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Introduction

1. L’anaphylaxie
1.1. Définition

Le terme anaphylaxie vient des mots grecs ana- qui signifie "contre" et phylaxis qui signifie
"protection". Ce mot a été créé¢ par Charles Robert Richet et par Paul Portier en 1902, qui ont
recu le prix Nobel de médecine et de physiologie, en décrivant un ensemble de symptomes a
l'opposé de l'immunité. En 2014 le Consensus International (ICON) définit I’anaphylaxie
comme une réaction allergique ou d’hypersensibilité grave, généralisée ou systémique, et
pouvant engager le pronostic vital du patient. La définition de la réaction d’hypersensibilité est
essentiellement clinique, elle est déterminée par la survenue de symptdmes importants suite a
I’ingestion d’une substance a une dose normalement acceptée, tolérée par les sujets sains.
Cependant, en pratique, il est souvent difficile de déterminer les manifestations essentielles de
cette réaction d'hypersensibilité systémique car ces réactions ont des mécanismes et des
présentations cliniques variés. L’allergie est synonyme d’une activation anormale du systeme
immunitaire vis-a-vis d’un antigéne, appelé alors «allergene». Malgré un suivi
épidémiologique étroit et une bonne connaissance des caractéristiques cliniques, les
mécanismes immunologiques sous-jacents a ces réactions demeurent partiellement incompris

et méritent d’étre mieux documentés. (1)(2)(3)

1.2. Mécanismes des réactions anaphylactiques

1.2.1. Classification des hypersensibilités

Les réactions d’hypersensibilité sont classées selon le mécanisme sous-jacent : immunologique,
non immunologique et idiopathique. La pathogenese de I'anaphylaxie implique le plus souvent
un mécanisme immunologique dans lequel les immunoglobulines de type E (IgE) sont
centrales. Plus rarement, elle peut aussi étre de nature non immunologique ou étre déclenchée
sans cause connue, on parle alors d’anaphylaxie idiopathique. Les différentes causes qui seront

abordées sont récapitulées dans le schéma ci-dessous(1) :
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Classification des différents mécanismes des réactions allergiques possibles

(Anaphylaxis, F. Estelle)

Dans les années 1960 Gell et Coombs ont divisé¢ les réactions immunologiques en quatre

catégories (4) (tableau 1) :

e L’hypersensibilit¢ de type I (apparition immédiate) est médié¢e par les IgE et les
mastocytes et/ou les basophiles.

e [’hypersensibilité de type II (apparition retardée) est causée par la destruction cellulaire
induite par les anticorps, généralement d’isotype IgG.

e L’hypersensibilit¢ de type III (apparition retardée) est dii au dépot de complexes
immuns a IgG pouvant induire 1’activation du complément.

e [’hypersensibilité de type IV (apparition retardée) est médiée par les lymphocytes T.
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Tableau 1. Classification des réactions d’hypersensibilité selon Gell et Coombs (4)

Typel Type ll Type 1l Type IV
Nature de . . . . Antigéne
s Antigéne soluble Antigéne cellulaire Antigéne soluble X
I'antigéne soluble/cellulaire
Anticorps cytotoxiques X
Effecteurs IgE ps cyt B Complexes immuns Cellules
(G, IgM)
Délai Immédiat : quelques e - , .
, . . N Intermédiaire : quelques | Intermédiaire : quelques | Retardée : quelques jours
d'apparition des minutes a quelques N X
) . heures heures (48 heures a 3 semaines)
signes cliniques heures
Cellules X Cellules phagocytaires i Lymphocytes Th1, Th2
o Mastocytes et basophiles PRSROSY ! Cellules phagocytaires ymphocyt o
impliquées cellules NK macrophages
Médiateurs Histamine, leucotriénes... | Anticorps et complément Complément Cytokines
Plaquettes - /G .
G Allergéne ¥ %S Complément 55 Complément X '/.-\ > Cytotoxicité
&3 gt spicifioue Sy o s - Polynuciéaire -
Mastocyte ‘/‘15\\ B speciia sedels S z Cottes Nk QA (B8) neutrophie 3_Cytokines (TNFa, INFy)
{o%ot— cellechlée” —¥° l:.s {ADCC) Sovy | xeX Complexes @
"1/0\& » Dégranulation A Récept Cellules )i°'( immuns apags #
Récepteur Fe endothéliales Les cellules sensibilisées
Anticorps dirigés contre Dépdts de complexes par I'antigéne relarguent
Mécanisme |Liaison des IgE par le FceRI un auto-antigéne de immuns sur les tissus. des cytokines pro-
des mastocytes. Liaison surface cellulaire. Dommages tissulaires liés inflammatoire qui
de I'allergéne par deux IgE| Lyse des cellules ciblées a l'activation du recrutent et activent
induisant I'agrégation des | par les cellules NK (ADCC) complément et au les macrophages (Mo).
IgE provoquant la et I'activation du recrutement de cellules |Cytotoxicité directe des LT
libération des médiateurs. compément (CDC). phagocytaires. CD8+ activés.
Maladie sérique,
Rhinite allergique, asthme Cytopénies auto- vascularites nécrosantes, Eczéma allergique de
Exemples allergique, dermatite immunes, réactions glomérulonéphrites contact, diabéte de type
atopique transfusionnelles imunoallergiques et post- 1, rejet de greffe
infectieuses, lupus

1.2.2. Hypersensibilité immunologique IgE médiée

Les réactions d’hypersensibilité qui sont dépendantes des IgE se déroulent en deux
phases. Une premiere phase dite initiale est cliniquement silencieuse. Elle conduira a la
sensibilisation par ’allergene puis par la formation des IgE qui lui sont spécifiques. La seconde

phase se déclenche lorsqu’il y a une réexposition ou réintroduction de 1’allergéne.

Dans la phase de sensibilisation, 1’allergéne est internalis¢ par les cellules
professionnelles présentatrices d’antigene (CPA), notamment les cellules dendritiques (DC)
situées au site d’exposition. Ces cellules ont un role essentiel au cours de cette phase de
sensibilisation en permettant le relais entre I’immunité innée et I’immunité adaptative, et leur
implication a déja été mise en évidence au cours de I’allergie immédiate. (5) Leur fonction
principale est la présentation des antigénes. Par un processus d’internalisation qu’est la
phagocytose, elles dégradent et digerent I’antigéne puis le présente via le complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) aux lymphocytes T (LT) naifs afin de les stimuler et de les orienter

vers une réponse spécifique. Les DC existent sous deux états ; d’abord immatures puis matures.
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Elles assurent la surveillance des tissus périphériques vis-a-vis des substances étrangeres grace
a leur grande capacité d’internalisation des antigénes sous un ¢état immature. A ’état mature,
les DC acquicrent des capacités de migration vers les organes lymphoides secondaires ou se

déroulent la présentation antigénique.

Lors de la premiére exposition a un allergéne, celui-ci peut étre reconnu et internalisé par les
DC via des mécanismes d’endocytose, de phagocytose ou de macropinocytose. Les DC ont
besoin d’étre exposées a un signal de danger, tel qu’un médiateur pro-inflammatoire ou un
ligand des Pattern Recognition Receptors (PRR) pour atteindre un stade mature complet. Les
PRR permettent la reconnaissance des composés produits par les agents infectieux, on parle
alors de pathogen-associated molecular pattern (PAMP), ou des molécules issues de
dommages cellulaires appelées damage-associated molecular pattern (DAMP). Une fois
actives et matures, les DCs produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-12, I’IL-
6 et le TNF-a. A 1’état mature elles perdent leur capacité a répondre a la chimiokine CCL20 qui
leur permettait de les retenir sur le site inflammatoire et expriment alors a leur surface des
récepteurs de chimiokines différents tels que CCR7 et CXCR4 leur permettant de répondre
respectivement au gradient de chimiokines CCL19/21 et CXCL12 pour migrer vers la zone T
des organes lymphoides secondaires (6)(7). Elles digérent alors les antigénes internalisés en
multiples peptides qui s’associent aux molécules du CMH II (dans le cas d’un allergene) et sont
présentés a la surface de la cellule formant ainsi le complexe CMH-II-peptide, on parle alors

d’apprétement de 1’antigéne.

Une fois que les DC ont migré dans les organes lymphoides secondaires drainant le site

d’exposition, il se passe deux phénoménes concomitants.

Le premier consiste au fait que les LT CD4+ naifs spécifiques présents dans I’organe lymphoide
secondaire reconnaissent par leur récepteur TCR et par la molécule CD4 le complexe CMH-II-
peptide présenté a la membrane des DC, cette étape consiste en un premier signal de stimulation
(signal 1). Les DC matures vont exprimer des molécules de costimulation CD80/86 et le CD40,
qui interagissent respectivement avec le CD28 et le CD40L sur les LT, ce second signal est
essentiel pour activer les LT (signal 2). Suite a cette coopération DC-LT, les DC secretent des
cytokines constituant un troisieme signal (signal 3) permettant la prolifération et la polarisation
des LT CD4+ naifs. La production de I'IL-4 est la cytokine essentielle pour orienter la
différenciation des LT CD4+ en LT auxiliaires Th2 dans I’allergie (IgE-dépendante).
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Figure 1. Mécanismes d’activation directe ou indirecte des cellules dendritiques par les
molécules allergisantes. Les molécules allergisantes peuvent avoir un effet sur les cellules, tel
qu’un stress, entrainant la libération de DAMP qui agissent comme des seconds messagers
pouvant conduire a I’activation des DC d’une manicre indirecte. Le tableau en bas a gauche
résume les modifications phénotypiques de la DC immature a mature leur permettant d’activer
les LT. DAMP : damage-associated molecular pattern, PAMP : pathogen-associated
molecular pattern, PRR : pattern recognition receptor, LT : Lymphocyte T, DC : cellule
dendritique. (2)

Le second consiste au fait que 1’allergéne peut étre directement reconnu par les lymphocytes B
(LB), cellules qui sont aussi douées de phagocytose. Elles reconnaissent I’allergene
spécifiquement via leur récepteur des cellules B (BCR) puis il est apprété et présenté par le
CMH-II aux lymphocytes Th2 spécifiques activés. S’ensuit alors une coopération LT-LB,
consolidée par I’interaction entre le CD40L des LT et le CD40 des LB et par la sécrétion
d’interleukines : IL-4, IL-5 et IL-13 par les lymphocytes Th2 (2). Cela permet aux LB de se
différencier en plasmocytes, c’est-a-dire en cellules sécrétrices d’IgE spécifiques de 1’allergéne.
Les IgE sécrétées se fixent sur les récepteurs de haute affinité (FceRI) via leur fragment Fc
présents a la surface des mastocytes tissulaires et des basophiles sanguins. Une fois fixées, les
IgE ont une durée de vie plus longue de plusieurs mois voire plusieurs années a la surface des

cellules. Tandis que sous forme libre dans le sang circulant, leur demi-vie est de quelques jours,
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cela explique en partie le fait que leur concentration sérique soit faible comparée a celle des

autres immunoglobulines (100 000 fois moins que les IgG). (8)

La phase effectrice est déclenchée s’il y un nouveau contact ou une nouvelle

introduction de ’allergéne.

