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Liste des abréviations

Ac Anticorps

CCR Chemokine cell receptor

CcDh Cluster de différenciation

CMF Cytométrie de flux

DCR Dose cumulée réactogéne

IgE Immunoglobuline E

ITO Induction de tolérance orale

MFI Intensité de fluorescence moyenne
TAB Test d’activation des basophiles
TC Tests cutanés

TPO Test de provocation oral



Résumé

Contexte : L'induction de tolérance orale (ITO) a I'arachide est une nouvelle
thérapeutique proposée aux enfants allergiques a I'arachide. Sa réussite est évaluée
par un test de provocation orale et il n’existe pas de marqueur permettant de prédire
I'absence de réaction a ce test c’est-a-dire la réussite de la désensibilisation. Le but
de cette étude était d’évaluer le test d’activation des basophiles (TAB) réalisé aprés
I''TO comme biomarqueur prédictif du succés d’'une ITO a l'arachide.

Méthodologie : Etude rétrospective monocentrique réalisée au CHU de Lille de
2015 a 2023, ayant inclus les enfants présentant une allergie a I'arachide prouvée par
test de provocation orale (TPO), ayant bénéficié d’un traitement par induction de
tolérance orale puis d’un deuxiéme TPO avec la réalisation d’'un TAB. Les 2 allergénes
étudiés pour le TAB étaient I'extrait d’arachide f13 (de 100 ng/ml a 1.10"" ng/mL) et le
recombinant rArah2 (de 20 ng/mL a 2.102 ng/mL). L'ITO était considérée comme
réussie en l'absence de réaction au TPO post-ITO (tolérance de 2191,5 mg de
protéines d’arachide), réalisé au moins six mois aprés le début de la phase de
maintenance.

Résultats : Quarante-trois enfants étaient inclus avec un dge médian de 13 ans
[9; 16]. Les deux groupes étaient comparables vis-a-vis du sexe, des comorbidités
atopiques, de I'age a l'initiation de I'I'TO, de la dose cumulée réactogéne (DCR) initiale
et de la durée médiane d’ITO. Les deux meilleurs paramétres du TAB pour prédire la
réussite de I'I'TO étaient le ratio des basophiles activés par le rArah2 sur les basophiles
activés par I'anticorps anti-FceRI aux dilutions au 1/5 et au 1/10 avec respectivement
une aire sous la courbe de 0,81 [IC95% 0,67-0,94] et 0,82 [IC95% 0,70-0,95]. Les IgE
arachide et rArah2 post-ITO étaient aussi performants avec une aire sous la courbe

de respectivement 0,82 [IC95% 0,69-0,96] et 0,82 [IC95% 0,70-0,95]. Il n’y avait pas



de différence significative concernant les tests cutanés post-ITO, I'évolution du TAB et
des marqueurs biologiques (IgE et IgG4) aprés I''TO entre le groupe échec et le groupe
réussite.

Conclusion : Notre étude a permis de mettre en évidence que le TAB post-ITO
est un biomarqueur significativement associé a la réussite d’'une ITO. Cependant, il ne

parait pas plus performant que les taux d’IgE post-ITO.



Introduction

La prévalence mondiale de I'allergie alimentaire n’a cessé d’augmenter au cours
des deux derniéres décennies, devenant un véritable enjeu de santé publique.
L’allergie alimentaire en France toucherait aujourd’hui 5,94% [IC95% 5,54-6,34] des
enfants entre la naissance et 'dge de 5,5 ans selon les données de la cohorte

ELFE (1).

L’allergie a I'arachide est la troisiéme allergie alimentaire la plus fréquente en France
apres le lait et I'ceuf, avec une prévalence évaluée a 0.93 % [IC95% 0,75-1,12] pour
les enfants jusqu’a 5,5 ans et 0,6% [IC95% 0,3-1] pour les enfants de 6 a 17 ans (2).
Elle toucherait 1,55% [IC95% 1,18-0,93] des enfants de toute tranche d’age en

Europe (3), avec une médiane d’age de 3 ans (1).

L’allergie a I'arachide, dont le diagnostic est établi par un test de provocation oral
positif (4), se caractérise par des symptoémes plus graves que la plupart des autres
allergies alimentaires (5, 6) avec un risque majeur d’anaphylaxie en cas
d’exposition (7, 8).

Le traitement de l'allergie a I'arachide repose sur I'éviction stricte de I'aliment, ainsi
que l'utilisation éventuelle de thérapeutiques incluant un stylo auto-injecteur
d’adrénaline en cas d’exposition accidentelle (9).

Le risque d’accidents anaphylactiques en cas d’exposition ainsi que la complexité de
I'éviction de I'arachide dans I'alimentation sont a I'origine d’'une anxiété importante (5)

et d’'une trés forte altération de la qualité de vie pour les enfants allergiques (10).
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L’'induction de tolérance orale a pour but dinduire une tolérance par la
consommation quotidienne de I'aliment afin de protéger I'enfant face a une exposition
accidentelle. Elle permet une désensibilisation plutét qu’'une guérison, avec une
protection durable (11, 12) ainsi qu’'une franche amélioration de la qualité de vie des
enfants allergiques (12, 13). De nombreuses études ont prouvé ['efficacité et la
securité (14, 15, 16) du traitement pour les enfants de moins de 4 ans (17, 13) ainsi
que pour les enfants de 4 a 17 ans (1, 18). Anagnostou et al. ont ainsi montré une
efficacité chez 62% [IC95% 45-78] des patients, avec une multiplication par 25 de la
dose cumulée réactogene entre le test de provocation oral (TPO) initial diagnostic et
le deuxiéme TPO réalisé aprés 26 semaines d’ITO (15).

Elle fait désormais partie intégrante des recommandations européennes du traitement
de l'allergie a I'arachide pour les enfants de plus de 4 ans présentant une allergie

sévere (19).

Aprés la mise en place d'une ITO, il est donc aujourd’hui nécessaire de réaliser un
deuxiéme test de provocation orale pour établir la réussite de la désensibilisation ou
la persistance de l'allergie.

Ce deuxieme TPO, dit post-ITO, expose de nouveau l'enfant a des risques
importants (20) et engendre une source de stress pour les enfants et les parents.

De plus, une réaction lors de ce test peut conduire a un arrét de lI'ITO par
découragement des enfants et des parents. La principale difficulté consiste donc a
déterminer le moment approprié pour réaliser le TPO post-ITO. Pour cela, des
marqueurs biologiques ou cutanés seraient utiles pour prédire apres I'induction de
tolérance orale, la réussite ou non de la désensibilisation, avant d'effectuer le

deuxiéme test de provocation.
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Les outils disponibles aujourd’hui dans notre pratique clinique (tests cutanés et IgE)

ne nous permettent pas de prédire la réussite de I'lI'TO.

Le test d’activation des basophiles consiste a exposer les basophiles du patient a
I'allergene suspecté permettant de reproduire in vitro les conditions ayant conduit aux
réactions allergiques in vivo.

Aprés reconnaissance de l'allergéne et liaison aux IgE présents dans le sang du
patient, le couple allergene-IgE se lie aux récepteurs de haute affinité FceRI présents
a la surface des basophiles, entrainant la dégranulation cellulaire et donc la libération

de médiateurs pouvant étre mesurés en cytométrie de flux.

Certaines études font état d’'une diminution de la réactivité des basophiles au cours de
IITO (21, 17). Ce test semble d’ailleurs présenter une meilleure spécificité que les
tests cutanés ou les IgE (22, 23, 24).

Dans cette étude, nous proposons d’évaluer le TAB comme outil prédictif du succés
d'une ITO a larachide chez 44 enfants suivis au CHU de Lille dans l'unité
d’allergologie pédiatrique, présentant un diagnostic certain d’allergie a I'arachide
confirmé par TPO, ayant été traités par induction de tolérance orale, et ayant réalisé

un TPO final post-ITO.

L’objectif principal de cette étude était donc de déterminer si un parameétre du test

d’activation des basophiles était corrélé a la réussite de I'I'TO et pourrait prédire sa

réussite.

12



Nos objectifs secondaires étaient les suivants :

Déterminer si les IgE réalisés aprés traitement par induction de tolérance orale
étaient prédictifs du succés de I'ITO.

Déterminer si les tests cutanés réalisés aprés traitement par induction de
tolérance orale étaient prédictifs du succes de I'lTO.

Déterminer si I'évolution des parametres biologiques au cours de I'lTO : IgE et
lgG4 était prédictive du succés de I'lTO.

Déterminer si I'évolution des parametres du TAB au cours de lI'ITO était
prédictive du succeés de I'lTO.

Déterminer si un marqueur combinant un paramétre du TAB et les IgE

était prédictif du succés de 'lTO.
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Matériels et méthodes

l. Caractéristiques générales

Il s’agit d’'une étude diagnostique rétrospective monocentrique réalisée au sein du
service de pneumologie et allergologie pédiatriques du CHU de Lille, de janvier 2015
a juin 2023. Les données étaient collectées de maniere prospective conformément a
un protocole de service, puis analysées rétrospectivement. Un formulaire de non
opposition a la participation a I'étude était remis par voie postale aux patients

(Déclaration CNIL n°DEC23-016).

ll. Population de I’étude

A. Critéres d’inclusion
La population cible comprenait les enfants dgées de 3 a 18 ans, présentant une
allergie a l'arachide, ayant bénéficié d'un test d’activation des basophiles (TAB) a
I'arachide lors du test de provocation orale (TPO) réalisé aprés I'induction de tolérance
orale (ITO) a I'arachide. L’allergie a I'arachide devait avoir été initialement confirmée

par un test de provocation oral positif.

B. Critéres d’exclusion

Les critéres d’exclusion étaient les suivants :

- Un traitement en cours par omalizumab
- Un TAB ininterprétable

- Un TPO ininterprétable
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lll. Données anamnestiques recueillies

Pour chaque patient, nous avions recueilli les données suivantes :
- Les données générales :
= Lesexe

= L’age

- Les comorbidités allergiques :
= |’existence d’'un asthme, d’'une dermatite atopique ou d’une rhinite

allergique

= La présence d’'une allergie alimentaire aux fruits a coque ou d’une autre

allergie alimentaire
= La présence d’'une allergie respiratoire ou d’'une sensibilisation aux

pollens

- Les caractéristiques de I'allergie a I’arachide :

= L’age du diagnostic

- Les données cliniques recueillies lors du TPO pré-ITO et du TPO post-
ITO
= L’age lors de la réalisation
= La dose cumulée réactogéne en mg de protéines d’arachide
= La sévérité de la réaction observée définie selon la classification
d’Astier

= Les traitements regus par le patient

15



= La nécessité d’'une hospitalisation en soins conventionnels ou en

réanimation au décours

Les parametres du test d’activation des basophiles recueillis lors du
TPO pré-ITO (si disponibles) et du TPO post-ITO pour I’arachide et le
rArah2 :

= Le témoin positif

= Le pourcentage de basophiles activés pour chaque dilution (pure, 1/5,

1/10, 1/100, 1/1000)
= Le CDmax
= La concentration minimale activatrice

= |Le CD-sens

Les données paracliniques recueillies lors du TPO pré-ITO et du TPO
post-ITO :
= Tests cutanés : témoin positif a I'histamine et test a I'extrait natif
d’arachide
= Dosage des IgE spécifiques : IgE arachide et recombinants (rArah1,

rArah2, rArah3, rArah6, rArah8 et rArah9)

Les données relatives a I'lTO :
= Ladurée totale de I'I'TO et la durée de la phase d’escalade des doses
= La prise d’'un antihistaminique quotidien lors de I'I'TO
= La nécessité de reculer a la dose précédente ou de maintenir la méme

dose lors des montées de doses de I'ITO
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= Les effets secondaires relevés : respiratoires, digestifs, ORL et
dermatologiques

= L’anxiété ou le dégodt lors de I'l'TO

= Les éventuelles réactions anaphylactiques en cours d’'ITO avec ou

sans injection d’adrénaline

IV. L’induction de tolérance orale (ITO) a I’arachide

A. Protocole et déroulement de I'ITO

L’induction de tolérance orale a pour objectif, par la consommation quotidienne
d’arachide, d’induire une tolérance et donc de protéger I'enfant allergique face a une
éventuelle consommation accidentelle.
L’allergie a I'arachide devait avoir été initialement confirmée par un TPO dit pré-ITO,
effectué selon les mémes modalités que le TPO post-ITO (voir ci-dessous). La dose

cumulée réactogéne (DCR) initiale était recueillie.

Le traitement de I'allergie a I'arachide par induction de tolérance orale était proposé
par information orale lors d’'une consultation préalable au TPO puis décidé le jour du
TPO pré-ITO aprés recueil du consentement éclairé, oral et écrit, des parents et de
I'enfant.

Le protocole d’induction de tolérance orale a I'arachide réalisé dans le service est
inspiré de I'étude Agnanostou (15) (figure I). Il comprenait une phase d’escalade au
cours de laquelle les doses quotidiennes d’arachide étaient progressivement
augmentées, puis une phase de maintenance au cours de laquelle la dose maximale
du protocole (320 a 400 mg de protéines d’arachide) était maintenue jusqu’a la

réalisation d’'un nouveau TPO.
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Le protocole d’augmentation des doses est rapporté tableau I.

