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Ag : Antigéne

ALAT : Alanine aminotransférase

ARN : Acide ribonucléique

CADESI : Canine Atopic Dermatitis Extent and
Severity Index

CADLI : Canine Atopic Dermatitis Lesion Index
CCL : Chemokine ligand

CCR : Chemokine receptor

CD : Cluster of differenciation

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité
CPA : Cellule présentatrice d’antigéne

CT : Seuil de cycle

Da : Dalton

DA : Dermatite atopique

DAMPs : Damage Associated Molecular Pattern
Df : Dermatophagoides farinae

FcR : Récepteur a la fraction constante

FNH : Facteur naturel d’hydratation

GAPDH : Glycéraldéhyde-3-phosphate
déshydrogénase

HDM : House dust mite (Dermatophagoides)
HS : Hypersensibilité

IDR : Intradermoréaction

IFNy : Interféron gamma

IgE : Immunoglobuline E

IL : Interleukine

JAK : Janus kinase

LB : Lymphocyte B

LT : Lymphocyte T
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Introduction

La dermatite atopique canine est une maladie inflammatoire chronique de la peau, a caractere
allergique, se manifestant souvent dés I'dage de 6 mois a 3 ans, jusqu’a la fin de la vie de
I’'animal. Elle est proche de I'eczéma atopique que I'on observe en médecine humaine, qui
constitue un guide pour le développement du diagnostic et de la thérapeutique. Elle
représente une part importante de la dermatologie vétérinaire méme si elle demeure un
diagnostic d’exclusion, une maladie difficile a mettre en évidence, parfois dissimulée par
d’autres atteintes de la peau. Que ce soit chez I’'Homme ou chez le chien, la gestion rigoureuse
de la dermatite atopique représente un véritable enjeu de bien-étre tant certains individus et
propriétaires se retrouvent dans des impasses thérapeutiques et financieres notamment.

La bibliographie de l'eczéma atopique humain a permis de mieux appréhender les
mécanismes physiopathologiques mis en jeu dans la maladie, notamment concernant les
modifications de la barriere cutanée et la théorie du « outside-inside-outside ». Des anomalies
structurales de la peau, mises indirectement en évidence par une perte insensible en eau, sont
responsables d’une pénétration anormale d’allergenes au travers de la barriére cutanée.
L'inflammation qui en résulte, est a I'origine, secondairement, d’une aggravation du défaut de
barriere.

L'inflammation est dépendante de lymphocytes et notamment de lymphocytes T intervenant
aux cotés de messagers protéiques appelés cytokines. Ces derniéres, que I'on identifie,
localement, dans la peau ou moins spécifiquement dans le sang de 'individu, peuvent étre
une piste dans la recherche et le développement de biomarqueurs de sévérité dans le
diagnostic et le suivi de 'efficacité de traitements immunomodulateurs.

C'est dans cette perspective et dans le cadre d’'une étude cherchant a évaluer la non-
infériorité du méthotrexate au traitement de référence, la ciclosporine, que nous avons mené
ces manipulations de biologie moléculaire, afin d’identifier, au sein d’'un ensemble de
cytokines pré-choisies, des différences au seins des transcriptomes cytokiniques entre
individus atteints de dermatite atopique et individus sains.

Ce manuscrit s’articulera en trois parties distinctes. La premiére est une étude
bibliographique, centrée sur la dermatite atopique, sa physiopathologie, son diagnostic et ses
options de traitement.

La seconde est consacrée a notre étude de biologie moléculaire.

Enfin, nous discuterons dans la derniéere des résultats obtenus, des biais de notre étude ainsi
gue des possibilités d’amélioration.
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|. La dermatite atopique canine

A. Quelgues rappels d’anatomie et de physiologie de la peau du chien

La peau est un organe complexe remplissant de nombreuses fonctions de barriére, régulation
thermique, synthese protéique, et immune. Elle représente, chez le chien adulte, prés de 10%
du poids corporel. L'épiderme est renouvelé tous les 21 a 28 jours par division cellulaire et
desquamation. Cela lui permet de maintenir sa cohésion.

L’épaisseur de la peau varie, en fonction de la localisation, entre 0,5 et 5 mm. Elle est la plus
épaisse notamment au niveau de I'encolure, de la partie dorsale du thorax et de la base de la
queue et est la plus fine au niveau des pavillons auriculaires et des grands plis (axillaires et
inguinaux) (1).

1. Les différentes couches de la peau
La peau est constituée de trois couches intimement reliées: I'épiderme, le derme et

I’hypoderme. Chez I'animal, la peau est presque intégralement velue a I'exception des
jonctions cutanéo-muqueuses, de la truffe et des coussinets (1,2) (Figure 1).

Epiderme

Derme

Hypoderme ¢ \\

Glande sudoripare

Glande sébacée

Poils secondaires

Poil primaire Follicule

Figure 1 : Anatomie de la peau (3)
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a) L'épiderme

L’épiderme est la couche la plus superficielle de la peau. Il est constitué d’un épithélium
malpighien kératinisé. Il est formé de 4 couches cellulaires, qui sont, de la plus superficielle a
la plus profonde, la couche cornée (stratum corneum), la couche granuleuse (stratum
granulosum), la couche épineuse (stratum spinosum) et la couche basale (stratum basale),
cette derniére étant au contact du derme. Il existe également une couche dite claire (stratum
lucidum), située entre la couche cornée et granuleuse dans les zones ou la peau est épaisse
comme les coussinets ou le planum nasal. Ces couches se distinguent I'une de I'autre par un
arrangement, une morphologie et des stades de différenciation cellulaire différents (Figure 2).
Les cellules principales de I'épiderme sont les kératinocytes (85 %), mélanocytes (5 %), cellules
de Langerhans (8 %) et cellules de Merkel (2 %).

La solidité des couches et I'ancrage de I'épiderme sont permis par des molécules d’adhésion
comme les hémidesmosomes, desmosomes, jonctions serrées ainsi que par les filaments
intermédiaires de kératine.

Stratum corneum barrier : ,
(natural moisturizing factors, horney intercellular fat) Epudermal barrier
(tight junction)

Granular cell layer

(first layer) Granular cell layer

(second layer)

Stratum corneum —

=
Granular cell layer —1

Pickle cell layer =

Basal cell layer

Langerhans cell

Figure 2 : La barriéere épidermique (4) ; Granular cell layer = couche granuleuse, Pickel cell layer
= couche épineuse, Basal cell layer = couche basale

(1) Stratum corneum
La couche cornée est la couche la plus superficielle de I’épiderme, parmi laquelle on retrouve

des kératinocytes dans leur dernier stade de différenciation. Son épaisseur varie entre 5 et
1500 pm chez le chien, selon la localisation. Elle est perpétuellement renouvelée grace au
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phénomeéne de desquamation ; processus en équilibre avec le renouvellement cellulaire
provenant de la couche basale. Cela permet de maintenir une épaisseur constante.

Elle est composée de plusieurs épaisseurs de cellules appelées cornéocytes reliées par une
matrice extracellulaire lipidique, prévenant des pertes en eau, a I'image de briques associées
avec du mortier. Les cornéocytes sont également reliées par des cornéodesmosomes.

Les cornéocytes ne possédent pas de véritable membrane cellulaire contenant des
phopholipides. lls possédent une membrane plasmatique propre, appelée enveloppe cornée,
riche en protéines telles que la filaggrine, la loricrine ou l'involucrine. Cette enveloppe est
imperméable et permet a la peau de maintenir son réle de barriere contre les micro-
organismes, les agents physiques chimiques et environnementaux.

On retrouve a la surface de la couche cornée, des peptides anti-microbiens appelés PAM
(cathelicidines, B-défensines notamment). Ces derniers constituent une défense contre les
micro-organismes potentiellement pathogénes.

(2) Stratum lucidum

La couche claire est une strate compacte, entierement kératinisée composée d’une fine
couche de kératinocytes anucléés. Ces derniers contiennent, chez le chien, des gouttelettes
transparentes d’éléidine. Elle se distingue histologiquement de la couche cornée par sa
richesse en lipides liés au protéines. Elle est surtout présente au niveau des coussinets.

(3) Stratum granulosum

L’épaisseur de la couche granuleuse est variable selon la localisation. En effet, dans les zones
velues, elle n’est composée que d’une ou deux assises cellulaires, pour quatre a huit dans les
zones non velues ou au niveau des infundibulum des follicules pileux.

Les cellules de cette couche sont aplaties, leurs noyaux de taille réduite et leur cytoplasme
contient de volumineux agrégats basophiles de kératohyaline. Ces agrégats sont composés de
profilaggrine, précurseur de la filaggrine, permettant I'agrégation de la kératine et donc le
passage de cellules nuclées avec kératine dispersée a des cellules mortes, anucléées avec
kératines agrégée. lls jouent un réle dans le processus de cornification et dans la fonction de
barriere imperméable de I'épiderme. Le stratum granulosum est également le lieu de
production de la lorucrine.

L'ensemble de ces protéines est a I’origine de la formation d’une matrice autour des filaments
de kératine au sein des cornéocytes. lIs sont aussi une source d’acides aminés libres, important
dans le maintien d’une bonne hydratation de la couche cornée.
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(4) Stratum spinosum

La couche épineuse est composée de kératinocytes polygonaux avec un petit noyau rond
central. lls contiennent des corps lamellaires, constitués des précurseurs de la matrice
lipidique de la couche cornée. C'est au sein de la couche épineuse, que les kératinocytes issus
de la couche basale cessent de proliférer et démarrent leur différenciation. L'épaisseur de
cette couche varie également en fonction de la localisation et de la pilosité. Elle n’est
constituée que d’une ou deux assises cellulaires dans les zones velues et peut atteindre une
vingtaine d’assises au niveau des coussinets, du planum nasal ou encore des jonctions
cutanéo-muqueuses.

(5) Stratum basale

La couche basale est composée d’une unique rangée de cellules cylindriques a cuboides, a
I'interface entre I'épiderme et le derme. Cette couche est a |'origine des autres couches plus
superficielles de I’épiderme. En effet, elle est constituée majoritairement de kératinocytes qui
se divisent constamment et poussent les cellules filles précédemment formées vers les
couches superficielles. En remontant vers la surface, elles vont étre impliquées dans le
processus de cornification.

Au sein de la couche basale, il existe deux populations de kératinocytes qu’il est possible de
distinguer : les kératinocytes responsables de I'ancrage de I'épiderme et ceux a fonction de
« cellules souches », qui proliferent et réparent I'épiderme.

Ce sont des molécules d’adhésion comme les desmosomes (adhérence entre kératinocytes)
et hémidesmosomes (adhérence entre les kératinocytes et la lame basale) qui permettent
I’ancrage de I'épiderme a la lame basale.

La couche basale contient également des mélanocytes. Ces cellules produisent des pigments
de mélanine qui se propagent au sein du mélanocyte et dans ses dendrites. Ils sont alors
transmis au kératinocytes environnants et se placent au-dessus de leur noyau, protégeant
ainsi le matériel génétique des rayons lumineux.

On y trouve également des cellules de Merkel au niveau des renflements appelés tubercules
tylotriches.

b) Le derme

Le derme est un tissu conjonctif situé sous I'épiderme. Il est issu du mésoderme. Cette
structure, composée de nombreuses fibres de collagenes, d’élastine organisées ainsi qu’une
matrice de protéoglycanes, assure un role de soutien. Il contient également les follicules
pileux, les fibres nerveuses et les vaisseaux pour lesquels il joue notamment un role de
protection.

Les cellules majoritaires, a I'origine de la production des fibres de collagene, d’élastine et de
la matrice extracellulaire, sont les fibroblastes. Ces fibroblastes répondent a des stimuli,
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notamment de facteurs de croissance produits par les kératinocytes, les cellules
inflammatoires et les fibroblastes eux-mémes.

L'intégralité des fibres composant le derme sont produits par les fibroblastes. Il s’agit du
collagene, de I'élastine et de la réticuline. lls sont aussi a I'origine de la production de la
matrice épidermique. Les fibres de collagene, composant principal de la trame dermique, sont
des fibres de protéines polymériques qui, assemblées, sont trés résistantes a la traction. La
trame collagénique n’a pas la méme morphologie dans les différentes couches du derme. En
effet, dans le derme superficiel, les fibres sont agencées en trames assez laches alors qu’elles
forment un réseau dense et épais dans le derme profond. L’essentiel des fibres de collagénes,
c’est-a-dire environ 90 %, sont du collagene de type | ou Ill. On y retrouve également du
collagene de type IV en regard de la lame basale et de la jonction dermo-épidermique. Les
fibres d’élastine forment un fin réseau au sein du derme superficiel, qui se densifie et s’épaissit
en profondeur. Elle confére son élasticité au derme.

La matrice extracellulaire, composante du tissu interstitiel, est produite par les fibroblastes.
Elle contient des glycosaminoglycanes parmi lesquels on retrouve I’acide hyaluronique, la
chondroitine-sulfate et dermatane sulfate. Ces macromolécules s’associent a des
protéoglycanes (notamment fibronectines) et jouent un réle dans I'homéostasie et la
rétention hydrique, dans la résistance a la compression du derme, la fibrillogenese du
collagéne et dans son orientation, organisation et sa différenciation.

Au niveau du derme, on met aussi en évidence par histologie et marquage
immunohistochimique des cellules du systéme immunitaire comme les mastocytes, cellules
dendritiques, macrophages, lymphocytes T (LT) CD4*, polynucléaires neutrophiles et
éosinophiles.

L’aspect du derme et de ses annexes en coupe histologique est représenté ci-dessous (Figure
3).

Follicule pileux
et annexe

A QRIS hiArE

Figure 3 : Coupe histologique de la peau ; derme et anﬁexes (1)
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c) L'hypoderme

L’'hypoderme est la couche la plus profonde de la peau. Il est majoritairement composé
d’adipocytes. Il joue un role d’amortisseur, de réserve pour les structures supérieures ainsi
que dans la themorégulation.

2. Quelques roles de barriere de I'épiderme (5)

a) La peau, une barriére hydrique

L’épiderme est une barriere hydrique qui permet de maintenir le gradient de teneur en eau
entre les couches profondes et la couche cornée. En effet dans des conditions physiologiques,
les couches profondes de I'épiderme sont composées d’environ 70 % d’eau contre 20 %
environ en surface. L’équilibre physiologique de la peau est dépendant de cette homéostasie
hydrique. En effet, elle intervient dans la résistance et I'élasticité cutanée, dans les activités
enzymatiques et la signalisation cellulaire.

Le maintien de ce gradient hydrique est dépendant d’éléments comme les lipides
intercornéocytaires, les jonctions serrées ou encore le facteur naturel d’hydratation (FNH),
composés d’acides aminés libres et de composants extracellulaires. Le gradient hydrique se
manifeste notamment par une perte insensible en eau (PIE) mesurable pour 'exploration de
I'intégrité de la barriere.

(1) Lipides intercornéocytaires

Les lipides intercornéocytaires sont synthétisés par les kératinocytes et issus de la sécrétion
des corps lamellaires. lls sont composés de céramides, acides gras et cholestérol. La
composition et arrangement en lamelles superposées de cette matrice lipidique limite la
pénétration des liquides non liposolubles. En effet, la majorité de ces lipides sont organisés de
maniére trés compacte (état cristallin ou orthorhombique) ce qui favorise 'imperméabilité de
la couche cornée. La barriere hydrique repose sur la synergie entre ces différents lipides. Nous
préciserons davantage leur role et leur implication dans I’homéostasie hydrique dans la partie
sur la physiopathologie de la DA.

(2) Les jonctions serrées

Des jonctions intercellulaires spécifiques des épithéliums sont appelées jonctions serrées.
Dans le cas de I'épiderme, on retrouve ces jonctions serrées au niveau du stratum granulosum,
a la jonction apico-latérale des kératinocytes. Elles sont constituées d’une structure protéique
transmembranaire complexe ancrée au cytosquelette cellulaire avec notamment les claudines
et occludines. Ces jonctions conférent une étanchéité quasi-totale de I'épiderme, propriété
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démontrée grace a un modele murin en 2002 (6). En effet, seules les molécules de trés bas
poids moléculaires et les ions peuvent passer par voie paracellulaire.

(3) Le FNH

Le FNH est un facteur que I'on retrouve exclusivement dans la couche cornée. Il y représente
une part importante, 30 % du poids sec total. Il est composé d’acides aminés libres issus de la
lyse de la filaggrine et de composants extracellulaires comme I'acide lactique, l'urée et les
sucres. Le FNH capte et retient des molécules d’eau au sein de la matrice protéique.

b) La peau, une barriére chimique et biochimique
(1) Le pH cutané

Le pH cutané du chien varie en fonction de la race, du stade sexuel, de I'emplacement
anatomique mais serait en majorité acide.

Il a un role important dans I'activité des enzymes épidermiques. Une variation de ce pH peut
entrainer des répercussions sur leur fonctionnement. Il influe notamment dans le processus
de desquamation en permettant la libération des kallikréines, enzymes protéolytiques. De
plus, ce pH permet favorise le développement de la flore commensal tout en inhibant la
croissance et prolifération de la flore pathogéne.

(2) Les peptides anti-microbiens (PAM)

Les PAM sont produits notamment par les kératinocytes et se concentrent dans la couche
cornée. On trouve parmi eux les R-défensines et les cathélicidines. lls jouent un réle dans
I'immunité innée de I'organisme. En effet, ils posseédent une action antimicrobienne a spectre
large contre les bactéries, virus et champignons. lls interagissent avec les lipides des
membranes des organismes cibles pour les détruire.

(3) Flore commensale cutanée
On retrouve a la surface de la peau une flore microbiologique commensale, parmi laguelle des

bactéries et des levures. Des phénomeénes de compétition interviennent entre certains agents
pathogenes et cette flore commensale.
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c) La peau, une barriére immunologique

(1) Les cellules de Langerhans, un exemple de cellule présentatrice d’antigéne

Les cellules de Langerhans sont des cellules dendritiques résidentes de la peau, présentatrices
d’antigénes au moyen du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH Il). Elles jouent un role
majeur dans les réponses immunitaires primaires et secondaires. On les retrouve dans les
couches basales et supra basales de I'épiderme, entre les kératinocytes (7). Elles sont
notamment caractérisées par des extensions cytoplasmiques fines qui émergent du corps de
la cellule. Elles se caractérisent en immunohistochimie par des marqueurs du type CD45, CD33
et CD13 (7).

Les cellules de Langerhans sont capables de phagocytose. Elles reconnaissent notamment des
antigene glycoprotéiques au moyen de récepteurs aux lectines, aux protéines d’enveloppe et
également des récepteurs spécifiques des parties constantes des immunoglobulines comme
FcRI ou FcRIII. Elles peuvent donc également phagocyter des antigenes aprés opsonisation par
des anticorps. Les cellules de Langerhans vont ensuite migrer dans le noeud lymphatique
drainant afin de présenter le complexe CMH ll-antigene aux LT. Cette migration est
notamment dépendante de facteurs appelés chimiokines, comme le CRR7 dont I'absence,
chez des souris dont le géne a été muté, empéche toute migration vers le ganglion (8).

La physiopathologie de la réponse immunitaire a la suite de la pénétration anormale d’un
allergéne sera décrite ultérieurement.

(2) Les chimiokines

Les chimiokines sont des cytokines chimiotactiques produites a la suite de stimulation par des
signaux de dangers. Elles régulent notamment la différenciation, I’activation et la migration
des cellules présentatrices d’antigene (cellules de Langerhans, LT, granulocytes). Les
kératinocytes peuvent produire certaines chimiokines et entrainer I'afflux de cellules
immunitaires sur le site. Certaines chimiokines comme le CCL20 possédent une action anti-
microbienne.

(3) Les lymphocytes et granulocytes

Il est possible de retrouver, dans |’épiderme et dans le derme, des populations de lymphocytes
différentes. On distingue notamment les LT des lymphocytes B (LB). Les LT CD8+ sont
davantage retrouvés au sein de I'épiderme alors que les LT CD4+ davantage au sein du derme.
En cas de précédente sensibilisation a un antigene, il est possible de retrouver des LT
mémoires, résidents de la peau, qui jouent un role majeur dans la réponse immunitaire
secondaire en cas de nouvelle présentation antigénique (9).

On retrouve également des granulocytes ou polynucléaires neutrophiles et éosinophiles au
sein du derme.
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Il est important de rappeler que la peau est une barriere physique, mécanique et qu’elle a des
roles dans la thermorégulation, la sensibilité et la photoprotection. Ces réles ne seront pas
précisés davantage.
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B. Clinique et physiopathologie de la dermatite atopique
1. Définition

La dermatite atopique (DA) est une maladie inflammatoire cutanée dont I'inflammation est
essentiellement due a une hypersensibilité a médiation cellulaire retardée. Elle est donc
répertoriée dans la classe IV de la classification des hypersensibilités de Gell et Coombs. Elle
impligue, comme nous le détaillerons ensuite, une barriere cutanée altérée et une
pénétration allergénique accrue.

2. Epidémiologie
a) Fréquence

Selon différentes études, la DA concernerait entre 3 et 15 % de la population canine avec une
moyenne de 10 % dans une étude de Majewska et al. en 2016 (10,11). Ces chiffres peuvent
cependant étre questionnés car les études font peu état des critéeres d’inclusion et des
méthodes diagnostiques par exemple. Cette maladie est complexe, I'exclusion d’autres
hypothéses rentrant dans le diagnostic différentiel du prurit chronique est indispensable. Elle
peut donc étre le plus souvent sur-diagnostiquée ou éventuellement sous-diagnostiquée.

b) Population concernée

L’age est un critére important a prendre en compte lors du diagnostic de DA. Il est retrouvé
dans de nombreux critéres diagnostiques de DA. Quelle que soit la publication, les animaux
recevant un diagnostic de DA ont en grande majorité un age compris entre 6 mois et 3 ans
(11,12). En effet la moyenne d’age au diagnostic/déclenchement des symptémes, d’apres
Favrot et al., est de 2,2 ans (12). En effet 68 % des chiens ont leurs premiers signes cliniques
de DA avant I'age de leurs 2 ans. Une étude rétrospective a l'université de California Davis
montre elle, sur 266 cas, que 95 % des individus présentent leurs premiers signes avant 5 ans
(23).