Cette phase se divise en deux parties : la phase immédiate et la phase tardive. Les
épitopes de 1’allergeéne seront reconnus par les parties variables des IgE directement liés aux
mastocytes et/ou basophiles. L’allergéne doit étre reconnu par au moins deux IgE spécifiques
et de sorte a ce qu’il puisse ensuite former des ponts entre plusieurs IgE permettant ainsi
I’agrégation des FceRI. Une cascade de signalisation intracellulaire se déclenche alors
aboutissant en quelques minutes a la libération des médiateurs préformés intracellulaires,
comme [’histamine ainsi que des protéases neutres, dont la tryptase, et divers facteurs
chimiotactiques. Suivant les territoires touchés I’action de I’histamine ne sera pas la méme. Elle
peut entrainer une relaxation des cellules musculaires lisses associée a une augmentation de la
perméabilité vasculaire ou alors elle induit une contraction des muscles lisses responsable alors
de la bronchoconstriction et des signes digestifs. De nombreux médiateurs sont aussi impliqués
dans la genc¢se des manifestations allergiques, telle que la cascade du complément, la
coagulation et le systéme kallicréine-kinine participant a la vasodilatation et a I’augmentation
de la perméabilité vasculaire. (9) D’autres médiateurs tels que les prostaglandines D2 produites
par les mastocytes et la production de leucotrienes (LTC4, LTD4, LTE4) ont pour effet

d’entretenir I’inflammation et de prolonger dans le temps la symptomatologie.

Figure 2 : Mécanisme générale de I’hypersensibilité de type I. La premiére phase a lieu lors
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de la premicre rencontre avec I’allergene : elle aboutit a la production d’IgE spécifiques de cet
allergene. Ces immunoglobulines se fixent alors sur les récepteurs FceRI présents a la surface
des mastocytes ou des basophiles. Lors de la deuxiéme phase, au second contact, 1’allergene est
directement reconnu par les IgE, il y alors pontage de deux IgE, entrainant la dégranulation

libérant 1’histamine par exemple.
1.2.3. Hypersensibilité immunologique non IgE

Comme évoqué précédemment, des voies indépendantes des IgE peuvent aussi étre a 1’origine
des réactions anaphylactiques. Il a notamment été démontré dans des modeles murins
d’anaphylaxie que les IgG et le facteur d’activation plaquettaire (PAF) peuvent jouer un rdle
majeur (10). Chez des souris dépourvues de mastocytes, de récepteurs aux IgE (FceRI) ou d'IgE,
il a été mis en évidence 1'existence d'une autre voie dite « alternative » qui ne dépend pas des
IgE. Ces études ont montré que le récepteur FceRlIa est nécessaire pour la voie classique. Les
récepteurs aux IgG (FcyRII et IIT) présents a la surface des neutrophiles ou des macrophages en
revanche eux sont nécessaire pour activer la voie alternative. (11)(12)(13) Le PAF serait un
médiateur essentiel dans cette voie alternative, notamment pour I’induction de la
bronchoconstriction, de la vasoconstriction coronarienne, de 1’agrégation plaquettaire, du
recrutement et de I’activation des polynucléaires neutrophiles. (14) Grace a un modele de souris
humanisées il a été¢ mis en évidence que le role des plaquettes était indispensable pour ce type
d’anaphylaxie I[gG-médié. Ce mécanisme « alternatif » (dépendant des IgG et des neutrophiles)
pourrait en partie expliquer les anaphylaxies indépendantes des IgE. Il est aussi envisagé qu’il
contribue a la gravité des chocs anaphylactiques induits par le mécanisme dit « classique ».
(15)(16) Le complément peut aussi intervenir en présence d’IgG qui vont former des complexes
immuns, mais aussi en l'absence d'IgG, comme cela peut étre le cas lors d'administration de
sulfate de protamine utilis¢ comme antidote chez les patients en surdosage d’héparine. La voie
du complément peut étre activé par les médicaments solubilisés dans des liposomes
thérapeutiques ou par des excipients a base de lipides qui peuvent former de grosses micelles
avec les lipides sériques et le cholestérol. Cela entraine alors la libération de C3a, C5a et C5b-
9, qui déclenchent a leur tour l'activation des mastocytes et des basophiles via leurs récepteurs

spécifiques, entrainant une dégranulation et une libération de médiateurs. (10)(17)(16)

Les différents mécanismes des voies IgE médiés (dites « classiques ») et non IgE médié (dites

« alternatives ») sont représentés dans la figure 3 ci-dessous.
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Figure 3 : Les différentes voies immunologiques pouvant conduire a une anaphylaxie (10).
La voie classique réticule les IgE liées au FceRI des mastocytes permettant la libération
d'histamine et de PAF. Pour la voie alternative, des complexes avec I'lgG réticulent les FcyRIII
des macrophages (ou des neutrophiles via FcyRIIa), stimulant la libération de PAF. Le PAF et
I'histamine provoquent les symptdmes de l'anaphylaxie principalement en induisant une
contraction des muscles lisses et une augmentation de la perméabilité¢ vasculaire. Les stimuli
qui induisent l'activation des mastocytes et des macrophages sont médiés par des récepteurs
(indiqués en vert sur le schéma), et les récepteurs indiqués en rouge, eux peuvent supprimer

l'activation des mastocytes et des macrophages.
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1.2.4. Hypersensibilité non immunologique.

Des mécanismes non immunologiques peuvent également provoquer une symptomatologie
similaire aux réactions IgE-dépendantes. Ils correspondent & une réponse anormalement
excessive vis-a-vis d’une substance étrangére amenant a la dégranulation des mastocytes mais
dont le mécanisme n’est pas déclenché par la reconnaissance de I’allergeéne par les cellules du
systtme immunitaire. Ces mécanismes correspondent principalement a un des effets
pharmacologiques du médicament incriminé. C’est le cas par exemple, des réactions
anaphylactiques provoquées par la libération de leucotriénes secondaire a 1’inhibition de la
cyclooxygénase par les AINS et I’aspirine. Elles comprennent aussi des facteurs physiques (par
exemple l'exercice ou le froid) et des agents iatrogenes (y compris les milieux de radio-contraste

et les dérivés opioides) qui peuvent stimuler la dégranulation directe des mastocytes. (18)(19)

Il a également ét¢ montré sur un modéle murin que certains bloqueurs neuromusculaires
pouvaient activer la dégranulation des mastocytes par I’activation d’un récepteur membranaire :
le MrgprB2, I'orthologue du récepteur couplé a la protéine G (GPCR) humain, le Mas-related
G-protein-coupled receptor member X2 soit le MrgprX2. Lorsque les souris n’expriment pas le
récepteur MrgprB2 cela entraine une diminution de la libération d'histamine, de I'inflammation
et de la contraction des voies respiratoires, mettant ainsi en évidence un rdle potentiel du
MrgprX2 dans I’allergie. Il est donc 1égitime de se demander si certains facteurs prédisposent

les individus a ce type d’anaphylaxie, cela nécessiterait davantage de recherche. (20) (21)

Il existe aussi des troubles mastocytaires primaires ou les mastocytes peuvent libérer leurs
granules riches en histamine et tryptase a la fois indépendamment et en réponse a des allergénes
tels que les aliments et les médicaments entrainant des manifestations cliniques non spécifiques.
Ces signes cliniques peuvent se manifester par exemple par une hypotension, une congestion
nasale, un prurit, des maux de téte, une diarrhée, une urticaire ou encore un gonflement de la
gorge mais ce sont les grandes quantités dans le sérum de tryptase qui vont permettre de
diagnostiquer un trouble mastocytaire. (22). Plus de 90 % des patients atteints de mastocytose
présentent une mutation somatique a gain de fonction dans la tyrosine kinase du récepteur KIT,
récepteur aux facteurs de croissance, qui entraine une augmentation de la survie et de la
prolifération cellulaire des mastocytes néoplasiques. Dans des conditions physiologiques
normales, les mastocytes sont fortement régulés par la disponibilité du ligand de KIT. Dans des
conditions pathologiques, la prolifération incontrolée et la survie accrue des mastocytes peuvent

contribuer a la pathogenese de la maladie (23).

18



Les différents mécanismes, immunologiques et non immunologiques, a 1’origine de la

dégranulation des mastocytes sont présentés dans la figure 4.

Figure 4 : Les différents mécanismes pouvant entrainer la dégranulation des

mastocytes(24). CIC : complexe immun circulant

1.2.5. Hypersensibilité idiopathique.

On diagnostique une anaphylaxie idiopathique lorsque les tests cutanés aux allergenes sont
négatifs, que les quantités d'IgE mesurées sont négatives ou indétectables pour des allergénes
courants et qu’un historique précis des expositions et des événements antérieurs ne donne aucun
indice sur les déclencheurs potentiels. Il est a envisager toutefois, la possibilité d'un déclencheur
non reconnu auparavant. La sensibilisation a un nouveau déclencheur peut étre identifiée par
I'historique de I'événement et ensuite confirmée par des tests objectifs. Ceux-ci peuvent inclure
des tests cutanés du patient et de témoins avec des extraits l'allergéne suspecté ou le

développement d'ELISA personnalisés et d'autres tests in vitro, y compris I'électrophorése sur

19



gel et I'immunoblotting d'IgE, pour 1'identification d'IgE spécifiques a 1'allergene suspecté. (25)
(26)

1.3. Diagnostic de ’anaphylaxie

1.3.1. Symptomes et signes cliniques de I’anaphylaxie

Les réactions anaphylactiques, méme en étant rares, constituent un probléme de santé publique

car elles sont imprévisibles et leur évolution, souvent rapide, est peut-étre fatale.

Les manifestations de I’anaphylaxie sont variables et non spécifiques, de ce fait, différents
organes peuvent étre ciblés par les médiateurs libérés au moment de la réaction (27)(4). La
gravité et la symptomatologie varient d’un individu a I’autre et peut inclure de fagcon aspécifique
des symptomes cutanés, respiratoires, gastro-intestinaux, neurologiques et vasculaires. (28)(25)
Le diagnostic de 1’anaphylaxie est basé¢ uniquement sur des manifestations cliniques ce qui
nécessite une reconnaissance rapide. Actuellement, il n'existe pas de biomarqueurs permettant
de prédire I'anaphylaxie sévére, bien qu’il ait été suggéré I'utilisation du test d'activation des
basophiles (BAT) (29). Cependant, cette découverte n’a pas été validée et, a ce jour, le test
d’activation des basophiles est limité par la nécessité de disposer de sang frais. De plus, 10 a
15 % des patients ont des résultats ininterprétables en raison de basophiles qui ne réagissent pas

aux stimuli induits par les IgE. (29) (30)

Des caractéristiques ont été établies afin de repérer les premiers signes d’une anaphylaxie dont
le premier critére repose sur l'apparition trés rapide de symptomes cutanés comme la formation
d’une urticaire se traduisant par un prurit et un rash cutanée ou muqueux (formation de plaques
rouges), ou de I’apparition d’un angioedéme (figure 5), avec une difficulté¢ de ventilation ou
des signes d'hypotension artérielle voire une absence de pouls (28) (25) (31). Le plus
fréquemment (94%) on retrouve des signes cutanéo-muqueux touchant le cou, la face, le thorax
et se généralisant. Les signes respiratoires sont présents dans 40% des cas. Ils sont dus a une
infiltration cedémateuse de la muqueuse, a cela s’ajoute une bronchoconstriction du muscle lisse
pouvant toucher différents niveaux du tractus respiratoire. Une atteinte des voies aériennes se
manifeste par un cedéme de la langue, une rhinorrhée, une obstruction nasale, une toux seche
puis une dyspnée qui peut évoluer en bronchospasme. Il existe aussi des signes cardiaques se
manifestant initialement par une hypotension associée a une tachycardie, évoluant ensuite

rapidement vers une arythmie sévere et un collapsus cardio-vasculaire en 1’absence de prise en
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charge adaptée (32). Il est possible de voir apparaitre une bradycardie en cas d’hypovolémie
extréme. Lorsqu’un traitement adapté est rapidement mis en place, administration d’adrénaline
dans les cas les plus graves ou d’anti-histaminiques dans les cas peu séveres, 1’évolution est le
plus souvent favorable en une dizaines de minutes (32). Comme nous venons de le décrire
précédemment, les réactions anaphylactiques sont des événements graves pouvant conduire

jusqu’au déces du patient.