Figure I. Protocole d’induction de tolérance orale a I’'arachide du service

Dose quotidienne en mg de

protéines d'arachide Phase de maintenance:
24 semaines
400 + o o
Dose de
maintenance
300 +
200 +
100 +
0 -
(v} 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 43
Durée en semaines'
TPO pré ITO TPO post ITO

La premiére dose de 2 mg ou 4 mg (selon la DCR du TPO pré-ITO) était débutée
dés le lendemain de la réalisation du TPO pré-ITO. La prise d'ITO était ensuite
quotidienne. Elle devait s’effectuer lors d’un repas, avec une surveillance au décours
de 2 heures. L'administration ne devait pas étre réalisée dans les 2 heures précédent
une activité sportive, lors d’'un épisode infectieux avec fievre ou avec la prise
concomitante d’anti-inflammatoires non stéroidiens. Les montées de doses étaient
effectuées toutes les 3 a 4 semaines en hdpital de jour, aprés examen clinique .
Pendant l'interrogatoire étaient relevés les éventuels accidents anaphylactiques
survenus au domicile, les effets indésirables présentés (respiratoires, digestifs, ORL,
cutanés). L'observance du traitement ainsi que l'existence d’un dégolt éventuel

étaient évalués.
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Les médicaments de la trousse d’urgence, la connaissance du plan d’action ainsi que

des techniques d’administration de I'adrénaline intra-musculaire étaient également

vérifiés a chaque hospitalisation.

Tableau I. Schéma d’augmentation des doses lors de I'lTO a I'arachide

Dose en mg de

Dose en mg . Dosage et forme
protéine .
d’arachide . de la prise
d’arachide
Dose n°1
Facultative 2 mg de farine
1,6 mg 0,5 mg
P si la DCR initiale était d’arachide
H <5mg de protéines
d’arachide
A 4 mg de farine
Dose n°2 6,3 mg 2mg
S d’arachide
E 10 mg de farine
Dose n°3 15,6 mg 5mg
d’arachide
D 25 mg de farine
Dose n°4 39,1 mg 12,5 mg
E d’arachide
S 3cm de biscuit
C Dose n°5 87,5 mg 28 mg
Curly®
A 1,5 biscuits
L Dose n°6 172 mg 55 mg
Curly®
A
D Dose n°7 343,8 mg 110 mg 3 biscuits Curly®
E
Dose n°8 500 a 625 mg 160 a 200 mg 1 cacahuéte
PHASE
DE Dose n°9 1000 a 1250 mg 320 a 400 mg 2 cacahuétes
MAINTENANCE

19




La dose était administrée avec un véhicule (compote de pomme), et une
surveillance clinique de 2 heures était ensuite effectuée.
En I'absence de symptome lors de la montée de dose, effectuée sous surveillance
hospitaliére, cette dose était ensuite maintenue quotidiennement jusqu’a la prochaine
augmentation.
Dans le cas d’'une mauvaise tolérance au domicile ou de la survenue d’'une réaction
allergique lors de la montée de dose effectuée en hospitalisation, il pouvait étre décide,
sur appréciation médicale :

- Un report de la montée de dose

- Un retour au palier antérieur

- Une poursuite de I'induction de tolérance avec I'association d’un traitement par

antihistaminiques.

Dans le cas d’'un dégolt important de l'arachide sous la forme proposée, d’autres
aliments équivalents en terme de quantité de protéines d’arachide pouvaient étre

proposés par la diététicienne du service pour permettre une meilleure tolérance.

Lorsque la dose maximale quotidienne, dite de maintenance, de 2 cacahuétes
(320 mg a 400 mg de protéines d’arachide) était atteinte, celle-ci était maintenue

jusqu’a la réalisation du test de provocation orale post-ITO.

B. Définition de la réussite de I'lTO

L’ITO était considérée comme réussie si le TPO post-ITO était négatif, c'est-a-dire
une tolérance de 2191,5 mg de protéines d’arachide. Le TPO post-ITO était effectué
au moins 6 mois apres le début de la phase de maintenance.

Un suivi médical annuel par consultation était ensuite organisé.
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V. TPO post-ITO

A. Bilan paraclinique

Le bilan paraclinique réalisé lors du TPO post-ITO comprenait :

Un test cutané réalisé avec de I'arachide native, un témoin positif a I’histamine

et un témoin négatif au sérum physiologique.

- Un prélévement veineux périphérique avec :

= Un test d’activation des basophiles (TAB), détaillé ci-apres

» Le dosage des IgE spécifiques de I'arachide, exprimées en kUa/L (systeme
CAP FEIA, Thermofisher®)

» Le dosage des IgE spécifiques des composants moléculaires de l'arachide :
rArah1, rArah2, rArah3, rArah8 et rArah9, exprimées en kUa/L (systéme CAP
FEIA, Thermofisher®)

» Le dosage des IgG4 spécifiques de l'arachide et des IgG4 spécifiques du

rArah2, exprimées en mg/L (systéme CAP FEIA, Thermofisher®)

B. Déroulement du TPO

Le test de provocation orale (TPO) post-ITO était effectué en ouvert et permettait
de déterminer la réussite ou I'échec de I'induction de tolérance orale a I'arachide.
Il était réalisé en hopital de jour d’allergologie pédiatrique, sous surveillance médicale,
selon le protocole standard du service. Un chariot d’'urgence vérifié devait se tenir a
proximité de la chambre. Le consentement éclairé écrit des parents était recueilli.
Un examen clinique médical préalable était effectué afin d’éliminer une éventuelle
contre-indication au test telle qu'une infection concomitante, une exacerbation

d’asthme ou une prise récente d’un traitement antihistaminique. Une voie veineuse
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périphérique était posée et le bilan sanguin ainsi que les tests cutanés étaient réalisés
avant I'ingestion de la premiére dose.

La prise des constantes comprenant la mesure de la saturation en oxygéne, de la
pression artérielle et de la fréquence cardiaque était effectués avant l'initiation du TPO
puis avant I'administration de chacune des doses suivantes.

Les doses d’arachide avaient été préalablement préparées a partir de cacahuétes
grillées industrielles broyées et pesées et étaient administrées a I'aide d’'une compote
de pomme. Aucun autre aliment que I'arachide ne devait avoir été consommeé jusqu’a
30 minutes apres l'ingestion de la derniére dose du test.

Les 9 doses d’arachide étaient administrées progressivement toutes les 20 a 30
minutes selon le schéma d’administration du tableau Il, aprés contréle des constantes

et vérification de 'absence de symptdme évocateur de réaction allergique.

Devant des symptbmes évocateurs de réaction allergique (cutané, digestif,
respiratoire, cardiovasculaire ou neurologique), le TPO était arrété selon le tableau
décisionnel ci-joint (annexe 2). La gravité de la réaction était évaluée selon le score
clinique d’Astier (annexe 3). Un traitement par antihistaminiques et/ou adrénaline intra-
musculaire pouvait étre administré pour soulager les symptomes.

Ainsi, la dose cumulée réactogéne (DCR) était définie comme la dose totale d’arachide
ingérée ayant entrainé une réaction allergique anaphylactique, et ayant donc justifié
I'arrét du TPO. La surveillance médicale totale était de 4 heures aprés la derniére dose

ou 4 heures apres la réaction clinique présentée.
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Tableau Il. Schéma d’administration des doses d’arachide lors du TPO

Dose de la Dose cumulée
Dose de la Dose cumulée .
_ prise en mg de en mg de
prise en mg en mg _ o
) protéines protéines
d’arachide d’arachide _ .
d’arachide d’arachide
Prise n°1 5 mg 5 mg 1,25 mg 1,25 mg
Prise n°2 10 mg 15 mg 2,5mg 3,75 mg
Prise n°3 50 mg 65 mg 12,5 mg 16,25 mg
Prise n°4 200 mg 265 mg 50 mg 66,25 mg
Prise n°5 500 mg 765 mg 125 mg 191,25 mg
Prise n°6 1000 mg 1765 mg 250 mg 441,25 mg
Prise n°7 2000 g 3765 mg 500 mg 941,25 mg
Prise n°8 5000 g 8765 mg 1250 mg 2191,5 mg
Prise n°9 5000 g 13765 mg 1250 mg 3441,25 mg

C. Définition de la négativité du TPO post-ITO

Le TPO post-ITO était considéré négatif, en I'absence de réaction clinique pour la

dose cumulée de 2191,5 mg de protéines d’arachide, soit en I'absence de signe

clinique évocateur d’anaphylaxie aprés I'avant derniére dose de 1250 mg de protéines

d’arachide.
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VI. Le test d’activation des basophiles (TAB)

A. Principe du test d’activation des basophiles

Le test d’activation des basophiles a pour but de recréer in vitro les conditions ayant
conduit aux réactions allergiques in vivo.
Il consiste a exposer les basophiles du patient a un allergéne suspecté. La
reconnaissance de l'allergéne par les IgE spécifiques couplées aux récepteurs de
haute affinité FceRI présents a la surface des basophiles entraine le pontage de ces
derniers et une cascade de réactions intracellulaires aboutissant a 'activation et la
dégranulation des basophiles.
Ces événements entrainent la libération de médiateurs (notamment de I'histamine),
responsables des symptémes connus de l'allergie IgE médiée. L’activation et la
dégranulation se traduisent également par des modifications phénotypiques qui

peuvent étre mesurées en cytométrie de flux (CMF), grace a 2 marqueurs :

= Le CD63 (cluster de différenciation 63), également appelé Lysosomal
Associated protein 3 ou LAMP-3 est une protéine présente a la surface des
basophiles, des mastocytes, des monocytes et des plaquettes. Lorsque les
basophiles dégranulent en réponse a un allergéne, le CD63 est transloqué vers
la membrane cellulaire externe des basophiles avec un laps de temps de 10 a
25 minutes. L’expression de CD63 a la surface des basophiles est donc un

marqueur de dégranulation du basophile.

= Le CD203c (cluster de différenciation 203c), également appelé ectonucléotide
pyrophosphatase phospho-diestérase ou E-NPP3 est une enzyme présente de

maniére constitutive a la surface des basophiles et des mastocytes. Sa
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surexpression rapide (5 a 15 minutes) a la surface des basophiles est un témoin

d’activation des basophiles.

D’autres marqueurs peuvent étre choisis par le laboratoire.

Le principe du TAB est résumé sur la figure II.

Al'état basal: Fixation de I'allergéne sur les IgE spécifiques
- CD63 intracytoplasmique a la surface des basophiles
- CD203c expression faible

& la surface membranaire

e

.. ", —_— '_ h ¥ 1 40 "

YRR , TG
> Surexpression | & § e
g de CD203c 2 I

a la surface -
Incubation du sang total (basophiles) Expression l

avec larachide ou le rAra h2 de CD63
+ anfi CD63 et anfi CD203c Nirses

Dégranulation du basophile

e 2 balge defomcmes Et moedifications du phénotype du basophile

a. Prélevement de  b. Etapes de dégranulation des basophiles c. Analyse des
sang réalisé par différents milieux
voie veineuse réalisés par CMF
périphérique

Figure Il. Schéma descriptif du principe du test d’activation des basophiles (TAB), inspiré de
I’étude « la place des examens biologiques dans I’allergie alimentaire, de la prévention au
traitement » de Stéphanie Rogeau (25)

1. Déroulement du TAB

1.1. Conditions de réalisation

Les échantillons de sang étaient prélevés sur sang veineux périphérique, dans un
tube EDTA (4 mL) avant le test de provocation oral.
lls étaient ensuite envoyés immeédiatement a température ambiante au laboratoire et
analysés dans la demi-journée. Le TAB devait étre effectué au moins six semaines
aprés un accident allergique pour permettre une reconstitution optimale des granules

des basophiles.
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Les tests d’activation des basophiles de cette étude étaient réalisés, de maniere
standardisée, dans le laboratoire d'immunologie du CHU de Lille a I'aide du kit Flow
CAST® et de 2 flacons d’'allergénes standardisés, fournis par BUHLMANN : 'extrait
natif d’arachide f13 ainsi qu'une protéine recombinante de I'arachide : rArah2.

Le laboratoire du CHU de Lille utilisait en plus de ce kit un anticorps
supplémentaire couplé au fluorochrome Pc7 : I'anticorps anti-CD203c, fourni par

Beckman Coulter.