Le college américain de dermatologie vétérinaire stipule que les cas présentant leurs premiers
signes cliniques en dessous de 6 mois et au-dela de 3 ans sont possibles mais que la mise en
place précoce des signes cliniques est un critére que I'on retrouve significativement plus dans
la dermatite atopique que dans les autres dermatoses prurigineuse (14).
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c) Facteurs de risques

De nombreux facteurs de risque ont été mis en évidence dans la dermatite atopique du chien.
Ces facteurs de risque sont inclus dans les criteres diagnostics établis, que ce soit par
Willemse, Prelaud ou encore Favrot.

Le premier facteur de prédisposition que nous pouvons évoquer est la race. En effet, toutes
les études s’accordent a dire que certaines races présentent une incidence plus importante
de DA.

Cependant, il est possible d’observer quelques différences entre les études. En effet, selon le
lieu et I'époque, certaines races semblent prédisposées ou non au développement de la
maladie. En effet, certaines publications incluent le Berger allemand alors que d’autres le
présentent comme une des races les moins touchées. Il est évident que ces estimations
dépendent aussi de la population témoin/controle de I'étude: est-ce ramené a une
population locale ou générale ? C’'est ce qui est présenté dans la publication de Jaeger (11).
Dans cette étude, 'auteur fait I’'hypothése que des variations allergéniques entre les pays et
avec le temps peuvent expliquer ces différences. Cette hypothése est a remettre en question,
les erreurs diagnostiques seraient davantage a privilégier pour expliquer cette différence au
cours du temps. En effet, un chien atteint de DA a toutes les chances de développer des
symptomes quel que soit I’environnement. D’autres races sont généralement retrouvées dans
I’'ensemble des publications sur la DA. Il s’agit des Labrador et Golden Retriever, Boxer, Bull
Terrier, Cairn Terrier, Bulldog francais, Cocker Spaniel, West Highland White terrier, Shar Pei
(11,12,14).

La figure suivante présente les prédispositions selon la localisation géographique en utilisant
des Odd Ratio. On observe que les mémes races ne sont pas décrites comme prédisposées sur
tous les continents, a part pour le Golden Retriever, qu’on retrouve sur trois continents (Figure
4).
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Figure 4 : Prédisposition raciale a la dermatite atopique en fonction des localisations géographiques (11)

L’environnement est également un facteur de risque au développement de la maladie. En
effet les animaux vivant en intérieur sont plus susceptibles d’en développer les signes que les
animaux vivant en extérieur. On peut observer jusqu’a 35 % d’amélioration a la suite d’un
changement d’environnement et 25 % présentent une aggravation saisonniére dans |'étude
de Favrot et al. (12). Cela peut étre lié aux différents allergenes impliqués dans la maladie ou
au fait d’'une prolifération de Malassezia plus favorable en milieu chaud et humide.

Dans son étude, datant de 2011, Meury fait I'hypothése qu’un animal sédentaire et urbain
présente plus de risque de développer des signes de dermatite atopique qu’un animal vivant
en zone rurale. On peut souligner un biais dans cette étude : les chiens de ville sont peut-étre
davantage médicalisés et on y trouve davantage de vétérinaires pour animaux de compagnie
(15).

Une étude a d’ailleurs mis en évidence des preuves d’un risque plus élevé de développement
d’eczema atopique chez I’enfant en milieu urbain qu’en milieu rural (16).

Le college américain de dermatologie vétérinaire indique la présence de signes primitifs
saisonniers dans 42 a 75 % des cas avec 80 % de ces derniers entre le printemps et I'automne
(14).

Le sexe de I'animal, lui, n"aurait aucune importance. En effet le sex ratio est de 50 % quelle
gue soit I'étude (13).

Le tableau suivant résume les principaux facteurs, évoqués précédemment, intervenant ou
non dans la survenue de la DA (Tableau 1).
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Tableau 1 : Récapitulatif des facteurs de risques au développement d’une DA chez le chien (17)

Risque augmenté

Risque réduit

Aucune corrélation

-Race prédisposée

-Vie en milieu urbain

-Bains réguliers au jeune age

-Vie en milieu rural

-Présence de congéneres

-Sexe

-Saison a la naissance

-Vaccination et vermifugation

3. Les signes cliniques et localisations des lésions

Le signe clinique principal de la DA est un prurit, fréquemment antérieur aux lésions, ce qui
s’oppose notamment aux prurits que I'on retrouve dans certaines ectoparasitoses (gale
sarcoptique) ou pyodermite superficielle. Il se manifeste chez I'animal par des mordillements,
du léchage ou du grattage. Il serait généralisé chez 40 % des chiens (14). Les Iésions peuvent
étre classées en lésions primaires, c’est-a-dire associée a la réaction inflammatoire cutanée
lors de la pénétration allergénique et lésions secondaires au prurit ; ce qui sera détaillé par la
suite (14,18).

La topographie Iésionnelle classique est une atteinte des petits plis (coude, grasset) et des
grands plis (axillaires, inguinaux), associée a une atteinte de la face (lévres, paupiéres), des
espaces interdigités, des faces médiales des membres, et de la face dorsale des doigts, ainsi
que des pavillons auriculaires.

a) Lésions principales (14,18,19,20)

Les lésions dites primaires comprennent I'érytheme et parfois des papules. D’aprés Olivry,
I’érythéme et le prurit coexistent presque systématiquement mais leurs sévérités ne sont pas
toujours corrélées (20). Les lésions primaires s’accompagnent de lésions secondaires avec la
chronicité et les traumatismes induits par le prurit. On peut alors observer des excoriations,
écorchures superficielles de la peau, des cro(tes, une alopécie auto-induite (dépilation), une
lichénification c’est-a-dire un épaississement de I'épiderme, une hyperpigmentation cutanée,
associée a une production augmentée de mélanine (Figure 5).

On observe aussi fréqguemment une xérose cutanée, c’est-a-dire une sécheresse de la peau.
Comme nous le verrons par la suite, la barriere cutanée altérée permet une perte d’eau par
voie transcutanée plus importante. La xérose apparait sous la forme d’un pelage terne, la
présence de squames pityriasiforme (squames fines, seches, assimilables a de la farine), des
coussinets secs.

Une coloration modifiée du pelage est souvent observée et notamment dans les zones de plis,
les leévres et les doigts. Cette modification est secondaire a I'inflammation, a la présence d’une
dysbiose a coques, de Malassezia ou d’une oxydation du poil par marquage salivaire.
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Des surinfections, avec des pyodermites de surface, superficielles (pustules) et des
proliférations de Malassezia sont possibles.

La diversité des lésions peut dépendre de la chronicité de la maladie, du prurit, des
surinfections et de la génétique, dernier point qui reste a prouver (14).

Figure 5 : Erythéme du chanfrein, des grands plis, Iésions secondaires (lichénification et hyperpigmentation)
(18,19)

b) Les localisations préférentielles (11)

Les zone les plus touchées lors de DA sont I'extrémité distale des pattes, le ventre avec les
grands plis axillaires et inguinaux, le pavillon interne des oreilles et la face (21). (Figure 6)

Figure 6 : Localisations préférentielles des Iésions de dermatite atopique (21)

Les extrémités distales des pattes sont les zones les plus touchées lors de DA avec 62 % des
chiens de I’étude. C’'est proche de ce qui a été montré sur des études rétrospectives comme
celle menée a I'université de California Davis (13).

Les zones impliquées dans la DA seraient des zones favorables aux frottements, traumatismes.

Les atteintes podales concernent majoritairement les espaces interdigités et la face dorsale

des membres. Elles se caractérisent par les lIésions typiques primaires et secondaires détaillées
précédemment. On peut observer en cas d’évolution non contrélée de la maladie, une
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atteinte de la face ventrale du carpe et du tarse. Une atteinte des bourrelets unguéaux serait
également fréquente mais moins recherchée en pratique. Celle-ci serait fréquemment liée a
des proliférations bactériennes de surface ou des proliférations de Malassezia.

On observe un prurit facial avec des lésions érythémateuses péri-oculaires, une chéilite et une
blépharite chez pres d’un chien sur trois (11). La chéilite, c’est-a-dire I'inflammation des lévres,
touche en général le pli de la lévre inférieure. Des lésions secondaires de lichénification,
d’excoriations associées a des cro(tes peuvent étre observées.

L'atteinte des paupiéres, ou blépharite, peut étre trés discrete avec un simple érytheme ou
sévere avec des lésions secondaires au prurit.

D’aprés Willemse et al., 60 a 70 % des chiens atteints de dermatite atopique ont des lésions
visibles sur la face ou les doigts (12).

On décrit trés fréguemment des otites externes chez les chiens atteints de DA. Elle est
d’ailleurs une des causes primaires d’otite externe chez le chien. La fréquence dépend des
études mais est évaluée a environ 50 % des cas (17 a 80 %) (11,12).

Elles peuvent se présenter sous différentes formes, avec des stades différents allant d’un
érytheme léger jusqu’a une sténose complete du conduit dans certains cas sévéres.

Il faut rappeler que 'atteinte dorso-lombaire, elle, est presque toujours absente. Elle constitue
un critére d’exclusion sauf en cas de surinfection généralisée.

Certaines atteintes seraient davantage retrouvées dans certaines races. Il semble cependant
gue dans ces articles, des pododermatites et otites soient confondues avec des DA (13,21).
(Figure 7)
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Figure 7 : Silhouette Iésionnelle en fonction de la race (21)



4. Physiopathologie
a) Altération de la barriere cutanée

L’altération intrinséque de la peau d’un chien atteint de DA permet a des agents de tailles
importantes (< 500 Da) de pénétrer, ce qui est impossible dans le cas d’une barriére cutanée
saine. Ce sont, par exemple, des aéroallergénes protéiques. Ces derniers peuvent étre/avoir
une activité de protéases qui favorisent leur entrée dans I'épiderme en détruisant les jonctions
entre kératinocytes. Les allergenes les plus souvent mis en cause proviennes des acariens et
notamment de Dermatophagoides farinae et D.pteronyssinus. Chez I’'Homme, des protéines
dérivées de Staphylococcus aureus pourraient étre mises en cause également en tant
gu’allergenes, mais cela reste a prouver (22).

La communauté scientifique a premierement pensé que des modifications génétiques du
systeme immunitaire a I'origine, secondairement, d’un comportement anormal des cellules
immunitaires lors d’intrusion per-cutanée, étaient a I'origine de la dermatite atopique. Il s’agit
de la théorie du inside-outside. Puis de nouvelles informations ont permis d’appréhender le
role fondamental de la barriere cutanée dans la physiopathologie de la dermatite atopique.
En effet, une barriere altérée laisse pénétrer davantage les allergénes, ce qui favorise
secondairement la présentation des allergenes aux cellules immunitaires et présentatrices
d’antigénes (CPA). C’est la théorie du outside-inside (23).

Le consensus scientifique est désormais que la physiopathologie de la DA fait intervenir une
combinaison de ces deux mécanismes. Un défaut primaire de la barriére épidermique est a
I'origine d’'une pénétration de protéines allergéniques et I'adhérence de microbes entrainant
une stimulation exacerbée du systeme immunitaire cutané (inné et adaptatif). Cet exces de
stimulation est associé a une libération de cytokines en grand nombre (dont les interleukines,
le TSLP, le tumor necrosis factor a (TNF-a)). Cette inflammation locale est a I'origine d’un
déreglement de la prolifération des kératinocytes, entrainant un dysfonctionnement encore
plus important de cette derniere. Il y a donc une perte de fonction a la suite de modifications
initialement primaires de I'épiderme puis secondaires a I'inflammation. C’est la théorie du
outside-inside-outside (24).

Le défaut de barriére cutanée a bien été prouvé chez 'Homme avant d’étre montré chez le
chien. Cette barriére altérée est associée a une xérose cutanée, un dysfonctionnement de la
barriere avec notamment une augmentation de la perte d’eau trans-épidermique ou perte
insensible en eau (PIE) ou TEWL. Des modifications qualitatives et quantitatives des couches
lipidiques (notamment céramides), des protéines constitutives de I'épiderme (notamment
filaggrine) ont été mises en évidence chez 'Homme et chez le chien.

Des études ont montré, chez des chiens atteints de DA, une couche cornée avec des lamelles
lipidiques désorganisées, plus courtes et plus fines que chez des individus sains (25). Elles
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montrent également que des altérations in vitro de la barriere cutanée entrainent des
sensibilisations plus importantes des chiens aux allergenes (2).

Plusieurs méthodes peuvent étre mises en place pour évaluer la perte de fonction de la
barriere épidermique dont la mesure de la PIE réalisée chez puis chez le chien.
Une deuxieme méthode, beaucoup moins utilisé est la mesure de la capacitance cutanée.

b) Atteinte de la PIE

La définition de la PIE est le volume d’eau sortant du corps a travers les couches épidermiques
supérieures. Une barriére cutanée intacte est indispensable afin de prévenir de la dessication
par perte d’eau et la pénétration allergénique (2,26).

De nombreuses études en médecine humaine ont montré l'intérét de cette mesure dans
I’évaluation du bon fonctionnement de la barriere cutanée et elle est utilisée chez le chien
comme critére d’évaluation de la sévérité de la maladie, ou critére de suivi de traitement entre
autres. Une relation entre la PIE et I'intégrité de la barriére cutanée a d’ailleurs été mise en
évidence dans I’étude de Shimada et al., plusieurs appareils sont décrits pour la mesure de la
PIE (27). Une étude montre d’ailleurs, une bonne répétabilité et peu de variation intra et inter-
observateur pour les appareils Corneometer, Skin-pH-Meter et Colorimeter mais une grande
variabilité pour le Vapometer. Ces premiers appareils sont donc validés et conseillés pour
I’évaluation de la PIE chez le chien (28).

De nombreuses difficultés se présentent lorsqu’il s’agit d’évaluer une perte d’eau trans-
épidermique chez un animal. lls doivent tous étre dans des conditions absolument similaires
car de nombreux parameétres peuvent influencer la mesure. lls doivent impérativement étre
acclimatés au méme environnement et ses parametres physiques (humidité, température)
avant et pendant la mesure (27). Le choix du site de mesure a également une importance. On
observe moins de variabilité lorsque les mouvements sont réduits et lorsque la quantité de
poils est aussi moins importante. Le pavillon auriculaire interne est donc régulierement choisi
car il remplit ces deux conditions et est fréquemment associé a des lésions de DA. |l peut étre
également étre choisi de raser I'animal.

Les études comparant la PIE entre des chiens atteints de DA et des chiens sains montrent des
différences significatives dans les mesures. En effet, la PIE est supérieure chez les chiens
atteints de DA. Il a été montré que des chiens en rémission de leur maladie, avec des signes
cliniques controélés, présentent une PIE plus faible que les chiens en phase clinique. Aussi, il a
été montré une corrélation entre le score clinique (CADESI)-03 et la PIE, sur certains sites de
mesure, chez des chiens atteints de DA dans I'étude de Zajac et al. (29). C’'est repris dans
I’étude de Shimada et al. (27). Cela peut en faire un outil de mesure intéressant dans
I'évaluation et le suivi de la maladie a condition d’utiliser un appareil présentant peu de
variabilité.
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Une étude longitudinale similaire a ce qui est réalisé chez I'Homme serait nécessaire avant de
le démontrer rigoureusement (24).

c) Déséquilibres lipidiques

La couche cornée (stratum corneum) est composée en partie de lipides, parmi lesquels on
retrouve les céramides, le cholestérol ainsi que des acides gras libres. Les céramides sont les
composants principaux puisqu’ils représentent pres de 50 % des lipides de la couche cornée
chez les humains (24).

Les céramides sont localisés dans la bicouche lipidique cellulaire et sont constitués de diverses
combinaisons de sphingosines et d’acide gras. Le nom qui leur est attribué dépend de cette
combinaison. Les céramides ont une fonction structurale en intervenant notamment dans
I'imperméabilité de la barriére cutanée, et jouent aussi un réle dans les communications inter-
cellulaires, la signalisation lipidique, la différenciation et la mort cellulaire programmée.

Il a été montré en médecine humaine et vétérinaire que I'épiderme des individus atteints de
DA présente des modifications structurales, qualitatives et quantitatives.

En effet, on retrouve dans la grande majorité des cas une quantité de céramide moindre que
ce soit au niveau des lésions de DA qu’au niveau de la peau non lésionnelle. Chez le chien,
I’épaisseur de la matrice lipidique de la couche cornée a été montrée significativement
diminuée chez les individus malades. Les céramides présents seraient aussi désorganisés avec
notamment passage d’une conformation orthorhombique a hexagonale (2,23,24,31).

Une étude a montré chez 'Homme qu’il y a moins de céramide de type 1/CER[EOS] et
9/CER[EOP] dans la peau lésionnelle et non lésionnelle d’un individu atteint de DA. De plus
cette peau présente significativement plus de cholestérol que chez individus sains (32).
Chezle chien, une étude de Chermprapai et al. met en évidence une quantité diminuée d’acide
gras au sein de la couche cornée ainsi qu’une réduction du ratio des céramides C44/C34
(chiffre correspondant au nombre de carbones). Ce ratio diminue lui-méme de maniéere non
linéaire avec I'augmentation de la sévérité des signes cliniques (CADESI) (31).

On observe aussi des glucosylcéramides chez les chiens malades alors qu’ils sont quasiment
absents chez les chiens sains (33).

D’autres modifications sont observables avec notamment une diminution de I'activité de
certaines enzymes indispensables a la synthése des lipides comme la sphingomyelinase
épidermique. De récentes études font I’hypothése qu’une enzyme (sphyngomyéline
glucosylceramide deacylase) dont I'activité est spécifiguement augmentée chez les individus
atteints de DA, serait au moins en partie responsable des modifications quantitatives
observées (24).

Chez 'Homme cette perte quantitative et qualitative de céramides de la couche lipidique est

a la fois primaire, c’est-a-dire préexistante, et secondaire a I'inflammation cutanée chronique.
En effet, ces altérations sont en partie liées aux poussées inflammatoires déclenchées par
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I’exposition allergénique chez des individus sensibilisés (34). Cependant, méme avant
stimulation antigénique, on observe par microscopie électronique de séveres atteintes de la
lamelle lipidique et des élargissements des espaces intercellulaires contenant un matériel
lipidique altéré chez les individus malades (33).

D’autres études ont cherché a montrer que ces anomalies structurales de la couche cornée
sont a l'origine d’une perte de la fonction de barriere de la peau. L'augmentation de la PIE a
été associée chez les chiens a une diminution des céramides de la peau (32). Par ailleurs, la
supplémentation topique en acides gras essentiels a, dans certaines études, permis
d’améliorer la fonction de barriere de la peau altérée et s’est montrée bénéfique au sein de
polythérapie. Les études s’averent plutét contradictoires dans le cas des supplémentations
orales (24,35).

Les chiens atteints de DA, comme les humains, présentent une anomalie primaire structurelle
de I'épiderme a I'origine de la pénétration exacerbée d’allergenes. L'inflammation secondaire
détériore davantage I'équilibre structural de la barriere épidermique. En effet, chez les chiens
atteints de DA, les variations lipidiques en strates suggérent l'implication de phases
inflammatoires dans le remaniement secondaire de la strate cornée (23).

d) Déséquilibres protéiques

Les protéines épidermiques sont importantes dans la différenciation épidermique et le
processus de cornification. La filaggrine est une protéine permettant I'agrégation des
filaments intermédiaires de kératine afin de créer une matrice protéique (23).

Des études chez ’'Homme ont montré que la présence de mutations perte de fonction du géne
codant pour la protéine filaggrine est un facteur de risque majeur dans le développement de
I’eczema atopique chez I'enfant. Cela ne concerne qu’une partie de la population, majoritaire
de peu.

Ces mutations permettent de réaliser qu’une modification de fonction au sein de la barriere
épidermique peut engendrer une DA, d’ou I'importance de ces anomalies structurales dans la
physiopathologie de la maladie. En effet, on observe une prédisposition au développement
de la DA chez des individus possédant cette perte de fonction dans la partie C terminale de la
protéine (2,36).

Ces mutations n’ont pas systématiquement été mises en évidence chez le chien. D’ailleurs,
des mutations perte de fonction ont aussi été retrouvées chez des chiens sains de DA.
Cependant, dans I'étude de Chervet et al., des profils d’expression anormaux ont été
retrouvés chez 15/18 chiens dont 4 avec une perte de la partie C-terminale, probablement
associée a une mutation perte de fonction (37).

D’autres études menées chez le West Highland White Terrier ont montré qu’une diminution
de I'expression de ’'ARN messager de la filaggrine dans la peau de ces chiens atteints de DA
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peut étre retrouvée. Cependant le faible nombre d’individus ne permet pas de généraliser
(38).

Aussi, une étude menée sur un lot de chiens atteints de DA a montré a |'aide de microscopie
par immunofluorescence une diminution voire une absence de filaggrine dans la peau d’un
nombre significatif de ces chiens. Ces modifications peuvent étre génétiques ou fonctionnelles
c’est-a-dire associées a une inflammation cutanée. En effet, comme dans le cas de la couche
lipidique, I'inflammation cutanée lors de DA est également a l'origine d’'une modification
secondaire de I'expression de la filaggrine et des protéines constitutives des enveloppes
cornifiées (involucrines et loricrines) (39,40).

e) Microbiote cutané

Le microbiote cutané est I'ensemble des micro-organismes et du matériel génétique présent
sur la peau. Cette diversité d’organismes implique des interactions entre eux et avec I'héte.
Cette flore cutanée est indispensable car elle prévient de l'invasion de pathogéenes par
phénomeénes de compétition (23).

Chez 'Homme, il a été montré a de nombreuses reprises que la dermatite atopique est
associée a des changements importants au sein du microbiote cutané. En effet, pendant les
phases aigues de poussées inflammatoires, la diversité microbienne cutanée est fortement
réduite et I'on retrouve alors une dominance de Staphylococcus aureus. D’ailleurs, cette
modification du microbiote cutané et son importance sont corrélées a la sévérité de la maladie
(41,42).

Les études en médecine vétérinaire sont moins nombreuses. Cependant, une étude récente
menée dans des populations de chiens atteints de DA a montré par séquencgage du géene
codant pour I’ARN ribosomique 16S une plus faible diversité de la flore cutanée chez les chiens
atteints de DA (43).