Figure 5 : Exemple de manifestations cliniques de 1'anaphylaxie. (A) Angioedéme de la
langue et de l'oropharynx. (B) Lésions urticariennes discreétes chez un patient présentant une
réaction allergique aigué. (C) Urticaire coalescente et érythéme diffus chez un patient

présentant une réaction allergique systémique sévere.
1.3.2. Tests de détection des allergies :

Il est important de pouvoir identifier la cause de I’induction d’une anaphylaxie et de mettre en
place un processus d’évitement de 1’allergene incriminé. Chez certains patients le diagnostic
clinique d'anaphylaxie aiglie peut étre confirmé par un test sanguin, par exemple une
augmentation du taux d'histamine plasmatique ou du taux de tryptase totale en comparaison
avec les niveaux basals obtenus aprés 1’épisode aigu. Ces tests ne sont malheureusement pas
spécifiques de 1’élément déclencheur de l'anaphylaxie. Pour confirmer la présence d’un
déclencheur potentiel d'un épisode anaphylactique d’autres tests décrits ci-dessous sont

disponibles :

- Tests cutanés :
0 Prick test : percutané. Le médecin applique sur la peau de ’avant-bras une

goutte qui contient I’allergene, il pique ensuite la peau a 1’aide d’une aiguille a
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travers la goutte. Les cellules présentes dans I’épiderme entrent ainsi en contact
avec ’allergene. Pour qu’un test cutané soit considéré comme positif, il faut que
sur la peau, au contact de 1’allergéne il y ait la formation d’une papule
(gonflement de la peau et rougeur) de 3mm de diamétre plus large que celle du
contrdle négatif (solution saline, NaCl), le contrdle positif sera I’histamine. (33)
(34)

IDR : injection intra-dermique de 1’allergéne de fagon stérile. Ce test permet une
exploration des réactions IgE-médiées ou lymphocytes T-médiées. Il est souvent
utilisé pour vérifier les allergies aux hyménopteres et aux médicaments. Le
produit suspecté de contenir 1’allergéne est dilué, on réalise une injection en
intradermique d’une papule d’environ 4mm sur ’avant-bras. La lecture peut se
faire 20 minutes apres, 72 heures apres voire méme 7 jours aprés. On considere
que le test est positif si la taille de la papule est de plus de 4 mm. Un trés bon

exemple de ce test est le test a la tuberculine.

Patch test : épicutané. Ce test est utilisé pour détecter les allergies de contact. 1l
permet de mettre en évidence une hypersensibilité a certaines substances qui
entrent en contact avec la peau ou les muqueuses. Des pansements imbibés des
allergenes sont appliqués sur la peau pendant 48h, si la personne est allergique
la peau réagira par la formation d’eczéma, de papules érythémateuses, de
vésicules ou d’ampoules. Ces tests sont effectués sur le dos et sont indolores.
Ce test permet de détecter les allergeénes présents dans les médicaments, les
cosmétiques, les colorants, les parfums ou encore les conservateurs. Il est peu

utilisé en dehors de ces indications car il génére beaucoup de faux positifs (35).
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Figure 6 : Résumé des 3 tests cutanés possibles et leur mode d’action : patch-test, IDR,
prick-test.
(Cours du Dr Bellange Laure)

- Dosage d’IgE dans le sérum : par un ELISA quantitatif ou néphélémétrie ou technique

ImmunoCAP (cf. infra)

0 IgE totales : L’augmentation des IgE totales (> 150 kUI/I, unité internationale par
litre,  UI=2.4ng) n’est pas spécifique d’une réaction allergique. Il est recommandé
de chercher a identifier les IgE spécifiques, cela permet aussi de détecter les

éventuelles réactions croisées.

0 IgE spécifiques : pour détecter la présence d’IgE spécifiques on réalise la plupart
du temps un ELISA couplé a de la fluorométrie tel que le permet la technique
ImmunoCAP, proposé par ThermoFisher ®, qui a aujourd’hui la plus grande part du
marché mondiale, méme si d’autres fabricants avec des techniques différentes
commencent a émerger. L’allergéne (en jaune dans la figure 7) est fixé sur une
mousse de cellulose greffée au fond d’un puits en plastique. On incube ensuite le
sérum de patients a tester. Les anticorps spécifiques vont se fixer aux antigenes. Un
lavage des puits est nécessaire pour enlever les anticorps non fixés. La premicre

étape va permettre la liaison de 1'allergéne et des IgE spécifiques présentes dans le
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sérum du patient. Dans la seconde étape, 1'I[gE spécifique est détectée par un second
anticorps anti-IgE (en bleu) conjugué a 1’enzyme beta-galactosidase (en rouge).
Cette enzyme catalyse la transformation d'un substrat (4-methylumbelliferyl B-D-
glucopyranoside) en un produit spécifique (4-methylumbelliferone) fluorescent.
L'intensité de fluorescence dépend de la concentration du produit et est corrélée avec
la quantité d’IgE liées a I'allergéne. Cette corrélation est établie a partir d'une courbe

standard avec un minimum de 6 points de concentration (figure 7) (36).

Figure 7 : Technique InmunoCAP (ThermoFisher ®) pour la détection d'IgE

spécifiques dans les sérums de patients allergiques (37)

- Tests de provocation avec ’allergéne médicamenteux ou alimentaire

Il n’est pas recommandé de faire des tests de provocation en raison du risque élevé d'induire
une anaphylaxie chez les patients ayant des antécédents assez ¢loquents d'anaphylaxie a un
aliment spécifique ou & un médicament en plus des preuves de sensibilisation. Les patients pour
qui les antécédents sont ambigus et ou la sensibilisation est faible ou modérée sont plus enclin
a bénéficier d’un test de provocation progressif sous la surveillance d'un médecin. La dose
initiale, 'augmentation de la dose et les intervalles entre les doses sont déterminés en fonction
de l'expérience et des antécédents du patient. Un test positif permet de mettre en place
I’évitement de I'aliment ou du médicament incriminé. Un test négatif permet d'introduire ou de

réintroduire I'aliment en question dans le régime alimentaire du patient (38) (26).
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- Tests d’activation cellulaires

Ces tests se font in vitro sur du sang de patient et ne présentent donc aucun risque de réponse
allergique chez le patient. Ces tests ont une meilleure spécificité par rapport aux tests

sérologiques conventionnels.

O Des basophiles (BAT) :

Le principe est de mesurer le niveau d’activation des basophiles au contact des allergénes
suspectés en cytométrie en flux, par exemple par la technique commerciale de Flow Cast ®. La
premicére étape du test consiste a stimuler la fraction de sang totale prélevé chez le patient avec
des allergenes spécifiques ainsi que des controles de stimulation. L'échantillon est marqué a
l'aide de deux anticorps monoclonaux fluorescents : un pour la sélection des basophiles (anti-
CCR3-PE) et un pour la détermination du statut d'activation des basophiles (anti-CD63-FITC).
Le récepteur de chimiokines CCR3 est exprimé de maniere constitutive sur les éosinophiles et
les basophiles et permet ainsi leur sélection. L’anticorps CD63 reconnait une protéine
transmembranaire présente sur les vésicules intracellulaires. On la retrouve au sein des cellules
contenant des granules sécrétoires apparentées aux lysosomes comme les polynucléaires
neutrophiles, éosinophiles et basophiles. Cette molécule est transmembranaire, elle fait partie
des composants des membranes endosomales et lysosomales, elle est présente a la surface des
cellules seulement apres la dégranulation des basophiles. 11 a été aussi décrit que I’anticorps
CD203c peut étre également utilis¢é comme marqueur d’activation car il reconnait un membre
de la famille des ecto-nucléotides pyrophosphatase (E-NPP3) exprimé a la membrane et dans
le cytoplasme de la cellule. Il est intéressant a utiliser car son expression membranaire, déja
présente a I’état basal, augmente de fagon dose-dépendante a 1’activation de ces cellules par les
IgE. Il est aussi possible d’étudier le surnageant de culture afin de doser les molécules sécrétées

par les basophiles (39).

L’inconvénient du BAT est qu’il nécessite du sang frais et le matériel adéquat a proximité. De
plus, une proportion non négligeable (jusqu’a 15%) des individus ont des résultats de BAT
ininterprétables causés par des basophiles non réactifs, c'est-a-dire des basophiles qui ne qui ne

répondent pas aux IgE.
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0 Des mastocytes (MAT) :

Bien que moins utilisé, le test d’activation des mastocytes suit le méme principe que le BAT.
Seulement, les mastocytes ne sont pas récupérés tels quels lors d’un prélévement sanguin car il
n’y a pas de mastocytes dans le sang en temps normal. (40) Les précurseurs des mastocytes, les
cellules CD34+, sont isolées et purifiées a partir de cellules souches hématopoiétiques
autologues périphériques prélevés chez le patient. (41) On obtient ainsi au bout de trois mois
de culture cellulaire des mastocytes humains (hMC). Les hMC sont ensuite sensibilisés avec du
sérum de patient, puis ils sont stimulés avec des allergénes et des anti-IgE comme contrdle
positif. Les modifications du nombre de cellules positives pour CD63 et la libération
d'histamine sont quantifiées simultanément par cytométrie de flux. L’augmentation de
I’expression du CD63 et ainsi que du CD107a (figure 8) par rapport au controle négatif signe
I’activation des mastocytes au contact d’allergenes spécifiques. Le surnageant est également
étudié et si les taux de prostaglandines et de beta-hexosaminidase sont augmenté cela indique
que les mastocytes ont dégranulé (42). Il serait une alternative aux tests évoqués précédemment
notamment pour identifier les allergies aux arachides par exemple de fagon précise. Les IgE
spécifiques de l'arachide sont associées a des résultats faussement positifs et a un surdiagnostic.
Ainsi, une proportion considérable de patients doit se soumettre a un test de provocation
alimentaire par voie orale, mais ces tests comportent le risque de provoquer des réactions
allergiques, y compris l'anaphylaxie. Le MAT permettrait de discriminer la sensibilisation a un
aliment de I’allergie sans aucun risque pour le patient. Ce test ne requiere pas de sang frais
comme c’est le cas pour le BAT, il est donc possible de réaliser un test différé, cependant sa

mise en place est longue cela constitue un inconvénient non négligeable (41) (42).

Figure 8 : Test d'activation des mastocytes dans le diagnostic des maladies allergiques et
de I'anaphylaxie (42)
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Il est important de noter que des tests cutanés positifs et une augmentation des taux d'IgE
spécifiques indiquent une sensibilisation aux allergénes testés mais ne permettent pas de
diagnostiquer une anaphylaxie, car la sensibilisation a un ou plusieurs allergénes alimentaires

est courante dans la population générale des personnes en bonne santé.