Le kit Flow CAST® (Buhlmann), prévu pour la réalisation de 100 TAB, contenait :

1 flacon de tampon de stimulation (contenant du calcium, de I'héparine et de

l'interleukine 3) : a reconstituer avec 50 cL d'eau

1 flacon de contrdle de stimulation contenant des anticorps anti-FceRI: a

reconstituer avec 1,5 mL du tampon de stimulation

= 1 contrble de stimulation contenant du formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine
(fMLP) : a reconstituer avec 1,5 mL du tampon de stimulation

= 1 flacon de réactif de coloration contenant un mélange d’anticorps anti-CD63
marqués a lisothiocyanate de fluorescéine (anti-CD63-FITC) et d’anticorps
anti-CCR3 marqués a la phycoérythrine (anti-CCR3-PE)

= 1 flacon de réactif de lyse : a diluer avec 225 mL d’eau déionisée

= 1 flacon de tampon de lavage (avec 0,1% de formaldéhyde)

1.2. Préparation des milieux

13 milieux étaient préparés. L’ensemble des tubes était annoté.
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Milieu n°1 « PB » : le témoin négatif
Le but était de vérifier 'absence d’activation spontanée des basophiles.

Dans ce tube était ajouté 50 uL du tampon de stimulation.

Milieu n°2 « PC1 » : le 1¢" témoin positif

Le but était de vérifier la capacité des basophiles a dégranuler, induite par
I'anticorps monoclonal anti-FceRIl venant se fixer aux récepteurs de haute
affinité des IgE, FceRI.

Dans ce tube était ajouté 50 pL du contréle de stimulation anti-FceRI.

Milieu n°3 « PC2 » : le 2™ témoin positif

Le but était de vérifier la capacité des basophiles a dégranuler par une autre
voie que les IgE et donc de s’assurer de leur viabilité. La voie du fMLP, tripeptide
bactérien, responsable de la dégranulation du basophile aprés fixation sur son
récepteur, était utilisée.

Dans ce tube était ajouté 50 pL du contréle de stimulation fMLP.

Ce contrble permettait de différencier un patient non répondeur (PC1 négatif et

PC2 conforme) d’un probléme technique (PC1 et PC2 négatifs).

Milieu n°4 au milieu n°13 « Ax-y » : les solutions contenant les allergénes
Les annotations x et y correspondaient respectivement a I'allergéne ajouté et a
la dilution de l'allergéne utilisée.

L’allergéne A1 correspondait a I'arachide f13 et l'allergéne A2 a la protéine

recombinante de 'arachide rArah2.
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5 dilutions étaient testées pour chaque allergéne, notées de 1 a 5 (1=pure,
2=1/5, 3=1/10, 4=1/100 et 5=1/1000).
Dans ces tubes étaient ajouté 50 uL de I'allergéne a la dilution correspondante.

Les concentrations de chaque allergéne sont détaillées dans le tableau Il

Tableau Ill. Concentration en extrait d’arachide et de rArah2 selon les dilutions

Concentration en extrait d’arachide en Concentration en rArah2
ng/mL en ng/mL
Concentration Concentration
. . Concentration o § Concentration
initiale apres initiale apres
dans le milieu dans le milieu
reconstitution et L reconstitution et L
réactionnel réactionnel
dilution dilution
Dilution
100 ng/mL 22,2 ng/mL 20 ng/mL 4,4 ng/mL
1=pure
Dilution
20 ng/mL 4,44 ng/mL 4 ng/mL 8,8.10"" ng/mL
2=1/5
Dilution
10 ng/mL 2,22 ng/mL 2 ng/mL 4,4.10" ng/mL
3=1/10
Dilution
1 ng/mL 2,22.10" ng/mL 2.10"" ng/mL 4,4.102ng/mL
4=1/100
Dilution
1.10"" ng/mL 2,22.102ng/mL 2.102 ng/mL 4,4.10° ng/mL
5=1/1000

Une fois les tubes préparés, 100 uL de tampon de stimulation, 50 uL de sang total,
20 uL de réactif de coloration ainsi que 5 uL d’anticorps anti-CD-203c étaient ajoutés
dans chaque tube.

Le réactif de coloration contient des anticorps monoclonaux anti-CD63 marqués a

I'aide d’'un marqueur fluorescent : I'isothiocyanate de fluorescéine. En présence d’'une
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dégranulation des basophiles et donc de I'expression de CD63 a leur surface, les anti-
CD63 ajoutés se fixent donc aux basophiles.

Le tableau IV récapitule la constitution des différents milieux et I'annotation des tubes.

Tableau IV. Constitution des différents milieux et annotation des tubes.

PB : témoin négatif, PC1 : 1°" témoin positif, PC2 : 2™ témoin positif. Les tubes contenant les
allergénes sont annotés Ax-y ; x correspond a I’allergéne incubé (A1=arachide f13 et A2=rArah2)
et y correspond a la dilution de I'allergéne (1=pure, 2=1/5, 3=1/10, 4=1/100 et 5=1/1000).

Annotation Composition commune des Ajout supplémentaire dans le
des tubes tubes tube
Milieu 1 PB - 100 ulL de tampon de 50 pL du tampon de stimulation
stimulation
50 pL du contréle de
Milieu 2 PC1 - 50 HL de Sang ’[Otal
L stimulation anti-FceRl
- 20 pL de réactif de
. coloration 50 pL du contréle de
Milieu 3 PC2
- 5uL d’Ac anti-CD203C stimulation fMLP
A11 50 plL de la solution d’arachide
Milieu 4
a a la dilution correspondante au
au Milieu 8
A1-5 numéro du tube
A2-1 50 pL de la solution de rArah2 a
Milieu 9
a la dilution correspondante au
au Milieu 13
A2-5 numéro du tube

1.3. Incubation au bain-marie

Les tubes étaient ensuite mélangés délicatement puis incubés pendant 15 minutes

a 37°C au bain-marie.

1.4. Lyse et lavage

Apres incubation au bain-marie, 2 mL de réactif de lyse étaient introduits dans

chaque tube afin d’éliminer les érythrocytes.
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Les tubes étaient ensuite incubés pendant 5 a 10 minutes a température ambiante
avant d’étre centrifugés 5 minutes, puis le surnageant était éliminé.

Enfin, était ajouté au culot cellulaire contenu dans le tube 300 ul de tampon de lavage.

1.5. Analyse en cytométrie de flux (CMF)

Les tubes étaient ensuite disposés dans le cytomeétre de flux du laboratoire,
'automate Navios® (Beckman Coulter).
La technique de cytométrie de flux permet d’analyser les caractéristiques individuelles
de chaque cellule a partir d’'une suspension cellulaire, notamment leur taille et leur
structure. Elle permet également d’analyser les marqueurs de surface ou
intracellulaires grace a un marquage préalable par des anticorps associés a des
fluorochromes. Les cellules en suspension passent successivement devant un ou
plusieurs faisceaux laser.
Des détecteurs optiques capturent les signaux émis par chaque cellule, tels que la
lumiere diffusée, qui fournit les informations sur la forme, la structure interne, la
granularité des cellules.
Les signaux de fluorescence émis par un anticorps couplé a un fluorochrome et lié
spécifiguement a une cellule sont également détectés.
Ces signaux optiques sont ensuite convertis en signaux électroniques, numeérisés et
analysés a l'aide d’'un ordinateur. Les données collectées se présentent sous forme
de graphiques ou d’histogrammes avec les différentes populations cellulaires
identifiées ainsi que certains paramétres : le pourcentage (%), lintensité de

fluorescence moyenne (MFI).
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1.6. ldentification des basophiles par la cytométrie de flux

Les trois populations de leucocytes doivent apparaitre sur le graphique visualisé :
les lymphocytes, les monocytes et les granulocytes. Leur présence est un critere de
qualité de I'échantillon sanguin.

Les basophiles sont distingués gréce a leur taille et leur granulosité. Un fenétrage est
effectué pour étudier plus précisément cette population identifiée ensuite a 'aide du

marqueur CCR3 présent a la surface de tous les basophiles (figure IlI).
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Figure lll. Identification des basophiles par cytométrie de flux

(a) Identification des cellules parmi ’ensemble des éléments présents dans le tube.
(b) Identification des basophiles parmi la population cellulaire en fonction de leur structure et

de I’intensité de fluorescence émise par le marqueur CCR3.

1.7. ldentification des basophiles activés par cytométrie de flux

Il est nécessaire de constituer un pool de 500 basophiles minimum, nécessitant
généralement une quantité totale de 500 000 leucocytes par échantillon passés sur le
cytomeétre, afin de pouvoir analyser les résultats des explorations.

L’intensité de fluorescence émise par les fluorochromes couplés au CDG3 est ensuite
mesureée. Elle permet de compter le pourcentage de basophiles exprimant le CD63,

ayant donc dégranulé, sur le compte total de basophiles.
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2. L’interprétation des résultats
L’interprétation des résultats nécessite 3 contrbles de qualité.

- Le 1°" contr6le de qualité : I'interprétation du témoin néqgatif « PB » :

Il est considéré comme négatif si le pourcentage de basophiles exprimant

spontanément le CD63 a leur surface est inférieur a 2,5% des basophiles totaux

analyseés (figure V).

Dans ce cas, on peut conclure a I'absence d’activation spontanée des basophiles du

patient.
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Figure IV. Interprétation préalable du témoin négatif « PB »

(a) Histogramme mono-paramétrique (marqueur CD63) évaluant le pourcentage de basophiles
dits activés CD63+ (0,11%), sur la base de l'intensité de fluorescence correspondante au
marqueur CD63.

(b) Histogramme bi-paramétrique (marqueurs CD63 et CD203c) évaluant lintensité de
fluorescence correspondante au marqueur CD203c en fonction de I'intensité de fluorescence
correspondante au marqueur CD63.

<> Seuil d'intensité de fluorescence du marqueur CD203c en faveur d’une surexpression

de CD203c et donc de I’activation des basophiles
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- Le 2%me contrdle de qualité : I'interprétation du 1€ témoin positif « PC1 » :

Il est considéré comme positif si le pourcentage de basophiles activés CD63+ par les

Ac anti-FceRI est supérieur ou égal a 10% des basophiles totaux analyseés (figure V).

Il permet de s’assurer de la capacité a dégranuler des basophiles du patient.

Dans le cas contraire, le patient est considéré comme non répondeur a I'anti-FceRl, le
test est ininterprétable.

Pour 10% des patients, les basophiles ne dégranulent pas, méme dans des conditions

de témoin positif, rendant donc le TAB ininterprétable.
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Figure V. Interprétation préalable du 1°" témoin positif « PC1 »

(a) Histogramme mono-paramétrique (marqueur CD63) évaluant le pourcentage de basophiles
dits activés CD63+ (94,5%), sur la base de l'intensité de fluorescence correspondante au
marqueur CD63.

(b) Histogramme bi-paramétrique (marqueurs CD63 et CD203c) évaluant lintensité de
fluorescence correspondante au marqueur CD203c en fonction de l'intensité de fluorescence
correspondante au marqueur CD63.

<> Seuil d'intensité de fluorescence du marqueur CD203c en faveur d’une surexpression

de CD203c et donc de I'activation des basophiles
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- Le 3%me contrdle de qualité : l'interprétation du 2¢™e témoin positif « PC2 » :

Il est considéré comme positif si le pourcentage de basophiles activés CD63+ par le

fLMP est supérieur ou égal @ 10% des basophiles totaux analysés (figure VII).

Il permet de s’assurer que les basophiles peuvent dégranuler méme en 'absence de
contact avec I'allergéne, par une voie non IgE médiée.

Ce résultat n'est pas rendu au clinicien mais permet d’'informer le biologiste médical
sur la viabilité des basophiles et I'interprétabilité des résultats.

Il permet de faire la part des choses entre un probleme technique (PC1 et PC2

négatifs) et un patient non répondeur (PC1 négatif et PC2 positif).
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Figure VII. Interprétation préalable du 2éme témoin positif « PC2 »

(a) Histogramme mono-paramétrique (marqueur CD63) évaluant le pourcentage de basophiles
dits activés CD63+ (37,63%), exprimant I'intensité de fluorescence correspondante au marqueur
CD63.

(b) Histogramme bi-paramétrique (marqueurs CD63 et CD203c) évaluant lintensité de
fluorescence correspondante au marqueur CD203c en fonction de l'intensité dé fluorescence
correspondante au marqueur CD63.

<> Seuil d'intensité de fluorescence du marqueur CD203c en faveur d’une surexpression

de CD203c et donc de I’activation des basophiles
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Si les 3 conditions sont réunies, les tubes contenant les allergénes peuvent ensuite
étre analysés par CMF.

Selon le méme principe, le nombre de basophiles CD63+ est compté sur la base de
l'intensité de fluorescence correspondante au marqueur CD63. Ce nombre permet
d’obtenir le pourcentage de basophiles dits actives CD63+ par rapport aux basophiles
totaux. La figure VIl représente les résultats obtenus en CMF pour chaque dilution
d’allergéne testée.

Les résultats sont rendus sous forme de diagramme (annexe 4). Les résultats seront
rendus au clinicien sous forme de pourcentage de basophiles positifs pour le marqueur

CD63 apres stimulation avec I'allergéne (annexe 5) par rapport aux basophiles totaux.