Malgré le faible échantillon, I’étude de Pierezan et al. (2016) montre le développement d’une
dysbiose cutanée parallélement au développement des lésons cutanées chez des chiens
stimulés in vivo avec des protéines de Dermatophagoides farinae (41).

La peau de ces chiens est colonisée par des bactéries de type Staphylococcus. En effet 90% de
ces chiens atteints de DA présentent une grande majorité de staphylocoques a coagulase
positive, avec en premiere place Staphylococcus pseudintermedius devant S.aureus. Ce genre
de colonisation n’a, dans cette étude, été rapporté que dans 40% des cas de chiens sains
(23,41,43).

D’ailleurs cette différence du microbiote cutané disparaitrait lorsque les chiens sont en
rémission clinique de la maladie (43).

Les Staphylococcus pseudintermedius auraient une meilleure adhérence sur les peaux des
individus atteints de DA, qu’elles soient lésionnelles ou non. En outre, cette adhérence est
significativement plus importante lorsque le prurit est sévere (44). Cette adherence ne serait
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cependant pas un facteur prédisposant au développement de pyodermite superficielle,
comme l'indique I'étude de Simou et al. (44).

Cette colonisation bactérienne serait facilitée par la polarisation Th2 de la réponse
immunitaire. Les interleukines 4 et 13 sont inhibitrices des peptides anti-microbiens cutanés
(45).

De plus, les protéines de Staphylococcus pseudintermedius peuvent pénétrer la couche cornée
altérée lors de DA, et entrainer une stimulation exacerbée de la réponse immunitaire, et sont
alors appelés « superantigenes ». En effet, certaines protéines bactériennes sont considérées
comme des super-antigenes. Elles sont capables d’entrainer une réponse massive de
I'immunité avec une prolifération en grand nombre de cellules clonales T et un relargage
secondaire de cytokines. 25 % des Staphylococcus pseudintermedius seraient producteur de
super-antigénes chez le chien.

Chez ’'Homme, il a été montré qu’une exposition aux protéines de staphylocoques chez des
individus atteints de DA est a |'origine de réponses cutanées immédiates et tardives et d'une
exacerbation des Iésions inflammatoires associée a une prolifération lymphocytaire.

Les chiens atteints de DA sont prédisposés aux affections cutanées : les proliférations
bactériennes de surface (notamment a Staphylococcus pseudintermedius) et les proliférations
de Malassezia pachydermatis. La présence de ces pathogénes opportunistes stimule la
libération de cytokines pro-inflammatoires et pro-prurigineuses (18).

Pour conclure, la DA repose sur un défaut de barriere, caractérisé par des modifications
qualitatives et quantitatives structurales. Ces modifications favorisent une dysbiose cutanée
et une interaction exacerbée avec I'environnement. (Figure 8)
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Figure 8 : Interrelations entre le dysfonctionnement de la barriére, les facteurs environnements
et immunologiques dans la physiopathologie de la DA (30)
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5. Immunopathologie (30)

Dans la classification des hypersensibilités de Gell et Coombs, la dermatite atopique est une
réaction d’hypersensibilité de type IV, c’est-a-dire a médiation cellulaire retardée (46).

a) Sensibilisation a I'allergéne

La sensibilisation est la premiere rencontre avec I'antigeéne qui pénetre I'organisme a travers
la barriére cutanée. Il se lie a une protéine épidermique, et active I'immunité innée. En effet,
des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) de la famille des Toll-like Re-
ceptor (TLR) reconnaissent des signaux anormaux (PAMPs) de I'antigene (Ag). S’en suit alors
un relargage de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines (IL-1, TNF-a, IL-25) dans le cas
de dermatite atopique (9).

b) Mise en place de la réponse immunitaire

Des cellules dendritiques pro-inflammatoires, soit recrutées lors de cette phase initiale, ou
résidentes (cellules de Langerhans), phagocytent la protéine. lls migrent alors dans la para-
corticale du ganglion drainant (47). Une fois dans le ganglion, il y a présentation du complexe
cellule présentatrice-antigéne a des lymphocytes T naifs via le CMH | ou Il. Il y a ensuite
prolifération et différenciation des clones lymphocytaires spécifiques. Ces effecteurs
spécifiques migrent au niveau du premier lieu de contact grace a des signaux d’adressage
appelés signaux de « homing ». Alors que des lymphocytes T effecteurs (Teff) spécifiques de
I'allergéne se mettent en place sur le site inflammatoire, des lymphocytes T mémoires (Tm)
également spécifiques de I'allergene se différencient, proliférent et permettront en cas de
récidive du contact avec I'allergene, I'apparition d’'une réponse inflammatoire plus précoce et
plus rapidement efficace. Certains de ces Tm proviennent de la différenciation de Teff apres
la résolution de cette premiere phase (48).

Des études ont montré par immunofluorescence 'augmentation des LT notamment CD4* dans
le derme des individus humains et canins atteints de DA et cela que ce soit dans les parties
Iésionnelles et non Iésionnelles (49). On retrouve également plus de CD8* dans I'épiderme. Les
LT représentent le composant majeur de l'infiltrat inflammatoire cutané. Cette augmentation
de la quantité de Iymphocytes est expliguée par I'augmentation d’expression
(« upregulation ») du CRR4 (récepteur du TARC ou thymus and activation regulated
chemokine). Cette chimiokine est surexprimée par les kératinocytes dans les |ésions de DA.
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c) Nouvelle présentation allergénique

Lors d’'une nouvelle présentation de I’allergene, on observe une inflammation et la formation
des lésions eczémateuses. En effet, lorsque I'individu sensibilisé subit une nouvelle exposition
au méme antigene allergénique, ce dernier est pris en charge par des cellules présentatrices
d’antigéne. Cependant, il est, cette fois, présenté par des Tm spécifiques de I'allergéne,
générés lors de la premiére rencontre et provenant en grande partie de Teff (9,48). Ces
lymphocytes T spécifiques orientent la réaction vers une voie Th2 avec les cytokines IL-4, IL-5,
IL-13 notamment (9). La production de ces cytokines pro-inflammatoires intervient dans le
recrutement de cellules effectrices comme les LT CD8* cytotoxiques, les lymphocytes T
effecteurs mémoires (Tem) producteurs de granzyme B, perforine et d’interféron y (IFN-y). De
plus des motifs moléculaires associés aux dégats cellulaires de I'h6te (DAMPs) activent
'immunité innée et entrainent le recrutement de polynucléaires neutrophiles localement.
L’action combinée de ces différents effecteurs est a I'origine des Iésions observées, que ce soit
macroscopiquement ou en coupe histologique. Les acteurs majoritaires de ces réactions
épidermiques sont donc les lymphocytes T, surtout CD4* Th2 et plus minoritairement CD8*,
d’ou la catégorisation IV dans la classification de Gell et Coombs.

Le schéma physiopathologique de la DA est résumé ci-dessous. (Figure 9)
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Figure 9 : Physio/immunopathologie de la dermatite atopique. FLG : filaggrine ; IgE : immunoglobuline
E; IL : interleukine, ILC : innated lymphoid cell ; MDC : macrophage-derived chimiokine ; TARC : thymus
and activation-regulated chemokine ; Th : T helper ; TSLP : thymic stromal lymphopoietin (4)
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d) Les cytokines principales mises en jeu dans la maladie

Afin de comprendre le projet de I’étude suivante et la physiopathologie complexe de la DA, il
est important de s’attarder sur les voies immunitaires principales impliquées, ainsi que les
cytokines les plus retrouvées. Les cytokines sont des protéines produites par les cellules
immunitaires jouant le role de signaux intercellulaires par activité autocrine, paracrine et
exocrine. Elles agissent sur toutes les cellules possédant un récepteur membranaire capable
de reconnaitre cette cytokine.

Les cytokines sont classifiées en pro-inflammatoires, anti-inflammatoires, chimiokines,
régulatrices de croissance entre autres. Elles sont associées a des voies inflammatoires
particulieres comme Thl, Th2, Th9, Th1l7, Th22. Elles sont médiatrices des maladies
inflammatoires et leur implication est indéniable dans la physiopathologie de la DA (50).

De nombreuses études ont été menées afin de déterminer quelles cytokines étaient
responsables de I'inflammation cutanée, du prurit et de la chronicité de la dermatite atopique.
Que ce soit en médecine humaine ou vétérinaire ainsi que dans les modeles murins, il est
évident que la voie de « type 2 » impliquant les LTh2 et cellules lymphoides innées de type 2
notamment est la voie dominante dans le mécanisme immunologique de la maladie.

En effet, I'analyse des ARN messagers (ARNm) cutanés a montré que I'lL-4 et I'IL-5 sont
davantage présents dans les échantillons issus de chiens atteins de DA que dans les
échantillons de chiens sains et également davantage présents dans les échantillons de peaux
|ésées (Figure 11). Cela indique une polarisation de I'inflammation locale cutanée vers une
voie Th2. En effet I'lIL-4 est la cytokine principale de cette voie (49,51). Elle est produite par les
LT CD4*, les mastocytes et polynucléaires basophiles. Dans une étude menée par Majewska
et al. en 2016, les concentrations de cytokines produites par les cellules mononuclées
sanguines périphériques (PBMC) ont été évaluées par ELISA. Cela confirme que cette maladie
est associée a un profil Th2 avec des cytokines comme I'lL-4, 5, 13 et 31 (10) (Figure 10). Ces
cytokines sont a I'origine du recrutement de polynucléaires, notamment éosinophiles, sur le
site de I'inflammation (50).

Chez ’'Homme, il a été montré que I’expression d’ARNm codant pour I'lL-4 dans les PBMC est
discriminante de la maladie car totalement absente des individus sains (52).

Dans une étude, I'lL-13, autre cytokine de la voie Th2, est également davantage retrouvée
chez les individus atteints de DA. Cette cytokine a été identifiée dans de nombreuses autres
études et joue sans doute un réle tres important dans la DA. En effet, dans I’étude de Schlotter
et al. en 2011, on retrouve une augmentation de I'lL-13 chez les individus malades plus
significative que I'augmentation de I'lL-4 (53). Dans I'étude de Majewska et al. en 2016,
I’ARNm d’IL-13 sest retrouvé davantage dans le sang des chiens atteints de DA (10).
L'expression de 'ARNm codant pour I'lL-13 a aussi été remarquée a la suite de la stimulation
cutanée de chiens a des protéines allergéniques de Dermatophagoides (HDM) alors que
d’autres interleukines Th2 n’étaient pas surexprimées comme I'lL-5 ou méme I'IL-4. |l est dit
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dans l'article que pour I'lL-4, il manque certaines données pour permettre une interprétation
statistique. L’IL-13 est aussi retrouvée dans le sang périphérique (54).

La DA semble étre polarisée vers une réponse Th2, médiée par I'lL-4 et I'IL-13 que ce soit au
niveau cutané ou sanguin. Notons cependant que certaines études évoquent la présence
simultanée d’autres voies comme Th1l en phase chronique de la maladie, ce dont nous
parlerons ultérieurement.
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Figure 10 : Concentration plasmatique des cytokines
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Figure 11 : Expression relative de ’ARNm codant 1.5
pour I'lL-4 par rapport au GAPDH dans la peau lésée
de chiens atteints de DA (noir), dans la peau non
Iésée de chiens atteints de DA (gris) et dans la peau
de chiens sains (blanc) (51); * p < 0,05

1.0 4

0.5+

Expression relative to GAPDH

L’IL-31 est une cytokine affiliée a la voix Th2. Elle semble fortement associée au prurit dans la
DA. Cette cytokine se lie a un récepteur hétérodimérique composé du récepteur a I'lL-31A et
le récepteur B a I'oncostatine. La transduction du signal passe par la voix des JAK1 (Janus
Kinase) et par activation des facteurs de transcription mitogen-activated protein kinase
(MAPK) et phosphoinositide-3-kinase PI3K (55).
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L'injection d’IL-31 chez des patients sains induit un prurit. De plus I'injection d’'une dose
d’anticorps monoclonal anti-IL-31 induit une réduction significative du prurit pendant 4 a 8
semaines selon la dose chez des chiens atteints de DA. Cela montre I'implication de I'lL-31
dans la physiopathologie du prurit (56).
Chez ’'Homme, il a été montré que les quantités sériques d’IL-31 sont corrélées positivement
a la sévérité de la maladie (55). Cette corrélation est de nouveau mise en évidence par une
méta-analyse de Lu et al. en 2018 (57) (Figure 12).
Chez le chien, de I'lL-31 sérique fut détectée chez plus de 50 % des individus atteints de DA.
Les techniques utilisées (ELISA) ont montré un seuil indétectable d’IL-31 circulant chez les
chiens sains, atteints de pulicose ou sensibilisés in vitro. La concentration minimale détectée
par leurs manipulations est de 13 pg/mL (55).
40 % des chiens atteints de DA n’ont pas présenté d’IL-31 détectable, ce qui laisse penser que :
- Certains cas inclus ne sont en réalité pas des DA
- L'IL-31 est présente mais sous le seuil de détection de I'ELISA
- L’action de cette interleukine est locale mais il n’y a pas ou peu de diffusion sanguine
- Ladermatite atopique étant tres multifactorielle et polymorphe, certains cas et prurits
associés ne sont peut-étre pas liés a une dérégulation de I'lL-31
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Fasp 2012 1438 3237 60 1339 418 20 12.1% 458 [3.69, 5.46] -
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Comparisen of IL-31 levels between the AD patients and the healthy controls
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Comparison of IL-31 levels between patients with severe and mild AD

Figure 12 : Comparaison du niveau d’IL-31 (défini par le rapport de la moyenne avec I’écart type de
la différence entre les deux groupes) dans le sérum d'individus atteints de DA et d'individu sains (1¢
tableau) et entre des DA légéres et sévéres (2" tableau) (57)
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Cependant, la dermatite atopique n’est pas uniquement une maladie impliquant la voie Th2.
En effet, il a été montré chez ’'Homme qu’en phase chronique, de nombreuses cytokines de
la voie Th1 sont retrouvées. On a fait I’hypothése que les Iésions chroniques et colonisations
microbiennes entrainent une réponse a médiation cellulaire Thl. La dichotomie est moins
claire chez le chien ou I'on retrouve parfois une association des deux profils. Il n’y a donc pas
d’incompatibilité méme si I'on parle de balance Th1/Th2 et que I'expression des cytokines de
la voix Th1l inhibe I’expression de la voie Th2. D’ailleurs, comme nous I'évoquerons par la suite,
d’autres voies sont aussi mises en jeu comme Th17, Th22 ou Th33, méme si sans doute moins
impliquées que Th2 (10,51).

Dans une étude de Nuttall et al., on observe une augmentation significative des ARNm codant
pour le TNF-a dans le plasma des chiens atteints de DA. Rappelons que le TNF-a est une
cytokine pléiotropique, jouant un réle dans le passage de I'immunité innée a adaptative dans
les maladies inflammatoires chroniques. C'est une cytokine produite par les LT, macrophages,
mastocytes et polynucléaires. Elle est souvent associée au profil Thl. Dans la DA, le TNF-a
induirait une prolifération lymphocytaire, un apoptose des kératinocytes et un recrutement
de polynucléaires et macrophages sur le site de pénétration de I'allergene (51).

On retrouve une augmentation du TNF-a dans les échantillons cutanés dans I'étude (Figure
13).

Expression relative to GAPDH

(1

Figure 13 : Expression relative des ARNm codant pour le TNF-a par rapport au GAPDH dans la peau
lésée de chiens atteints de DA (noir), dans la peau non Iésée de chiens atteints de DA (gris) et dans la
peau de chiens sains (blanc) ; * p < 0,05 (51)

Plus récemment, de nouvelles voies immunitaires et donc de nouvelles interleukines ont été
mises en évidence dans la DA. Il s’agit de I'IL-22 dans la voie Th22, de la chimiokine CCL17 ou
TARC (Thymus and activation-regulated chemokine), du TSLP (Thymic Stromal
Lymphopoietin), de la voie Th17 avec I'lL-17 et de I'lL-33, cytokines de la voie Th2.

Dans une étude 2017 menée par Lou et al., I'expression du Th22 dans la peau des individus
atteints de DA est significativement plus importante que dans la peau des individus sains. Son
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taux sérique est augmenté dans certaines publications. L'IL-22 est aussi a |'origine de
I"'upregulation de la voie Th2 et des cytokines IL-4 et IL-13 (58) (Figure 14).

(b) Draining lymph nodes (DLN)

IL-22(-)
B 1L-22(+) Acute AD
[l 'L-22(+) Chronic AD

(pasfml)

Medium CD3/CD28 Medium CD3/CD2E Medium CD3/CD28 Medium CD3/CD28

Figure 14 : Profils cytokiniques produits par des lymphocytes des ganglions lymphatiques en réponse
a une stimulation Th22 chez des modeéles de dermatite atopique (58)

Le TARC ou CCL17 est une chimiokine a I'origine de la migration lymphocytaire sur le site de

I'inflammation. Cette chimiokine est positivement corrélée a la sévérité de la dermatite
atopique (59).

Le TSLP permet |'activation des cellules présentatrices d’antigéne et notamment des cellules
dendritiques immatures via son récepteur. Il est aussi a I'origine du développement d’une
réponse Th2 chronique. Il a été montré chez I’'Homme que les concentrations sanguines en
TSLP sont augmentées chez les individus présentant une DA. Le polymorphisme du géne
codant pour le TSLP est un facteur de risque au développement de cette maladie. Il le serait
également chez certaines especes de chien comme le West Highland Terrier (17,60).

L'IL-17 et I'lL-33 jouent également un réle dans le mécanisme physiopathologique de la DA,
mais nous ne nous attarderons pas sur leur importance (9).
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C. Diagnostic de la dermatite atopique
1. Anamnese

Comme nous le verrons dans la liste des critéres diagnostiques établis par Willemse, Prélaud
ou Favrot, les recueils des anamneses et commémoratifs sont des étapes importantes a ne
pas négliger dans le diagnostic de la DA. Parmi ces données, on s’intéressera notamment a
I’age de I'animal, a la génétique raciale, la présence de congénéres canins au lieu de vie, au
mode de vie (plutot a I'extérieur, a I'intérieur), a la saisonnalité des lésions.

2. L'examen clinique

Lors de I'examen clinique, on s’attardera notamment sur la localisation et I'aspect des lésions
tout en prenant en compte I'utilisation d’autres traitements pour soigner les lésions par le
passé.

a) Lescriteres de Prélaud et Willemse

Les criteres utilisés en médecine humaine ne sont pas utilisables chez le chien. lls sont trop
imprécis pour la maladie canine car ne prennent pas en compte les diversités cliniques raciales
et individuelles et des éléments spécifiques a cette maladie comme I’atteinte des doigts.

En 1986, Willemse s’inspire néanmoins des travaux de dermatologie humaine pour établir une
grille de criteres diagnostiques (Tableau 2). Celle-ci, toujours imprécise, ne prend pas tant en
compte la diversité clinique interraciale présente chez les chiens

Tableau 2 : Les critéres de Willemse (61)

Au moins 3 criteres majeurs Au moins 3 critéres mineurs
- Prurit - Débutentrelet3ans
- Types de lésions et leur localisation - Erythéme facial
o Atteinte de la face et/ou des - Conjonctivite bilatérale
membres - Pyodermite superficielle
o Lichénification du pli du jarret - Hyperhidrose
et/ou de la face craniale du carpe - Intradermoréactions positives, IgE
- Dermite chronique récidivante spécifiques ou IgG spécifiques élevées
- Race prédisposée ou antécédents
familiaux
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D’autres études ont suivi en France avec notamment celles menées par Prélaud. Il met
également en place des critéres diagnostiques proches de ceux établis par Williemse. Ils sont
présentés ci-dessous :

- Apparition des symptémes entre 6 mois et 3 ans

- Prurit corticosensible (ce qui ne veut rien dire, méme une gale sarcoptique est
corticosensible, ca dépend de la dose)

- Erytheme de la face interne des conques auriculaires

- Pododermatite bilatérale érythémateuse interdigitée antérieure

- Chéilite

Favrot indique dans son étude que ces deux grilles de critéres ont respectivement une
sensibilité de 49,3% et 74,3% et une spécificité de 80,2% et 68,4% (12).

Les critéres de Prélaud sont plus sensibles mais moins spécifiques. Cela reste des valeurs trés
basses ne suffisant pas a I'élaboration d’un diagnostic légitime de dermatite atopique.

L'étude de Favrot et al. permet cependant d’instaurer un nouveau lot de 5 critéres, ne
remplagant bien évidemment pas I'examen clinique complet et la réalisation d’examens
complémentaires (12,17,61).

b) Les critéres de Favrot

Les critéres de Favrot sont constitués de deux jeux de critéres (12). Celui présenté ci-dessous
estle jeule jeun®2:

- Premiers signes cliniques avant 3 ans

- Animal vivant essentiellement en intérieur

- Prurit initialement alésionnel (prurit qualifié de primaire)

- Lésions des doigts des antérieurs

- Lésion du pavillon auriculaire

- Absence de lésions sur le bord libre des pavillons auriculaires
- Absence de lésions dorsolombaires

Il est plus spécifique que le jeu 1, lui constitué des criteres « prurit corticosensible et infection
a Malassezia chronique ou récidivante » a la place de « prurit initialement alésionnel ».
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Le tableau ci-dessous présente les sensibilités et spécificités des jeux 1 et 2 de Favrot en tant
gue tests diagnostiques de la DA (Tableau 3).

Tableau 3 : Sensibilité et spéficité des jeux de critéres de Favrot (12)

5 criteres 6 criteres
Sensibilité Spécificité Sensibilité Spécificité
Jeul 85 % 79 % 58 % 89 %
Jeu2 77 % 83 % 42 % 94 %

c) Fiabilité des tests diagnostiques

En 2019, I'équipe de Brément a cherché a évaluer |'efficacité et la fiabilité de ces tests
diagnostiques sur une population de 250 chiens atteint d’'une unique maladie prurigineuse.
Les tests utilisés sont ceux de Willemse, Prélaud, et les jeux 1 et 2 de Favrot (62) (Figure 15).