1.4. Etiologies

Des enquétes épidémiologiques menées en Amérique du Nord, en Australie et au Royaume-
Uni indiquent que l'incidence de 1'anaphylaxie toutes causes confondues a augmenté au cours
des deux dernicres décennies, particulierement les incidences de l'anaphylaxie aux aliments et

aux médicaments. (43)(44)(45)
1.4.1. Médicamenteuse

Un médicament constitut le plus souvent un allergéne de structure trop petite pour étre
directement immunogene. C’est lorsqu’il va se lier a une protéine du soi que 1’allergéne (on
parle d’haptene) va pouvoir étre pris en charge par le systéme immunitaire. Le médicament une
fois lié au peptides issu de la protéine porteuse est reconnue spécifiquement par le complexe
majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I ou II. 11 est possible que dans certains cas une
métabolisation du médicament soit nécessaire afin de rendre possible la complexation avec la
protéine porteuse rendant la molécule médicamenteuse plus réactive et plus apte a créer des
liaisons. On parle alors de pro-hapteéne puis d’hapténe une fois métabolisé. 1l a été décrit dans
la littérature qu’ils peuvent étre a 1’origine d’hypersensibilit¢ immédiate médiée par les IgE
(antibiotiques, curares...) et retardée médiée par les lymphocytes T (antibiotiques,

antiépileptiques...).

Une enquéte transversale menée aux Etats-Unis a estimé que les médicaments étaient impliqués
dans 35 % des cas d'anaphylaxie (46) méme si tous les médicaments ne sont pas associés au
méme risque d'anaphylaxie grave. Les médicaments le plus fréquemment impliqués dans les
anaphylaxies médicamenteuses mortelles varient également selon le pays ou la région. Un
examen des certificats de décés aux Etats-Unis entre 1999 et 2010 a révélé que lorsqu'un
médicament était identifié, les antibiotiques représentaient 40 % des cas mortels, en particulier

la catégorie des beta-lactamines (47).
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De plus, les anesthésiques généraux sont la cause la plus fréquente d'anaphylaxie
médicamenteuse mortelle au Royaume-Uni, les agents bloquants neuromusculaires (curares)
étant le principal facteur déclenchant (48). Une autre catégorie de médicaments associée a un
risque plus élevé de mortalité est celle des chimiothérapies. Aux Etats-Unis, les médicaments
chimiothérapeutiques se sont avérés étre la troisiéme cause la plus fréquente d'anaphylaxie
fatale d'origine médicamenteuse (47). Alors que les anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS), les opioides, les anesthésiques locaux et les inhibiteurs de la pompe a protons ont été
associés a des réactions d'hypersensibilité¢ IgE-médiées et non IgE-médiées, ils sont des causes

peu fréquentes d'anaphylaxie mortelle.
1.4.2. Alimentaire

En France, sur une population de 62 millions, 3 millions de personnes (5 %) sont allergiques.
Les aliments sont responsables de 4% des allergies (49). 1l existe des différences géographiques
dans les déclencheurs alimentaires précis, la plupart des pays signalant que l'arachide et les
fruits a coque sont la cause la plus fréquente d'anaphylaxie mortelle, représentant 55 a 87 % des
déces attribués a des réactions d’allergie alimentaire dans le monde (50). Plus largement parmi
les aliments les plus couramment incrimingés on retrouve le lait de vache ou de brebis, les ceufs,
le blé, le soja, les arachides, les fruits a coque, le poisson et les crustacés (51) Ces patients
peuvent avoir eu des expositions antérieures inconnues par le biais du lait maternel, de la
contamination d’autres aliments ou de I'utilisation de produits topiques contenant des huiles

alimentaires, par exemple de 1’arachide.
1.4.3. Les venins

Le venin est la deuxiéme cause d’anaphylaxie chez I’adulte apres les médicaments. Au cours
des derni¢res années en Amérique du Nord, il a été observé une augmentation du nombre
d’hospitalisation a cause de piqlre de venin mais les taux de mortalité restent stables. De fait,
I’incidence estimée de mortalité pour une anaphylaxie au venin reste faible et ajoute peu au

risque global de mortalité par anaphylaxie (52).

Les piqires des insectes hyménopteres tels que les apidés (abeilles domestiques et bourdons),
les vespidés (guépes jaunes, frelons et guépes) et les fourmis urticantes, sont la cause la plus
fréquente d'anaphylaxie liée au venin. L'insecte qui sera le plus probablement en cause est li¢ a
l'exposition, qui varie en fonction de facteurs géographiques, environnementaux et écologiques.

Bien que l'on pense généralement que le venin de vespidés est plus susceptible de provoquer

28



des réactions graves que le venin d'abeille, une étude australienne et anglaise a montré que

l'abeille domestique était la cause la plus fréquente d'anaphylaxie mortelle due au venin (53).

1.5. Prise en charge

L'anaphylaxie est considérée comme une urgence médicale en raison de son apparition
immédiate (quelques secondes a quelques minutes) et de son évolution rapide vers un collapsus

cardiovasculaire et/ou respiratoire entrainant la mort dans les minutes qui suivent.

D’aprés les recommandations du Vidal ®, le traitement d’urgence du choc anaphylactique est
I’injection de 1 mg d’adrénaline toutes les 3 a 5 minutes jusqu’a rétablissement de 1’état

hémodynamique c’est-a-dire jusqu’a recirculation du sang de fagcon normale.

Il existe de nombreuses raisons pour lesquelles l'utilisation de 1’adrénaline est retardée,
notamment le manque de connaissances (diagnostic manqué, technique inadéquate, etc.) et le
manque d'acces ou méme le manque d'utilisation malgré la disponibilité. En outre, les patients
présentant des symptdmes respiratoires primaires lors d'une anaphylaxie peuvent confondre
celle-ci avec de l'asthme, ce qui peut jouer un role important dans le retardement de ['utilisation
de l'adrénaline. L’adrénaline est le médicament de premier choix pour le traitement d'une
d'anaphylaxie, 'injection doit étre rapide comme le recommandent toutes les lignes directrices
sur l'anaphylaxie. La plupart des directives recommandent 1’administration a l'aide d'un auto-
injecteur par voie intramusculaire dans la partie médio-latérale de la cuisse. La dose
d’adrénaline pour les premiers secours est de 0,01 mg/kg. L’adrénaline est connue pour ses
effets vasoconstricteurs al-adrénergiques puissants sur les petites artérioles et les sphincters
précapillaires dans la plupart des visceres, elle réduit I'eedéme des muqueuses, prévenant
l'obstruction des voies aériennes supérieures. Elle prévient également 1'hypotension, ses effets
Bl-adrénergiques entrainent une augmentation de la force et du rythme des contractions
cardiaques, et ses effets B2 entrainent une bronchodilatation accrue et une diminution de la

libération de médiateurs, tels que 1'histamine et la tryptase, par les mastocytes et les basophiles.

En cas de détresse respiratoire, le patient doit étre placé dans une position de confort et les
vétements trop serrés doivent étre retirés ou desserrés. Un bronchodilatateur agoniste 2 a

courte durée d'action (salbutamol) doit étre administré. (25) (31) (54) (3)
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Les antihistaminiques (antagonistes) H1 sont des thérapies adjuvantes recommandés pour
l'anaphylaxie particuliérement en soutient des effets de I’adrénaline et non en substitut. IIs ne
préviennent ni ne soulagent l'obstruction des voies aériennes supérieures ou inférieures,
I'hypotension ou le choc comme le fait ’adrénaline, ils vont surtout étre efficace sur les signes
cutanés comme le prurit ou ’urticaire. Les corticostéroides ont également un début d'action lent
(4 a 6 heures) et par conséquent, comme les antihistaminiques, ils ne sont pas efficaces dans la
gestion aigué de l'anaphylaxie. Leur utilisation est toutefois critiquée car ils ne montrent pas

d’efficacité réelle sur I’amélioration de I’anaphylaxie (25)(31)(55)(55).

L’adrénaline est le traitement de la crise, mit en place en urgence, il existe toutefois une solution

qui pourra jouer sur le long terme.

Pour la prise en charge des chocs anaphylactiques en réponse aux venins d’insectes, 1’académie
européenne d'allergologie et d'immunologie clinique (EAACI) est en train d'élaborer les lignes
directrices sur l'immunothérapie allergénique (ITA). En dehors des traitements classiques
évoqués en amont, le seul traitement qui peut potentiellement prévenir d'autres réactions
systémiques aux piqlres est I'TA par venin. L’ITA est la pratique d'administrer des quantités
progressivement croissantes d'un extrait d'allergéne a un sujet allergique pour améliorer les
symptomes associés a l'allergie secondaire (56). Il en résulte des avantages cliniques a long
terme et une amélioration de la qualité de vie. Cependant, malgré ces avantages potentiels,
I’ITA n'est pas encore couramment utilisée par les médecins dans tous les pays européens. Cela
montre l'incertitude face aux avantages cliniques et aux risques associés a l'utilisation de I’'ITA.
Un des mécanismes de I’immunothérapie consiste en une augmentation des I[gG4 spécifiques
de I’allergeéne qui vont bloquer la libération d’histamine IgE dépendante par les basophiles mais
aussi la présentation de I’antigéne aux cellules T spécifiques. L’ITA agit sur les cellules T pour
modifier les réponses TH2 périphériques et muqueuses a 1'allergeéne en faveur d’une réponse
TH1 connue pour antagoniser la réponse TH2. Des études récentes ont identifié une
augmentation de la production d'IL-10 dans le sang périphérique et les muqueuses apreés une
ITA. Cette cytokine a de nombreuses propriétés antiallergiques potentielles car elle active
directement les cellules T régulatrices (Treg) et participe notamment la suppression des
réponses des mastocytes, des €osinophiles et des lymphocytes T effecteurs, elle agit aussi sur
les lymphocytes B pour favoriser le changement de classe de la chaine lourde en IgG4 bloquant

contre les allergénes de venin (57)(58)(59).
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Figure 9 : Résumé des effets de I'immunothérapie (ITA) sur les réponses des cellules T.
L'ITA rétablit I'équilibre entre les réponses TH2/TH1 en faveur d’une réponse TH1. On observe

¢galement une augmentation des cellules T productrices d'IL-10, et des cellules T régulatrices

(Treg) (58)

Pour l'anaphylaxie induite par certains déclencheurs non immunitaires, tels que le froid, la
chaleur, la lumiére du soleil (rayons UV) ou I'éthanol, 1'évitement du déclencheur est la conduite
a adopter pour la prévention des récidives (25). De facon générale, 1'évitement du déclencheur

spécifique confirmé reste la clé de la prévention de la récidive de I'anaphylaxie.

Enfin, il est important d’adopter une approche personnalisée envers chaque patient et son
allergie. De plus, il est important que les allergologues et tous autres professionnels de santé,
notamment le pharmacien, qui gerent [I’anaphylaxie mettent en place une éducation

thérapeutique individualisée.

1.6. Facteurs de risques et comorbidités
Il a été tres souvent décrit dans la littérature que le degré de sévérité de I’anaphylaxie dépendait
de la présence des facteurs de risques associés.

En premier lieu, I’age est a prendre en compte. Les garcons de moins de 15 ans ainsi que les
jeunes femmes de plus de 15 ans sont sujet & développer une réaction forte. Cependant, les

jeunes enfants souffrant d'allergies alimentaires, en particulier a I'ceuf, au blé ou au soja,
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présentent non seulement un faible risque d'anaphylaxie grave (surtout lorsque des stratégies
d'évitement sont appliquées), mais ils ont également de fortes chances de développer
naturellement une tolérance a ces aliments en vieillissant (60). L'anaphylaxie liée a
l'alimentation est assez rare chez les nourrissons et les jeunes enfants, méme si ce groupe
représente la plus grande proportion d'allergies et d’hospitalisations liées a l'anaphylaxie
d'origine alimentaire. Au contraire, les personnes agées sont de facon générale plus vulnérables
et présentent pour la plupart des comorbidités, elles seront donc plus facilement sujet a une
anaphylaxie sévere voire mortelle (28) (45). Les antécédents d’allergies comme 1’asthme séveére
(non controlé), les maladies cardiovasculaires ou les allergies aux latex, venins, aliments sont
des facteurs aggravant et favorisent un terrain pour 1’anaphylaxie. Il faut aussi prendre en
compte la présence de polypathologies (cardiomyopathie dilatée ischémique, maladie

coronarienne etc...) (28)(31).

