
également un lieu d’entrée d’allergénes dans I’organisme
[50,43]. L’étude de Dirks et al. repose sur la consommation de
3,52 100 g d’arachide par des individus non allergiques, puis a
des prélevements sanguins dix minutes a 24 heures apres
ingestion [50]. Ces sérums sont capables d’induire la
dégranulation de basophiles sensibilisés passivement avec
des IgE de patients allergiques a 1’arachide. Des allergeénes
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entiers ou partiellement dégradés sont donc présents dans la
circulation sanguine apreés I’ingestion de graines d’arachide,
ces molécules étant fonctionnelles. La dégranulation est
effective avec des sérums prélevés des dix minutes apres
I’ingestion, suggérant donc une absorption rapide, prégas-
trique, des allergenes. Cette hypotheése a été confirmée lors
d’une expérience durant laquelle dix sujets non allergiques ont
maché 10 g d’arachide pendant deux minutes, puis recraché
I’aliment avant de se rincer la bouche. Bien qu’aucun des sujets
n’ait avalé d’arachide, les sera prélevés dix minutes plus tard
sont capables d’induire la dégranulation des basophiles
sensibilisés passivement, démontrant une absorption buccale
d’allergenes entiers ou de fragments immunoréactifs fonc-
tionnels et leur passage dans la circulation générale [50]. Ce
phénomene pourrait expliquer la survenue rapide de sympto-
mes systémiques apres ingestion de cacahuetes chez certains
patients sensibilisés. La survenue d’une telle absorption est
variable d’un individu a I’autre et la sensibilisation du systeéme
immunitaire par cette voie n’est pas décrite. Des travaux
complémentaires devraient étre menés, incluant d’autres
aliments, afin de caractériser les allergenes (ou leurs
fragments) absorbés précocement et éventuellement de mettre
en évidence les caractéristiques permettant ce passage.

2. Conclusion

Bien que les voies de sensibilisation non intestinales
(muqueuse buccale, peau. . .) devraient étre explorées plus en
détail, la voie digestive est largement impliquée dans les
allergies alimentaires. Les facteurs intervenant dans la
sensibilisation et le déclenchement de la réaction allergique
au niveau du tractus gastro-intestinal sont multiples et
complexes. Ils font intervenir des propriétés intrinseques de la
protéine telles que la résistance au moins partielle a la
digestion, 1’existence de voies d’entrée particulieres dans
I’organisme ou des propriétés adjuvantes de la matrice
alimentaire. Le devenir de 1’allergéne dans le tractus gastro-
intestinal et la réponse immunitaire spécifique induite
dépendent également de 1’aliment contenant 1’allergeéne et
des traitements technologiques qu’il a subis, des conditions
environnementales, notamment d’hygiéne, qui interagissent
avec la microflore intestinale et les cellules de la muqueuse
intestinale (entérocytes, cellules dendritiques.) et de 1’état
physiologique/pathologique de 1’hote. Bien qu’apportant
des connaissances théoriques trés importantes, 1’analyse
des biotransformations subies par un allergéne alimentaire
dans le tube digestif ne peut étre résumée aux seules études in
vitro de la digestibilité de protéines isolées. De nouvelles
données, obtenues grice a des modeles de digestion
d’aliments entiers in vitro ou in vivo dans des conditions
bien contr6lées, conjointement a des caractérisations bio-
chimiques et des études immunologiques plus poussées
des digestats et des interactions physicochimiques entre
les entités produites devraient permettre de mieux compren-
dre ce qui fait d’une protéine un allergene dans un contexte
donné.
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