Expression CD63 sur les Basophiles: allergéne F13 Expression CD63 sur les Basophil éne Ara h2
Oper Opwr
DOpitution 1/5 Doilution 1/5
[Clpilution 1/10 [bilution 1/10
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[coe3e  14.62 [Jcoe3+ 5553
[Jcoe+ 0.1 [Jcoe3+ 114
Clcpe3s 032 3+ 0.1
(a) (b)

Figure VIIl. Représentation des résultats obtenus en CMF pour chaque dilution d’allergéne
testée.

(a) pour I'allergéne arachide f13

(b) pour I’allergéne rAra h2

CD63+ : Pourcentage de basophiles positifs pour le marqueur CD63 sur le nombre de basophiles

totaux, résultat rendu pour chaque dilution d’allergéne testée.

B. Les paramétres étudiés lors du test d’activation des basophiles

35



Les résultats du test d’activation des basophiles permettent d’exprimer plusieurs

parameétres regroupés en 2 catégories : quantitatifs ou qualitatifs.

1. La réactivité des basophiles

Les résultats reflétant la réactivité du basophile permettent de quantifier 'ampleur
de la réponse des basophiles chez le patient lorsqu’il est exposé a un allergéne

spécifique. Cela traduit in vitro I'intensité avec laquelle les basophiles sont actives.

- Le témoin positif

Il s’agit du pourcentage de basophiles actives CD63+ par les Ac anti-FceRI. Il est
donc le reflet de la réactivité du basophile face a une stimulation trés importante de

la voie IgE médiée.

- La positivité du TAB

Selon les recommandations des fournisseurs, le test d’activation des basophiles

est considéré positif pour 'extrait d’arachide f13 si le pourcentage de basophiles

activés CD63+ est supérieur a 15%.

De méme pour I'allergéne moléculaire recombinant rArah2, il est considéré comme

positif pour un pourcentage de basophiles actives CD63+ supérieur a 10%.

- La dilution minimale activatrice

Il s’agit de la dilution minimale parmi la dilution pure, 1/5, 1/10, 1/100 et 1/1000 de
la concentration en arachide ou en rArah2 permettant de positiver le TAB. |l s’agit
donc de la dilution minimale permettant d’obtenir un pourcentage de basophiles

CDG63+ supérieur a 15% ou a 10% pour I'arachide ou le rArah2 respectivement.

36



- Le ratio des basophiles activés CD63* par I'allergéne sur les basophiles activés

CD63" par I'anticorps anti-FceRI

Il s’agit du pourcentage de basophiles activés CD63+ par I'arachide ou le rArah2
divisée par le pourcentage de basophiles actives CD63+ par le témoin positif.

Ce résultat est rendu pour chaque dilution d’allergéne testée.

- Le CDmax

Il s’agit du pourcentage maximal de basophiles activés CD63+ par I'arachide ou le

rArah2 parmi les différentes dilutions testées (figure 1X).

2. La sensibilité des basophiles

Les résultats reflétant la sensibilité des basophiles permettent de quantifier la
quantité d’allergene nécessaire pour faire réagir les basophiles du patient. Cela
traduit in vitro la quantité d’allergéne nécessaire pour déclencher une réponse

immunitaire significative pour le patient.

- LaCmin

Il s’agit de la concentration minimale d’allergéne nécessaire pour que le test soit
considéré positif. |l s’agit donc de la concentration minimale d’arachide nécessaire
pour obtenir 15% de basophiles activés et de rArah2 pour obtenir 10% de
basophiles activés.

Le pourcentage de basophiles activés par les allergénes n’est connue que pour les

concentrations testées. |l n’y a donc pas de mesure exacte de la Cmin.
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Celle-ci est obtenu aprés modélisation d’'une courbe de tendance logarithmique de
type dose-effet, a I'aide d'un logiciel en ligne (https://www.aatbio.com/tools/ec50-

calculator).

- LEC50

L'ECS50 ou concentration efficace médiane est un outil en biologie pour quantifier
la concentration nécessaire pour provoquer une réponse spécifique a 50% de son
efficacité maximale. |l s’agit ici de la concentration d’allergéne nécessaire pour
activer la moitié du pourcentage maximal de basophiles activés CD63+ pour
I'extrait d’arachide ou le rArah2, soit la moitié de la valeur correspondante au
CDmax.

L'ECS0 a été obtenu aprés modélisation, pour chaque allergéne de chaque patient,
d’'une courbe de tendance logarithmique de type dose-effet a I'aide d’un logiciel en

ligne (https://www.aatbio.com/tools/ec50-calculator) (figure [X).

38



Paurcentage de
basophiles activs CDB3+

ol ; ; : | : |
[coma o A P |

T I S S A S E—— g
o AP S— AU S— S—
454 .T.’..'.'“'."‘f"'ff‘f?.".?..'.?.?:i.'..'.".f7I?.7.?..'.?.?.?.;'.".1HI?.?..'..'.T.T.'..‘.%fHﬂ'."..'. ........... ......................... ......................
¥R igace S e . TR i,
I o T W S T
3.001 0.61 y 051 ; 160

Concentration en allergéne en ngfml.

Figure IX. Courbe de tendance logarithmique, représentant le pourcentage de basophiles activés
CD63+ en fonction de la concentration en allergéne (ng/mL), obtenue aprés modélisation a I’'aide
du logiciel en ligne.

Le CDmax correspond au pourcentage maximal de basophiles activés CD63+ par I’arachide ou
le rArah2 parmi les différentes dilutions testées.

L’EC50 correspond a la concentration d’allergéne nécessaire pour activer la moitié de la valeur

correspondante au CDmax.

- Le CD-sens
Il s’agit du seuil de sensibilité des basophiles pour chaque allergéne.

Il s’obtient a partir de 'ECS50 grace a la formule suivante : CD-sens = 1/EC50 x 100
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VIl. Analyses statistiques

Les variables qualitatives ont été décrites en termes de fréquences et de
pourcentages. Les variables quantitatives ont été décrites par la médiane et I'intervalle
interquartile en raison des effectifs.

Les paramétres qualitatifs ont été comparés entre les échecs et les succes par un test
du Chi-2 ou un test exact de Fisher en cas d’effectifs théoriques <5. Les parameétres
quantitatifs ont été comparés par un test de Mann-Whitney. Le pouvoir prédictif des
paramétres quantitatifs significatifs a été estimé par I'aire sous la courbe ROC et son
intervalle de confiance a 95%.

Le niveau de significativité a été fixé a 5%. Les analyses statistiques ont été effectuées

a l'aide du logiciel SAS (SAS Institute version 9.4).
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Résultats

l. Caractéristiques de la population

Au total, sur les 66 patients ayant bénéficié d’'une ITO a 'arachide de janvier 2015
a juin 2023 dans le service, 49 ont bénéficié d’'un TPO et d’'un TAB post-ITO.
Douze enfants ont arrétés I'lTO du fait des effets secondaires présentés.
Parmi les 49 enfants éligibles, 43 étaient inclus: 20 filles (43,7%) et
23 gargons (56,3%). L’age médian était de 13 ans [9; 16], 29 (67,4%) étaient
asthmatiques, 27 présentaient une dermatite atopique (62,8%), 28 (65,1%) une rhinite
allergique et 9 (20,9%) une autre allergie alimentaire.

Six enfants ont été exclus dont 5 qui présentaient un TAB post-ITO ininterprétable.

Au premier TPO, la dose cumulée réactogéne médiane était de 245 mg [85 ; 1176]
de protéines d’arachide.
La durée médiane de I'lTO était de 345 jours [256 ; 395] soit environ 49 semaines.
Vingt-sept enfants n'ont pas réagi a la dose cumulée de 8765 mg d’arachide soit
2191,5 mg de protéines d’arachide lors du TPO post-ITO et formaient le groupe
« Réussite de I'I'TO ».
Seize enfants ont réagi lors du TPO post-ITO a une dose cumulée égale ou inférieure
a 2191,5 mg de protéines d’arachide et composent le groupe « Echec de I''TO ».
Les caractéristiques cliniques des patients en fonction de leur groupe échec/réussite
sont listées dans le tableau V.

Les données du TAB pré-ITO sont détaillées dans I'annexe 6.
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Enfants ayant bénéficlé d'une
ITO arachide de janvier 2015 & juin 2023
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" N=5 |
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Population étudide
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Réussite de FITO Echec de FITO
N= 27T N= 16

Figure X. Diagramme de flux. ITO : induction de tolérance orale ; TAB : test d’activation des

basophiles ; TPO : test de provocation oral

Les deux groupes sont comparables vis-a-vis du sexe, des comorbidités atopiques
(asthme, dermatite atopique, rhinite allergique ou autre allergie alimentaire) et de I'age
a l'initiation de I'l'TO.

Il n'y a pas de différence significative concernant la dose cumulée réactogéne (DCR)

ou le grade Astier de la réaction présentée lors du TPO initial.
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Les deux groupes sont également comparables vis-a-vis de la durée de I' TO.
En revanche, il existe une différence significative concernant les IgE spécifiques
arachide (p=0,003) et rArah2 (p=0,001) pré-ITO entre le groupe échec et réussite de

lITO.

Tableau V. Caractéristiques cliniques et paracliniques des patients des groupes échec et

réussite de I'lTO

Sexe masculin 9 (56.3) 14 (51.9) 0,78
Comorbidités atopiques
Asthme 13 (81.3) 16 (59.3) 0,14
Dermatite atopique 11 (68.8) 16 (59.3) 0,53
Rhinite allergique 10 (62.5) 18 (66.7) 0,78
Autre allergie alimentaire 5(31.3) 4 (14.8) 0,26
Age au diagnostic, années 3.0[2.0; 3.0] 3.0[2.0;4.0] 0,88
Age lors du TPO initial, années 10.0 [7.0 ; 11.0] 7.0[5.0;10.0] 0,14
Die el el Ut ), L el 165.0 [30.5 ; 565.0]  565.0 [85.0 ; 1204.8] 0,18
protéines
Grade Astier lors du TPO initial 2.0[2.0; 3.0] 2.0[1.0; 3.0] 0,07
IgE arachide (kUa/L) 66.7 [35.6 ; 100.0] 2.410.8;9.5] 0,003
IgE rArah2 (kUa/L) 38.6 [20.8 ; 100.0] 2.2[0.5;8.8] 0,001
Age a l'initiation de I'ITO, années 15[10.5 ; 16.5] 1319 ; 16] 0,52
Durée de I'lTO, jours 382.5[282.0;399.0] 321.0[230.0; 379.0] 0,46

Nécessité de recul ou de

maintien de palier lors de I'ITO 223 L) N

Les résultats sont exprimés en médiane [Interquartiles] ou nombre (pourcentage).
NA : non analysable du fait des effectifs trop petits
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Il Résultats du TAB post-ITO et réussite de I'IlTO

A. Réactivité des basophiles et réussite de I'lTO

1. Positivité du TAB et dilution minimale activatrice

On remarque que 37% des patients en réussite d'ITO ont un TAB post-ITO
négatif contre 6,25% pour le groupe échec. Aucun TAB post-ITO n’est positif a la

dilution au 1/1000 pour les deux groupes (tableau VI).

Les patients en échec d’'ITO ont une dilution minimale activatrice significativement
plus basse que les patients en réussite d'ITO pour I'arachide (p=0,0011) et le

rArah2 (p=0,009).

2. Le ratio des basophiles activés CD63* par I'allergéne sur les basophiles activés

CD63" par I'anticorps anti-FceRI

2.1. TAB arachide

Le ratio des basophiles activés par I'arachide sur les basophiles activés par
I'anticorps anti-FceRI est significativement plus élevé dans le groupe en échec
d’'ITO pour la concentration pure, la dilution au 1/5, la dilution au 1/10 et la dilution
au 1/100 (respectivement p=0,0153; p=0,0030; p=0,0051 et p=0,0337) par

rapport au groupe reussite de I'lTO.

2.2. TAB rArah2

Le ratio des basophiles activés par le rArah2 sur les basophiles activés par
I'anticorps anti-FceRI est significativement plus élevé dans le groupe en échec

d’'ITO pour la concentration pure, la dilution au 1/5, la dilution au 1/10 et la dilution
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au 1/100 (respectivement p=0,0104 ; p=0,0012; p=0,0005 et p=0,0253) par

rapport au groupe reussite de I'lTO.
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B Echecde I'TO
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Figure XI. Comparaison de la réactivité des basophiles aux différentes dilutions d’arachide et de

rArah2 entre le groupe échec et réussite de I'l'TO

Le trait vertical définit le minimum et le maximum. La boite définit I'intervalle interquartile et le

trait horizontal, la médiane.

*P-value<0,05 et **P-value<0,001
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3. Le CDmax

Les valeurs de CDmax pour I'arachide et le rArah2 sont significativement plus
élevées dans le groupe échec de I''TO que pour le groupe réussite de I''TO

(respectivement p=0,0012 et p=0,0028) (figure XIlI).

120 120
&k L 3]

100 | 100

CDmax Arachide
3
CDmax rArah2

40

[ Echec de I'TO

I Réussite de I''TO

Figure XIl. Comparaison des valeurs de CDmax (%) pour I’'arachide et le rArah2 entre le groupe
échec et réussite de I'lTO

Le trait vertical définit le minimum et le maximum. La boite définit I'intervalle interquartile et le

trait horizontal, la médiane.