Il faut aussi tenir compte du contexte médicamenteux du patient, certaines prises en charge
thérapeutiques peuvent augmenter la sévérité de la réponse allergique et le risque d'anaphylaxie
grave, comme les béta-bloquants, les inhibiteurs de I'enzyme de conversion de 'angiotensine,
les antidépresseurs ou encore les antiparkinsoniens tels que les inhibiteurs de mono-amine
oxdase (IMAO) car ces médicaments peuvent interférer avec la capacit¢ de I’adrénaline a

exercer ses effets sur les récepteurs adrénergiques (61).

La possibilité que de futurs épisodes d'anaphylaxie entrainent des symptomes mettant en danger
la vie du patient peut avoir un impact négatif sur la qualité de vie et conduire a une anxiété

extréme chez certains patients (28)(31)(62).

2. Anaphylaxie peropératoire

L'anaphylaxie reste l'une des causes potenticlles de décés peropératoire. Etant généralement
imprévue, elle évolue rapidement vers une situation mettant en danger la vie du patient.

2.1. Réactions anaphylactiques peropératoires : I’anaphylaxie aux curares
L'anaphylaxie péropératoire est de plus en plus fréquente, probablement en raison d’une

augmentation de l'utilisation de I'anesthésie et de la complexité croissante des médicaments

utilisés. En 2011, des études menées en France, Australie, Nouvelle-Zélande, Royaume-Uni,
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Espagne et Norvege, ont montré que les chocs anaphylactiques peropératoires pouvaient

entrainer un taux de mortalité¢ de 3% a 9% (63).

Les curares sont une cause majeure de réaction allergique apres les antibiotiques. D’aprées les
études menées par le Groupe d’Etude des Réactions Anaphylactiques Peranesthésiques
(GERAP) depuis les années 1980, I’incidence des réactions allergiques peranesthésiques toutes
substances confondues est estimée a 1 pour 10 000 procédures. Ces réactions sont a 70% IgE-
médiées (64)(27)(65). De plus, dans pres de 60 % des cas observés, un curare a été considéré
comme responsable du choc anaphylactique (66)(21). Cependant, dans environ 30% des cas,
ces réactions apparaissent sans exposition antérieure a un curare mettant en avant que les
patients se sont sensibilisés antérieurement par exposition a des molécules possédant des
structures chimiques communes avec les curares. En effet, dés 1983, les travaux de Baldo et
Fisher ont mis en évidence pour la premiére fois une réactivité croisée des IgE spécifiques de
I’alcuronium envers cinq autres curares myorelaxants. Le point commun principal au niveau
des structures chimiques de ces molécules de curares est la présence du groupe ammonium
quaternaire (AQ) (67). A partir de cette observation, ils ont fait des tests d’inhibition de la
liaison IgE-alcuronium par plusieurs molécules composées d’un ou des ions AQ. Ils ont testé
I’acétylcholine, divers sels d’alkyltriméthylammonium ou encore la morphine et ils ont mis en
¢vidence que ces composés €taient tous capables d’étre reconnus par les IgE anti-alcuronium
présent dans les sérums de patients ayant fait un choc anaphylactique. Ceci a permis de montrer
que le pouvoir allergisant des curares est li¢ en partie a leurs deux groupements ammoniums

tertiaires ou quaternaires.

Ces observations permettent d’émettre une autre hypothése : des composés de structures
similaires aux curares, ayant donc une amine tertiaire ou un AQ, induiraient une sensibilisation.
Lorsque la molécule déclenchante (comme les curares) posséde deux AQ formants des motifs
antigéniques reconnus spécifiquement par les IgE, cela faciliterait un rapprochement et une

agrégation de deux IgE et entrainerait donc la dégranulation des mastocytes et des basophiles.

Dans la partie suivante nous allons parler de travaux récents qui ont mis en évidence que la
pholcodine, dérivé opioide, analogue de la morphine, pourrait agir comme agent sensibilisateur
en Norveége ou, contrairement a la Suede, les réactions anaphylactiques aux curares ne sont pas

rares et ou le médicament est en vente libre (68).
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2.2. Origine de I’anaphylaxie aux curares : la pholcodine comme agent
sensibilisant

2.2.1. Pholcodine et anaphylaxie : études épidémiologiques

Des études épidémiologiques ont montré une corrélation entre la consommation de pholcodine
en vente libre, qui contient deux amines tertiaires (encadrés en verts dans la figure 10) et

l'incidence de 'anaphylaxie aux curares.

Parmi les études épidémiologiques évoquées précédemment sur les curares, I’équipe de
Florvaag et Johansson a mis en évidence que la Norveége comptait six fois plus de réactions
anaphylactiques aux curares que la Suede. De fagon étonnante, 0,4 % des donneurs sains et 3,7
% des patients norvégiens avec un terrain allergique avaient des IgE contre le suxaméthonium
alors qu’aucun sérum des patients suédois n’en avait. Parmis les patients norvégiens qui avaient
développé une réaction anaphylactique peranesthésique 39 9% avaient des IgE anti-
suxaméthonium (66). Pour comprendre et expliquer ces différences observées entre la Norvege
et la Suede, des tests d’inhibition des IgE anti-suxaméthonium de quatre-vingt-quatre produits
chimiques de I’environnement domestique des Norvégiens et des Suédois ont été réalisés. Il a
alors été mis en évidence une seule différence significative pour la pholcodine. Ceci s’explique
par le fait que la Suéde avait retiré les spécialités pharmaceutiques a base de pholcodine depuis
1989 alors qu’en Norvege elles étaient en vente libre durant I’étude de 2002. Il a été observé
une diminution du nombre de réactions anaphylactiques aux curares six ans apres ce retrait

(69).

De plus, il a été montré que 1’administration de pholcodine a des patients allergiques a un curare
peut induire une augmentation significative, ¢’est-a-dire de 60 a 105 fois, des taux d’IgE totales,
avec une augmentation significative des IgE reconnaissant le groupe AQ (30 a 80 fois) (66).
Une fois sensibilisée, la réexposition a la pholcodine multipliera par 100 environ les niveaux

d'anticorps IgE spécifiques. (70)

La pholcodine et les curares partagent I'épitope allergénique de la présence d’ammoniums
quaternaires ce qui encourage a penser qu’il existerait une réaction croisée. Cependant, il
n’existe aucune preuve moléculaire de ce mécanisme et la seule implication de la pholcodine

est insuffisante pour expliquer les différences d’incidence de 1’allergie aux curares. Le présent
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projet vise donc a documenter in vitro I’'implication de la pholcodine dans la phase de

sensibilisation de I’anaphylaxie aux curares.

2.2.2 Structure chimique — pharmacocinétique - pharmacodynamie

Figure 10 : Représentation de la structure chimique de la pholcodine (3-

morpholinoethylmorphine)

La pholcodine (figure 10) a un groupement alkyl ether en position 3 en plus du noyau
morphinique. On comprend donc que de par sa structure que c’est un dérivé opioide. Elle ne
possede pas des propriétés analgésiques comme la morphine et la codéine mais principalement
une activité antitussive. D’aprés le Vidal ®, on la retrouve dans des sirops pour calmer les toux
non productives a des concentrations inférieures a 1,3 mg/ml (BIOCALYPTOL ®). En ce qui
concerne ses propriétés pharmacocinétiques, elle possede une absorption de 88% a 100% pour
20 mg a 30 mg ingéré, un Tmax= 1,6 +/- 1,2h, une Cnax = 26,3 +/- 6 ng/ml et une dose cumulée
croissante de 65,9 pM. Elle se lie entre 10% et 23% aux protéines plasmatiques par voie orale
(71)(72). Elle n’est pas métabolisée en morphine comme 1’est la codéine, une propriété qui peut
contribuer de maniere significative a son absence d'activité analgésique et expliquer qu’elle
n’induit pas de dépendance chez I'homme, méme lorsqu'elle est administrée a des doses trés
¢levées. Elle est ¢liminée a 30% a 50% sous forme inchangée dans les urines et en partie par

voie pulmonaire (71). Sa demi vie est de 37 a 50 heures et sa clairance rénale = 137ml/min.

Le mode d’action de la pholcodine est trés mal connu. 11 a toutefois été étudié¢ dans les années
1950 et il a été démontré que son efficacité antitussive varie selon I'étiologie de la maladie sous-
jacente. Ainsi, la toux provenant d'une bronchite induite par le tabagisme semblait réfractaire
au traitement par la pholcodine alors qu’une toux issue de bronchites d'autres causes répondait
bien au médicament, c’est pour cela qu’a I’heure actuelle la pholcodine est indiquée pour les
toux seches. Ces données sont a traiter avec prudence car les populations de patients étaient

hétérogenes et les normes d’études pré-cliniques et cliniques tres différentes d’aujourd’hui (71).
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Connaissant désormais sa structure et son appartenance a la famille des opioides, il est possible
de deviner ses interactions, effets indésirables et les contres indications associées. La
polymédication de substances ayant un effet dépresseur du systeme nerveux centrale contribue
a la diminution de la vigilance. D’apres le Vidal ®, de fagon générale ['utilisation concomitante
de plusieurs opioides avec des médicaments sédatifs comme les benzodiazépines ou
médicaments apparentés augmente le risque de sédation, de dépression respiratoire, de coma et

de mort en raison du cumul des effets dépresseurs du systéme nerveux central (73).

3. Modele d’études du potentiel sensibilisant des produits chimiques

Des tests in vitro ont été mis au point afin de caractériser le potentiel sensibilisant des molécules
et produits chimiques tels que le DPRA, h-CLAT et MoDC. Nous avons utilisé le modele

cellulaire dendritiques différenciées a partir de monocytes de donneurs sains (MoDC).

3.1. Test DPRA (direct peptide reactivity assay)

Le Direct Peptide Reactive Assay est un test in chemico réalisé¢ dans le but de mesurer la
réactivité des substances chimiques potentiellement allergisantes d’aprés 'ECVAM (74). 1l est
considéré que lorsqu’un produit chimique est capable de réagir avec les protéines de 1'épiderme,
il a le potentiel d'agir comme un sensibilisateur. La réactivité est mesurée par le pourcentage de
déplétion des heptapeptides synthétiques contenant de la cystéine ou de la lysine au fil du temps
aprés une incubation d'environ 24 heures avec la molécule testée. Ce pourcentage de déplétion
est mesuré par détection HPLC-UV. L’interprétation des résultats se fait en comparaison d’un
modele de classification établis sur la base de substances chimiques avec des propriétés de
réactivité connues, dans laquelle les produits sont classés en ayant une réactivité minimale,
faible, moyenne ou haute. On classe les substances comme ayant un potentiel sensibilisant
lorsqu’elles ont une réactivité faible a forte. En revanche, ce test ne permet pas d’évaluer des
pro et pré-hapténes puisqu’ils requi€rent une activation au préalable par métabolisation avant

leur interaction avec les protéines de soi.
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3.2. Le test h-CLAT

Ce test a été développé par Kao corporation et Shiseido (Japon), répertori¢ par ’OCDE (442E)
et a été validé par PTECVAM en 2015. Ce test est in vitro, il permet de discriminer les molécules
sensibilisantes de celles qui ne le sont pas : ceci en mesurant 1’activation des DC en réponse a
une substance chimique. Pour jouer le réle de substitue de DC, la lignée THP-1 est utilisée dans
ce modele, il s’agit d’une lignée pro-monocytaire. Les cellules sont stimulées 20h a 24h avec
des substances chimiques a huit concentrations différentes, basées sur une concentration
induisant 70% de survie cellulaire, prédéterminée avec de I’iodure de propidium. On détermine
le niveau d’activation des THP-1 en mesurant I’expression du CD86 (une molécule de co-
stimulation) et le CD54 (une molécule d’adhésion) s’exprimant lorsque les cellules sont
acitvées, ceci par cytométrie en flux. Il est considéré qu’une molécule est sensibilisante si

I’intensité relative de fluorescence (RFI) de CD86 et/ou de CD54 dépasse un certain seuil :

> 150 pour CD54 et > 200 pour CD86. 1l est avantageux d’utiliser ce test puisque les THP-1

sont facilement disponible et leur culture est relativement simple (75).