Willemse®  Prélaud and others’  Favrot and others® Set 1 Favrot and others® Set 2

Study population that was Sensitivity (%) 83 79 54 75

naot diagnosed with cAD Specificity (%) 68 75 76 70

li.e. diagnosed with other skin ~ Positive likelihood ratioc 2,59 3.2 2.23 2.48

diseases or dermatoses Negative likelihood ratio  0.25 0.28 0.61 0.36

mimicking atopic dermatitis) Diagnostic odds ratio 10.5 11.6 3.7 6.9

Mimicking diagnoses Sensitivity (%) 83 79 54 75
Specificity (%) 70 77 75 65

Prélaud Favrot and others® Favrot and others®
Willernse® and others” Set 1 Set 1

Study population that was not PPV (%) 38 43 35 37

diagnosed with AD (i.e. diagnosed with other skin NPV (%) 94 94 87 92

diseases or dermatoses mimicking atopic dermatitis)

Mimicking dermatoses PPV (%) 66 70 60 60

MNPV (%) 86 84 70 79

Figure 15 : Mesures statistiques et valeurs prédictives des tests diagnostiques de la DA dans des
populations de chiens sains et des populations de chiens présentant des dermatoses mimant une DA
(62)

Cette étude montre que les quatre outils diagnostiques présentés ne peuvent étre des Gold
standard. En pratique, un chien présentant un nombre suffisant de criteres n’a pas
nécessairement une DA (spécificité et VPP) et un chien ne remplissant pas assez de critéres
peut lui avoir une DA (sensibilité et VPN). Ces tests semblent tout de méme plus fiables dans
I’exclusion des cas en cas de test négatif, avec une VPN proche des 90 % (62).
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3. Diagnostic différentiel de la dermatite atopique canine.

La dermatite atopique étant une dermatose complexe aux signes cliniques assez peu
spécifiques, d’autres hypothéses doivent étre évoquées. Il s’agit du diagnostic différentiel du
prurit chronique (18) :

- Les autres phénomenes allergiques, dermatite allergique aux piqQres de puce (DAPP)
et dermatite de contact (DC), bien qu’ayant une répartition des lésions fréquemment
différente.

- Ectoparasitoses avec notamment la gale sarcoptique (Sarcoptes scabiei) mais aussi la
thrombiculose (Trombicula autumnalis), la démodécie (Demodex canis) et la
cheyletiellose (Cheyletiella yasguri). Rappelons cependant que la démodécie n’est pas
toujours associée a un prurit et que la cheyletiellose se présente essentiellement par
un prurit du dos.

- Proliférations bactériennes de surface (souvent Staphylococcus pseudintermedius)

- Prolifération de Malassezia

Il est nécessaire d’exclure ou de contrller toutes ces causes afin d’arriver a un diagnostic de
DA. Nous pouvons donner I'exemple des ectoparasitoses, des proliférations bactériennes de
surface et les proliférations de Malassezia, qui sont des atteintes fréquentes, parfois
superposées a la DA. Le diagnostic des ectoparasitoses repose sur le type de lésions cliniques
et la localisation du prurit. Des examens complémentaires par brossage, raclages et
observation microscopique peuvent par exemple étre mis en place. Le traitement repose sur
I'utilisation d’antiparasitaires externes.

Par ailleurs, la bonne utilisation des antiparasitaires associé a un traitement de
I’environnement et des congéneéres peut aussi permettre le traitement de la DAPP.

Les pyodermites (prolifération de surface ou folliculite) et les proliférations de Malassezia
peuvent étre primaires et faire partie du diagnostic différentiel de la DA ou étre secondaires
a la DA. Dans ce second cas, elles devront étre traitées avant de pouvoir confirmer la
dermatose allergique, a I'aide de traitements topiques et de shampoings ou d’antibiotiques
par voie générale en cas de pyodermite superficielle étendue ou profonde. En effet, il est
indispensable de s’assurer qu’aucun agent infectieux n’est présent car ils rendent le diagnostic
de DA impossible. Il est donc nécessaire de réaliser des examens cytologiques a |'aide de
calques cutanés pour s’assurer de |'absence de ces micro-organismes.

De plus, I'administration de corticoides dans le cadre du traitement de la DA peut aggraver le
phénoméne infectieux.

Lorsque ces quatre hypothéses majeures ont été exclues, d’autres peuvent éventuellement
étre explorées, si les signes cliniques les évoquent :

- Lymphome cutanéomuqueux

- Pemphigus foliacé
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Il peut alors étre nécessaire de réaliser des biopsies cutanées et des examens histologiques.

L’association de lésions primaires ou secondaires compatibles avec une DA, d’une localisation
des lésions caractéristiques et I'exclusion d’autres atteintes prurigineuses permet le
diagnostic de DA (21). Les localisations des Iésions dermatologiques, souvent préférentielles,
peuvent permettre de hiérarchiser les hypothéses (Figure 16, Figure 17).

Figure 17 : Localisations préférentielles des Iésions de gale sarcoptique (21)

Figure 16 : Localisations préférentielles des Iésions de gale sarcoptique (21)

Le tableau ci-dessous énumeére certaines maladies entrant dans le diagnostic du prurit
chronique, les signes cliniques comparables a ceux de la DA et enfin les méthodes
diagnostiques pour chacune d’entre elles (Tableau 4).
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Tableau 4 : Diagnostic différentiel du prurit chronique et similitudes avec la DA (12)

Dermatose

Signes cliniques comparables
a ceux de la DAC

Diagnostic

Gale sarcoptique (Sarcoptes
scabiei)

Prurit, localisation (face, extrémité
des membres), corticosensible

Raclages cutanés, réponse au
traitement antiparasitaire

Démodécie (Demodex canis)

Prurit et séborrhée

Raclages cutanés

Trombiculose (Trombicula
autumnalis)

Prurit, localisation aux pattes et a la
face

Raclages cutanés

Prolifération bactérienne de
surface

Prurit, localisations aux grand plis

Cytologie, réponse au
traitement

Folliculite bactérienne

Prurit, localisations aux grands plis

Cytologie, réponse au
traitement

Prolifération de Malassezia

Prurit et localisations identiques

Cytologie, réponse au
traitement

Dermatite de contact

Prurit, localisation (levres, oreilles)

Eviction de I'allergéne

DAPP

Prurit, corticosensible

Traitement anti-parasitaire
externe

Lymphome cutanéomuqueux

Prurit, localisations (levres, grands
plis)

Histopathologie

Troubles du comportement

Prurit (ex : succion des flancs, de
I'anus)

Anamnese, évaluation
comportementale

4. Classification de la sévérité des lésions et du prurit

La création d’une échelle d’évaluation de la sévérité d’une maladie, fiable et précise, est un
aspect important dans le processus de recherche de preuves médicales.

a) Scores lésionnel

(1) CADESI-4

Chez ’'Homme il existe un grand nombre de grille de scores lésionnels réservés a la dermatite
atopique. Chez le chien, un seul type de grille de score a été instauré au nom de CADESI
(Canine Atopic Dermatitis Extension and Severity Index). Ce sont des scores qui sont exploités
lors d’essais cliniques. L’évaluation se base sur |'observation et I’évaluation des lésions
d’érythéme, d’alopécie, d’excoriation et de lichénification (20).

Plusieurs versions du CADESI sont parus mais la quatrieme fut réalisée car le grand nombre de

Iésions concernées par la DA rendait I'utilisation de la troisieme version peu pratique. Le
tableau ci-dessous est une version du CADESI-04 (Tableau 5).
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Tableau 5 : Score CADESI-04 (20)

Erythéme

Lichénification

Excoriations/alopécie
auto-induite

Total

Périlabial

Abdomen ventral

Aire génitale/base de la
queue ventrale

Conque auriculaire D
(face interne) G
Doigts antérieurs D
G
Doigts postérieurs D
G
Pli axillaire D
G
Pli du coude D
G
Pli du carpe D
G
Pli du jarret D
G
Pli du tarse D
G

La grille CADESI-04 est plus simple d’utilisation et prend en compte les 20 sites avec les plus
grandes sensibilités et spécificités pour le diagnostic de la DA ainsi que la meilleure répartition

sur le corps.
(2) CADLI

Mis en place avant la création du CADESI-04 car la grille CADESI-03 était trop complexe, le
CADLI (CANINE ATOPIC LESION INDEX) repose sur I’évaluation de I'ensemble des zones
prédisposées par une note allant de 0 a 5 : 0 correspond a I'absence de Iésion, 1 a des Iésions
légeres, 2 et 3 a des lésions modérées et 4 et 5 a des |ésions sévéres et étendues (63) (Tableau

6).
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Tableau 6 : Score CADLI (63)

Erythéme, excoriations,
érosionsde0a5

Alopécie, lichénification,
hyperpigmentation de 0 a 5

Face et oreilles

Pieds antérieurs

Pieds postérieurs

Ars et sternum

Abdomen et région inguinale

Sous-totaux (0-25)

Totaux (0-50)

b) Score de prurit

(1) pruritus Visual Analog Scale (pVAS)

L’évaluation de la sévérité du prurit par le propriétaire est également un outil intéressant a la

fois dans le diagnostic et dans le suivi de la réponse au traitement.
L'utilisation d’'une échelle de prurit (pVAS) a été validée dans une étude incluant 713 chiens
(64). En effet, il a été montré une différence significative de score de prurit entre des chiens

atteints d’'une dermatose prurigineuse et des chiens sains. Cette étude montre aussi qu’une

telle échelle est un outil utilisable pour évaluer la réponse au traitement. En effet, a la suite

du traitement d’une population de chiens présentant un prurit, ils observent une diminution

moyenne de 4,4 sur cette échelle. Seulement, I'étude n’est pas menée en aveugle et les

propriétaires ont conscience qu’ils administrent un traitement anti-prurigineux a leur animal

(64). Cette échelle est présentée dans la figure ci-dessous (Figure 18).

A

10

B

Figure 18 : pruritus Visual Analog Score (pVAS) (64)

Extremely severe itchingfalmost continuous
Tiching doesn’
room (needs to be physically restrained from itching)

0"t stop whatever is happening, even in the consulting

Severe itching/prolonged episodes
Itching might occur at night (if observed) and also when eating,
playing, exercising or being distracted

Moderate itching/regular episodes
ltching might oceur at night (if observed), but not when eating,
playing, exercising or being distracted

Mild itching/a bit more frequent
Wouldn't itch when sleeping, eating, playing, exercising or being
distracted

Very mild itching/only occasional episodes
The dog is slightly more itchy than it was before the skin problem
started

Normal dog — I don’t think itching is a problem

Une étude menée par Young et al. en 2019 a cherché a évaluer la meilleure fagcon d’utiliser le

pVAS pour que |"évolution des scores de prurit au cours du suivi correspondent réellement a
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la perception d’amélioration ou d’aggravation par le propriétaire. La meilleure
correspondance est retrouvée lorsque les propriétaires sont informés du score précédent
avant de remplir le score du jour (65).

(2) Verbal Numeric Score (VNS)

Une seconde échelle associant une note de prurit de 0 a 10 a un qualificatif (léger, modéré,
sévere) a été créée pour des personnes n’ayant pas la possibilité d’étre présent le jour de la
consultation ou de remplir le pVAS. Elle montre une bonne corrélation avec le score pVAS mais
les deux tests ne sont pas interchangeables. Il reste préférable d’utiliser le score pVAS (65,66).

5. Diagnostic immunologique

Il a été choisi par certains vétérinaires, a I'image des diagnostics d’atopie (dermatite atopique,
asthme, allergie alimentaire) en médecine humaine, d’identifier les allergénes pour lesquels
I'individu est sensibilisé afin d’initier des manceuvres de désensibilisation par
immunothérapie. Plusieurs techniques, dont les mécanismes sont différents, ont été décrites
afin d’identifier ces allergenes en cause. Parmi elles, nous retrouvons le dosage des IgE, les
intradermoréactions ou encore les patchs-tests.

a) Dosage des IgE

Les dosages d’'immunoglobulines E ont pour but de cibler les protéines pour lesquelles une
désensibilisation amenerait a une amélioration clinique.

Le dosage des IgE est parfois utilisé chez ’lhomme, dans le cadre de I'atopie, pour I'exploration
des allergies alimentaires, asthme et rhinite allergique mais il s’avere moins intéressant dans
le diagnostic de la dermatite atopique. En effet, la DA se présente chez 'Homme a terrain
atopique mais ne fait pas intervenir les IgE contrairement aux autres affections évoquées
précédemment. En effet, la DA est une affection a médiation cellulaire dépendante des LT
(4,67). D’ailleurs, une méta-analyse publiée en 2020 sur les nouvelles perspectives de
traitement systémique dans la gestion de I'eczéma atopique montre que l'utilisation de
I'omalizumab, anticorps monoclonal anti-IgE, n’apporte dans la plus grande majorité des
études pas une meilleure amélioration clinique que le placebo (68).

Chez le chien, le taux d’IgkE n’est d’ailleurs pas corrélé a la sévérité de la maladie, et pas non

plus a la quantité d’IL-4 circulante. Il a aussi été montré que les taux d’IgE chez les chiens sains
sont similaires aux chiens atteints (17,52).

Le dosage des IgE dans la dermatite atopique canine semble donc peu judicieux car ne ciblant
pas le bon mécanisme physiopathologique.
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b) Intradermoréaction

L'intradermoréaction (IDR) est un test dont la positivité est un critére diagnostic de Willemse
et fait toujours partie, dans certaines pratiques de dermatologie canine, des tests
d’identification des allergénes.

L'IDR consiste en l'injection d’une quantité définie d’antigene dans le derme du sujet et qui
permet, par I’évaluation de la réponse inflammatoire immédiate (dans les 30 mins-1 heure),
de déterminer si le sujet posséde ou non des IgE fixés sur les mastocytes dermiques. Il est
donc un test de mesure indirect de la réactivité des mastocytes, c’est-a-dire de la présence
d’IgE spécifiques de I'allergenes présents a leur surface ; la liaison de |'épitope antigénique a
deux paratopes d’IgE adjacents entrainant la dégranulation mastocytaire (21).

Ces tests ont été décrits comme méthode de référence pour déterminer les allergénes en
cause de la réaction inflammatoire du patient dans les maladies médiées par les IgE.
Cependant, il a aussi été montré que ces tests étaient associés a de nombreux faux positifs et
faux négatifs, ce qui peut rendre leur utilisation délicate.

Une étude menée en 2021 sur 48 chiens atteints de DA n’a montré aucune corrélation entre
la saisonnalité des signes cliniques et les allergénes identifiés par IDR. Ils ne constituent sans
doute pas un test optimal d’identification des allergénes cliniquement pertinents (69).

De plus, comme dans le cas du dosage des IgE, le schéma physiopathologique testé par I'IDR
ne correspond pas a celui de la DA.

c) Patchs-tests (67)

Les patch tests ou Atopy Patch-Tests sont utilisés de facon générale pour diagnostiquer des
réactions d’hypersensibilités de type IV de la classification de Gell et Coombs a un allergene.
Il s’agit donc d’un test intéressant dans le cadre de DA. En effet, I'exposition des patients
atteints de DA a des aéroallergenes et allergénes alimentaires peut entrainer des répercus-
sions cliniques, une rechute, entretenir ou méme aggraver la maladie.

Le patch test consiste a appliquer un allergéne défini sur la peau, de le laisser sous occlusion
pendant 48 heures, puis de regarder si l’'on a obtenu une reproduction clinique de I'eczéma.
Il s’agit d’une batterie d’allergénes protéiques de I'environnement disposés dans de la vase-
line, tel que les acariens entre autres.

Les allergénes testés doivent toujours étre accompagnés d’un ou deux témoins négatifs. L'in-
terprétation sera impossible si les témoins négatifs sont positifs.

Peu d’études ont été réalisées en médecine vétérinaire pour déterminer I'efficacité des
patch-tests dans la recherche d’allergénes chez le chien. En outre, il s’avere qu’il n’y a pour
le moment aucune standardisation dans le choix des allergéenes et de la méthode. Il parait
également plus délicat de laisser en place chez un chien qui a tendance a se le retirer.
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Quels que soient les allergénes mis en évidence par ces tests diagnostiques, la désensibilisa-
tion n’ayant pas fait ses preuves d’efficacité chez le chien et I'éviction des allergenes étant
souvent difficiles, la recherche des allergenes impliqués dans les manifestations eczéma-
teuses ne parait pas pertinente.

D. Traitement de la dermatite atopique

Le traitement des phases aigues (flare-ups) de dermatite atopique devrait inclure la recherche
et I"élimination de la cause, le contréle du prurit et des Iésions cutanées ainsi que des
shampoings réguliers (19,70).

1. Prise en charge des complications et hygiéne de la peau

Si une surinfection bactérienne (Staphyloccocus pseudointermedius) ou fongique (Malassezia)
de surface, sources fréquentes de rechutes, est présente, il s’agit de les mettre en évidence
(calques cutanés et coloration) puis de les traiter (shampoings antiseptiques). L'utilisation des
shampoings peut étre suivie de I'utilisation d’un réhydratant cutané (71).

De nombreuses études montrent que prés de deux tiers des chiens atteints de DA présentent
une infection cutanée lors de leur présentation initiale. Les traitements topiques suffisent
dans la grande majorité des cas, mis a part dans des cas de pyodermites superficielles ou
profondes, étendues, qui nécessiteraient alors la mise en place d’une antibiothérapie par voie
générale. Il s’agit alors de se référer aux derniéres recommandations concernant I'utilisation
des antibiotiques (12).

a) Les shampoings antiseptiques

L'utilisation d’un shampoing antiseptique est indispensable lors de la prise en charge de
prolifération de bactéries de surface ou prolifération de Malassezia. Une étude récente a
montré l'efficacité similaire de deux produits dans la réduction du prurit et des lésions
cutanées chez les chiens allergiques. L’'effet anti-prurigineux est modeste et a court terme.
Il a d’ailleurs été montré que 3 % de chlorexidine était nécessaire au traitement des
proliférations de Malassezia (72). Autrement, certains shampoings sont pourvus d’un
antifongique.
C'est I'intensité et la fréquence du lavage qui serait associé a la meilleure amélioration (73).
On rappelle que le protocole du shampoing est le suivant :

- Appliquer

- Rincer

- Appliquer et laisser poser 5 mins

- Rincer, sécher

- Utiliser un réhydratant cutané
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b) Les réhydratants cutanés

L'ajout de réhydratant post lavage est une étape envisageable pour diminuer la xérose et
I'irritation. Elle permet de maintenir I’hydratation de la couche cornée, aide au rétablissement
de la fonction de barriere de I'épiderme et a prévenir la pénétration d’allergénes. Leur
application est recommandée aprées lavages, que ce soit chez I’homme ou chez le chien (4,74).
Des études réalisées sur des modeles canin de DA ont d’ailleurs montré un potentiel intérét
de l'utilisation de réhydratant a base de glycerol et propyléne glycol (Ermidra) dans
I’'amélioration de la fonction de barriere de la peau (74).

2. Réduction du prurit et des Iésions cutanées

a) Les traitements topiques

(1) Les dermocorticoides

Plusieurs études ont montré I'efficacité de I'utilisation de sprays a base de glucocorticoides
(0,015% triamcinolone et 0,0584 % acéponate d’hydrocortisone c’est-a-dire respectivement
Genesis spray et Cortavance) dans le contrdle du prurit et la réduction des lésions cutanées
chez les chiens présentant une dermatite atopique (75). L'utilisation d’autres spécialités
contenant des corticoides différents de ceux cités précédemment devrait théoriquement
avoir un effet mais cela dépendra de la nature et la concentration de la molécule en question.
Des DA dont les manifestations cliniques sont modérées peuvent étre controlées uniquement
par dermocorticoides. Leur utilisation est aussi envisageable en prévention, avec des
traitements de « week-end therapy » par exemple. Ces thérapies pro-actives sont décrites
chez ’lhomme, par exemple deux fois par semaine, pour éviter les poussées eczémateuses (4).
L'utilisation de ces dermocorticoides est adaptée a des Iésions circonscrites, peu étendues. Il
existe un risque de surinfection par prolifération de bactéries de surface ou prolifération de
Malassezia important a surveiller. Il existe également un risque d’atrophie cutanée réversible
apres traitement ainsi que la possible apparition de comédons ou de kystes folliculaires en cas
de traitement prolongé. Le temps de traitement est cependant spécifique a chaque individu
et devrait normalement étre perpétué jusqu’a I’arrét des lésions.

(2) Inhibiteurs de la calcineurine topique
Des étude prospectives a effectifs réduits, respectivement 12 et 15 chiens, ont montré que
I'utilisation de tacrolimus pouvait étre intéressante pour réduire la sévérité de lésions

eczémateuses légeéres a modérées. L'utilisation de cette molécule n’est pas systématisée en
médecine vétérinaire et davantage de preuves devraient étre avancées (76,77).
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b) Les immunomodulateurs

(1) La corticothérapie per os

L'utilisation de dermocorticoides étant souvent réservée a des Iésions restreintes ou sur de
courtes périodes, la prise en charge de lésions importantes, séveres et étendues peut
nécessiter I'utilisation de corticoides par voie orale. Les glucocorticoides se lient a des
récepteurs cytoplasmiques spécifiques qui vont intervenir sur la transcription génétique. lls
permettent une diminution du nombre de cellules inflammatoires et une production réduite
de médiateurs inflammatoires (19,70,71,78).

Des méta-analyses ont montré que [l'utilisation de prednisone, prednisolone ou
méthylprednisolone a un dosage de 0,5 mg/kg a 1mg/kg une a deux fois par jour permettait
un bon contréle du prurit et des lésions. L'effet anti-allergique est atteint trés rapidement a
I'aide de ces molécules. Il est souvent nécessaire de trouver par réduction progressive des
doses, la dose minimale permettant le contréle de la maladie. La réponse fréquente des
chiens atteints de DA aux glucocorticoides par voie orale devrait indiquer d’autres pistes en
cas d’échec du traitement comme les surinfections bactériennes, prolifération de Malassezia,
ectoparasitisme entre autres.