*P-value<0,05 et **P-value<0,001
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Tableau VI. Parameétres du TAB post-ITO évaluant la réactivité des basophiles parmi le groupe

échec et réussite de I'lTO
(a) TAB Arachide f13

Aucune :
TAB négatif

Dilution pure

Dilution minimale Dilution 1/5

AL Dilution 1/10

Dilution 1/100
Dilution 1/1000

Dilution pure

%B CD63+ (arachide)
%B CD63+ (Ac anti-FceRI)

Dilution 1/5

Dilution 1/10
Dilution 1/100
CDmax (%)

(b) TAB rArah2

Aucune :
TAB négatif
Dilution pure
Dilution minimale Dilution 1/5
activatrice Dilution 1/10

Dilution 1/100
Dilution 1/1000

Dilution pure

%B CD63+ (rArah2) Dilution 1/5
%B CD63+ (Ac anti-FczRI)

Dilution 1/10

Dilution 1/100
CDmax (%)

1(6,25)

3 (18,75)

1(6,25)

5 (31,25)

6 (37,50)

0 (0)

0,92 [0,65 ; 0,99]
0,89 [0,16 ; 0,99]
0,83 [0,08 ; 0,99]
0,05 [0,02 ; 0,27]

83,55 [56,75 ; 92,20]

1(6,25)
1(6,25)
0(0)

7 (43,75)

7 (43,75)
0(0)

0,94 0,82 ; 0,99]
0,92[0,53 ; 0,99]
0,75[0,25 ; 0,96]
0,06 [0,03 ; 0,22]

84,40 [70,85 ; 91,35]

10 (37,04)
8 (29,63)
1(3,70)
8 (29,63)
0 (0)
0(0)
0,34 [0,08 ; 0,92]
0,06 [0,02 ; 0,82]
0,03 [0,01 ; 0,49]
0,02 [0,01 ; 0,05]

33,90 [2,40 ; 71,80]

8 (29,63)

7 (25,93)

2 (7,41)

8 (29,63)

2 (7,41)

0(0)

0,35 [0,08 ; 0,94]
0,15 [0,02 ; 0,69]
0,03 [0,01 ; 0,49]
0,02 [0,01 ; 0,05]

30,20 [5,10 ; 71,40]

Les résultats sont exprimés en médiane [Interquartiles] ou nombre (pourcentage).

% B CD63+ : Pourcentage de basophiles activés exprimant le marqueur CD63

0,0011

0,0153
0,0030
0,0051
0,0337
0,0012

0,0009

0,0104
0,0012
0,0005
0,0253
0,0028
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B. Sensibilité des basophiles et réussite de I'ITO

1. La concentration minimale activatrice

La concentration minimale activatrice (Cmin) pour le rArah2 est
significativement plus faible dans le groupe échec (p=0,0108) (tableau VII). lI n’y a
en revanche pas de différence significative entre les deux groupes concernant la

concentration minimale activatrice pour I'arachide.
2. Le CD-sens

Les patients en échec d'ITO ont un CD-sens significativement plus élevé en

présence de rArah2 (p=0,0076) (tableau VII).

1,600 * 1800
1600
1400
1200
1000

800

600

Cmin rArah2
CD-sens rArah2

400

200

[ Echec de I'TO
B Réussite de I''TO

Figure XIlll. Comparaison des valeurs de Cmin (ng/mL) et de CD-sens pour le rArah2 entre le
groupe échec et réussite de I'lTO

Le trait vertical définit le minimum et le maximum. La boite définit I'intervalle interquartile et le

trait horizontal, la médiane.

*P-value<0,05 et **P-value<0,001
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Tableau VII. Paramétres du TAB post-ITO évaluant la sensibilité des basophiles parmi le groupe

échec et réussite de I'lTO

Cmin (ng/mL) 110,18 ; 1,79] 1,50 [1,10; 6,11] 0,1263
TAB
Arachide
f13
CD-sens 89,40 [18,15 ; 321,54] 27,06 [15,51 ; 68,03] 0,1079
Cmin (ng/mL) 0,08 [0,03 ; 0,23] 0,311[0,12; 1,32] 0,0108
TAB
rArah2
CD-sens 667,11 [141,76 ; 1236,09] 94,34 [76,32 ; 282,57] 0,0076

Les résultats sont exprimés en médiane [Interquartiles].
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C. Performance du TAB post-ITO et réussite de I'I'TO

Des courbes ROC ont été établies pour évaluer les performances de certains
parametres du TAB pour prédire la réussite de I'lTO.
L’aire sous la courbe du CDmax pour le rArah2 est de 0,78 [IC95% 0,63-0,92]
(Figure XIV). L’aire sous la courbe des ratios des basophiles actives CD63+ par le
rArah2 aux dilutions pure, au 1/5, au 1/10 et au 1/100 sur les basophiles activés CD63*
par I'anticorps anti-FceRI sont respectivement de 0,73 [IC95% 0,58-0,89]; 0,81
[IC95% 0,67-0,94] ; 0,82 [IC95% 0,70-0,95] et 0,71 [IC95% 0,52-0,89] (Figure XV).
Aucune valeur seuil n’a pu étre déterminée pour ces parameétres du fait du faible effectif
de patients.
Le meilleur paramétre pour évaluer la réussite de I'lTO, en se basant sur la valeur de
la p-value (0,0005) et de l'aire sous la courbe (0,82) est le ratio des basophiles activés
CDG63+ par le rArah2 a la dilution au 1/10 sur les basophiles actives CD63* par

I'anticorps anti-FceRI.

0.75

0.50

Sensitivity

025 1

0.00

T T T T T
0.00 025 0.50 0.75 1.00

1 - Specificity
AUC = 0,78 [IC95% 0,63-0,92]

Figure XIV. Courbe ROC des performances du TAB rArah2 (CDmax) pour prédire la réussite
de I'lITO a I'arachide.

AUC = aire sous la courbe
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Figure XV. Courbes ROC des performances du TAB rArah2 (ratios des basophiles activés CD63+

par le rArah2 selon la dilution sur les basophiles activés CD63* par I’anticorps anti-FceRI) pour

prédire la réussite de I'lTO a I’arachide.

AUC = aire sous la courbe

A

B
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Dilution 1/10
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lll. Etude des autres marqueurs allergologiques aprés I'ITO et

réussite de I'ITO

A. IgE post-ITO et réussite de I'I'TO
Les IgE arachide et rArah2 dosées lors du TPO post-ITO sont significativement plus
élevées dans le groupe échec que dans le groupe réussite (respectivement p=0,0005

et p=0,0004) (tableau VIII) (figure XVI).
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IgE rArah2
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Figure XVI. Comparaison des IgE (kUa/L) pour I'arachide et pour le rArah2 entre le groupe échec

et réussite de I'ITO.

Le trait vertical définit le minimum et le maximum. La boite définit I'intervalle interquartile et le

trait horizontal, la médiane.

**P-value<0,001

L’aire sous la courbe pour prédire la réussite de I'l'TO est de 0,82 pour les IgE
arachide post-ITO [IC95% 0,69-0,96] et de 0,82 également pour les IgE rArah2 post-
ITO [IC95% 0,70-0,95] (figure XVII).

Aucune valeur seuil n’a pu étre déterminée du fait du faible effectif de patients.
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Figure XVII. Courbes ROC des IgE post-ITO pour prédire la réussite de I'ITO a I'arachide.
AUC = aire sous la courbe

A : IgE arachide

B : IgE rArah2

B. Tests cutanés post-ITO et réussite de I'I'TO
Concernant les tests cutanés réalisés aprés I'ITO, il n'y a pas de différence

significative entre le groupe échec et le groupe reussite (tableau VIII).

Tableau VIII. IgE et TC post-ITO et réussite de I'lITO

IgE arachide (kUa/L) 49,10 [24 ; 100] 2,131[0,73 ; 5,21] 0,0005
IgE rArah2 (kUa/L) 34,90 [11,65 ; 100] 1,97 [0,45;7,47] 0,0004
Test cutané arachide (mm) 9,00 [5; 12] 71[5;10] 0,3789

Les résultats sont exprimés en médiane [Interquartiles].
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C. Etude d’un marqueur combinant les IgE avec un paramétre du TAB et
réussite de I'ITO

Un marqueur combinant les IgE rArah2 post-ITO avec le meilleur paramétre du
TAB post-ITO pour prédire la réussite de I'lTO : le ratio des basophiles activés CD63+
par le rArah2 a la dilution au 1/10 sur les basophiles activés CD63* par I'anticorps anti-
FceRI a été étudié.
L’aire sous la courbe du paramétre combiné pour prédire la réussite de I'l'TO est a 0,83
[1C95% 0,70-0,95] (figure XVIII). Elle n'est pas meilleure que la courbe ROC du
paramétre IgE rArah2 post-ITO seul ou de celle du paramétre du TAB post-ITO étudié
seul.

Cela s’explique par une tres forte corrélation entre les IgE rArah2 post-ITO ou les
IgE arachide post-ITO avec le paramétre du TAB post-ITO étudié avec des coefficients

de corrélation de Pearson réciproquement de 0,76 et 0,77.
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Figure XVIII. Courbe ROC d’un marqueur combinant IgE rArah2 post-ITO et ratio post-ITO des

basophiles activés CD63+ par le rArah2 a la dilution au 1/10 sur les basophiles activés CD63*
par I'anticorps anti-FceRI pour prédire la réussite de I'ITO a I’arachide.

AUC = aire sous la courbe
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IV. Evolution des parameétres biologiques et réussite de I'I'TO

A. Evolution du TAB et réussite de I'lI'TO

Les résultats de I'évolution du TAB selon le groupe échec ou réussite de I'I'TO sont
détaillés dans I'annexe 7.
Il N’y a pas de différence significative entre le groupe échec et le groupe réussite pour
I'arachide et le rArah2 concernant la différence entre la dilution minimale activatrice
post et pré-ITO ainsi que pour le rapport post-ITO sur prée-ITO du ratio du pourcentage
de basophiles activés aux différentes dilutions (pure, 1/5, 1/10, 1/100 et 1/1000) sur le
pourcentage de basophiles activés par le témoin positif.
Il n'y a pas non plus de différence significative entre le groupe échec et le groupe
réussite pour I'arachide et le rArah2 concernant le rapport du CDmax et du CD-sens

post-ITO sur pré-ITO.

B. Evolution des marqueurs biologiques (IgE et IgG4) et réussite de I'lTO
Concernant le rapport des dosages aprés et avant I'l'TO pour les IgE arachide et
rArah2, il n’y a pas de différence significative entre le groupe échec et le groupe
réussite (tableau 1X).
Il N’y a pas non plus de différence significative entre les deux groupes concernant le
rapport des dosages apres et avant I'I'TO pour les IgG4 arachide et rArah2

(tableau IX).
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Tableau IX. Evolution des marqueurs biologiques (IgE et IgG4) et réussite de I'I'TO

Rapport entre le dosage

post-ITO et pré-ITO des IgE arachide 110,691,201

Rapport entre le dosage

post-ITO et pré-ITO des IgE rArah2 110,7251,10]

Rapport entre le dosage

post-ITO et pré-ITO des IgG4 arachide 1,0111,01:1,01]

Rapport entre le dosage

post-ITO et pré-ITO des IgG4 rArah2 0,25[0,2550,33]

Les résultats sont exprimés en médiane [Interquartiles].

0,80 [0,46 ; 1,09]

0,73 [0,46 ; 1,26]

1,01 [1,01; 1,01]

0,29 [0,13 ; 0,50]

0,2332

0,3087

0,4655

0,6975
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Discussion

Notre étude a mis en évidence que les valeurs post-ITO du TAB sont
significativement différentes entre les enfants du groupe échec et les enfants du
groupe réussite de I'l' TO.

Le TAB réalisé avec le recombinant moléculaire rArah2 est le plus performant.
Les deux meilleurs paramétres pour évaluer la réussite de I'l'TO sont le ratio des
basophiles activés par le rArah2 sur les basophiles activés par I'anticorps anti-FceRI
aux dilutions au 1/5 et au 1/10 avec respectivement une aire sous la courbe de 0,81

[IC95% 0,67-0,94] et 0,82 [IC95% 0,70-0,95].

Cependant, on remarque que les IgE arachide et rArah2 post-ITO semblent étre
aussi performants comme marqueurs prédictifs de la réussite de I'l'TO avec une aire
sous la courbe de respectivement 0,82 [IC95% 0,69-0,96] et 0,82 [IC95% 0,70-0,95],
avec un coUt bien moindre. L’association de ces marqueurs ne semble pas améliorer

la performance car ils sont étroitement corrélés.

Il n'y a pas de différence significative concernant I'évolution du TAB pendant la

premiére année d'ITO entre le groupe échec et le groupe réussite.
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I TAB et suivi d’ITO

Dans notre étude, I'objectif était d’évaluer un possible apport du TAB au moment
de réévaluer les enfants apres la mise en place de I'l'TO arachide, afin d’envisager un
changement de pratiques pour éviter ou retarder la réalisation du TPO de réévaluation
si des marqueurs orientaient vers un risque de TPO positif.