3.3. Modz¢le de cellule dendritiques différenciées a partir de monocytes de
donneurs sains : les MoDC

Il a été mis au point des méthodes utilisant des modeles cellulaires de DC plus physiologiques
et génétiquement stables (76). Elles sont acquisent & partir des monocytes de sang frais de
donneurs sains, possédant donc des caractéristiques phénotypiques, morphologiques et
fonctionnelles de DC typiques (77). Apreés quatre jours de culture en présence de 1’interleukine
4 (IL-4), et de facteur de croissance myé¢loide (GM-CSF), elles forment des cellules
dendritiques que I’on qualifie d’immatures. Celles-ci sont alors incubées a 37° avec la substance
a tester pendant environ vingt heures dans notre cas. Aprés exposition, la viabilité cellulaire
doit étre d’au moins 70 % et la prédiction de la capacité sensibilisante de la molécule testée est
basée sur I’augmentation de 1’expression du CD86 a la surface des MoDC par rapport aux
cellules controles exposées au véhicule seul. D’autres marqueurs peuvent refléter 1’activation

des MoDC, comme le CD80, le CD83, ou CD86.

D’apres la réglementation, afin qu’un produit chimique entre dans la catégorie de substances

dites sensibilisantes, il doit étre caractérisé par deux tests in vitro sur trois réalisés.
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Hypothese et Objectifs :

Nous faisons I’hypothése que la pholcodine peut étre reconnue par le systéme immunitaire et
provoquer I’apparition des IgE anti-curares. Nous proposons d’adresser la question sous trois

angles :

-Déterminer le potentiel d’activation des cellules dendritiques (DC) par la pholcodine et les

mécanismes sous-jacents.

-Etudier la capacité de la molécule a étre reconnue comme antigéne et présentée aux

lymphocytes T.

-Evaluer la réactivité envers les curares des lymphocytes T activés par la pholcodine.
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Matériels et méthodes

Les modeles cellulaires utilisés
Le mode¢le de cellules dendritiques dérivant de monocytes

Les cellules dendritiques dérivant de monocytes (MoDc) ont été obtenues par différenciation
de monocytes (CD14") humains issus de sang total de donneurs sains obtenu aupres de
I’Etablissement Francais du Sang (Rungis, France). Les cellules mononucléées de sang
périphérique (PBMC) ont été séparées sur gradient de Ficoll. Les monocytes ont ensuite été

isolés par sélection positive a I’aide d’anticorps anti-CD14 couplés a des billes magnétiques

(Miltenyi Biotec, Paris, France) puis mis en culture a 1.100 cellules/mL en milieu complet
supplémenté par des cytokines humaines recombinantes : GM-CSF (Miltenyi Biotec) 550
U/mL et IL-4 (Miltenyi Biotec) 550 U/mL. Aprés quatres jours de culture, le phénotype des DC
a été analysé par cytométrie en flux par mesure de 1’expression du CD1a (CD1aPE/IgG1PE),
du DC-SIGN (DC- SIGNAPC/IgG2bAPC), du CD86 (CD86FITC/IgGIPE) et du CDS83
(CD83APC/IgG1APC). Tous les anticorps utilisés en cytométrie en flux ont été obtenus aupres

de BD Biosciences (Le Pont de Claix, France).

Figure 11 : schéma de la récupération des MoDC a partir de donneurs sains et mise en

culture
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Les molécules étudiées

Trois dérivés opioides ainsi qu’un antagoniste non sélectif des récepteurs aux opioides ont été
utilisés pour ce projet : la pholcodine (Sigma, ref #003SUh) 10 mg reconstituée avec 2ml de
PBS (5mg/mL) ; la morphine (10mg/ml), obtenue aupres de la pharmacie a usage intérieur de
I’hopital Bichat a Paris ; la codéine (Sigma, ref #00Uzpw) 10mg reconstituée avec 2ml de PBS
(5mg/ml) ; lanaloxone (Sigma , ref #00QxqJ) 5,1mg reconstituée avec 1ml de PBS (5,1 mg/ml).
Le controle positif d’activation utilisé a été le LPS (Sigma, ref#L.6529) a la concentration finale
de 25 ng/mL. Le potentiel activateur du LPS est bien connu et il est utilisé en tant que controle
positif dans de nombreuses études de ce type. Les produits ont été reconstitués dans leur solvant
(PBS) respectif de fagcon a ce que la concentration finale de solvant n’excede pas 0,1% dans le

milieu de culture.

Traitement in vitro par les différents stimulants

Apres 4 jours de différenciation, les MoDCs sont ensemencées a la densité¢ de 1 million de
cellules/mL dans du milieu RPMI complet puis ont été traitées par les dérivés opioides et les
controles positifs pendant différents temps allant de 1 heure a 20 heures selon 1’analyse
souhaitée. Pour chaque condition, un témoin négatif contenant uniquement le véhicule PBS
¢tait présent. Le lipopolysaccharide (LPS) est utilisé comme controle positif a une concentration
de 25 ng/mL. C’est un composant essentiel de la membrane externe des bactéries a Gram

négatif, se comportant comme un signal de danger pour les cellules dendritiques.
Etude de la cytotoxicité

Dans des études préliminaires, les MoDC ont été traitées par différentes concentrations de
chaque opioide et la cytotoxicité a été évaluée aprés 20 heures. A partir de ces résultats, les
concentrations utilisées pour 1’étude ont été déterminées telles que la mortalité cellulaire
n’excede pas 30%. La cytotoxicité a ét¢ mesurée par marquage a I’iodure de propidium (IP)
(Invitrogen, France). Pour cela, 200 000 cellules ont ét¢ lavées deux fois puis marquées par 625
ng/mL d’IP. La cytotoxicité a ét¢ immédiatement mesurée en cytométre de flux (cytométre
Attune NxT Acoustic, ThermoFisher Scintific, Illkirch, France). Les analyses ont été réalisées

avec le logiciel FlowJo.
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Etude des marqueurs d’activation de surface par cytométrie en flux

Aprées 20h heures de traitement par les opioides, les cellules sont lavées dans du PBS 1X froid.
Les culots cellulaires ont ensuite été remis en suspension dans une solution de PBS 1X enrichie
de 0,5 % d’albumine de sérum bovin (BSA) (PAA Laboratories GmbH, Autriche). Les cellules
ont alors été incubées 20 minutes a 4°C en présence de chaque anticorps a raison de 5 uL. pour
un million de cellules, comme indiqué sur la fiche technique de 1’anticorps. Aprées lavage des
cellules dans du PBS 1X froid, I’expression de différents marqueurs d’activation a été analysée
: CD86, CD83 et CD80 pour les MoDC. Les intensités moyennes de fluorescence (MFI) des
anticorps d’intérét ont été corrigées par les MFI des contrdles isotypiques. Les résultats sont

exprimés en intensité de fluorescence (Mean Fluorescence Intensity) MFI.
MFI corrigée = MFI de I’anticorps spécifique — MFI de I’anticorps isotype

Mode¢le de coculture autologue DC-LT

Les LT CD4+ naifs sont isolés par purification magnétique négative (Naive CD4+ T
cell Isolation Kit IT human, Miltenyi Biotec Paris, France). Les MoDCs immatures sont ensuite
incubées avec le LPS a 10pg/ml dans un milieu d’iscove complet (Iscove Modified Dulecco’s
Medium + Serum AB + mix Acides Aminés). Au bout d’une heure, la pholcodine (ImM) et la
KLH sont ajoutées ou non pour une durée de 6 heures. Les cellules sont lavées et mises en
culture avec les LT CD4+ naifs au rapport 1 :10 (10 000 moDCs par puits pour 100 000 LT)
dans un milien RPMI 1640 a 10% de SAB (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France)
supplémenté avec de I’IL-12 (10 ng.mL-1, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) (Invitrogen,
Saint Aubin, France), de [‘IL-6 (10000 U.mL-1, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) et de
la primocine (5 pg.mL-1) (Invitrogen, Saint Aubin, France). Les LT CD4+ naifs sont ensuite
restimulés de fagon similaire trois fois a 7 jours d’intervalle avec des MoDCs chargées comme
précédemment en présence d‘IL-2 (10 U.mL-1)(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), et
d‘IL-7 (5 ng.mL-1) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). La KLH est utilisée en tant que
controle positif, ¢’est un antigene protéique immunogene et est principalement utilisée dans les

¢tudes immunotoxicologiques

ELISPOT

Un ELISpot-IFN-Y est réalis¢ une semaine apres la troisiéme restimulation afin de détecter les

lignées lymphocytaires T spécifiques de la pholcodine. Les plaques de nitrocellulose (96
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puits, Millipore, Guyancourt, France) sont incubées avec un anticorps de capture IgG1 humain
anti-IFN-Y (1- D1K, Mabtech, Augustendalstorget, Su¢de) pendant une nuit a 4°C. Les plaques
sont ensuite saturées avec du milieu de culture RPMI supplémenté avec 10% de SVF sur la nuit
a4°C. Ces plaques sont ensuite lavées et utilisées pour établir une co-culture avec les LT CD4+
induits précédemment et des MoDCs préalablement chargées avec la PHA (témoin) dans un
milieu RPMI 1640 supplémenté avec 10% de SAB au ratio 1 :10 (3000 moDCs pour 30 000
LT). La co-culture est incubée sur la nuit a 37°C. Le lendemain, les cellules sont ¢liminées des
plaques et un anticorps secondaire biotinylé IgGl murin anti-IFN-Y (7B6-1, Mabtech,
Augustendalstorget, Suede) est ajouté pendant 2 heures a 37°C. Les plaques sont ensuite lavées
et incubées avec une solution d’extravidine pendant 1 heure a température ambiante. Ces
plaques sont ensuite lavées puis incubées avec du substrat (nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-
chloro-3’-indolyphosphate, Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France) jusqu’a 1’apparition
des premiers spots. Les spots sont comptés par un lecteur de plaque ELISpot Autoimmun
Diagnostika (AID, Strapberg, Allemagne). Une lignée de LT CD4+ est jugée positive si
le nombre de spots est supérieur a 30 spots et supérieur a deux fois le nombre de spot obtenus

par le bruit de fond.

Figure 12 : Schéma du modele de coculture autologue DC-LT CD4+ et de I’étude de la
sécrétion des LT CD4+ d’interféron Y en réponse a la stimulation des DC matures
chargées avec la pholocodine, la KILH étant le contréle positif.