Les vétérinaires doivent se souvenir que l'utilisation a long terme de glucocorticoides par voie
générale (orale ou injectable) peut entrainer des hypercorticismes iatrogénes, des
surinfections, des calcinoses cutanées (dépots de sels de calcium dans la peau et les tissus
sous cutanée) et prédisposent notamment aux démodécies. Les effets secondaires les plus
présents lors de I'utilisation de glucocorticoides par voie orale sont la polyuro-polydipsie, la
polyphagie, les vomissements, la prise de poids Les inflammations associées peuvent
méconduire la propriétaire a réutiliser des traitements topiques et systémiques, pensant avoir
a faire des poussées allergiques et pas a des effets secondaires du traitement aux corticoides
(19,70).

(2) La ciclosporine

La ciclosporine est un peptide cyclique lipophile de 11 acides aminés aux propriétés
immunomodulatrices. Elle se fixe sur des protéines cytoplasmiques des lymphocytes T
appelées cyclophilines. Ces complexes ciclosporine-cyclophiline inhibent la calcineurine, une
protéine cytoplasmique activatrice de facteurs de transcriptions comme NFAT, NF-kB. Ces
dernieres sont a l'origine de la production d’IL-2, cytokine permettant |’activation des
lymphocytes T. La ciclosporine inhibe donc I'activation des lymphocytes T (79) (Figure 19).
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La ciclosporine a été montrée efficace dans le traitement a long terme des lésions de la
dermatite atopique. La ciclosporine ayant un long délai d’action (4 a 6 semaines), il est possible
d’induire une rémission des signes cliniques plus précoce a I'aide d’un traitement a effet plus
rapide comme les glucocorticoides par voie systémique (19,70,71,78).
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Figure 19 : Pharmacodynamie des inhibiteurs de la calcineurine (CsA : cyclosporine A, FK506 :
tacrolimus, CpN : cyclophilline, CaN : calcineurine) (80)

La ciclosporine doit étre initiée a une dose de 5 mg/kg une fois par jour et ce dosage doit étre
maintenu jusqu’a ce qu’on observe une amélioration satisfaisante des signes cliniques. La
dose peut ensuite étre diminuée selon deux possibilités :

- Ondiminue la fréqguence d’administration (une fois tous les 2 jours)

- Diminution de la dose journaliere par deux (non conseillé)
Lorsque les signes sont encore davantage réduits (75 % d’amélioration d’apres le guide,
I'estimation devant rester clinique), deux doses par semaine ou une réduction de 75 % de la
dose initiale est recommandée.
Comme dit précédemment, le délai d’action de la ciclosporine est de 4 a 6 semaines, ce qui
explique pourquoi son utilisation n’est pas judicieuse dans les cas de poussées inflammatoires.
Cela implique que les modifications de dosage ne peuvent étre mises en ceuvre qu’a partir
d’un mois de traitement.
Les effets secondaires de la ciclosporine sont moins fréquents que ceux des glucocorticoides.
Ils comprennent des évenements digestifs comme des vomissements ou de la diarrhée ainsi
gu’une hyperplasie gingivale et une éventuelle hypertrichose, réversibles. Aucune atteinte
rénale ou hypertension artérielle n’est observée, contrairement aux traitements chez
'homme.
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Plusieurs études (ciclosporine vs placebo / ciclosporine vs glucocorticoides) ont été menées et
ont montré I'efficacité au long terme de la ciclosporine. L’utilisation a long terme (plus de 3
mois) montre une conservation de |'efficacité de la ciclosporine et ce malgré la diminution
progressive des doses (78,81).

Dans la plupart des études une réduction de la dose a pu étre réalisée et a suffi a maintenir
I'état clinique de I'animal (82) :

- 50 % de réduction chez 40 a 50 % des chiens au bout de 4 semaines

- 75 % de réduction chez 20 a 26 % des chiens au bout de 12 a 16 semaines
La sévérité de la maladie et I'dge n’influencerait pas la réussite du traitement.

(3)L’oclacitinib

L’oclacitinib est un inhibiteur de la protéine Janus Kinase 1. Ces tyrosine kinases ont un réle
dans la transduction du signal intracellulaire lors de la liaison d’interleukines a leur récepteur
membranaire. La fixation de I'interleukine sur son récepteur entraine par la protéine JAK, une
phosphorylation du facteur de transcription STAT (Figure 20). La protéine JAK-1 est associée a
la transduction du signal de I'lL-31, cytokine jouant un réle primordial dans le prurit chez les
chiens atteints de DA (83).
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Figure 20 : Mécanisme physiologique d'activation du systeme JAK-STAT (83)

L’oclacitinib (Apoquel, Zoetis) peut étre prescrit a une dose de 0,4 a 0,6 mg/kg deux fois par
jour pendant 14 jours. Une disparition rapide (<24h) du prurit est attendue. La RCP indique
d’éventuels effets secondaires digestifs et contre-indique son utilisation dans le cas de
tumeurs en cours d’évolution.

L'utilisation combinée de glucocorticoides et d’oclacitinib est envisageable. Aucune étude n’a
montré un risque de surinfection significativement plus important dans ces cas de
polythérapie.

L’étude randomisée de Gadeyne et al. en 2014, réalisée sur 123 chiens, a montré une efficacité
de I'oclacitinib similaire a celle de la prednisolone sur la réduction du prurit lié¢ aux dermatites
allergiques au sens large chez le chien (84).

L'effet de I'oclacitinib a un dosage de 0,4 a 0,6 mg/kg a été évalué similaire a celui de la

prednisolone a un dosage de 0,5 a 1 mg/kg pendant 6 jours puis un jour sur deux. La tolérance
des deux produits était bonne dans les 28 jours de I'étude.
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Dans cette étude randomisée, multicentrique, en double aveugle de Cosgrove et al., menée
sur 299 chiens atteints de DA, l'efficacité de I'oclacitinib dans le traitement du prurit et des
lésions chez les chiens atteints de DA est objectivée (85). L'effet de I'oclacitinib serait rapide
avec d’apres les propriétaires une réduction du prurit chez 30% des chiens dans les 24
premieres heures de mise en place du traitement, ce qui est significativement supérieur a ce
qui est observé chez les chiens prenant le placebo (6,5 %). 14 jours de traitement ont suffi
pour observer une réduction importante des Iésions cutanées chez 1 chien sur 2. L’oclacitinib
semble également trés bien toléré avec trés peu de différence significative en termes de
fréquence des effets secondaires dans les 14 premiers jours de traitement vis-a-vis du placebo
(85). Les effets secondaires, rarement rencontrés, sont I'anorexie, des vomissements et des
diarrhées (19,70).

L’efficacité de I'oclacitinib a été montré au moins aussi bonne que celle de la ciclosporine dans
cet essai clinique randomisé en aveugle. Le délai d’action de l'oclacitinib est cependant
beaucoup plus court que celui de la ciclosporine. Les effets secondaires sont également moins
fréquents chez les chiens prenant de I'oclacitinib (86).

(4) Le lokivetmab

Le lokivetmab est un anticorps monoclonal ciblant spécifiquement I'IL-31.

Une étude randomisée, multicentrique, en aveugle sur 274 chiens a montré une efficacité
similaire du lokivetmab 1 mg/kg SID a la ciclosporine apres 28 jours de traitement (56). Le délai
d’action est cependant plus court avec des améliorations cliniques dés 24h post injection. Les
effets secondaires associés a cette molécule sont rares. Il est important de mentionner un
risque d'immunisation au traitement, mentionné dans le RCP du produit. Le lokivetmab peut
induire des anticorps anti-médicament transitoires ou permanents. L'induction de tels
anticorps est peu fréquente et peut n’avoir aucun effet (anticorps anti-médicament
transitoires) ou il peut en résulter une diminution notable de I'efficacité (anticorps anti-
médicament permanents) chez des animaux qui répondaient préalablement au traitement.
L'efficacité doit dépendre de I'implication de I'lL-31 dans le prurit de chaque individu car,
rappelons-le, la dermatite atopique implique un grand nombre de cellules inflammatoires et
de cytokines.

Le contréle du prurit est de 3 a 8 semaines. L'AMM, elle, est pour 4 semaines d’efficacité.

(5) Les immunosuppresseurs cytotoxiques
Le méthotrexate (acide 4-amino-10-méthylfolique) (MTX) est inhibiteur de la dihydrofolate
réductase, enzyme permettant la production de la forme active de I'acide folique,

indispensable au cycle cellulaire. Son action est dirigée contre la phase S du cycle mitotique
cellulaire. Cette molécule est cytostatique et son action est persistante a faible dose ce qui
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explique son effet anti-inflammatoire en empéchant notamment la prolifération des LT. Son
délai d’action est de 4 semaines en moyenne, proche de celui de la ciclosporine.

Certaines données suggerent que le MTX puisse étre une alternative aux traitements
« conventionnels » lors de dermatite atopique réfractaire a I'oclacitinib et a la ciclosporine. En
effet, une étude a été menée chez I'enfant et a montré une efficacité et une tolérance
comparable a la ciclosporine dans des cas sévéres d’eczema atopique (87).

Des études similaires sont menées chez les chiens et ce projet s’inscrit dans une de ces
derniéres.

L’étude de Rostang et al. en 2018 a évalué I'innocuité au traitement MTX sur une population
de 6 chiens sains. Le traitement a globalement bien été toléré par les chiens. Seuls des effets
secondaires mineurs (dysorexie, érythéme cutané) ont été mis en évidence et n’ont pas
motivé I'arrét du traitement. Une perte de poids significative a cependant été remarqué chez
3 des 6 chiens ainsi qu’'une diminution du nombre de leucocytes n’ayant mené a une
leucopénie légére chez un chien, a la dose de 0,5 mg/kg. Une faible biodisponibilité du MTX
par voie orale, malgré I'administration d’'une dose importante comparée a celle utilisée chez
'Homme, est mise en évidence. Elle pourrait étre reliée a une saturation des processus
d’absorption. A I'image de ce qui est observé en médecine humaine, il existerait une grande
variabilité dans cette biodisponibilité chez le chien. Cette variabilité pourrait étre expliqué par
la pharmacogénétique, I'affinité du transporteur pour le MTX pouvant étre modifiée par les
variations génétiques individuelles (88).

c) Autres traitements

(1) Supplémentation en acides gras et lipides topiques

Etant donné les modifications qualitatives et quantitatives des lipides cutanés dans la DA et
I’efficacité avérée de ces supplémentations lipidiques dans le remodelage de la barriére et de
la couche cornée en médecine humaine, on pourrait s’interroger sur son efficacité en
médecine vétérinaire (24).

Il a été montré, dans certaines études, que la prise d’acides gras essentiel par voie orale, et
plus particulierement ceux riches en oméga 6, influence la quantité et la nature des lipides de
la couche cornée. Ils ont longtemps été utilisés dans I'objectif d’également réduire la
production d’eicosanoides pro-inflammatoires, d’inhiber la production de cellules
inflammatoires et donc réduire la production de cytokines (19,70).

Il n’y a encore pas de preuve du bénéfice de ces compléments pour la clinique de I'animal
atteint de DA, mais il a été montré, dans une étude, que ces régimes adaptés permettent des
modifications biochimiques et structurales de la couche cornée de |'épiderme, qui se
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rapproche alors de ce qu’on peut observer chez des individus sains. La composition et le
dosage de ces compléments n’a pas été déterminée (25).

Cependant, les derniéres études sont plutot en défaveur d’un réel bénéfice de ces
supplémentations. De plus, si bénéfice, plusieurs semaines seraient généralement nécessaires
avant de pouvoir observer une quelconque amélioration (71).

Des formulations lipidiques topiques peuvent aussi étre utilisées. Ces derniéres contiennent
généralement des acides gras essentiels, du cholestérol et des céramides. La proportion des
lipides au sein de ces produits mime la composition de la couche cornée d’animaux sains
(19,70).

Une étude menée par Bensignor et al. en 2022 montre un bénéfice de I'utilisation combinée
de traitements topiques a base d’acides gras, de céramides et du lokivetmab a I'utilisation du
lokivetmab seul. En effet, on observe amélioration plus précoce et plus importante des lésions
et du prurit notamment (35).

Une étude de Marsella et al. en 2018 témoigne de résultats bénéfiques également.
Cependant, les formulations topiques ne permettent pas, seules, un contrdle du prurit (89).

(2) La désensibilisation

La désensibilisation est une méthode utilisée en médecine humaine dans les cas
d’hypersensibilités de type | (rhinite allergique, asthme notamment). Cest une
immunothérapie qui consiste en |'exposition répétée de l'individu a des concentrations
croissantes de I'allergeéne cible, identifié par dosage des IgE, IDR, patch-tests. Cette exposition
répétée cherche a induire une tolérance du systeme immunitaire par des mécanismes qui
restent encore inconnus chez le chien (90). L'hypothése serait d’un passage d’une voie
majoritairement Th2 a une voie Thl et de la commutation isotypique au sein des LB des IgE
en IgG. Chez le chien, une premiére phase d’induction consiste en des injections sous-cutanées
d’allergénes a concentrations progressivement augmentées, et ce sur des semaines ou des
mois selon le protocole utilisé. Ensuite, une concentration fixe en allergéne est administrée a
intervalles réguliers (comme une fois par mois), et ce pendant plusieurs années : c’est la phase
de maintenance. Les doses et fréquences doivent étre adaptées en fonction de la réponse de
I'individu (91).

Des protocoles d’administration du produit en sous-lingual (immunothérapie oro-mucosale)
serait également en développement chez le chien.

Il est possible de remettre en question I'utilisation de ces protocoles de désensibilisation dans
le traitement de la DA.

En effet, en médecine humaine, les recommandations ne font pas mention de
désensibilisation dans le traitement de la DA (4).

Les sociétés allemande, autrichienne et suisse d’allergologie indiquent qu’il n’y a pas d’étude
mettant en évidence un effet bénéfique reproductible lors d’utilisation de la désensibilisation
dans le cadre de DA (92).
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Chez le chien, les études montrent que des temps de traitements long, souvent supérieurs a
12 mois, sont nécessaires pour observer des résultats. Une étude rétrospective de Ramio—
Lluch et al. sur 145 chiens montre que seulement 22% des chiens ayant recu un traitement de
moins de 12 mois ont présenté une amélioration du score clinique contre 65% pour les chiens
ayant recu un traitement pendant plus de 12 mois. Cette étude indique aussi que I'observance
du traitement par le propriétaire est un des facteurs majeurs de réussite mais que cette
observance est nettement altérée pour un traitement prolongé au-dela de 12 mois,
notamment a cause du manque de résultat pendant cette premiére période (93).

Une étude préliminaire menée par Marsella et al. en 2010 sur 13 beagles sensibilisés in vitro
aunallergéne de Dermatophagoides farinae n’a montré aucun bénéfice de la désensibilisation
par rapport au placebo, et ce aprés 7 mois de traitement (94).

Une étude randomisée en double aveugle menée par Willemse et al. en 2009 sur 25 chiens ne
montrent aucune différence d’amélioration du score Iésionnel ou du prurit entre le traitement
de désensibilisation et le placebo, au bout du 9 mois de traitement. Cependant, les chiens
inclus dits atteints de dermatite atopique d’aprés I'étude sont des chiens de 1 a 5 ans
présentant des lésions « compatibles », et un IDR ou dosage d’IgE positif a Df. On peut donc
émettre un doute sur la réelle présence d’une DA chez les 25 chiens inclus (95).

L'étude de Timm et al. en 2018 évaluant |'efficacité de I'immunothérapie intra lymphatique
chez 51 chiens semble montrer une légere amélioration des scores de prurit chez certains
chiens. Les chiens sont inclus sur la base de I'anamnese, I'exclusion d’autres causes de prurit,
des criteres de Favrot et d’'un dosage IgE ou IDR positif. On peut cependant relever que les
traitements concomitants anti-prurigineux, immunomodulateurs sont acceptés, non
standardisés sur I’ensemble des chiens. De plus 56% des chiens de I’étude n’ont pas fini I'étude
et ont été exclus dont 25% par manque d’amélioration clinique (96).

Une étude Colombo et al. en 2005 comparant |'efficacité de I'immunothérapie a faible dose
par rapport a I'immunothérapie a forte dose montre une amélioration significative de score
[ésionnel dans chacun des groupes mais ne montre pas d’amélioration du score de prurit. Il
précise également que des shampoings antiseptiques pour le traitement de prolifération
bactérienne de surface et de prolifération de Malassezia ainsi que des glucocorticoides ont
été mis en place au cours de |'étude dans le cas de certains chiens présentant un prurit
important. Les chiens sont de nouveau décrits comme atteints de DA sur la base d’une clinique
et de tests de laboratoire « favorables » (97).

On voit bien au travers de ces études que les preuves d’une réelle efficacité des
immunothérapies dans le traitement de la DA sont imparfaites. Certaines études présentent
des résultats proches de ce qui est obtenu avec le traitement placebo. Les critéres d’inclusion
des chiens atteints de DA ne sont pas toujours bien précisés ou ne sont pas conformes a la
démarche standard. De plus les polythérapies sont mises en place au cours des études et ne
concernent pas toujours I'ensemble des chiens. Enfin les études ne comportent pas un
nombre de chiens suffisant pour valider les résultats.
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(3) Régime d’éviction alimentaire

En médecine humaine, les protéines alimentaires peuvent étre a |'origine de réaction
inflammatoire chez les individus atopiques. Ces réactions se manifestent sous la forme d’un
urticaire.

Cependant, dans le cas de la DA, les recommandations japonaises de 2020 chez 'Homme
indiquent qu’il n’y a aucune preuve de l'intérét de régimes d’évictions alimentaires sans mise
en évidence d’une allergie alimentaire vraie (4).

Les réactions cutanées en lien avec un aliment pourraient, chez le chien, étre liées au léchage
post-repas mais aucune étude n’a été réalisée pour le prouver. D’un point de vue
physiopathologique, ce ne serait pas les protéines ingérées qui causerait la réaction
inflammatoire cutanée mais bien celles qui pénétrent au travers de la barriere épidermique
cutanée.

Dans de nombreuses pratiques de dermatologie canine dans le monde, des régimes d’éviction
alimentaire sont tout de méme mis en place dans le traitement de la dermatite atopique. Pour
commencer il s’agit de recenser I'’ensemble des aliments ingérés par le chien (y compris les a-
cotés). On recherche ensuite un aliment pour le nouveau régime. Il s’agit d’introduire une
protéine non connue par le systeme immunitaire de I'animal. Cela peut passer par de la
nourriture industrielle de gamme an-ou-hypoallergénique ou de préparation monoprotéique
ménageére.

Olivry a rédigé un consensus en place vis-a-vis des régimes d’éviction et préconise une durée
de minimum 8 semaines pour induire une rémission clinique chez 90% des chiens qui
présenteraient des réactions cutanées cliniquement proche d’'une DA a la suite de I'ingestion
d’une nourriture (70). Il est important de préciser que dans ces mémes recommandations, il
est dit qu’aucune preuve n’a été avancée pour prouver que l'interruption d’un régime a base
croquettes commerciales est bénéfique aux chiens sensibilisés aux allergénes de Df.

Olivry précise également qu’un changement alimentaire pendant 8 semaine suivi d’'une
réintroduction de I'allergene soupconné devrait suffire pour le diagnostic de la majorité des «
allergies alimentaires ». Cependant, les tests de réintroduction de I'allergéne sont réalisés en
double aveugle avec un contrdle placebo chez I’'Homme et trés peu chez le chien. D’ailleurs,
30% des individus disent avoir une réaction a la suite de I'ingestion du placebo et 10% s’avere
avoir réellement une réaction : c’est I'effet « nocebo ».
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Il. Comparaison des profils cytokiniques entre chiens sains
et chiens atopiques

A. Contexte et objectif de I'étude

L’étude que j'ai menée fait partie d’un essai clinique cherchant notamment a évaluer
I'efficacité du méthotrexate chez le chien atteint de dermatite atopique, d’un point de vue
pharmacologique et clinique et comparativement au traitement de référence a base de
ciclosporine ; l'utilisation du méthotrexate étant une option thérapeutique dans les cas
d’eczéma atopique réfractaire chez I'enfant.

Cette partie de biologie moléculaire avait pour but de comparer les profils d’expression des
ARNm des cytokines (lI-4, IL-13, IL-31, TNF-a) d’un groupe d’individus témoins, sains de DA, a
celui d’'un groupe de chiens atteints de DA, diagnostiqués au sein d’unités de dermatologie
vétérinaire francaises et traités avec du MTX ou de la ciclosporine. Les profils des ARNm
cytokiniques mensuels des chiens atteints de DA au cours de leur traitement ont également
été évalués. |l s’agissait, dans le cadre de cette étude, d’explorer la possibilité d’identifier des
biomarqueurs de suivi de la maladie, qui pourraient étre utilisés notamment dans |’évaluation
précoce de I'efficacité du traitement et ainsi adapter la posologie employée.

B. Matériels et méthodes

1. Animaux

Le projet a été soumis au comité d’éthique et toute personne ayant pris part a I’étude a signé
un papier de consentement éclairé.

a) Critéres d’inclusion et exclusion des chiens atteints de DA

Des cliniciens spécialisés en dermatologie de diverses universités et cliniques de France ont
diagnostiqué 53 chiens atteints de dermatite atopique modérée a sévéere entre 2017 et 2022.
Les échantillons sanguins de 12 chiens ont pu étre analysés lors de notre étude pour la
recherche des cytokines sanguines. C’'est a cette population que nous nous intéressons. Les
chiens étaient de race American Staffordshire Terrier (3/12), Labrador (2/12), Bull Terrier
(2/12), Bouledogue francais (2/12), Berger allemand (1/12), American Bully (1/12), croisé
berger (1/12). lls avaient, lors de I'inclusion, entre 2 ans et 9 ans, avec une moyenne d’age de
51 mois.

Les diagnostics ont systématiquement été réalisés par association de critéres anamnestiques,
cliniques, par exclusion des autres causes de prurit et par I'utilisation d’une grille CADESI-04
ainsi que d’un score de prurit évalué par le propriétaire.
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Des analyses sanguines lors des consultations de pré-inclusion ont été réalisées. Il s’agissait
d’une numération formule sanguine, d’une biochimie de base (PAL, ALAT, Urée, Créatinine),
d’une analyse urinaire (bandelette, réfractometre) ainsi que d’un premier prélévement pour
I’'analyse des interleukines du sang (IL-4, IL-13, IL-31 et TNF-a).