Le TAB a tout d’abord été étudié dans de nombreuses études comme test
diagnostique de l'allergie alimentaire (26, 27, 28, 29), permettant selon les études et
les seuils utilisés de distinguer les enfants tolérants (26) des enfants allergiques.

Santos et al. (22) ont par exemple montré qu’avec un seuil de 8% de positivité des
basophiles activés CD63+ a la concentration de 100 ng/mL d’arachide, la spécificité
diagnostique du test d’activation des basophiles était de 96%, soit meilleure que celle
des IgE arachide (59%) et que celle des tests cutanés (61%) (25). lls suggerent
d’effectuer le TAB en deuxieme intention, en cas de résultats discordants entre les
tests cutanés, les IgE arachide et l'histoire clinique, et permettre de confirmer le
diagnostic d’allergie a I'arachide en cas de positivité. Ainsi, le test de provocation orale

ne serait effectué qu’en cas de négativité du TAB.

Carette et al. (26), suggérent, dans une étude frangaise de 91 enfants, qu’un enfant
ayant un taux d’IgE arachide <7 kUal/L, associé a un taux de basophiles activés CD63+
par I'arachide (5 ng/mL) <6% ne présente pas de risque de réaction allergique sérieuse
et ne nécessite pas la réalisation d’un TPO.

La place du TAB dans l'algorithme décisionnel n’est malgré tout pas encore bien
définie et le TPO reste aujourd’hui le gold standard du diagnostic d’allergie a
I'arachide (19). Néanmoins, si ces données étaient confirmées, elles permettraient de

réduire considérablement le nombre de tests de provocations oraux, colteux,
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chronophages et sources de stress pour les enfants et les parents, lors du diagnostic
de l'allergie alimentaire ou lors de la réévaluation d’'une allergie alimentaire aprés

désensibilisation.

D’autres études ont ensuite étudié [I'évolution du TAB au cours des
désensibilisations alimentaires et ont notamment montré une diminution de la réactivité
des basophiles pour le lait (30).

Concernant l'arachide, plusieurs études ont montré une diminution significative des
parameétres du TAB au cours de I'lTO (tableau X).

L’étude de Gorelik et al. (31) montre une diminution significative du pourcentage de
basophiles activés CD63+ a la concentration de 10 ng/mL d’arachide dés 16 semaines,
a la fin de la phase d’escalade, a la dose de 2000 mg par jour de protéines
d’arachide (p<0,05).

L’étude de Tsai et al. (32) montre également une diminution précoce des paramétres
du TAB au cours de I'I'TO deés la semaine 12 d’'ITO, en cours de phase d’escalade
avant I'obtention de la dose de maintenance de 4000 mg par jour de protéines
d’arachide, avec une différence significative de I'aire sous la courbe du pourcentage
de basophiles activés CD63+ aux concentrations d’arachide de 0 a 1000 ng/mL.

De méme I'étude de Patil et al. (33) montre également une diminution significative du
pourcentage de basophiles actives CD63+ pour 'arachide et le rArah2 aprés I'I'TO a
56 semaines, aprés 12 semaines de maintenance a la dose quotidienne de 4000 mg
de protéines d’arachide (p<0,001).

Dans I'étude de Jones et al. (24), une diminution significative du pourcentage de

basophiles activés CD63+ a la concentration de 10 ug/mL d’arachide entre le groupe
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ITO et placebo est également observée pour une dose plus faible de maintenance

quotidienne de 300 mg de protéines d’arachide a 4 mois d’ITO (p<0,01).

Ces études ont donc montré une réduction significative des paramétres du TAB lors
de I'ITO. Cependant, peu d’études ont étudié le réle du TAB comme biomarqueur
prédictif de réussite d’'une ITO a I'arachide.

Tsai et al. (32) I'ont fait, dans une étude regroupant 120 enfants aux Etats-Unis. Les
patients avaient recu une dose de maintenance quotidienne de 4000 mg de protéines
d’arachide pendant 52 semaines puis 300 mg pendant 52 semaines. Aprés cela, un
groupe poursuivait la dose de 300 mg au long cours et 'autre groupe arrétait I'I'TO.
Lors du TPO post ITO a la semaine 117, il n’y avait pas de différence significative entre
les deux groupes d’ITO (arrét versus poursuite de I''TO). Cependant, ils ont montré
une différence significative du TAB post-ITO entre le groupe échec (réaction a une
dose inférieure ou égale a 4 g de protéines d’arachide) et réussite, concernant le
pourcentage de basophiles actives CD63+ aux différentes dilutions d’arachide entre 0

et 1000 ng/mL (p=0,0006).

Notre étude retrouve donc également cette différence significative. Les deux
meilleurs paramétres pour évaluer la réussite de I'I'TO, concernent le TAB du
recombinant rArah2 avec le ratio des basophiles activés par le rArah2 sur les
basophiles activés par I'anticorps anti FceRI aux dilutions au 1/15 et au 1/10 avec
respectivement une aire sous la courbe de 0,81 [IC95% 0,67-0,94] et

0,82 [IC95% 0,70-0,95].
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La meilleure performance du TAB rArah2 par rapport au TAB arachide (22) peut
s’expliquer par la présence en grande quantité de la protéine de stockage rArah2 dans
I'arachide et sa résistance a la digestion et la chaleur.
Cela suggére que nous pourrions privilégier la réalisation seule du TAB rArah2 pour
permettre de simplifier I'étude de la réussite de I'lTO.
De méme, aucun TAB arachide et rArah2 n’était positif a la dilution au 1/1000 pour les

deux groupes, suggérant que cette dilution n’est pas utile a I'étude du TAB aprés I'lTO.

Compte-tenu du faible effectif de patients, il n’a pas été possible de déterminer une
valeur seuil d’'un des parameétres du TAB, permettant de prédire la réussite de I'lTO.
L’étude de Radulovic et al. (34) propose une valeur seuil de positivite du TAB
permettant d’obtenir une spécificité de 74% pour prédire la gravité des réactions
allergiques a I'ceuf.

De méme, I'étude de Santos et al. (35) a montré qu’avec un seuil de positivité de 48%
de basophiles activés CD63+, la spécificité du TAB était de 97% [IC95% 95-98] pour
prédire les réactions sévéres, soit meilleure que celle des IgE arachide et rArah2,
respectivement 90% [IC95% 87-98] et 93% [IC95% 91-98].

Ces résultats suggerent que nous pourrions dans une prochaine étude évaluer I'intérét
d’'une valeur seuil de positivité du TAB permettant d’obtenir une spécificité optimale.
Ceci pourrait permettre, en cas de positivité six mois apres I'I'TO, de prédire une
réaction au TPO de réévaluation et donc d’éviter la réalisation du TPO post-ITO, et de

le décaler.
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Nous n’avons en revanche pas retrouvé de différence significative concernant
I'évolution du TAB pendant I'I'TO entre le groupe échec et le groupe réussite, pour une
durée médiane d’'ITO de 345 jours [256 ; 395] soit environ 49 semaines.

Le TAB post-ITO ne semblerait donc pas apporter d’'information supplémentaire sur la
réussite de I''TO par rapport au TAB pré-ITO.

Ces résultats pourraient s’expliquer par une évaluation trop précoce du TAB au cours
de I'ITO et une dose de maintenance plus faible que celle utilisée dans I'étude de Tsai
et al. (32) de 4000 mg par jour de protéines d’arachide.

En effet, I'étude d’Anagnostou et al. (15) avec une dose de maintenance de 800 mg
par jour n'a pas retrouvé non plus de différence significative concernant I'intensité
moyenne de fluorescence des basophiles activés exprimant le marqueur CD63 entre
le groupe échec et réussite aprés six mois d’ITO.

Il pourrait donc étre intéressant, dans une prochaine étude, d'étudier I'évolution du
TAB a deux ans de l'initiation de I'lTO, afin de vérifier s’il s’agit d’'un meilleur marqueur

prédictif de la réussite de I'I'TO que le TAB initial.

Par ailleurs, notre étude souligne I'apport limité du TAB post-ITO pour prédire la
réussite de I''TO devant des performances similaires des IgE arachide f13 et rArah2
post-ITO avec une aire sous la courbe de respectivement 0,82 [IC95% 0,69-0,96] et
0,82 [IC95% 0,70-0,95].

Une différence significative du taux d’IgE arachide et rArah2 entre le groupe échec et
réussite était déja notée avant linitiation de I''TO respectivement (p=0,003) et
(p=0,001). Ces résultats s’inscrivent donc dans la lignée de plusieurs études comme
celles de Wasserman et al. (16), Vickery et al. (11), Anagnostou et al. (15), montrant

I'association entre un taux biologique bas d’IgE avant I'I'TO et la réussite de 'l TO.
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Il n’était cependant pas réalisable d’étudier la supériorité d’'un marqueur combinant un
paramétre du TAB avec les IgE arachide ou rArah2 par rapport a un des deux
marqueurs biologiques isolé pour prédire la réussite de I'I'TO, devant la grande

corrélation des données de ces examens.
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Tableau X. Présentation des principaux résultats des études portant sur I’évolution du TAB lors de I'ITO a I’arachide.

Anagnostou et al. (15)

Tsai et al. (32)

Thyagarajan et al.(23)

Jones et al. (24)

Notre étude

d’arachide

Puis 300 mg

2014 2020 2012 2009
. . . - Multicentrique .
i - Monocentrique - Monocentrique - Monocentrique ] . - Monocentrique
Type d’étude - Randomisée, controlée - Randomisée, contrélée | - Randomisée, controlée RandE)mlsee,
contrblée
Population d’étude 99 enfants 120 enfants 28 enfants 29 enfants 43 enfants
Age médian 12,3 ans [8,1; 16,3] 11 ans [8; 15] 5ans[2;10] 57,5 mois [12 ; 111] 13 ans[9; 16]

s DC 1455 m 4000 m 5000 m 3900 m 2191 m
Critere de g 9 g g g
réussite:

TPOfinal | pate ge M 117 1 mois aprés le début de la 3(;;‘)53 oS i‘;f:é‘z Minimum 6 mois aprés le début de la
négatif réalisation phase de maintenance eap phase de maintenance
maintenance
Dose de maintenance .
quotidienne, en protéines 800 mg 4000 mg - 52 semaines 4000 mg 300 mg 320 2 400 mg

Chronologie du
recueil des données
du TAB

- Initiation de I''TO
- M6

- Initiation de I''TO
- S12, S52, S104, S117
- Puis toutes les 13

semaines jusqu’a S156

- Initiation de I''TO
- Entre J21 et J156
- Entre J157 et J423

- Initiation de I''TO
- Entre M1 et M4
- Entre M4 et M6
- Aprés M6

- Initiation de I''TO
- TPO final

TAB post-ITO et
réussite de I'I'TO

Pas de différence
significative

AUC % B CD63+ **
(arachide : 0 a 1000 ng/mL)

%B CD63+ (arachide : 10 et 20 ng/mL) **
%B CD63+ (Ac anti-FceRlI)

%B CD63+ (rArah2 : 2 et 4 ng/mL) **
%B CD63+ (Ac anti-FceRI)

Evolution du TAB

AUC % B CD63+ S12 **
(arachide : 0 a 1000 ng/mL)

% B CD63+ J21 a J156 **
(arachide :10* a 10" ug/mL)

% B CD63+ M4 **
(arachide : 10 pg/mL)

Pas de différence significative entre le
groupe échec et réussite

[interquartiles]

S : semaine, J : jour, M : mois, DC : dose cumulée, en mg de protéines d’arachide
AUC : aire sous la courbe, % B CD63+ : Pourcentage de basophiles activés exprimant le marqueur CD63

**P-value<0,001
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1. Personnalisation de I'ITO

L’induction de tolérance orale a I'arachide a pour but d’'induire une tolérance par la
consommation quotidienne de I'aliment afin de protéger I'enfant face a une exposition
accidentelle. Ce traitement a montré son efficacité pour les enfant de moins de
4 ans (24), de 4 a 17 ans (36, 18) et fait désormais partie intégrante des
recommandations européennes du traitement de I'allergie a I'arachide pour les enfants

de plus de 4 ans présentant une allergie séveére (19).

Bien qu’ayant prouvé sa sécurité, I'induction de tolérance orale est un traitement
contraignant, de longue durée avec des effets indésirables fréquents (en particulier
gastro-intestinaux).

Apreés la mise en place d’'une ITO, il est aujourd’hui nécessaire de réaliser un deuxieme
test de provocation orale pour établir la réussite de la désensibilisation ou la
persistance de l'allergie. Ce deuxiéme TPO, dit post-ITO, expose de nouveau I'enfant
a des risques importants et engendre une source de stress pour les enfants et les
parents. De plus, une réaction lors de ce test peut conduire a un arrét de I''TO par

découragement des enfants et des parents.