Etude statistique des résultats

L’analyse statistique des résultats a été réalisée avec le logiciel GraphPad Prism 7.04. Le test
non paramétrique de Mann Whitney a été appliqué pour comparer deux groupes de variables
non paramétriques. Les valeurs de p < 0,05 ont été considérées comme statistiquement

significatives.
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Résultats

Comme les IgE reconnaissant les curares montrent une réaction croisée avec la
morphine dans des tests d’inhibition évoqués en amont, nous avons dans un premier temps,
mesuré 1’activation des MoDC par la pholcodine (1mM) et certains dérivés opioides de

structures proches telles que la morphine et la codéine ci-dessous (figure 1) :

Figure 1 : Morphine (gauche) et Codéine (droite)

Précédemment, des études ont permis d’évaluer la cytotoxicité par marquage a I’iodure
de propidium (IP) a différentes concentrations de pholcodine, de codéine (500 uM, ImM, 2mM)
et de morphine (250 uM, 500 uM, ImM). Les concentrations qui avaient été retenues sont celles
qui induisent un maximum de 30% de mortalité cellulaire (datas non montrés). La pholcodine
induit une augmentation de 1’expression de molécules de costimulation CD86 ainsi que de
molécules de maturation comme le CD83 (p< 0,0001). L’induction est comparable a celle
retrouvée en réponse au LPS, contrdle positif de stimulation. Cela suggere que les dérivés
opioides, et particulicrement la pholcodine, activent les MoDc (figure 2). Ce n’est pas le cas
pour le CD80 pour lequel la MFI est significativement plus basse que celle des cellules traitées
au PBS lorsqu’on utilise la pholcodine. De fagcon générale, quel que soit la concentration
utilisée, les cellules traitées avec la codéine ou la morphine ont une intensité de fluorescence

moyenne pour I’expression du CD80 proche de la condition PBS.
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Figure 2 : Mesure de I’expression du CD80, CD86, CD86 sur les MoDC aprés exposition
a la codéine, la morphine et la pholcodine.

Les MoDC ont été exposés pendant 20h a la codéine (500 uM, 1mM, 2mM), la morphine (250
uM, 500 uM et ImM) et a la pholcodine (ImM). Représentation graphique des moyennes de
CD80, CD86, CD83, les lignes en pointillées représentent le seuil de PBS. Comparaison des
conditions PBS, codéine 1mM, morphine 1mM et pholcodine ImM. Test statistique de Kruskl-
Wallis avec un test post-hoc de Dune *p<0,05, ** p< 0, 01, *** p<0,001.

Afin de comprendre pourquoi le CD80 n’est pas exprimé a 20 h nous avons fait I’hypothese
que son expression est plus précoce dans le temps avant d’étre ensuite diminuée. Nous avons
donc mesuré 1’expression au cours du temps selon une cinétique d’expression a 2h, 4h et 20h
Les MoDc ont été stimulées par les dérivées opioides a ImM. La cinétique montre une
diminution de I’expression du CD80 avant 2h lorsque les MoDC sont traitées avec la pholcodine
ImM. On peut également constater que I’augmentation de I’expression du CD83 et CD86 est
plus tardive et survient a 20h (figure 3). Il y a une augmentation significative de I’expression
du CD86 lorsque les cellules sont traitées avec la morphine et la codéine, que 1’on ne retrouve
pas pour I’expression du CD83, et on retrouve une expression du CD80 inférieur a celle des

cellules non stimulées.
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Figure 3 : Mesure de ’expression du CD80, CD86, CD86 sur les MoDC aprés exposition
a la codéine, 1a morphine, la pholcodine et au LPS. Les MoDc ont été exposées pendant 2h,
4h et 20h a la codéine (1mM), la morphine (1mM), a la pholcodine (1mM) et au LPS (25ng/ml).
Représentation graphique des moyennes de CD80, CD86, CDS83, les lignes en pointillées
représentent le seuil de PBS pour les trois temps, n=3. Tests statistiques : Mann-Whitney par
rapport au NS au méme temps *p< 0 ,05; Kruskl-Wallis avec un test post-hoc de Dunn : + p<
0, 05

Les dérivés opioides semblent avoir un effet activateur sur les MoDC. Bien que ce sujet ait été
peu étudié, les rares données de la littérature suggerent I’existence de récepteurs opioides mu,
delta a la surface des MoDc (78) (79). Pour vérifier cette hypothése nous avons donc utilisé un
antagoniste non sélectif des récepteurs opioides, la naloxone. Le potentiel cytotoxique de la
naloxone avec ou sans pholcodine a été évalué aux concentrations de 500 uM et 1mM (figure
4 A). Nous observons que la viabilité¢ cellulaire, lorsqu’on additionne les deux molécules a
ImM, dépasse 40% de mortalité cellulaire (datas non montrés) alors qu’a 500 uM la viabilité
reste supérieure a 80% (figure 4 B). Nous avons donc retenue une concentration de travail a

500 uM pour les deux molécules.
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Figure 4 : Mesure de la viabilité aprés exposition a la naloxone.

(A)Taux de cellules mortes par ’iodure de propidium sur les MoDC aprés une exposition de
20h avec la naloxone (ImM, 500 uM) (B) Mesure du taux de cellules mortes par 1’iodure de
propidium sur les MoDC apres une exposition de 20h avec addition de la naloxone (500 uM)

et la pholcodine (500 uM)

Nous avons donc traité les MoDC avec la naloxone pendant 1h puis ajouté la pholcodine pour
une incubation de 20h. Le phénotypage réalisé le lendemain montre que la naloxone diminue
I’expression du CD86 de facon significative (figure 5B, 5C) en comparaison du phénotypage
obtenu avec la pholcodine seule (n=8). Ces résultats suggerent que la pholcodine passerait par
le récepteur des opioides mais pas uniquement. On retrouve €galement une diminution de
I’expression du CD8O0 lorsque les cellules sont traitées avec la pholcodine en comparaison avec
les cellules traitées au PBS comme vu précédemment. Nos résultats ne mettent pas en évidence

de variation de I’expression du CDS§3.
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Figure S : Expression des marqueurs membranaire CD80, CD86, CD83 d’activation des
MoDC traitées par la pholcodine avec ou sans naloxone.

(A) Nombre d’événements en fonction des MFI du CD80, CD83 et du CD86 d’une expérience
représentative. La courbe violette correspond a ’anticorps d’intérét et la courbe rose correspond
au controle isotypique (B) Mesure de 1’expression du CD80, CD86, CD86 sur les MoDC aprées
une exposition de 20h avec la pholcodine 500 uM sans ou avec la Naloxone a 500 uM, n=8 (C)
Nombre d’événements en fonction des MFI du CD80, CD83 et CD86 d’une expérience
représentative. Les cellules non stimulées apparaissent en rouge, les cellules traitées avec la
pholcodine (500 pM) en bleu, les cellules traitées avec 1’association pholcodine (500 uM) et
naloxone (500 pM) en orange et les cellules traitées avec la naloxone seule en jaune. Tests

statistiques : Wilcoxon *p< 0,05 ; Kruskall-Wallis avec un test post-hoc de Dunn : + p<0, 05

La naloxone a un effet qui tend vers I’inhibition de 1’augmentation de 1’expression CD86 a
20h ; il est important de regarder plus spécifiquement quel sous-type de récepteur est impliqué

en utilisant des antagonistes sélectifs des récepteurs opioides.

Nous avons également regardé 1’effet de la naloxone sur des MoDC traitées avec d’autres

dérivés opioides tels que la codéine et la morphine. On constate que la naloxone ne semble pas
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modifier ’expression du CD80 (figure 6A) et du CD83 (figure 6B) lorsque les MoDC sont
stimulées avec la morphine (vert) et la codéine (bleu). L’expression du CD86 (figure 6C) pour
les cellules traitées avec la morphine et la codéine ne semble pas différer de la condition NS
(gris) lorsqu’on ajoute de la naloxone. Cela suggere que la naloxone n’a pas d’effet sur des

MoDC stimulées avec d’autre dérivés opioides.

Figure 6 : Expression des marqueurs membranaires CD80, CD86, CD83 d’activation des
MoDC traitées par la pholcodine et d’autres dérivés opioides avec ou sans naloxone.
Mesure de 1I’expression du CD80 (A), CD86 (B), CD86 (C) sur les MoDC apres une exposition
de 20h avec la pholcodine 500 uM (rouge) et morphine 500 uM (vert), codéine 500uM (bleu)

sans ou avec (+N) la naloxone a 500 uM.

Dans un second temps nous avons cherché a étudier la capacité de la pholcodine a étre
reconnue comme antigéne et présentée aux lymphocytes T. Afin de déterminer si les MoDC
préalablement exposées a la pholcodine (ImM) sont fonctionnelles, et plus particulierement si
elles sont capables d’induire la prolifération de LT CD4+, nous avons mis en place un mod¢le
de coculture autologue. Pour cela, des MoDC ont été chargées, ou non, pendant 6h avec la
pholcodine (1 mM) et la Keyhole Limpet Haemocyanin (KLH) (10 pg/ml) en tant que contrdle
positif. La coculture est orientée volontairement vers une polarisation Thl, grace a I’ajout d’IL-
12 dans le milieu, afin de pouvoir détecter les lignées positives avec un ELISPOT interféron

gamma (IFN-Y).
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Figure 7 : Représentation d’un résultat ELISPOT IFN- Y aprés coculture autologue entre
des LT CD4 et DC préalablement chargée avec la pholcodine ou le controle positif KLH
(A) tableau représentant les contrdles effectués : LT CD4+ seul, DC chargées a la pholcodine,
DC seules non chargées, DC traitées avec la KLH, milieu seul, et contrdle positif LT CD4+ mis
en contact avec des DC chargées avec la phytohemagglutinine (PHA) et dessous le nombre de
spot compté pour chaque puit. (B) Présentation de 10 lignées représentatives des 100 puits de
cocultures en présence de DC préalablement chargées avec la pholcodine ImM (C) les DC ont

¢été chargées avec le controle positif KL.

Afin de dire qu’une lignée de LT CD4 a produit de ’'IFN- Y, la quantité de spot dans le puits
chargé avec la molécule d’intérét doit étre le double de la quantité de spot du puits avec les DC
non chargées. Ici, le controle positif (KLH) n’est pas sorti. [ n’y a pas de différence significative
entre les lignées de LT CD4+/DC qui ont été chargées avec la pholcodine et non chargées, cela

peut étre di a plusieurs éléments énoncés dans la discussion.

50



Discussion

Les réactions anaphylactiques per opératoires sont des événements rares mais graves
pouvant aller jusqu’au déces du patient. En France, ce sont les curares les plus fréquemment
incriminées, cependant les mécanismes immunologiques impliqués restent toutefois peu
documentés et mal connus. Les études épidémiologiques ont montré que la prévalence de ces
réactions différait selon les pays étudiés. De plus, ces études ont mis en évidence que ces
réactions anaphylactiques survenaient sans exposition antérieur a un curare, ceci étant
contradictoire avec la définition de 1’allergie telle que nous I’avons évoqué précédemment.
Cette constatation amene a penser I’existence d’une réaction croisée entre les curares et d’autres
molécules possédant une structure chimique proche. Baldo et Fischer (80) ont montré que
I’¢lément allergisant au sein de la structure du curare était le motif AQ/amine tertiaire, présents
dans des médicaments, tels que les dérivés opioides. Pour comprendre les mécanismes
immunologiques des réactions anaphylactiques aux curares il est donc essentiel d’étudier le
potentiel allergisant des dérivés opioides capables d’induire une immunisation contre les
molécules myorelaxantes ; les curares. Les DC étant centrales dans I’initiation de la réponse
immunitaire, il nous a paru judicieux d’étudier le potentiel de stimulation immunitaire la

pholcodine dans un modéle in vitro de DC dérivées de monocytes humains (MoDC).