A été exclu de I’étude, tout animal :

- Présentant une DA saisonniere

- Présentant une maladie systémique (néoplasie, maladie métabolique comme le
diabeéte, maladie auto-immune)

- Ayant regu un anti-inflammatoire stéroidien par voie topique depuis 10 jours, par voie
orale depuis 15 jours, par voie générale depuis 1 mois pour les formes non-retard,
depuis 3 mois pour les formes retard

- Ayant regu un traitement antihistaminique depuis 15 jours

- Ayantrecu un traitement immunomodulateur (notamment ciclosporine) depuis 1 mois

- Ayantrecudansles 3 a6 derniers mois (selon la durée de traitement) de la ciclosporine
ou du MTX.

- Chiens sous immunothérapie

- Ayant regu dans les 15 a 30 jours précédents’'un des traitements suivants:
probénécide, AINS, acide folique ou acide folinique, insuline, sulfamides +/-
triméthoprime,  cytostatiques,  pénicillines, céphalosporines, théophylline,
dypiridamole, rétinoides, [éflunomide, pyriméthamine, cholestiramine,
aminoglycosides, amphotéricine B, hydroxychloroquine, imidazolés, macrolides,
lactones macrocycliques, spinosad, émodepside, lopéramide, et toute molécules
connue comme substrat de la P-GP, anti convulsivants barbituriques ou non,
benzodiazépines.

- Gestant/allaitant, ainsi que tout animal destiné a la reproduction

- Dont I'examen clinique général révele une anomalie

- Dont les examens complémentaires de pré-inclusion révélent une numération formule
sanguine, une biochimie (PAL, ALAT, UREE, CREATININE) ou une analyse d’urine
(bandelette, réfractometre) anormale.

- Ayant regu un vaccin vivant dans les 15 derniers jours

b) Criteres d’inclusion lot témoin

Vingt-neuf animaux issus majoritairement de chiens d’étudiants de I'école ont pris part a
I’étude. Ces chiens avaient, lors des prélevements, entre 5 mois et 6 ans, la moyenne d’age
étant de 33 mois. Des animaux de races prédisposées a la dermatite atopique ont été choisis
dans la mesure du possible, avec en majorité des Labradors et affiliés (24 %, 7/29), Golden
Retriever et affiliés (14 %, 4/29) et Dalmatien (7 %, 2/29) (Tableau 7) (11).
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Les criteres d’exclusion du groupe témoins étaient presque identiques a ceux du groupes des

chiens atteints de dermatite atopique. Seulement, les chiens destinés a la reproduction n’ont

pas été exclus de I'étude. De méme, aucune analyse sanguine ou urinaire préalable n’a été

réalisée sur ces chiens.

Tableau 7 : Age et race des chiens sains de dermatite atopique inclus dans |'étude

Age en mois Race
1 38 Berger Hollandais
2 40 Berger Australien
3 40 Epagneul breton
4 38 Berger Allemand
5 24 Beauceron
6 18 Staffordshire Terrier
7 26 Labrador
8 33 Beagle
9 53 Croisé berger
10 32 Croisé labrador
11 56 Border Collie
12 29 Croisé épagneul
13 40 Dalmatien
14 43 Labrador
15 36 Croisé épagneul
16 40 Croisé beauceron
17 20 Golden Retriever
18 24 Golden Retriever
19 17 Golden Retriever
20 72 Croisé labrador
21 44 Croisé épagneul
22 20 Croisé berger
23 20 Labrador
24 16 Labrador
25 33 Croisé golden retriever
26 12 Labrador
27 52 Croisé berger
28 5 Croisé labrador
29 34 Dalmatien




2. Protocole
a) Constitution des groupes

Les animaux atteints de dermatite atopique et inclus dans I’étude ont été attribués de maniére
aléatoire dans deux groupes. Le premier groupe, composé de 5 des 12 chiens, fut traité avec
de la ciclosporine (SPORIMUNE ® 50 mg/mL) a la dose de 5 mg/kg, a raison d’une
administration per os par jour pendant 2 mois, puis tous les deux jours ensuite. La ciclosporine
a été administrée a distance des repas, ce qui était défini comme 2 heures avant ou apres le
repas.

Le second groupe, composé de 7 des 12 chiens, recevait du MTX (LEDERTREXATE®) a la dose
initiale de 0,15 mg/kg a raison d’une injection par semaine.

Afin d’obtenir une étude en double aveugle, il a été choisi d’administrer un placebo
(SYRSPEND®) disponible en solution injectable et en solution buvable. Ces derniers n’étaient
pas identifiables des produits médicamenteux. Le groupe ciclosporine recevait des injections
de placebo une fois par semaine alors que le groupe MTX recevait le placebo par voie orale
tous les jours. Ainsi, pour chaque animal, ont été administrés un produit per os
guotidiennement et une solution injectable de maniere hebdomadaire. Il était ainsi
impossible, que ce soit pour le propriétaire ou le clinicien, de distinguer un individu recevant
le MTX d’un individu recevant la ciclosporine.

Apres 15 jours de traitement, une visite était réalisée afin d’évaluer la tolérance de I'animal
aux traitements. Au cours de cette consultation, le clinicien réalisait un examen clinique, des
prises de sang pour biochimie et hématologie ainsi qu’une vérification du protocole utilisé par
les propriétaires et le recueil des éventuels effets secondaires.

La période d’inclusion de I'étude était de 6 mois. Comme précisé précédemment, une
premiére prise de sang a été réalisé en pré-inclusion. De nouvelles prises de sang ont été
réalisées a 15 jours puis tous les mois ensuite, jusqu’a la sortie de I'animal de I’étude au 7™
mois. 8 échantillons destinés a I'évaluation du profil cytokinique furent donc collectés pour
chaque animal finissant I'étude. Un suivi clinique était également réalisé a chacune des visites.
Le tableau ci-dessous résume chaque visites, le délai entre inclusion et visite, les examens
réalisés lors ces visites et les éventuels réajustements de posologie (Tableau 8).
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Tableau 8 : Visites, prélévements et modifications de posologie

Visite n°1 Visite n°2 Visite n°3 Visite n°4 Visite n°5 Visite n°6 Visite n°7 Visite n°8
Pré- a 15 jours a 1 mois a 2 mois a 3 mois a 4 mois a 5 mois a 6 mois
inclusion

® Interleukines

® Interleukines

® Interleukines

® Interleukines

® Interleukines

® Interleukines

® Interleukines

® Interleukines

® Posologie +/-
adaptée

(sinon réalisé ala

Vvisite n°4)

® Posologie +/-
adaptée

(sinon réalisé ala

Visite n°5)

® Posologie +/-
adaptée

® Hématologie [» Hématologie | MTX-PG ® MTX-PG ® Hématologie @ MTX-PG + | MTX-PG ® Hématologie
® Biochimie  |® Biochimie ® Biochimie 0G-MTX ® Biochimie
® MTX-PG ® MTX-PG + ® MTX-PG +
0G-MTX 0G-MTX
® Amélioration : @ Amélioration : @ Amélioration : ® Amélioration : | Levée de
Buvable 1j/2 Buvable 1j/2 Buvable 1j/2 Buvable 1j/2 I'aveugle

(sinon réalisé ala

Vvisite n°6)

® Posologie +/-
adaptée

pour le
propriétaire

Au cours de I’étude, ont été autorisés les traitements concomitants suivant :

corticoides

dermatologue

Dermocorticoides pour la gestion des crises

Antiparasitaires internes a I'exception des lactones macrocycliques

Traitements antibiotiques autorisés, apres appréciation du dermatologue

Antiparasitaires externes a I'exception du spinosad et des lactones macrocycliques

Shampoings antiseptiques, réhydratants cutanés et nettoyants auriculaires sans

Traitements antifongiques a I'exception des imidazolés, aprés appréciation du

Les dermatologues pouvaient choisir d’exclure les animaux précédemment inclus dans I'étude

pour les raisons suivantes :

du prurit aprés 3 mois de traitement

Mort de I'animal

Non présentation lors des suivis

Non-respect du protocole par le propriétaire

Effets secondaires déléteres associés au traitement
Nécessité d’employer des traitements invalidant le protocole

Echec du traitement défini par une aggravation des lésions cutanées ou intensification

Notre étude consistait en I'extraction des ARNm contenus dans cet échantillon sanguin,

I'estimation de la quantité d’ARN aprés extraction, par spectrophotométrie, ainsi que la

réalisation d’une rétrotranscription et d’'une qPCR sur les ADN obtenus.
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b) Prélevement et extraction d’ARN

Les ARN totaux étaient issus de préléevements sanguins de 0,5 mL réalisés aux veines
céphaliques, saphenes ou jugulaires. Ces échantillons étaient alors mélangés a 0,5 mL de
solution de tampon de lyse (NucleoSpin RNA blood kits) et instantanément mis au congélateur
a une température constante de -20°C. Le tampon de lyse était utilisé afin d’obtenir une lyse
des cellules du sang dont des leucocytes ainsi qu’une inhibition des RNases, permettant
d’obtenir un échantillon propre a l'isolement et I’extraction des ARN recherchés.

L’extraction était basée sur l'utilisation de colonnes retenant les acides nucléiques et
I’élimination des ADN. Le choix d’utilisation du kit d’extraction fut orienté par la nature de nos
organes d’intérét. Il a été choisi de travailler avec NucleoSpin RNA blood kit (Macherey Nagel).
Le kit inclue dans son protocole une élimination de I’ADN génomique via I'utilisation d’une
RDNase. Le rendement de I'extraction en ng/uL était mesuré par spectrophotométrie avec
une machine (BioDrop Lite, Biochrom). Cette derniére permettait également d’évaluer la
pureté du prélevement par le rapport des absorbances Azeo/A2s0.

Le protocole utilisé fut celui fourni par le fournisseur du kit.

c) Rétrotranscription

Nous avons ensuite procédé, pour chaque échantillon, a une étape de rétrotranscription afin
d’obtenir de I’ADN a partir de nos solutions d’ARNm. Le protocole suivi était celui donné par
le kit du producteur (PrimeScript RT Reagent Kit, Takara). La quantité d’ARNm rétro transcrite
était de 250 ou 125 ng en fonction de la quantité obtenue aprés extraction.

d) gPCR
(1) Principe

La gPCR consiste en I'amplification exponentielle d’ADN complémentaire (ADNc) précédem-
ment obtenu par rétrotranscription. Cette technique est couramment utilisée pour quantifier
I’expression de génes cibles (98). Il existe deux méthodes de quantification : la quantification
absolue et la quantification relative. La quantification absolue permet de mesurer le niveau
exact d’expression du gene d’intérét dans un échantillon donné. La deuxieme méthode de
guantification permet de comparer les niveaux d’expression de nos genes cibles dans le
groupe d’essai par rapport a ceux du groupe témoin au moyen de ratios. Afin de minimiser les
variations intra et inter PCR, I'expression est normalisée par rapport a celle d’'un géne de mé-
nage ou de référence qui est dans le cas de notre étude le glyceraldehyde 3-phosphate des-
hydrogenase (GAPDH).

Un géne de ménage est un gene non régulé, qui s’exprime dans toutes les cellules nucléées
car il est indispensable a leur survie. L'expression d’'un géne de ménage est considérée comme
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stable et ne doit pas varier en fonction des différentes conditions expérimentales (98). Il cons-
titue une méthode acceptable pour corriger les variations mineures liées par exemple au ren-
dement de la rétrotranscription.

Les différentes étapes de la qPCR sont présentées dans la figure ci-contre (Figure 21).

4 steps | scan eC m:s | goto | loops | AT(°C) | At(s) | ~(°C/s)
1 95,0 02:00 - — -~ - 8,0
95,0 00:05 - ='s 6,0
4Ux[ 60,0 00:30 - - 6,0
72,0 00:20 | 2 39 6,0
Melt 00:30

95°C : dénaturation de ’ADN
60°C : hybridation des amorces
72°C : élongation

W o[~ |on w8 fw |
*|®

[y
(=]

Figure 21 : Etapes de la qPCR utilisée dans le cadre de notre étude

(2)PCR « One-Step »

Le protocole « One-Step » permet de réaliser les réactions de rétrotranscription de TARNm en
ADNCc puis I'amplification de ce dernier dans le méme tube, et permet ainsi d’éviter toute con-
tamination liée a la manipulation de ’ADNc produit. De plus elle évite d’introduire un biais
supplémentaire di a la mesure de la concentration de I’ADNc produit. Cependant elle ne per-
met pas une optimisation parfaite de chacune des deux étapes de la réaction et il est impos-
sible de calculer le rendement de la rétrotranscription. |l a été choisi dans le cadre des échan-
tillons de chiens atteints de DA, car les concentrations en ARN apres extraction étaient faibles
pour la plupart. Il nous était impossible de réaliser les PCR car le volume d’ADN a introduire,
étant donné la concentration faible, était trop élevé. Par ailleurs, la sensibilité de I'enzyme
responsable de I'amplification des ADN est plus importante dans le protocole One-Step que
dans un protocole de PCR standard.

(3)Choix des amorces

Des amorces spécifiques des interleukines canines choisies (TNF-a, IL-4, IL-13 et IL-31) ont été
choisies et utilisées pour permettre I'amplification des ADNc. Le gene de ménage utilisé est le
GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate deshydrogenase). Les amorces, données dans le tableau
ci-dessous proviennent de la littérature (Tableau 8). Cependant, il a été vérifié au cours de
I’étude que chaque amorce est bien présente dans la séquence du géne isolé par PCR par
analyse de la séquence du gene et positionnement de I'amorce. Cette vérification permet éga-
lement de mesurer la taille de I'amplicon produit qui a pu étre vérifiée par migration des pro-
duits de PCR sur un gel d’agarose.
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Tableau 9 : Séquences et taille des amorces sens et anti-sens utilisées dans le cadre de I'étude

Oligo name Sequence Ta;llliﬁ 0anm- Gene ID
IL4_CN_s CAC-CTC-CCA-ACT-GAT-TCC-AA
IL4_CN_as CTC-GCT-GTG-AGG-ATG-TTCAA 123 | NM_001003159.1
TNFa CN_s | TCT-CGA-ACC-CCA-AGT-GAC-AAG
TNFa_CN_as | CAA-CCC-ATC-TGA-CGG-CAC-TA 153 DQ923808.1
IL13 CN_s CCT-CCT-CAG-AGCARAGTG
IL13.CN_as | CCC-AGC-ACA-AAC-AAA-GAC 148 AF2449151
(37 _CN_s CCT-GTT-CCT-GCT-CTG-CTC-TA
IL37.CN_as | TGA-GAC-ACA-GCA-GCA-AGG-TA 188 | NM_001165914.1

GAPDH_CN_s ATC-ACT-GCC-ACC-CAG-AAG-AC

GAPDH CN as | TCA-GCT-CAG-GGA-TGA-CCT-TG 133 | NM_001003142.2

(4) Confirmation de la spécificité des amorces

L'analyse des courbes de fusions permet de vérifier gu’un seul produit d’amplification est
généré. L'analyse des courbes de fusion des différents génes de cette étude montre que pour
I'IL-4, 1L-13, le TNF-a et le GAPDH, un seul produit se forme au cours des 40 cycles
d’amplification. Cependant dans le cas de I'lL-31, on observe des dimeres d’amorce formés
autour de 75°C. Les températures de fusion spécifiques suivantes ont été retrouvées : GAPDH :
88°C; IL-4 :78,5°C; IL-13:81,5°C; IL-31 : 84°C; TNF-a : 85,7°C. La spécificité de ces produits
a ensuite été confirmée par électrophorese sur gel d’agarose a 2 %, avec le Syber Green et un
marqueur de taille de 50-1000 pb (Lonza, USA) (Figure 22). Dans le cas de I'lL-13, le TNF-a et
le GAPDH, une seule bande correspondant a la taille attendue est retrouvée. Des séquencages
d’ADN ont également été réalisés.

Figure 22 : Gel d'agarose a 2 % sur les échantillons amplifiés par RT-gPCR (Crédit : C.Prouillac)
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(5) Efficacité et linéarité des amplications gqRT-PCR

Pour chaque géne, une courbe standard établie a partir de concentrations croissantes d’ADNc
(1, 10, 20, 25, 50 ng) et des Ct (déterminés pour chaque concentration a l'issue des qRT-PCR
par le logiciel gPCRsoft d’Analytik Jena) a été réalisée (Figure 23). L'objectif de ces gammes est
de vérifier la linéarité de I'amplification dans la gamme de concentrations choisies, et de
déterminer |'efficacité de la réaction. Toutes les droites obtenues ont un coefficient de
corrélation supérieur a 0,93. La droite de régression linéaire est sous la forme de CT = f(X) avec
X =logio(concentration du gene) et f une fonction affine de X définie par f(X) = aX+b. Les pentes
(a) des droites de régression linéaire permettent de calculer les efficacités des PCR selon la
formule : Efficacité = 1001/rente) Ces efficacités sont utilisées dans le calcul des expressions
relatives (Tableau 10).

Nous n’avons dans le cas de I'lL-4 et I'lL-13 pu réaliser qu’une seule gamme. Dans le cas de
I'IL-31, aucune gamme n’a été réalisée par défaut d’amplification.

CT GAPDH
25
.\ -
{ ]
———
20 —_—_—
—9
15 e
y =-3,0227x + 19,588
10 R? = 0,9783
5
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6  Log ([ADNc])

Figure 23 : Linéarité des 3 gammes réalisées pour le géne GAPDH
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Tableau 10 : Calculs des efficacités de la PCR pour chacun des génes choisis (X : concentration en ng/ulL)

Coeff corrélation Equation de la droite Efficacité Moyenne
0.9359 | Y=-4.164*LOG(X) + 22.718 73.8%
0.9783 | Y=-3.0227*LOG(X) + 19.588 114.2%
GAPDH 0.9491 | Y=-2.8265*LOG(X) + 17.113 125.8% 104.6%
IL4 0.9834 | Y=-3.0044*LOG(X) + 26.131 115.2%
IL13 0.961 | Y=-3.0728*LOG(X) + 28.827 111.6%
0.9891 | Y=-3.5352*LOG(X) + 25.407 91.8%
0.9397 | Y=-3.1279*LOG(X) + 25.287 108.8%
TNF 0.9758 | Y=-2.9976*LOG(X) + 22.473 115.6% 105.4%

(6) Les cycles seuils

Pour le calcul des expressions des genes d’intérét, les cycles seuils (Thresold Cycle=Ct) sont

déterminés a partir des courbes d’amplification par le logiciel qPCRsoft.

Un cycle seuil est le cycle d’amplification a partir duquel la fluorescence mesurée est

considérée comme significativement supérieure au bruit de fond. Il est donc déterminé a

partir de la courbe d’amplification.

Il permet de calculer les quantités d’ADNCc ; a chaque cycle la quantité d’ADNc double. Plus les

valeurs de Ct sont faibles plus la concentration en ADNc est importante.
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(7) Le modéle mathématique de calcul des expressions relatives

Pour I’évaluation des profils d’expression des messagers de nos génes d’intérét, les quantités
relatives par rapport a GAPDH (Q relative/ GAPDH) des cultures in vitro sont calculées a partir
des efficacités (Eff) et des CT du géne de ménage et de chacun de nos genes selon la formule
suivante :

(Eff géne Cible)—CTgéne cible

Qrelative/GAPDH= (Eff GAPDH)~CT GAPDH

Des PCR « One-Step » ont été utilisés dans le cadre des chiens atteints de DA. Cette méthode
de PCR n’a pas bénéficié de la réalisation de gamme. L'efficacité pour chaque géne, calculé a
I'aide des coefficients directeurs des courbes standard de gamme n’a donc pas pu étre
calculée. L'utilisation de la formule pour le calcul des quantités relatives n’est alors pas
utilisable telle qu’elle. Il a été décidé d’utiliser la méthode « Delta-delta » consistant en
I"'approximation de I'efficacité du géne cible et du gene de ménage a 2 de telle sorte que : (98)

2—CTgénecible

- ZCT GAPDH- CT gene cible
2—CTGAPDH

Qrelative/GAPDH =
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C. Reésultats
1. Cohorte de chiens sains
Les ARNm des sangs de 29 chiens sains de DA ont pu étre extraits au cours de cette étude.

Chacune des manipulations a été complétée, jusqu’a la réalisation de la RT-gqPCR et I'obtention
des courbes d’amplification pour chaque genes.

a) Expression du géne de ménage

Le géne de ménage (GAPDH) a été exprimé chez les 29 chiens analysés.

b) Expressions relatives des genes d’intérét
(1) TNF-a

Le TNF-a a été retrouvé chez 100 % des chiens de la cohorte saine (29/29). Un profil
d’amplification et une courbe standard de fusion sont présentés dans les figures suivantes
(Figure 24 et 25).

75
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dRn

25

SEUIL D’AMPLIFICATION

Cycle

Figure 24 : Courbe d'amplification de gPCR pour le gene TNF-a chez les chiens 14, 20, 26 et 28.
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ddRn/dT

Temp (°C)

Figure 25 : Courbe de fusion du géne TNF-a pour les chiens 14, 20, 26 et 28.
On retrouve bien dans la Figure 24, le Tm donné par la littérature du TNF-a soit 85,7°C.

Les quantités relatives par rapport au GAPDH, pour chaque chien, sont présentées dans la
figure suivante (Figure 26).
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Figure 26 : Quantité relative des ARNm de TNF-a par rapport a GAPDH chez les 29 chiens de la cohorte
saine I'exprimant. L’histogramme est représenté sur deux graphiques par soucis d’échelle.
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La moyenne des quantités relatives de I’ARNm codant pour le TNF-a par rapport a GAPDH au
sein de la cohorte saine de DA est de 0,066 + 0,076. En extrayant les 3 valeurs extrémes, on
obtient une moyenne de 0,0076 + 0,0018 soit I'intervalle de confiance a 95 % suivant :
[0,0058 ; 0,0095]

(2) IL-4

L’IL-4 a été retrouvée chez 10 % des chiens de la cohorte saine (3/29). Un profil d’amplifica-
tion et une courbe standard de fusion sont présentés dans les figures suivantes (figure 27 et
28).
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Figure 27 : Courbe d’amplification de qPCR pour le géne IL-4 chien le chien 23
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Figure 28 : Courbe de fusion du géne IL-4 pour le chien 23
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On retrouve bien dans la Figure 28, un Tm proche de celui donné par la littérature pour I'lL-4
soit 78,5°C.