A I'heure de la médecine personnalisée, I'enjeu est désormais de pouvoir prédire
la réussite ou non de I'lTO, avant ou pendant I'l' TO, selon le profil clinique et biologique
du patient afin d’adopter une prise en charge personnalisée (37).

Prédire la réussite du traitement, en cours d’ITO par I'étude du TAB nous permettrait
d’adapter le traitement et plus particulierement de connaitre le meilleur moment pour

réaliser son évaluation a travers le TPO post-ITO.

65



L’étude MIRABEL (38), cohorte francaise de 700 enfants allergiques a I'arachide,
d’age moyen de 8,5 ans a mis en évidence I'hétérogénéité des patients allergiques a
I'arachide en identifiant trois profils allergiques, selon les comorbidités allergiques
présentées, la DCR au TPO initial, les IgE rArah2 initiaux , dans le but d’une prise en
charge personnalisée qui pourrait notamment permettre d’adapter I'l'TO proposée.
Prendre en compte le phénotype allergique du patient en cours d’ITO semble donc
également essentiel pour identifier les patients a risque d’échec d’'ITO.

Notre étude n’a pas montré de différence significative concernant les caractéristiques
cliniques des patients entre le groupe échec et réussite a l'initiation du traitement :
notamment pour le sexe, 'dge, les comorbidités atopiques ainsi que pour le grade de
sévérité de la réaction clinique présentée lors du TPO initial et la dose cumulée
réactogene.

Cependant, nos résultats sont a relativiser compte-tenu du faible effectif de patients.
De plus, nous avons comparé les enfants qui ont réussi a atteindre le TPO post-ITO.
Les enfants ayant arrété I''TO du fait des effets secondaires n'ont pas été inclus et
semblaient présentaient une dose cumulée réactogéne initiale plus faible avec une
médiane de 197 mg de protéines d’arachide [21 ; 245] contre 245 mg de protéines
d’arachide [85 ; 1176] pour les enfants inclus.

D’autres études ont montré que les caractéristiques cliniques des patients avant I'lTO
pourraient étre différentes entre le groupe réussite et le groupe échec.

Anagnostou et al. (15) a par exemple montré comme facteurs pronostiques ayant un
effet négatif sur la réussite de I''TO : un age élevé a l'initiation, un poids élevé de
'enfant (p=0,004), la présence d’une allergie alimentaire familiale a I'arachide

(p=0,001) ainsi que la sévérité clinique de la réaction lors du TPO initial (p<0,001).
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Il N’y avait en revanche pas de différence significative retrouvée pour le sexe et les
comorbidités atopiques.
Jones et al. (24) et Wasserman et al. (16) ont également montré que le jeune age a

I'initiation de I'I'TO était associé a la réussite de I'I'TO a I'arachide.

Il pourrait étre intéressant d’étudier dans une prochaine étude ['utilité d’'un score
clinico-biologique associant un paramétre du TAB ou les IgE du patient avec une ou
plusieurs caractéristiques cliniques du patient associées a la réussite de I'lTO. Ceci
nous permettrait de mieux identifier avant ou pendant I'I'TO le profil des patients afin

d’adapter au mieux le traitement et son évaluation.

lll. Forces et limites de I’étude

A. Forces de I’étude

1. La méthodologie

Bien que beaucoup d’études aient étudié I'évolution du TAB lors de I'I'TO a
I'arachide, notre étude est une des premiéres a étudier le réle prédictif du TAB aprés

lITO.

Les patients de notre étude ont regu un traitement d'immunothérapie orale effectué
selon un méme protocole standardisé, inspiré de I'étude d’Anagnostou (15).

La dose de maintenance quotidienne de 320 a 400 mg de protéines d’arachide était
similaire a celle de 300 mg ayant montré son efficacité des études PALISADE (36) et

ARTEMIS (18).
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De méme, la méthodologie d’évaluation de la réussite de I'I'TO était effectuée de
maniére homogéne selon le protocole de TPO du centre d’allergologie-pédiatrique du
CHU de Lille. Celui-ci était réalisé selon les recommandations actuelles de la
littérature (4).

Enfin, les analyses de TAB étaient réalisées dans le méme laboratoire du CHU de

Lille, par une équipe formée et expérimentée.

2. La population de I'étude

L’ensemble des patients ayant eu recours a une ITO a 'arachide au sein du service
d’allergologie-pédiatrique du CHU de Lille et ayant bénéficié d’'un TPO post-ITO, entre

janvier 2015 et juin 2023 étaient éligibles, permettant un recueil exhaustif.

B. Limites de I’étude

1. La méthodologie

L’évaluation de la réussite de I'l'TO n’était pas réalisée par un TPO en double

aveugle, contrairement aux recommandations de diagnostic d’allergie alimentaire (4).

Le critére de réussite de I'I'TO était exigent. |l correspondait a I'absence de réaction
clinique au cours du TPO post-ITO pour une dose cumulée de 8765 mg d’arachide
soit 2191,5 mg de protéines d’arachide. Il permettait, en cas de réussite, de s’assurer
de la faible probabilité d’'une ingestion accidentelle d’'une quantité plus importante que
celle ingérée lors du TPO.

Ce critére était proche de celui choisi par I'étude ARTEMIS (18) avec une dose

cumulée ingérée de 2043 mg de protéines d’arachide au TPO final.
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D’autres études ont choisi des critéres de réussite de I'l'TO moins strictes. L'étude
PALISADE (36) a par exemple choisi comme critere de réussite au TPO final,
'absence de réaction clinique pour une dose cumulée de 1043 mg de protéines
d’arachide.

De méme, I'étude d’Anagnostou et al. (15) a choisi une dose cumulée de 1455 mg de

protéines d’arachide.

Enfin, 'étude du TAB post-ITO ne permettait pas de prédire la réussite de I''TO
pour les enfants ayant arrété I''TO avant le TPO final, pour des raisons de mauvaise
tolérance, d’anaphylaxie ou d’observance.

Cette population d’enfants allergiques, probablement la plus a risque d’anaphylaxie,
est pourtant celle pour laquelle il pourrait étre le plus intéressant de proposer une prise

en charge personnalisée d’'ITO en début de traitement.

2. La population de I'étude

L’effectif de notre étude (43 patients) ne nous a pas permis d’établir une valeur seuil
d’'un des paramétres du TAB comme critére de réussite de I'I'TO a 'arachide.
D’autres études avec un effectif plus important nous permettraient d’augmenter la

puissance des résultats.

Enfin, I'étude présentait un autre biais de sélection : les patients inclus étaient suivis
dans un centre spécialisé d’allergologie-pédiatrique et ne représentaient donc pas
'ensemble des patients allergiques a 'arachide.

Une étude multicentrique pourrait permettre de réduire ce biais.
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3. Ladurée d’ITO

La durée médiane de traitement était de 345 jours [256 ; 395] soit environ 49
semaines avec des durées inégales.
Celle-ci était proche de celle de I'étude PALISADE (36) prévoyant une phase
d’escalade de 24 semaines puis une phase de maintenance de 24 semaines pour une

durée totale de 48 semaines.

Les durées inégales de traitement peuvent s’expliquer par la réalisation de montées
de dose d'ITO plus difficiles pour certains patients devant la manifestation d’effets
indésirables, ayant parfois nécessité un recul a la dose inférieure ou un report de la
montée de dose suivante.

Cependant il n’y avait pas de différence significative retrouvée entre les deux groupes,
suggérant que ce critere ne semblerait pas prédictif d’'un échec de I'ITO. Il n’a donc
pas été nécessaire d’effectuer un ajustement sur la durée de traitement.

Ces résultats sont cependant a relativiser devant le manque de puissance de I'étude .

IV. Avantages et limites du TAB

A. Avantages

Il s’agit d’'une technique peu invasive, sans risque pour le patient et reproductible
sur un méme centre (39).
De plus, il reflete une vraie réaction cellulaire, par la dégranulation déclenchée,

contrairement au dosage sanguin d’IgE.
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Il ne nécessite pas l'arrét d’'un éventuel traitement anti-histaminique avant sa
réalisation.
B. Limites

1. Etude in vitro sanguine

Il est difficile d’établir que la réaction cellulaire menant a la réaction allergique
clinique est reproduite ex vivo, malgré le changement d’environnement.

De plus, Les mastocytes tissulaires sont considérées comme les principales
cellules effectrices lors d’une réaction allergique.
Bien que leur mécanisme d’activation medié par le contact avec I'allergéne soit proche
de celui des basophiles circulants, il est difficile d’affirmer reproduire, avec I'étude
seule des basophiles, les mémes cascades de productions de médiateurs

inflammatoires (40).

2. Conditions de réalisation et colt

Le TAB présente de nombreuses contraintes le rendant accessible uniquement
dans certains centres spécialisés (25).
Ses conditions de réalisation sont complexes : rapidité d’exécution nécessaire (travalil
sur sang frais sans possibilité de stockage), gestion des variations de température,
equipements et disponibilité des allergénes solubles.
Son colt est important : 270 euros pour I'étude des 10 dilutions nécessaires pour un
TAB arachide et rArah2, sans remboursement puisqu’il fait partie du Référentiel des
Actes Innovants Hors Nomenclature (RHIN).
De plus, le TAB nécessite une équipe formée et expérimentée devant le peu

d’automatisation réalisable.
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Son manque de standardisation et la grande diversité des paramétres étudiés selon

les centres peuvent rendre difficile I'interprétation de ses résultats (29).

3. Patients non répondeurs

Pour 10% des patients, les basophiles ne dégranulent pas, méme dans les
conditions du témoin positif rendant le TAB ininterprétable (41).
Dans notre étude, parmi 49 enfants ayant bénéficié d’'un TAB post-ITO, 5 ont présenté

un TAB ininterprétable (10,2%).

Le TAB indirect, qui consiste a incuber les basophiles d’'un donneur avec le sang

du patient et l'allergéne ou le test d’activation des mastocytes pourraient étre des

pistes pour les non répondeurs au TAB direct (42, 43).
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Conclusion et perspectives

Notre étude a permis de mettre en évidence que le TAB post-ITO est un
biomarqueur significativement associé a la réussite d’'une ITO.
Les deux meilleurs parameétres pour évaluer la réussite de I''TO concernent le TAB
rArah2 avec le ratio des basophiles activés par le rArah2 sur les basophiles activés
par I'anticorps anti-FceRI aux dilutions au 1/5 et au 1/10 avec respectivement une aire

sous la courbe de 0,81 [IC95% 0,67-0,94] et 0,82 [IC95% 0,70-0,95].

Cependant, les IgE arachide et rArah2 post-ITO semblent étre aussi performants
comme marqueurs predictifs de la réussite de I''TO avec une aire sous la courbe de
respectivement 0,82 [IC95% 0,69-0,96] et 0,82 [IC95% 0,70-0,95].

De plus, le TAB post-ITO réalisé dans la premiére année ne semble pas apporter plus

d’'informations que le TAB pré-ITO.

Nos résultats permettent d’approfondir nos connaissances vis-a-vis de ce test
innovant, et d’améliorer son utilisation dans le suivi de nos patients allergiques, afin de

I'utiliser au bon moment et a bon escient.