Dans un premier temps, nous avons montré que des concentrations de 1mM et de 500uM de
pholcodine induisaient une modification du phénotype des cellules des MoDC. Les résultats
obtenus a partir des cellules MoDC ont montré que la pholcodine augmentait de fagon
significative I’expression des marqueurs d’activation CD86 et CD83 par rapport aux conditions
témoins. En revanche, nous observons une diminution de 1’expression du CD80 apparaissant
dans les deux heures apres exposition. Afin de mieux comprendre la sous-expression du CD80
nous avons étudié 1’effet de 1a pholcodine sur la modulation de I’expression du CD80 induit par
le LPS. Nous avons observé une diminution de I’expression du CD80 lorsque celles-ci sont
préalablement traitées avec la pholcodine puis ensuite stimulées avec le LPS, cela met en
¢vidence que la molécule a un effet inhibiteur direct sur I’expression du CD80 en réponse a une
stimulation au LPS. D’autres études similaires ont été réalisées avec un autre modele cellulaire
et avec un dérivé opioide différent du ndtre, la morphine. En 2013, Stevens et al. ont montré
que le co-traitement de cellules rapportrices pour TLR4, les HEK-Blue ®, avec de la morphine
plus du LPS connu pour étre un agoniste de TLR4, a conduit a une inhibition significative de

l'activation de la signalisation TLR4 par rapport au LPS seul (81). Ce phénomene d’inhibition
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par les opioides de ’activation de la signalisation TLR4 naturellement induite par le LPS a
¢galement été montré sur des cellules humaines telles que les mastocytes, neutrophiles et
macrophages. Lorsque les cellules sont traitées avec de la morphine, il a été¢ observé une
diminution de la production des cytokines TNF-alpha, IL-6, IL-8, IL-10 et IL-12 normalement
produites en réponse a une stimulation de ces cellules par le LPS (82). 1l serait donc intéressant
de vérifier si ces résultats sont extrapolables sur des MoDC et de voir si la modulation du LPS

par la pholcodine est liée a une signalisation dépendante de TLR4.

Nous avons ensuite observé que I’expression du CD86 et CD83 survient plus tardivement, entre
4h et 20h. Il a déja été montré que les molécules allergisantes induisent la production de stress
oxydant tel que les ROS, entrainant 1’activation des DC et de ce fait induisant 1’augmentation
de I’expression du CD86. Il serait intéressant de savoir si la pholcodine induit la formation
d’especes radicalaires, ce qui expliquerait notamment 1’augmentation de 1I’expression du CD86
(83). Afin d’améliorer nos connaissances sur le mode de maturation des DC par les dérivées
opioides, nous sommes actuellement en train d’étudier les voies indirectes d’activation des DC,

en particulier via la production de ROS.

Nous avons montré que la naloxone inhibe en partie I’effet de la pholcodine sur I’activation des
MoDC, en diminuant le CD86. Il est connu dans la littérature que les DC expriment les
récepteur opioides mu, delta et kappa (84)(78)(85)(86). L utilisation d’antagonistes sélectifs de
ces sous-types pourra nous orienter vers la catégorie de récepteur impliqué lorsque les cellules
sont stimulées avec la pholcodine. La naloxone n’inhibant pas totalement 1’effet activateur de

la pholcodine, il est probable qu’un autre mécanisme d’activation soit impliqué.

De plus, nous avons également observé une augmentation de I’expression du CD86 de facon
significative et une tendance a I’augmentation du CD83 lorsque les cellules sont stimulées avec
la codéine, alors que la morphine ne semble pas ou peu activer les MoDC. Au niveau de la
structure chimique, on émet I’hypothése que cette différence d’activation des MoDC est due a
la présence de la chaine latérale morpholinoéthyl présent sur la pholcodine et non au noyau
morphinique commun aux trois opioides testés. De plus, il est connu dans la littérature que la
morphine a un effet immunomodulateur (79), en effet, comme les DC expriment les récepteurs
aux opioides, cela peut expliquer que chez les personnes recevant un traitement morphinique
chronique rencontre des problémes d’immunodépression (87) et que les personnes ayant une
addiction aux opioides sont beaucoup plus enclins aux infections. I1 est aussi important de tenir

compte de I’affinité des molécules opioides pour les différents sous types de récepteurs, car
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cela pourrait entrer en ligne de compte dans les variations d’activation sur les DC que I’on a

obtenues.

Les récepteurs opioides sont des récepteurs RCPG a 7 passages transmembranaires (88)(89) et
sont couplés a une protéine G inhibitrice. Il est connu qu’ils inhibent 1’adénylate cyclase et que
selon le sous-type du récepteur il y ait activation de la voie des MAP kinase (88)(90)(91),
impliquant les cascades de signalisation de JNK, ERK et p38 connues pour leurs effets
activateurs sur la prolifération et différenciation. Etant donné que la pholcodine active les
MoDC et que cette signalisation passe en partie par les récepteurs aux opioides, il nous
semblerait pertinent de regarder quelles voies de signalisation intracellulaires sont activées. La
phosphorylation des protéines JNK, p38 et ERK a donc été étudiée par Western blot sur des
cellules préalablement traitées avec la pholcodine, le LPS ou le PBS, a des temps différents afin
de déterminer le temps optimal ou la cascade de signalisation est activée. De méme que
I’utilisation d’un inhibiteur p38 additionné a la pholcodine puis réalisation d’un phénotypage a
été suggéré afin vérifier si la cascade de la voie p38 est impliqué. Ces expérimentations sont

actuellement en cours au laboratoire.

Pour comprendre I’étude des voies de signalisation, des phosphokinase array seront

réalisés pour avoir une détection plus large de ’activation des cascades intra-cytoplasmiques.

Concernant la capacité de la molécule a étre reconnue comme antigéne et présentée aux
lymphocytes T, nous avons réalis¢ un ELISPOT qui n’a pas donné de résultats concluants. On
s’interroge en premier lieu sur la non réponse du contrdle positif. Il est envisagé que cela
provient d’un temps de chargement des MoDc trop court. Au-deld de 6h d’incubation la
mortalité cellulaire était largement augmentée, provenant du fait que les DC d’un méme

donneur étaient congelés. On s’est donc limité a 6h de stimulation.

Il est compliqué de donner un avis sur ces premiers résultats, n’ayant pas de controle pour
valider la technique. Il est aussi possible que les difficultés rencontrées pourraient étre due au
fait que I’on a orienté préalablement nos LT CD4+ avec des cytokines propres a une réponse
de type 1, générant ainsi des LT CD4 Th1. On pourrait donc penser que la pholcodine sensibilise
les DC vers une réponse de type Th2 que 1’on retrouve généralement dans les réponses
allergiques. En suggérant que les LT CD4+ qui auraient été activés par les DC chargées a la
pholcodine sont de type Th2 et générent donc d’autres cytokines que I'IFN- Y. Il serait plus

judicieux d’utiliser une autre technique de détection et de vérifier la sécrétion de cytokines Th2
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comme I’IL-5 par ces lignées. Il serait intéressant de réaliser d’autres cocultures sans avoir
orienté la polarisation des LT CD4 en Thl et d’analyser le type de cytokines présentes dans le
surnageant par une technique d’analyse multiplex comme 1’¢léctro-chimioluminescence (Méso
Scale Discovery) ou par fluorospot. En outre, il est a envisager que ce n’est peut-&tre pas la
pholcodine elle-méme qui est reconnue par les DC mais un de ses bio-conjugés ou un de ses

métabolites tels que la pholcodinone.

Afin d’évaluer la réactivité envers les curares des lymphocytes T activés par la
pholcodine, il est envisagé d’utiliser la technique de coculture avec double ELISPOT. Dans
cette technique les LT spécifiques de la pholcodine identifiés dans un premier ELISPOT sont
ensuite mis au contact de DC préalablement chargées aux curares afin d’étudier leur réactivité

croisée.
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Conclusion et perspectives

Notre projet avait pour but d’étudier le potentiel d’activation de dérivés opioides sur un modele
cellulaires de DC. Les résultats obtenus ont mis en évidence une activation des cellules MoDC
ainsi qu’un engagement des DC vers un état mature lors d’une exposition a la pholcodine. La
caractéristique principale du traitement est ’augmentation de 1’expression de CD86 et CD8§3
par les MoDC. Ces résultats suggerent que la pholcodine peut étre responsable d’une activation
de la réponse immune primaire via les DC et qu’elle posséde un potentiel sensibilisant. Il reste

toutefois a établir quel est le mécanisme d’activation impliqué.

Par la suite, des études in vivo consistant en 1’exposition d’un modele animal aux dérivés
opioides puis a I’analyse de I’infiltrat inflammatoire au site d’exposition et des populations

cellulaires ganglionnaires pourraient étre réalisées.

Ainsi, en documentant le potentiel allergisant des dérivés opioides nous pourrions identifier
ceux qui sont le plus a risque de provoquer une réaction croisée avec les curares afin de proposer
des mesures de prévention primaire, par exemple le retrait des produits contenant les molécules
incriminées, comme cela a été réalisé en Norvege et plus récemment en France avec les sirops

contenant de la pholcodine.
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Study of dendritic cell activation by pholcodine in type 1
hypersensitivity reaction

Abstract

Perioperative anaphylaxis are serious events that can lead to the death of the patient.
Neuromuscular blocking agents (NMBA) are the most frequently incriminated drugs in these
reactions in France. NMBA anaphylaxis occurs without any previous exposure to a NMBA in
about 30% of casese, which is in contradiction with the physiopathology of the allergic reaction
itself. Based on this observation, the existence of a cross-reaction between NMBASs and other
molecules with a similar chemical structure has been proposed. NMBAs have quaternary
ammonium groups (AQ), which are found in many cleaning products, disinfectants, cosmetics,
or drugs. Several epidemiological studies have shown a link between pholcodine, an anti-
tussive molecule possessing the AQ motif, and the occurrence of perioperative anaphylaxis,
reinforcing the hypothesis of cross-sensitization. To show that pholcodine can be a sensitizer-
agent, we studied its ability to activate dendritic cells (DCs), by measuring an increase of CD83
expression and costimulatory markers CD80 and CD86 expressions We also investigated the
signaling pathways involved in this mechanism and the role of opioid receptors in the activation

of DCs by pholcodine.
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RESUME

Les réactions anaphylactiques peropératoires sont des événements graves pouvant conduire au décés
du patient. En France, les curares sont les substances les plus fréquemment incriminées dans ces
réactions. Cependant, dans environ 30% des cas, elles apparaissent sans exposition antérieure a un
curare ce qui est en contradiction avec la physiopathologie méme de la réaction allergique. Sur cette
constatation, I'existence d’une réaction croisée entre les curares et d’autres molécules possédant une
structure chimique proche a été proposée. Les curares possedent des groupements ammonium
guaternaires (AQ), retrouvés dans des nombreux produits de nettoyage, des désinfectants, des
cosmétiques, ou des médicaments. Plusieurs études épidémiologiques ont montré un lien entre la
pholcodine, molécule antitussive possédant le motif AQ, et la survenue de chocs aux curares,
renfor¢ant I’hypothese d’une sensibilisation croisée. Pour montrer que la pholcodine peut étre une
substance sensibilisante, nous avons étudié sa capacité a activer les cellules dendritiques (DC),
activation mesurée par une augmentation de I'expression du CD83 et de marqueurs de costimulation
CD80 et CD86. Nous avons également recherché les voies de signalisation impliquées dans ces

mécanismes et le role des récepteurs opioides dans I'activation des DC par la pholcodine.
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