Les quantités relatives par rapport au GAPDH, pour chaque chien, sont présentées dans la
figure suivante (Figure 29).
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Figure 29 : Quantité relative d’ARNm d’IL-4 par rapport a GAPDH chez les 3 chiens de la cohorte saine
I'exprimant

La moyenne des quantités relatives des ARNm d’IL-4 par rapport a GAPDH au sein de la co-
horte saine de DA est de 0,0013 + 00,0006 soit I'intervalle de confiance a 95 % suivant : [0,0007
; 0,0019].

(3) IL-13
L'IL-13 a été retrouvée chez 48 % des chiens de la cohorte saine (14/29). Un profil

d’amplification et une courbe standard de fusion sont présentés dans les figures suivantes
(Figure 30 et 31).
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Figure 30 : Courbe d'amplificqtion de qPCR pour le gene IL-13 chez les chiens 10, 13, 19, 21
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Figure 31 : Courbe de fusion pour le gene IL-13 chez les chiens 10, 13, 19, 21

On retrouve bien dans la Figure 27, le Tm donné par la littérature de I'lL-13 soit 81,5°C.

Les quantités relatives de chaque animal par rapport a GAPDH sont présentés dans la figure
suivante (Figure 32).
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Figure 32 : Quantité relative d'’ARNm d’IL-13 par rapport a GAPDH chez les 13 chiens de I'étude ayant
exprimé I'lL-13

La moyenne des quantités relatives d’ARNm d’IL-13 par rapport a GAPDH au sein de la cohorte
saine de DA est de 4,4.10 + 1,5.10° soit 'intervalle de confiance a 95 % suivant : [2,9.107;
5,9.10°].

(4) IL-31
L’ARNm codant pour I'lL-31 n’a pas été détecté dans le sang des chiens sains de DA au cours

de I'étude. Seuls ont été retrouvés des dimeres d’amorces caractérisés par un Tm de 75°C plus
bas que celui attendu (84°C) (Figure 33).
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Figure 33 : Courbe de fusion pour le géne IL-31 obtenue systématiquement pour les chiens
sains de DA
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2. Cohorte de chiens atteints de DA

Au sein de la cohorte des chiens atteints de DA, des extractions et quantifications d’ARNm ont
pu étre réalisées chez 12 chiens. Parmi ces 12 chiens, 7 sont dans le groupe MTX et 5 dans le
groupe ciclosporine.

a) Expression du géne de ménage

Le gene de ménage (GAPDH) a été exprimé chez les 12 chiens analysés, a partir de la visite
n°2.

b) Expression des genes d’intérét

Aucun ARNm (méme GAPDH) n’a été retrouvé dans les échantillons de visite n°1, visite de pré-
inclusion. Il est choisi ici de ne parler que des échantillons des visites n°2, c’est-a-dire 15 jours
apres initiation du traitement.

(1) TNF-a

Le TNF-a a été retrouvé chez 33 % (4/12) des chiens atteints de DA. Trois sont dans le groupe
MTX (43 %) et un dans le groupe ciclosporine (20 %).

Les quantités relatives des ARNm codant pour le TNF-a par rapport a GAPDH pour chaque
chien I'exprimant sont présentés dans la figure suivante (Figure 34).
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Figure 34 : Quantité relative d’ARNm de TNF-a par rapport G GAPDH chez les 4 chiens I'exprimant au
cours de la visite n°2. Les chiens 1,2 et 3 sont dans le groupe MTX et le chien 4 dans le groupe
ciclosporine.
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La moyenne des quantités relatives d’ARNm de TNF-a par rapport a GAPDH au sein de la
cohorte de chiens atteints de DA, lors de la visite n°2, est de 0,076 * 0,048 soit I'intervalle de
confiance a 95 % suivant : [0,028 ; 0,125].

(2) IL-4

L’IL-4 a été retrouvé chez 75 % (9/12) des chiens atteints de DA lors de la visite n°2. Cinq sont
dans le groupe MTX (71 %) et quatre dans le groupe ciclosporine (80 %).

Les quantités relatives par rapport a GAPDH pour chaque chien I'exprimant sont présentés
dans la figure suivante (Figure 35).
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Figure 35 : Quantité relative d’ARNm d’IL-4 par rapport a GAPDH chez les 9 chiens I'exprimant au cours
de la visite n°2. Les chiens 1,2,3,4 et 5 sont dans le groupe MTX et les chiens 6,7,8 et 9 dans le groupe
ciclosporine.

La moyenne des quantités relatives d’ARNm d’IL-4 par rapport a GAPDH au sein de la cohorte
de chiens atteints de DA, lors de la visite n°2, est de 0,067 + 0,038 soit I'intervalle de confiance
a 95 % suivant : [0,029 ; 0,105].

(3) IL-13

L'IL-13 a été retrouvé chez 50 % (6/12) des chiens atteints de DA. Trois sont dans le groupe
MTX (43 %) et trois dans le groupe ciclosporine (60 %).

Les quantités relatives par rapport a GAPDH pour chaque chien I'exprimant sont présentés
dans la figure suivante (Figure 36).
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Figure 36 : Quantité relative d’ARNm d’IL-13 par rapport a GAPDH chez les 6 chiens I'exprimant au
cours de la visite n°2. Les chiens 1,2 et 3 sont dans le groupe MTX et les chiens 4,5 et 6 dans le groupe
ciclosporine.

La moyenne des quantités relatives d’ARNm d’IL-13 par rapport a GAPDH au sein de la cohorte
de chiens atteints de DA, lors de la visite n°2, est de 0,018 + 0,013 soit I'intervalle de confiance
a 95 % suivant : [0,005 ; 0,031].

(4) IL-31

L’IL-31 n’a pas été retrouvé au cours de nos analyses chez les chiens atteints de DA.

3. Comparaison des cohortes

Pour chaque geéne, il est décidé de comparer les moyennes des quantités relatives des ARNm
par rapport a GAPDH a l'aide du logiciel R et du test de Welch ou test de Student pour séries
indépendantes avec variances inégales défini par la fonction t.test(paired = FALSE, var.equal =
FALSE) (120).

(1) TNF-a

La moyenne des quantités relatives de la cohorte saine est non significativement différente
de la moyenne de la cohorte malade, que ce soit en conservant les 3 valeurs extrémes ou en
les retirant (p>0,05) (Figure 37).
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Figure 37 : Quantités relatives d’ARNm de TNF-a des chiens atteints de DA (malade) et des chiens

sains (témoin). n = 3, 26. Les 3 chiens de la cohorte saine présentant une quantité relative extréme
ont été retiré du graphique par souci d’échelle n.s : résultat non significatif entre les deux groupes
(p>0,05)

(2) IL-4

La moyenne des quantités relatives de la cohorte saine est significativement différente de la
moyenne de la cohorte malade (p<0,05), et ce en utilisant, pour la cohorte malade, les
efficacités calculées ou I'efficacité approchée de la méthode « Delta-delta » (Figure 38).

En effet, TARNm d’IL-4 est significativement plus abondant au sein de la cohorte de chiens
atteints de DA, lors de leur visite n°2, que dans la cohorte de chiens sains.
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Figure 38 : Quantités relatives d’ARNm d’IL-4 des chiens atteints de DA (malade) et des chiens sains
(témoin). n = 9, 3 et * résultat significatif entre les deux groupes (p<0,05)
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(3) 1I-13

La moyenne des quantités relatives de la cohorte saine est significativement différente de la
moyenne de la cohorte malade (p<0,05), et ce en utilisant, pour la cohorte malade, les
efficacités calculées ou I'efficacité approchée de la méthode « Delta-delta » (Figure 39).

L’ARNm d’IL-13 est significativement plus abondant au sein de la cohorte de chiens atteints
de DA, lors de leur visite n°2, que dans la cohorte de chiens sains.
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Figure 39 : Quantités relatives d’ARNm d’IL-13 des chiens atteints de DA (malade) et des chiens sains
(témoin). n = 6, 14 et * résultat significatif entre les deux groupes (p<0,05)
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D. Discussion
1. Rappel de I'objectif de I'étude

L'objectif de cette étude est de déterminer s’il existe des biomarqueurs cytokiniques d’intérét,
dans le diagnostic, le suivi de la clinique et du traitement de la DA. Ces biomarqueurs ont été
caractérisés a I'échelle transcriptomique par la quantification des ARN messagers
correspondants.

Pour cela, des prélévements sanguins sont réalisés avant la mise en place du traitement et au
cours du traitement. Ces préléevements ont été conservés a -20°C, dans un tampon de lyse,
jusqu’a leur analyse. Le traitement de ces échantillons a ensuite consisté en |’extraction des
ARN totaux, suivie de la rétrotranscription de ces ARN en ADNc qui a été quantifié par PCR
guantitative en temps réel (qPCR). En raison de nombreuses difficultés expérimentales, nous
allons discuter de la méthode choisie et de ses limites rendant I'interprétation des résultats
complexe.

2. Questionnements sur le préléevement

a) Conservation du matériel génétique dans le temps et maintien de son
intégrité

Les acides nucléiques (ADN, ARNm) et protéines circulantes sont, dans le cas de pathologies
inflammatoires, des cibles intéressantes pour des études biomédicales non invasives.
Cependant, il a été montré par de nombreuses études que la dégradation des acides
nucléiques est dépendante des facteurs temps et température de conservation. Les ARNm
perdent leur intégrité généralement plus rapidement que les ADNc méme a des températures
voisines des -20°C (99). En outre, il est évident que la qualité du prélevement, représenté
notamment par sa concentration en acides nucléiques influence les résultats. La qualité de
I’échantillonnage ne peut étre modifiée par le praticien réalisant le prélevement. Cependant,
le temps avant congélation, dépendant du praticien, peut par exemple étre réduit afin de
limiter les pertes de matiere. En effet, une mauvaise conservation peut conduire a des
résultats incohérents, plus difficiles a interpréter. La question d’une bonne conservation des
échantillons biologiques, et dans notre cas du sang total, est donc essentielle dans la
réalisation d’une telle étude, I'extraction des ARNm ne pouvant pas toujours étre réalisé a la
suite de I’échantillonnage. La qualité de la conservation est notamment déterminée dans
plusieurs des références bibliographiques citées par la concentration en ARN totaux (Biodrop
®) et par le RNA integrity number (RIN > 7) (Bioanalyser ®). Le RIN est une méthode
algorithmique d’évaluation de l'intégrité de 'ARNm, plus standardisée et puissante que les
ratios ribosomiques, utilisés par le passé. Le RIN permettrait de s’affranchir des variations de
concentration notamment.
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La cryopréservation a -80°C est une bonne solution dans certaines études. Dans I'étude de
Camacho-Sanchez et al. en 2013, la méthode de cryopréservation est comparée a la
conservation avec solution de conservation a température ambiante (100). Les concentrations
issues des échantillons congelés y sont meilleures que les concentrations des échantillons avec
solution de conservation. Cependant, dans le cas de notre étude multicentrique, un stockage
puis un transport a -80°C est difficile a mettre en place. Les praticiens ont plus facilement acces
a un congélateur a -20°C. De plus, dans le cadre de notre étude, une solution de conservation
(tampon de lyse) et la congélation sont utilisés ensemble afin de favoriser une meilleure
conservation des acides nucléiques.

En 2016, Bulla et al. indique qu’une congélation a -20°C ou -80°C permet une stabilisation du
matériel génétique sur la durée, avec un rendement d’extraction a 1 an entre 50 et 60 % alors
qgue I'on obtient un rendement de 40% avec un stockage a 4°C pendant 6 mois. On observe
cependant une perte d’efficacité et de rendement sur I'extraction d’environ 30 % aprés
seulement 7 jours de congélation a -20°C ou -80°C (101).

L’étude de Huang et al. en 2017 cherche a évaluer I'évolution de la concentration en acide
nucléique en fonction du temps et de la température de conservation (102). Cette étude
précise que la qualité de I'ARN (évaluée par le RIN) diminue significativement lors de la
congélation (-80°C). De plus, lors de I'analyse des Ct sur des génes de référence (ARN18S et
GAPDH), des basses températures de stockage semblent étre associées a des Ct plus élevés,
donc une concentration plus basse en acide nucléique cible. La conservation a basse
température ne semble, d’aprés cette étude, pas optimale, si ce n'est préjudiciable pour la
qgualité des prélevements. De plus, dans le cas du géne IP-10, on observe une expression du
géne plus importante lors de stockage plus long, et ce quelle que soit la température.
L'expression du gene est induite par des conditions de stress cellulaire comme la privation en
oxygene dans le tube de préléevement. La mesure a un instant t n’est pas I'image de la
concentration a l'instant tO de préléevement.

D’aprés I'étude de Baoutina et al. en 2019, la concentration en acide nucléique apres
congélation diminue d’autant plus que cette concentration de départ est faible (103). Or, les
concentrations estimées dans nos prélévement frais, ne dépassent pas 150 ng/uL. Chaque
échantillon de leur étude présente une concentration en ADN diminuée aprées congélation.
Cette diminution est liée a une dégradation de ’ADN. De plus, une congélation lente (-20°C)
serait plus préjudiciable pour la qualité de I’échantillon qu’une congélation rapide (-80°C). En
effet, cette température de congélation influence la durée de la phase intermédiaire
solide/liquide au cours de laquelle la cohabitation de cristaux de glace et d’une solution
aqueuse endommage les acides nucléiques. L’étude n’a cependant pas été faite pour les
ARNm.

Les résultats concernant les meilleures stratégies de conservation des échantillons biologiques
pour I’évaluation des acides nucléigues dépendent des études, de leurs méthodes de mesure,
de la qualité et de I'intégrité du prélevement. Ils semblent cependant indiquer une diminution
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significative de la qualité du prélevement lors d’un stockage dans la durée méme sous
congélation. Cette derniére ne prévient pas de l'altération de notre prélévement, de la
diminution du rendement de I'extraction, de la concentration et de la qualité des acides
nucléiques. Cependant, elle permet de préserver un rendement modeste dans le temps. La
solution serait d’analyser un échantillon fraichement prélevé mais une étude a cette échelle,
d’autant plus multicentrique, ne le permet pas. L'utilisation d’une solution de conservation
comme le tampon de lyse, semble étre une solution intéressante, associée a la congélation,
pour maintenir un bon rendement d’extraction. En effet, il semblerait que I'ajout de telles
solutions avant congélation permette d’améliorer le rendement d’extraction d’acides
nucléiques (102).

Nous pouvons a la lumiére de ces études, comprendre pourquoi les échantillons de chiens
atteints de DA, parfois analysés six mois apres leur prélevement, présentent une qualité trés
diminuée, et sont parfois inexploitables. Les autres échantillons, plus récents, peuvent
présenter un faible rendement d’extraction et peuvent nécessiter, apres quelques mois de
stockage, la réalisation du protocole de PCR « One-Step » pour optimiser les chances de
pouvoir réaliser une PCR au regard d’une quantité tres faible d’acide nucléique. En vue
d’améliorer le protocole, il pourrait étre intéressant d’étudier I’évolution de nos échantillons
de sang total avec nos conditions de conservation, en évaluant le rendement de I'extraction
et le RIN en fonction du temps de stockage et de congélation. De plus, étant donné I'existence
d’une cinétique de dégradation des acides nucléiques lors de leur conservation, méme aprées
congélation, il serait raisonnable d’analyser nos échantillons apres un intervalle de temps fixe
de congélation, afin d’éviter de sous-estimer les quantités initiales de certains échantillons
plus que d’autres. Cela nécessiterait une adaptation de I’essai multicentrique afin de
centraliser I'envoi des échantillons.

b) ARNm ou protéines

L'effet pharmacologique des cytokines, biomarqueurs protéiques recherchés dans notre
étude, provient de leur liaison a un récepteur membranaire. La quantification des ces
cytokines a I'échelle protéique pourrait donc étre pertinente dans le cadre de notre étude.
Cependant, celles-ci ont un temps de demi-vie de quelques heures limitant la faisabilité d’une
telle analyse (104). Elles sont produites par phase, en tres faibles quantités et leur lieu de
production s’avere également important dans leur détection. Un prélevement sanguin
représente une capture d’un instant t, entre la traduction de 'ARNm et la dégradation
protéique, potentiellement différent de la production moyenne (105). Une étude menée chez
des patients asthmatiques montre d’ailleurs une grande variabilité (facteur 3 a 10) de la
guantité sérique en IL-13 protéique inter et intra-individuelle au sein de la cohorte saine (104).
Dans la plupart des études comme la notre, il est choisi d’évaluer les ARNm codant pour ces
protéines.
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Pal et al., en 2020, a voulu corréler la quantité d’ARNm et de protéines cytokines apres
stimulation de PBMC ou de sang total congelé. La corrélation était inférieure a 41%, dans le
meilleur des cas, pour I'lL-2 et I'IFN-y (106). L’étude d’Israelsson et al. en 2020 semble
également montrer que la traduction de I’/ARNm n’est pas corrélée a la quantité d’ARNm et
gu’il est donc insuffisant de considérer le niveau d’ARNm pour déterminer la quantité de
protéines produites mais que ce niveau d’ARNm peut étre utilisé a la place des quantités de
protéines dans le cas de comparaison de cohortes par exemple (105). Une différence
significative entre quantité d’ARNm et protéines (CD4 et IFN-y) a également été mise en
évidence dans I’étude de Van Hoof et al. (107).

Il semblerait que cette corrélation dépende également des cytokines recherchées (108).

Les études de Liu et al. en 2016 et celle de Maier et al. en 2009 mettent en avant plusieurs
hypothéses expliquant la différence entre quantités d’ARNm et production protéique
(109,110). Lors de la transcription d’'un ADN en ARNm, plusieurs isoformes sont possiblement
produits. Les isoformes ne possédent pas tous la séquence codant pour la protéine. Ainsi,
comparer la quantité de protéines au niveau d’ARNm général dans ces conditions peut
modifier les corrélations. Seule une partie de la variance de la quantité de protéine semble
étre expliquée par les variations quantitatives de I’ARNm. De plus, les variations des quantités
d’ARNm et de la quantité de protéines sont décalées dans le temps car dépendantes des
étapes post-transcriptionnelles, de la présence de facteurs cis et trans, de la traduction elle-
méme dépendante des ribosomes, de I’ATP et de leur disponibilités dans la cellule, des étapes
post-traductionnelles et de la demi-vie protéique. Lors de la stimulation de cellules
dendritiques avec du LPS, on obtient la meilleure corrélation ARNm/protéines 12 heures apreés
stimulation (111).

Les corrélations n’étant pas toujours possibles, il s’agit d’étre prudent lors de I'interprétation
d’une quantité d’ARNm présent dans un échantillon biologique. Il n’est pas possible d’associer
directement I’évolution de la quantité d’ARNm de cytokines inflammatoires Th1l (TNF-a) ou
Th2 (IL-4, IL-13 ou IL-31) a une évolution de la clinique de I'animal, les quantités d’ARNm
n’étant pas corrélées aux quantités de protéines et la corrélation entre la quantité de
protéines et la clinique restant hypothétique. Cependant, il est important de préciser que
I'objectif n'est pas de mettre en évidence les cytokines impliquées directement dans le
mécanisme physiopathologique de la DA mais bien d’identifier des cytokines, qui se
retrouveraient davantage chez des individus atteints que des individus sains et qui
constitueraient ainsi des biomarqueurs de la maladie.

La RT-gPCR a donc été choisie au profit d’autres méthodes également décrites dans les
guantifications de cytokines, comme I'ELISA (quantification de la protéine) ou de I'ELISPOT
(quantification de la protéine liée a son récepteur). La RT-PCR a l'avantage d’étre une
technique rapide, sensible qui ne nécessite qu’'une infime quantité d’ARNm. De plus
I'identification des cytokines par des méthodes ELISA nécessitent des échantillons de taille
plus importante et ne permettent I'identification que d’un faible nombre de protéines via cet
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échantillon (112). Par ailleurs, la disponibilité des anticorps nécessaires a la réalisation d’ELISA
est limitée. Leur colts sont également élevés et les données concernant leurs spécificités ne
sont pas claires.

c) Choix du prélevement

Il a été choisi dans le cadre de I'étude d’utiliser comme échantillon le sang afin d’extraire les
ARNm des cytokines recherchées pour des raisons de praticité. En effet, ce type de
prélevement peut représenter un biais dans la mesure ou le site prélevé ne correspond pas
réellement ou directement au site de I'inflammation.

Dans une étude évaluant le profil cytokinique systémique (sérum) et local (lavage nasal)
d’individus sensibilisés aux HDM en comparaison avec celui d’individus non sensibilisés, une
corrélation négative entre I'lL-22 sérique et nasal ainsi qu’une corrélation positive entre I'lFN-
y systémique et nasal ont été trouvées (114). Aucune corrélation n’a été mise en évidence
pour les autres cytokines (IL-10, IL-13, IL-17, IL-33). Cela suggére que |'évaluation des cytokines
sériques ne refléte pas toujours le profil cytokinique local (114). L’étude de Fedenko et al. en
2011, réalisée sur 48 patients atteints de DA, suggere que I'utilisation de biopsies cutanées est
plus appropriée que le sang total dans la recherche de ces profils cytokiniques (115). En effet,
aucune corrélation entre profil de la peau et profil du sang n’a été mis en évidence. Par
ailleurs, aucune différence d’expression des cytokines sanguines n’a été mise en évidence
entre patient sain et patient atteint de DA (115).

Cependant, des quantifications des ARNm de cytokines sériques ont été corrélées au score
clinique de la DA chez I’'Homme, et corrélées aux quantifications de ces mémes ARNm au sein
de biopsies cutanées de peaux lésionnelles et non Iésionnelles chez des individus atteints de
DA dans une étude de Brunner en 2017 (116).