Par ailleurs, travailler sur de plus grands effectifs nous permettrait de définir une
valeur seuil avec une spécificité optimale pour prédire la réussite de 'l TO.
Réévaluer le TAB plus tard, a 2 ou 3 ans de linitiation de I'l'TO nous permettrait

également de mieux appréhender I'évolution clinique du patient au cours de I'lTO.
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Dans le cadre d'une médecine personnalisée, devant prendre en compte les
différents phénotypes allergiques, I'enjeu est de prédire avant ou pendant I'lTO la
réussite du traitement. Le test d’activation des basophiles est efficace mais ne semble
pas I'étre plus que les IgE arachide et rArah2. D’autres travaux sont donc nécessaires
pour évaluer I'utilité d’un score clinico-biologique permettant d’adapter au mieux le

traitement et son évaluation au profil de chaque patient.
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Annexes

ANNEXE 1

Lille
ve

Centee Hosplcallcr Reglonal

unloersltaire da Ll

Hiipital Jeanne de Flandre, Clinique de pédiatrie, Hipltal de jour

TPO ARACHIDE Post - 1ITO

Date : Nom :
Poids : Prénom :

¢ Poser une voie veineuse périphérique et mettre un obturateur et prolongateur
¢ Chariot d'urgence vérifié€ et 4 proximité de la chambre
s Avoir a disposition les médicaments suivants 4 préparer en cas de réaction :

= < ans : AERTUS 2,5 ml

= 6dllans: AERIUS 5ml

= >11 ans: AERTUS 10 ml ou Cetirizine 10 mg un comprimé

Utiliser préférentiellement le stylo 4 ADRENALINE du patient ¢t proposer au parent de faire
I'injection. Vérifier si le dosage du stylo est adapté (éviter le style a 150ug si poids > 20 kg)

Poids (kg) < 20kg 20— 60kg >60kg

Stylo auto-injecteur (ng) 150 300 300 ou 500

Si stylo indisponible : ADRENALINE (1ml =1mg} : préparer une seringue a tuberculine et une
aiguille IM : maximum : 4.5 mg

Poids (kg) <10 | 10-15 | 16-20 | 21-25 | 26-30 | 31-35| 36-40 | 41-50 | >50

Adrénaline pure (ml} [ 0,1 4,15 02 14,25 0.3 0,35 0.4 0,45 0.5

= Surveillance :
-Prendre une Sa02 avant la mise en route du test, puis si réaction
-1 Peak-flow avant la mise en route du test pour les grands (> 6- 7 ans), puis si réaction
-FC, TA avant chaque dose puis toutes les 30 minutes aprés la derniére dose
- SCORAD si Dermatite atopique/ANTCD asthme
-Surveillance poursuivie aun moins 4 heures aprés la prise de 1a derniére dose
= Repas autorisé 30 min aprés la dernidre dose, en I’absence de réaction allergique

TPO arachide avec cacahuéte (25% de protéines)

Donner toutes les 20 minutes :

5 mg (soit 1.25 mg de protéines)

10 mg (s0it 2.5 mg de protéines)

50 mg (soit 12.5 mg de protéines)

200 mg (soit 50 mg de protéines)

500 mg (soit 125 mg de protéines)

1 g (soit 250 mg de protéines)

2 g (soit 500 mg de protéines}

5 g (1¥¢ dose) (soit 1.25g de protéines)

S5g (2% dose facultative 4 discuter) (soit 1.25g de protéines)

Arréter le test et appeler le médecin référent si< (TSI .............. )
- malaise, choe

-agthme

-rhinite, conjonctivite

-urticaire, eczéma, prurit

- edéme

-douleurs abdominales, vomissements, diarthée

aiter en v v D o traitemen
provocation par voie orale aux allments »

t

Malaise, perte de connaissance, choc anaphylactique, progression et association rapide des symptdmes, angio-
oedéme avec géne respiratoire

Protocole du TPO post-ITO réalisé dans le service de pneumo-pédiatrie au CHU de

79



ANNEXE 2
Grille décisionnelle d’arrét du TPO en fonction des symptémes du patient

TPO EEsssssEEREEREEEEE www.diagnosing-food-allergy.org
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Grade 0

Grade 1

Grade 2

Grade 3

Grade 4

Grade 5

ANNEXE 3

Score de gravité des réactions allergiques
(cf Astier et al. , JACI 2006)

Aucun symptéme

Douleur abdominale isolée disparaissant sans traitement
Rhino-conjonctivite

Légére urticaire (<10 papules)

Rash sur eczéma

Un organe impliqué :

Douleur abdominale nécessitant un traitement
Urticaire généralisée

Angiocedéme non laryngé

Toux

ou chute de DEP<20%

Deux organes impliqués

Trois organes impliqués

ou asthme nécessitant un traitement
ou angiocedéme laryngeé
ou chute tensionnelle accompagnant d’autres symptémes

Symptémes respiratoires ou/et cardiovasculaires
nécessitant une hospitalisation en soins intensifs
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ANNEXE 4

Tableau représentant les histogrammes mono-parameétriques (marqueur CDG63),
obtenus aprés la réalisation d’'un TAB, par CMF, pour l'allergéne arachide f13 et
I'allergene rArah2, pour les différentes dilutions d’allergene testées.

Dilution pure

Dilution 1/5

Dilution 1/10

Dilution 1/100

Dilution 1/1000

Count

Arachide 13

[cD63+: 88.08%)

TS oo 20000 30000 10 100
Intensité de fluorescence CD63
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[cD63+: 43.60%]

Count

Count.

]
3
o _—
u
4
2
o
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17
10-
|cD63+: 14.39%)
&
o
[
5
_
S s

0 10000 20000 30000 10° 1
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—_—m
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—_—
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Count

Count

Count

Count

Count
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ANNEXE 5

Exemple de compte-rendu des résultats du TAB au clinicien sous forme de
pourcentage de cellules positives pour le marqueur CD63 aprés stimulation avec
I'allergéne.

- TEST D'ACTIVATION DES BASOPHILES HUMAINS (TAB) :
ANALYSE DE LA REACTIVITE CELLULAIRE : Cytométrie en flux.

Nature du prélévement : Sang total/Tube E.D.T.A.

Activation spontanée 0.2 % W@ <2.5 {25/03/21 : 0.0}
Contrdle positif{témoin de 96.7 % N i >10 25/03/21 : 87.2)
stimulation)

ACTIVATION DES BASOPHILES PAR L'ALL ERGENE SPECIFIQUE :

13 Arachide:
Concentration 1 91.2 % (25/03/21 : 79.3)
Cancentration 2 50.5 Y% (25703721 + 17.1)
Concentration 3 20.6 % (25/03/21 ; 5.2)
Concentration 4 1.2 % {25/03/21 ¢ 0.4)
Concentration 5 06 % (2503421 ¢ 0.6)
Conclusion : Test positif

résultat précédent le 25/03/21 : Test positif
423 nAra h 2 Arachide:
Concentration 1 91.3 % (25¢03/21 + 78.1)
Concentration 2 83.2 % {25/03/21 ; 24.0)
Concentration 3 61.6 % 25/03/21 ¢ 10.2)
Concentration 4 1.7 % {25/03/21 : 0.2)
Concentration 5 0.8 Y% {25/03/21 + 0.0)
Conclusion : Test positif
Réaclils ot méthode: Cytométrie an flux BUHLMANN fiow cast.
Les résultats sonl exprimés an pourcentage de basophiles
CCRACD 63 +
Pour les allergdnes alimenlaires.
2 15% Test positif
Pour les allergénes elimentaires recombinants.
= 10% Test posilif.
Interprétation : Test d'activation des basophiles pour I'arachide f13 et Ara h2 :

- POSITIF au pur, 1/5 et 1710,
- négatif au 1/100 et 1/1000.
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ANNEXE 6

Résultats du TAB pré-ITO des patients des groupes échec et réussite de I'lTO

(a) TAB Arachide f13
Dilution pure 1[0.9;1] 0.7[0.2; 1]
%48 CD63+ (arachide) Dilution 1/5 110.8 ;1] 0.3[0:1]
%B CD63+ (Ac anti-FceRI) Dilution 1/10 1[0.9; 1] 0[0;0.9]
Dilution 1/100 0.3[0.1;0.7] 0[0;0.1]
Dilution 1/1000 0[0; 0] 0[0; 0]
CDmax (%) 93.2[70.5; 95.1] 58.8 [15.6 ; 82.1]
Cmin (ng/mL) 0.2[0.1;0.6] 1.7[0.2; 5.1]
CD-sens 362.3[73.4 ; 695.4] 44.6 [17.7 ; 276.0]

(b) TAB rArah2

Dilution pure 1[0.9; 1] 0.6[0;1]
%B CD63+ (rArah2) Dilution 1/5 1[0.9; 1] 0.2[0; 1]
%B CD63+ (Ac anti-FceRlI) Dilution 1/10 1[0.8; 1] 0.1[0; 0.9]
Dilution 1/100 0.6 [0.1;0.7] 0[0;0.1]
Dilution 1/1000 0[0;0.1] 0[0;0]

CDmax (%) 92.8 [74.4 ; 95.7] 31.5[4.7 ; 80.7]

Cmin (ng/mL) 0[0;0.1] 0.3[0;1.1]
CD-sens 2569.3 [689.7 ; 3389.8] 251.2[46.9; 1218.0]

Les résultats sont exprimés en médiane [Interquartiles] ou nombre (pourcentage).
% B CD63+ : Pourcentage de basophiles activés exprimant le marqueur CD63
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ANNEXE 7

Evolution des TAB des patients des groupes échec et réussite de I''TO

(a) TAB Arachide f13

Dilution min (post-ITO)
Dilution min (pré-ITO)

Dilution pure
Dilution 1/5

%B CD63+ (post-ITO)
%B CD63+ (pré-ITO) Dilution 1/10

Dilution 1/100
Dilution 1/1000

CDmax (post-ITO)
CDmax (pré-ITO)

CD-sens (post-ITO)
CD-sens (pré-ITO)

(b) TAB rArah2

Dilution min (post-ITO)
Dilution min (pré-ITO)

Dilution pure
Dilution 1/5

%B CD63+ (post-ITO)
%B CD63+ (pré-ITO) Dilution 1/10

Dilution 1/100
Dilution 1/1000

CDmax (post-ITO)
CDmax (pré-ITO)

CD-sens (post-ITO)
CD-sens (pré-ITO)

-1(-1;0)

0,99 [0,80 ; 1,10]
0,91 [0,22 ; 1,00]
0,80 [0,22 ; 0,98]
0,42 [0,06 ; 1,09]
0,84 [0,20 ; 1,26]

0,95 [0,80 ; 1,00]

0,67 [0,20 ; 1,25]

-0,5(-1;0)

10,88 ; 1,05]
0,94 [0,57 ; 1,03]
0,80 [0,22 ; 0,98]
0,25 [0,06 ; 0,93]
0,31[0,13 ; 1,15]

0,95 [0,90 ; 1,00]

0,36 [0,13 ; 0,93]

-1 (-1:0)

0,81 [0,45; 1,02]
0,58 [0,23 ; 0,92]
0,66 [0,32; 1,23]
0,88 (0,32 ; 1,23]
0,73 [0,45 ; 1,50]

0,80 [0,60 ; 1,00]

0,74 0,31 ; 1,33]

0(-1;0)

0,81 [0,41; 1,08]
0,74 [0,42 ; 1,04]
0,66 [0,32; 1,23]
0,92 [0,26 ; 1,88]
0,97 [0,31 ; 2,51]

0,80 [0,40 ; 1,00]

0,67[0,12 ; 1,00]

Les résultats sont exprimés en médiane [Interquartiles] ou nombre (pourcentage).
% B CD63+ : Pourcentage de basophiles activés exprimant le marqueur CD63

Dilution min : Dilution minimale activatrice

0,5845

0,2451
0,4326
0,6189
0,3457
0,5993

0,1641

0,7196

0,3146

0,2886
0,4825
0,6189
0,0974
0,2779

0,2160

0,9307
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Résumé :

Contexte : L'induction de tolérance orale (ITO) a l'arachide est une nouvelle
thérapeutique proposée aux enfants allergiques a I'arachide. Sa réussite est évaluée
par un test de provocation orale et il n’existe pas de marqueur permettant de prédire
I'absence de réaction a ce test c’est-a-dire la réussite de la désensibilisation. Le but
de cette étude était d’évaluer le test d’activation des basophiles (TAB) réalisé aprés
I''TO comme biomarqueur prédictif du succés d’'une ITO a l'arachide.

Méthodologie : Etude rétrospective monocentrique réalisée au CHU de Lille de 2015
a 2023, ayant inclus les enfants présentant une allergie a I'arachide prouvée par test
de provocation orale (TPO), ayant bénéficié d’un traitement par induction de tolérance
orale puis d’'un deuxieme TPO avec la réalisation d’'un TAB. Les 2 allergéenes étudiés
pour le TAB étaient I'extrait d’arachide f13 (de 100 ng/ml a 1.10" ng/mL) et le
recombinant rArah2 (de 20 ng/mL a 2.102 ng/mL). L'ITO était considérée comme
réeussie en l'absence de réaction au TPO post-ITO (tolérance de 2191,5 mg de
protéines d’arachide), réalisé au moins six mois aprés le début de la phase de
maintenance.

Résultats : Quarante-trois enfants étaient inclus avec un age médian de 13 ans
[9 ; 16]. Les deux groupes étaient comparables vis-a-vis du sexe, des comorbidités
atopiques, de I'age a l'initiation de I''TO, de la dose cumulée réactogéne (DCR) initiale
et de la durée médiane d’ITO. Les deux meilleurs parametres du TAB pour prédire la
réussite de I'I'TO étaient le ratio des basophiles activés par le rArah2 sur les basophiles
activés par I'anticorps anti-FceRI aux dilutions au 1/5 et au 1/10 avec respectivement
une aire sous la courbe de 0,81 [IC95% 0,67-0,94] et 0,82 [IC95% 0,70-0,95]. Les IgE
arachide et rArah2 post-ITO étaient aussi performants avec une aire sous la courbe
de respectivement 0,82 [IC95% 0,69-0,96] et 0,82 [IC95% 0,70-0,95]. Il n'y avait pas
de différence significative concernant les tests cutanés post-ITO, I'évolution du TAB et
des marqueurs biologiques (IgE et IgG4) apres I'I'TO entre le groupe échec et le groupe
réussite.

Conclusion : Notre étude a permis de mettre en évidence que le TAB post-ITO est un
biomarqueur significativement associé a la réussite d’'une ITO. Cependant, il ne parait
pas plus performant que les taux d’'IgE post-ITO.

Composition du Jury :

Présidente : Madame la Professeure Cécile CHENIVESSE
Assesseures :

Madame la Docteure Stéphanie ROGEAU

Madame la Docteure Marie MOYART

Directeur de thése : Monsieur le Professeur Antoine DESCHILDRE

86