La mesure des cytokines ou ARNm codants pour ces cytokines dans le sang peut étre un bon
compromis. En effet, les corrélations entre les ARNm systémiques et locaux ne sont pas
systématiques mais ont été mises en évidence dans certaines études. De plus, nous
recherchons des biomarqueurs, qui méme s’ils ne peuvent étre acteurs directs dans la
formation des Iésions de DA, peuvent s’avérer significativement différents entre des individus
sains et des individus atteints de DA et dont la présence peut étre corrélée notamment a la
sévérité des lésions. Les résultats des études peuvent paraitre contradictoires, sont souvent
obtenus sur de petites cohortes, mais certains avancent des résultats intéressants, comme
celle de Koury et al. en 2019, Majewska et al. en 2016, Nuttall et al. en 2002 et Esnault et al.
en 1996 (10, 51, 52, 117). Koury présente une différence des quantités d’interleukines (IL-13,
IL-31, TNF-a, IFN-y, IL-10) entre les neuf chiens atteints de DA et les huit chiens sains recrutés,
via une technique ELISA (117). Cette différence est cependant non significative pour I'lL-13 et
le TNF-a, mais I’échantillon est de petite taille. Esnault présente lui une différence significative
pour les ARNm codant pour I'lL-4 et le I'lL-13 (52). De plus, il ne parait pas envisageable d’un
point de vue éthique et pratique de réaliser des biopsies cutanées sous sédation/anesthésie
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générale, chez des chiens sains et a 8 reprises sur des chiens atteints de DA comme il serait
nécessaire de le faire dans notre étude. Par ailleurs, si 'on devait réaliser des biopsies
cutanées, la question de quelle Iésion a privilégier devrait se poserait. L'utilisation du sang
comme échantillon biologique reflete le profil systémique global et pourrait étre plus fiable
gue les biopsies cutanées, car exempt de la variabilité inter-lésionnelle (117).

3. Questionnements sur le protocole
a) Utilisation des gammes, choix des genes d’intérét et du géne de ménage

Un biomarqueur est une caractéristique biologique (moléculaire, cellulaire par exemple) qui
peut étre mesurée de maniere objective dans un milieu biologique (sang, tissu) et servir
d’indicateur d’un processus biologique normal, pathologique ou encore d’une réponse a un
traitement pharmacologique. Pour nous, un bon biomarqueur doit se retrouver dans le sang
de l'individu, doit pouvoir discriminer un individu sain de DA et un individu atteint de DA et
doit pouvoir donner des résultats reproductibles (118).

Les ARNm codant pour les cytokines peuvent constituer des biomarqueurs d’effet, modifier
dans le cadre d’une maladie comme la DA.

Nous avons choisi pour notre étude d’étudier le profil d’expression des ARNm de quatre
cytokines : (IL-4, I1L-13, IL-31 et TNF-a). Le choix repose sur une analyse bibliographique de
plusieurs études montrant des différences des niveaux d’expression de ces cytokines
circulantes ou dans la peau, a I’échelle transcriptomique et/ou protéique, entre des chiens
atteints de DA et des chiens sains (10,18,55,57). Par ailleurs, ces cytokines constituent un choix
pertinent au regard de la physiopathologie de la maladie, impliquant la voie Th2 (IL-4, IL-13 et
IL-31), parfois associée a une voie TH1 (TNF-a notamment).

Afin de discriminer les individus sains des individu malades, les cytokines choisies doivent étre
au maximum spécifiques de la DA. Il parait difficile d’isoler des médiateurs inflammatoires
n‘intervenant que dans une maladie. Les cytokines choisies interviennent dans d’autres
maladies allergiques, auto-immunes, prurigineuses (IL-31), néoplasiques mais certaines
cytokines s’averent surexprimées davantage dans des conditions d’allergie. La quantité de
TARC (protéine) a été montrée, au sein d’une cohorte de 455 individus, significativement plus
augmentée dans le sang périphérique des individus atteints de DA que des individus sains ou
atteints d’asthme allergique. De plus I’évolution de la concentration du TARC était corrélée a
I’évolution de la DA sous traitement ciclosporine (119). Le TSLP (protéine) serait également
impliqué dans la physiopathologie de la DA, et significativement augmenté chez des individus
atteints. Cependant cette cytokine est aussi impliquée dans d’autres maladies allergiques,
néoplasiques par exemple (120). Cependant, ces différences n’ont été montrées qu’a I’échelle
protéique. Or, nous avons précédemment qu’il n’existait pas de corrélation entre ARNm et
protéines.
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L'autre difficulté dans notre étude reléve du peu de données bibliographiques quant a la
séquence des génes chez le chien. La conception des amorces se trouvent limitées par cet
aspect.

D’autre part, pour valider la méthode de quantification il est important de pouvoir établir des
gammes standards pour chaque gene afin de déterminer une efficacité de la réaction de PCR
et de quantifier correctement I'expression des genes selon la méthode de Pfaffl (98). Or ces
gammes standards ne peuvent étre établies que sur des échantillons qui expriment la cytokine
donc potentiellement des animaux atteints de DA. L’expression de ces cytokines n’étant pas
continue ni simultanée il devient délicat de choisir le bon prélevement a partir duquel établir
ces gammes. A cette difficulté s’ajoute celle de la quantité trés faible en acide nucléique
discutée plus haut limitant le réactions de PCR par échantillon.

C’est la raison pour laquelle, nous avons voulu développer un modéle in vitro de stimulation
des PBMC par du LPS pour simuler une réaction inflammatoire et mieux contréler la
production de cytokines et établir ces gammes. Malheureusement, cela n’a pas pu étre fait
pour I'lL31 que nous n’avons pas pu détecter dans ces conditions.

L’idéal est de réaliser plusieurs gammes pour chaque gene afin de calculer une efficacité de la
gPCR plus précise, moyenne des efficacités de chaque gamme. Cependant, il n’a été possible
de réaliser trois gammes que pour le TNF-a et le GAPDH, une gamme pour I'lL-4 et une gamme
pour I'lL-13. Des différences mineures d’efficacité se répercutent mathématiquement de
maniere significative sur le calcul des quantités et quantités relatives. En effet, chez un méme
chien et pour un CT identique de 22, la quantité relative de TNF-a par rapport a GAPDH est
d’environ 5,2.10°3 (Efficacité = 2,05) et celle d’IL-4 de 1,9.103 (Efficacité = 2,15). L’objectif de
I’étude n’est pas de comparer les expressions de deux genes entre eux mais de comparer les
expressions d’'un méme géne au sein de deux populations différentes. Pour un méme
protocole et un méme géne, |'efficacité devrait étre la méme. Cependant, on observe pour le
TNF-a et le GAPDH une variabilité au sein des 3 efficacités calculées via les 3 courbes standards
réalisées. En effet, on obtient une moyenne de 2,05 et I'intervalle de confiance a 95 % suivant
[1,74 ; 2,35] pour le GAPDH et une moyenne de 2,05 avec l'intervalle de confiance a 95 %
suivant [1,92 ; 2,19] pour le TNF-a. Or, I'on estime |'efficacité idéale d’une gPCR a une valeur
de 2, valeur d’ailleurs utilisée dans les méthodes simplifiées de calcul. Il serait donc intéressant
d’obtenir deux autres courbes standards pour les genes IL-4 et IL-13, afin de se rapprocher
d’une efficacité moyenne acceptable comprise entre 1,9 et 2,1. Ainsi, on retrouverait des
résultats proches des résultats que I'on obtiendrait avec la méthode « Delta-delta » (efficacité
de 2) et la comparaison des quantifications relatives entre la cohorte saine et la cohorte
atteinte de DA serait plus aisée.

Des amorces IL-22 et TSLP ont aussi été testées sans succes. Cet échec peut s’expliquer par le
fait que ces cytokines ne sont pas présentes ou parce que les amorces utilisées ne sont pas
adaptées. De plus, selon les études, les expressions de certaines cytokines, a I’échelle
transcriptomique ou protéique, s’averent étre parfois significativement augmentées, d’autre
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fois diminuées, ou non significativement différentes entre une cohorte d’individus sains et une
cohorte d’individus atteints de DA. C’est le cas notamment de I'lL-10 et de I'lFN-y (10, 18, 116,
121).
Les cytokines utilisées pour I'étude restent donc pertinentes d’un point de vue théorique,
bibliographique et pratique. En effet, elles sont impliquées dans le mécanisme
physiopathologique de la DA et leur présence dans le sang circulant et/ou localement dans la
peau a été montrée significativement différente entre des individus sains et des individus
atteints de DA, dans des cohortes de petites tailles. Enfin, nous avons pu valider notre
méthode avec uniquement ces cytokines compte tenu des difficultés explicitées plus haut.
Cependant, il serait opportun de rechercher un ensemble de cytokines des différentes voies :

- Th2:IL-4,IL-13, IL-22

- Th1:TNF-0, IFN-y

- Treg:IL-10

- IL-31, IL-33, IL-17, TSLP, TARC

La réalisation d’une étude reposant sur la quantification par RT-PCR nécessite également
I'utilisation de génes de ménage, génes dont |'expression doit étre identique dans tous les
échantillons analysés et non modifiée par les conditions de I'expérience ou de I'étude. Leur
utilisation minimise les variations intra et inter-PCR comme celles liées a la rétrotranscription.
De nombreuses critiques ont été faites sur leur utilisation au début des années 2000 et
notamment sur le GAPDH (112). Dans I’étude de Chimura et al. en 2011 cherchant a identifier
les meilleurs genes de ménage pour les RT-qPCR sur sang total de chien, le GAPDH n’est pas
présenté comme le gene de référence le plus stable que ce soit avec les techniques
statistiques GeNorm ®, Normfinder ® ou BestKeeper ® (113). Ces dernieres permettent de
calculer la variabilité transcriptionnelle du géne entre plusieurs échantillons et la corrélation
des niveaux de transcription par paires de genes de référence. lls justifient aussi
statistiquement l'intérét d’utiliser deux a trois genes de ménage (113). Cependant, nous
étions, au cours de I'étude, restreint en nombre de génes d’intérét car la quantité de matériel
génétique était limitée apres extraction. Il a donc été choisi de se limiter a un seul géne de
ménage. De plus, de tous les génes de ménage testés, seul le GAPDH a pu étre
expérimentalement validé. Il s’avére qu’au cours de nos manipulations, au sein de la cohorte
des 29 chiens sains de dermatite atopique, I'expression du GAPDH s’est avéré assez stable,
avec une quantité moyenne définie par :

Efficacitécapon ¢ (°APPH) de 2,5.10° + 5,8.10° c’est-a-dire I'intervalle de confiance a 95 %
suivant : [1,89.107; 3,05.10].
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b) Utilisation du protocole de PCR « One-Step »

Les échantillons sanguins prélevés sur les chiens atteints de DA sont réalisés sur sept mois.
Les huit échantillons sanguins prélevés sur un méme chien au cours de I'étude sont analysés
pour |’évaluation de I'expression des ARNm cytokiniques a la suite les uns des autres. Les
échantillons ont donc, lors de I'extraction, parfois été prélevés plusieurs mois auparavant. Le
matériel génétique, malgré la congélation, est, comme vu précédemment, altéré et donc en
plus faible quantité que dans un échantillon de sang récemment prélevé. L'extraction de
I’ARNm ne permettait pas d’obtenir une quantité suffisante de matériel génétique pour initier
une gPCR standard. Il a donc été décidé, dans I'optique d’utiliser ces échantillons de chiens
atteints de DA, d’utiliser un protocole de PCR dit « One-Step ». Son utilisation est nécessaire
dans notre cas mais apporte un biais dans I'analyse des données. En effet les quantités
relatives dépendent de I'efficacité de la qPCR pour un géne donné. Or, toutes les efficacités
de la qPCR « One-Step » sont conventionnellement approximés a 2 par la méthode « Delta-
delta ». Des gammes standards pourraient étre envisager en utilisant cette méthode sur des
échantillons cellulaires de PBMC stimulés.

4. Questionnements sur les résultats

a) Validité des résultats

Il a été décidé, lors de la comparaison des cohortes de chiens sains et de chiens atteints de
DA, de prendre en compte uniquement les échantillons des visites n°2 des chiens atteints, 15
jours apres initiation du traitement. Il aurait été plus pertinent d’utiliser les visites n°1, de pré-
inclusion, mais les manipulations de ces visites pourtant faites de maniéere systématique n’ont
pas pu étre menées jusqu’a la qPCR, en raison d’'un manque de matériel génétique dans
I’échantillon ou de I'absence de prélevement sanguin pour cette visite. Ainsi, il nous a paru
raisonnable de considérer que les quantités relatives des ARNm des cytokines inflammatoires
dans du sang de chien sous traitement immunomodulateur sont plus faibles que celles avant
traitement. Ainsi dans notre cas ou I’on observe une quantité d’ARNm codant pour I'IL-4 et IL-
13 significativement plus importante dans la cohorte de chiens atteints de DA (visite n°2) que
dans la cohorte saine, on suppose qu’il aurait été de méme pour les échantillons de la visite
n°l.

Il a été nécessaire d’utiliser la méthode « Delta-delta » pour le calcul des quantités relatives
des échantillons issus des chiens atteints de DA. Nous avons donc comparé des quantités
relatives calculées avec les efficacités issues des gammes pour la cohorte saine avec les
guantités relatives calculées a partir de I'efficacité idéale de la méthode « Delta-delta » pour
la cohorte des chiens atteints. Cependant, les tests statistiques ont également été réalisés sur
les quantités relatives, majorées, que I'on aurait obtenues pour la cohorte saine avec la

101



méthode « Delta-delta » et on observe alors toujours une différence significative entre les
deux cohortes pour les quantités d’ARNm codant pour I'lL-4 et IL-13.

Il aurait été idéal d’avoir deux cohortes de taille et caractéristiques proches pour comparer les
guantités relatives d’ARNm. Au vu des intervalles de confiance calculés, la dispersion des
résultats pour un gene au sein d’une cohorte est importante. Pour cela, augmenter le nombre
d’échantillons en augmentant le nombre d’individus dans chaque cohorte s’avererait
nécessaire afin d’obtenir une étude plus puissante et significative. En effet, la moyenne issue
de 29 valeurs est comparée statistiquement a la moyenne issue de 3 valeurs pour le TNF-a. Le
résultat aurait peut-étre été davantage significatif si la taille de I'échantillon était plus
importante.

b) Nos résultats et comparaison avec la littérature

On retrouve une expression hétérogene de I'lL-13 au sein de notre cohorte de chiens sains et
de notre cohorte de chiens atteints de DA. Cependant et malgré la dispersion des valeurs, il
semblerait que, la quantité relative d’ARNm codant pour I'lL-13 soit significativement plus
importante chez les chiens atteints de DA que chez les chiens sains. Ce résultat est cohérent
avec |'étude d’Esnault et al. (1996), dans laquelle les ARNm cytokiniques retrouvés dans les
PBMC y sont mesurées par RT-qPCR chez 12 chiens diagnostiqués d’une DA et 12 chiens sains
(52). Dans cette étude, I’expression de I'lL-4 est aussi significativement plus importante chez
les chiens atteints de DA que chez les chiens sains, ce que I'on retrouve dans le cadre de notre
étude. Par ailleurs, il ne retrouve pas de différence significative pour les cytokines de la voie
Th1 (IFN-y et IL-2) comme nous ne retrouvons pas de différence significative pour le TNF-a.
Dans I'étude de Majewska et al. (2016), des différences significatives des transcriptomes
sanguins, évalués par l'utilisation de micropuces a ARN, entre des animaux sains (n=8) et
atteints de DA (n=20) sont retrouvés pour le TNF-a et pour I'lL-13 mais pas pour I'lIL-4 (10).
Dans I'étude de Nuttall et al. (2002), les niveaux d’expression cutanée des ARNm de TNF-a et
IL-4 sont significativement plus importants chez le chien atteint de DA que le chien sain (51).
Les résultats retrouvés au cours de notre étude semblent en adéquation avec ce qui est
retrouvé dans d’autres études et également avec la physiopathologie de la maladie. Les
cytokines de la voie Th2 semblent plus exprimés chez les chiens atteints de DA.

Il est difficile d’expliquer pourquoi nous avons retrouvé du TNF-a chez I'intégralité des chiens
de la cohorte saine et chez seulement 33 % des chiens de la cohorte de chiens de DA analysés.
Comme nous |'avons indiqué dans la premiere partie de ce manuscrit, il s’agit d’'une balance
entre plusieurs voies immunologiques, plusieurs LTh. Il n’y a pas d’incompatibilité entre ces
voies, mais la voie Th2 inhiberait théoriquement la voie Th1l. Il est possible qu’au sein de notre
cohorte de chiens atteints de DA, la surexpression de cette voie Th2, observée au travers des
guantités relatives d’ARNm codant pour IL-4 et IL-13 significativement augmentées, soit a
I'origine de I'absence d’expression de cette voie Th1 chez une majorité des chiens analysés.
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Nous n’avons pas mis en évidence I'expression d’IL-31 que ce soit chez nos chiens sains ou nos
chiens atteints de DA. La premiére explication serait un défaut d’amorce. Cependant, lors de
la réalisation de nos gammes, de '’ARNm codant pour I'lL-31 a pu étre isolé et confirmé
notamment par I'examen de la courbe de fusion et séquencage, ce qui remet en question
cette premiere hypothése.

Il est également possible que les concentrations en ARNm codant pour I'lL-31 soient minimes
dans nos échantillons et que celles-ci passent sous les seuils de détection de la RT-qPCR suite
a la congélation et la conservation sur plusieurs mois.

Enfin il est aussi possible que I'lL-31 soit essentiellement produite localement dans la peau
avec peu de diffusion sanguine et que les ARNm ne soient alors pas détectables dans cet
échantillon biologique. Cependant I'étude de Koury et al. (2019) met en évidence une
différence significative du niveau d’IL-31 (protéique) sérique entre les chiens atteints de DA et
les chiens sains (117). La méta-analyse de Lu et al. (2018) met en évidence des résultats
similaires (57). De I'lL-31 serait donc bien présent dans le sang, ce qui laisse penser que les
ARNm codant pour I'lL-31 aussi.

Il serait nécessaire de renouveler les cultures de PBMC in vitro pour de nouveau réaliser une
gamme pour I'lL-31. Il s’agira en suite d’analyser des échantillons récents de chiens atteints
de DA, en visite n°1 avant toute initiation du traitement.
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CONCLUSION

La dermatite atopique canine est proche, d’un point de vue physiopathologique et clinique,
de I'eczéma atopique chez I'Homme. Elle repose, en premier lieu, sur une anomalie de la
barriére cutanée, mise en évidence par une perte insensible en eau, et, secondairement, sur
une exposition anormale aux allergénes de I'environnement. Les voies immunologiques
mises en jeu sont nombreuses avec divers effecteurs cellulaires dont les LTh2, majoritaires,
LTh1, LTh17, LTh22, LT CD8" et granulocytes.

Le diagnostic de la dermatite atopique demeure un diagnostic d’exclusion. Il est nécessaire
pour le clinicien de mener une démarche rigoureuse, reposant sur l'anamnese et
I'observation des lésions, ainsi que sur l'exclusion d’autres causes de prurit chronique
primaires ou secondaires a la dermatose allergique au moyen d’examens complémentaires
ciblés. A la suite du diagnostic, des traitements divers dont des immunomodulateurs
peuvent étre mis en place selon la sévérité des lésions. Il est important d'impliquer le
propriétaire qui doit comprendre qu’il s'agit d’un traitement contraignant durant toute la vie
de I'animal. L'observance et I'adhésion au traitement sont essentielles.

Le suivi clinique de |'animal s’avére étre important et repose sur la détermination par le
clinicien de scores lésionnels (CADESI-04, CADLI) et par le propriétaire des scores de prurit
(pVAS, VNS). Dans le cadre d'un essai clinique en cours visant a comparer deux
thérapeutiques, nous avons souhaité identifier des biomarqueurs sanguins de I'efficacité des
traitements. A ce titre, nous avons identifié quatre cytokines (IL-4, IL-13, IL-31, TNF-a) et
développé une méthode de quantification des ARN messagers par PCR quantitative. Afin
d’exploiter les animaux atteints de dermatite atopique recrutés, nous avons recruté une
cohorte de 29 chiens sains en vue de caractériser un profil d’expression des cytokines. Ce
travail décrit la mise en place de la méthode, les difficultés rencontrées et les principaux
résultats. L'étude nécessite d’étre poursuivie afin d’atteindre un nombre suffisant
d’individus et de comparer une cohorte saine avec une cohorte atteinte de dermatite
atopique.
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IDENTIFICATION DE MARQUEURS CYTOKINIQUES D’INTERET PAR RT-QPCR
CHEZ LE CHIEN ATTEINT DE DERMATITE ATOPIQUE
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Résumé

La dermatite atopique canine est une maladie inflammatoire cutanée a la physiopathologie complexe, au
diagnostic et a la prise en charge difficile. En effet, la fréquence des suivis, I'apparition de complications, la
nécessité d’une observance rigoureuse avec des soins contraignants parfois quotidiens en font une maladie
complexe a controler. Les méthode de suivi reposent en pratique sur I'amélioration des signes cliniques c’est-a-
dire des lésions cutanées et du prurit, principal symptome altérant le bien-étre de I'animal. Peu d’études
cherchent a évaluer I'existence de biomarqueurs de la sévérité de la maladie dont I’évaluation pourrait aider au
suivi.

Nous nous sommes intéressés a la recherche de biomarqueurs sanguins au sein d’un groupe de cytokines pré-
choisies au regard de la physiopathologie de la maladie : TNF-a, IL-4, IL-13, IL-31. Cette recherche repose sur
I’extraction d’ARNm au sein d’échantillons sanguins, de leur rétrotranscription suivie d’'une PCR quantitative en
temps réel (RT-gPCR), et ce dans une cohorte de chiens atteint de dermatite atopique et dans une cohorte de
chiens sains.

L’étude prospective multicentrique a permis de comparer les profils de 12 chiens atteints de dermatite atopique
aux profils de 29 chiens sains. Les ARNm codant pour I'lL-4 et I'IL-13 sont significativement plus présents dans le
sang des chiens atteints de dermatite atopique que dans le sang des chiens sains. Aucune différence significative
n’est retrouvée dans le cas du TNF-a. L’IL-31 n’a pas pu étre isolé au cours de I'étude.
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